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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

SUT iISLETMELERINDEN iZOLE EDILEN STAPHYLOCOCCUS AUREUS
SUSLARINDA ICAA VE ICAD GENLERI VE BiYOFIiLM URETIMININ
TESPITI

Fadimana KAYA

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalh

Damisman: Do¢. Dr. Emrah TORLAK
2016, 51+xiii Sayfa
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Dog. Dr. Emrah TORLAK
Prof. Dr. Esra MARTIN
Yrd. Dog. Dr. Hasan Huseyin KARA

Staphylococcus aureus énemli bir gida kaynakli patojendir ve ¢ogunlukla gida zehirlenmelerinin
birincil sebebidir. Zehirlenmeye neden olan gidalarin baginda siit ve siit driinleri gelmektedir. Bu
caligmada siit isletmelerinden alinan cevresel drneklerden izole edilen S. aureus suslarinda interselliler
adhezyon genlerinin (icaA ve icaD genleri) varligi ve biyofilm tiiretme kapasiteleri arastirilmustir.
Cevresel drneklerden izole edilen toplam 42 S. aureus susunda icaA ve icaD genlerinin varligi polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak belirlenmistir. PCR diriinleri agaroz jel elektroforezi ile
degerlendirildiginde, 42 S. aureus susundan 35°i (%83,3) her iki gen igin pozitif, 7 S. aureus susu
(%16,7) ise negatif olarak bulunmustur. S. aureus suslarinin biyofilm iiretme yetenegi konvansiyonel
mikrotitrasyon plak yontemi kullanilarak degerlendirilmis ve biyofilm Uretme yeteneklerine gore gucl,
orta, zayif ve biyofilm Uretmeyen olarak smiflandirilmistir. S.aureus suslarindan 39°u gii¢lii, bir sus orta
ve bir sus zayif biyofilm fireticisi olarak simiflandirilmistir. Bir susun ise biyofilm {iretme yetenegine
sahip olmadig1 belirlenmistir. Biyofilm tiretme yetenegine sahip 41 S. aureus susundan 35’i icaA ve icaD
genini bulunduruken 6 susun bu genleri bulundurmadigi tespit edilmistir. Bu ¢aligmanin sonuglari, S.
aureus suslariin biyofilm {iretme yetenegi ile icaA ve icaD genleri arasinda anlamli bir iligki oldugunu
gostermistir.

Anahtar Kelimeler: biyofilm retimi, gevresel 6rnekler, icaA ve icaD genleri, Staphylococcus
aureus, siit igletmeleri
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DETERMINATION OF ICAA, ICAD GENES AND BIOFILM PRODUCTION
BY STAPHYLOCOCCUS AUREUS STRAINS ISOLATED FROM MILK
PROCESSING FACILITIES
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Staphylococcus aureus is an important foodborne pathogen and is mostly primary cause of food
poisoning. It is found in milk and dairy products of the foods that cause poisoning. In this study, biofilm
production capacity and the presence of intercellular adhesin genes (icaA and icaD genes) in S. aureus
strains that isolated from environmental samples taken from milk processing facilities were investigated.
The presence of icaA and icaD genes in a total of 42 S. aureus strains that isolated from environmental
samples were determined by polymerase chain reaction (PCR). When the PCR products were evaluated
by agarose gel electrophoresis, 35 (83,3%) out of 42 S. aureus strains were both positive for icaA and
icaD genes, 7 (16,7%) of S. aureus strains were both negative for icaA and icaD genes. Biofilm
production ability of S. aureus strains were evaluated by conventional microtiter plate method and
according to their biofilm production ability, S. aureus strains were classified as strong, moderate, weak
and no ability to produce. Of the 39 out of 42 S. aureus strains were classified as strong biofilm
producers, one strain was classified as moderate biofilm producer and one strain was classified as weak
biofilm producer. It was found that the one S. aureus strain has no ability to produce biofilm. While 35
out of 41 S. aureus that have biofilm production ability were both positive icaA and icaD genes, 6 of S.
aureus strains were both negative. The results of current study showed that there was a significant
relationship between icaA, icaD genes and biofilm production ability of S. aureus strains.

Keywords: biofilm production, environmental samples, icaA and icaD genes, milk processing
facilities, Staphylococcus aureus
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1. GIRIS

Biyofilm, canli veya cansiz bir yiizeye tutunarak kendi trettikleri polisakkarid
bir matriks i¢ine gdmiilii halde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluktur.
Degisik mikrobiyal tiirlerin, kendilerini ¢evresel etkenlerden korumak ve besin
kaynagimi daha verimli kullanmak i¢in olusturduklari mikroekosistem olarak da
tanimlanabilir. Su ile temas eden tim yuzeylerde, 0rnegin; endiistriyel veya evsel su
sistemlerinde, su ileten borularda, su aritma, depolama, isleme ve dagitim tesislerinde,
sogutma kulelerinde ve dis {lnitelerinde biyofilm tabakasina rastlanabilir. Cansiz
yilizeylerin yani sira biyofilm canli organizmada da c¢esitli kosullar altinda, ¢esitli
dokularda olusabilmektedir. Biyofilm sayesinde mikroorganizmalar besin yoksunlugu,
pH degisiklikleri, oksijen radikalleri, dezenfektanlar, fagositoz ve antibiyotiklere karsi
planktonik (serbest haldeki) hiicrelerden daha direncli hale gelirler. Biyofilmin buyik
bir boliimiinii olusturan ekzopolisakkaritler (EPS) savunmada onemli rol oynayan
molekdllerdir. EPS bakteri hicresini inflamatuar hicrelerin fagositozundan ve
antibiyotik etkisinden korur. Bir biyofilmin olusmasi i¢in gerekli olan ortak bilesenler
mikroorganizma, glikokaliks ve yiizeydir. Bu bilesenlerden biri olmadiginda biyofilm
olusmaz. Sistemin yapisina, mikroorganizmanin tiiriine ve g¢evresel faktorlere bagh
olarak olgun bir biyofilmin olusmasi birkag¢ saat ile birka¢ hafta arasinda zaman alir.
Bakteriler biyofilm olusumunu hiicreden hiicreye yollanan iletisim sinyalleri araciligiyla
kontrol etmektedir. Bu sinyal sistemi “quorum sensing” (QS) olarak adlandirilmaktadir.
Bir bakteri patogenezi i¢in ¢evreye uyum saglar ve ¢evreden gelen uyarilar algilayarak
yanit gelistirir. Cevredeki bir kosul degisikliginde metabolizmasinda degisiklikler
yaparak adapte olmaya c¢alisir. Herhangi bir sekilde antimikrobiyal ajanlara direncli
olmayan bir mikroorganizma biyofilm i¢inde direngli hale, biyofilmden ayrildiginda ise
tekrar duyarli hale doniisebilmektedir (Poulsen, 1999; Arnold ve Silvers, 2000; Chae ve
Schraft, 2000; O’Toole ve ark., 2000; Donlan ve Costerton, 2002; Borucki ve ark.,
2003; Fujishige ve ark., 2006; Leone ve ark., 2006).

Mikroorganizmalarin bir kismi milyonlarca yildir fenotipik olarak biyofilm
olusturarak bir¢ok zararli dig etmenden korunmaktadir. Ancak bizler boyle bir yapinin
varligin1 ve patojenite i¢in Onemini ancak birka¢ on yildir kavramis durumdayiz.
Giinlimiizde molekiiler biyolojideki gelismeler sayesinde yapilan proteom ve genom
caligmalar1 biyofilm olusum mekanizmalarin1 ve biyofilmlerin bakteriyel patojenite

acisindan dnemini daha iyi anlamimizi saglamaktadir.



Staphylococcus aureus gida zehirlenmelerinde en 6nemli etkenlerden biridir.
Zehirlenmeye neden olan gidalarin basinda sUt ve st dOrinleri gelmektedir
(Genigeorgis, 1986). S. aureus basta 1s1l islem olmak iizere mikroorganizma sayisinin
azaltilmasima yonelik tiim uygulamalara kars1 yiiksek duyarlilik gostermekte, ancak
insanlarda zehirlenmeye neden olan ve 1sil isleme dayanikli enterotoksinler
iiretebilmektedir (Tiikel ve Dogan, 2000).

Gida endiistrisinde bakteriyel biyofilm kaynakli kontaminasyonlar gida
giivenligi acisindan biiyiik risk olusturmaktadir. Bu ¢aligmada siit isletmelerinden alinan
cevresel 6rneklerden izole edilen S. aureus suslariin biyofilm iiretme yetenegi ve bu
suslarda biyofilm Gretimiyle iliskili oldugu diisiiniilen icaA ve icaD genlerinin varhigi
arastirllmistir. Elde edilen sonuglarin bakteriyel biyofilmlere yonelik yapilacak
caligmalara bilgi saglamasi ve basta siit sektorii olmak {izere gida endiistrisinde S.
aureus biyofilmlerine kars1 kontrol stratejilerinin gelistirilmesine katki saglamasi

amaclanmistr.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Stafilokoklar ilk kez Robert Koch tarafindan 1878 yilinda 151k mikroskobu ile
tanimlanmistir. Pasteur tarafindan 1880’de sivi besiyerinde iiretilmis ve Alexander
Ogston tarafindan 1881°’de fare ve kobaylar icin patojen oldugu gosterilmistir.
Rosenbach tarafindan 1884 yilinda ilk kez irinli yaralardan izole edilmistir (Schleifer ve
Bell, 1986).

Stafilokoklardaki biyofilm olusumunun genetik ve molekiiler temeli ¢ok
yonliddr. Biyofilm olusturma yetenegi en az iki 6zellik gerektirir: hiicrelerin bir yiizeye
tutunmas1 ve ¢ok katmanli hiicre kiimelerini meydana getirmesi. Ilgili biyosentez
genlerindeki (ica operonu) mutasyonlar pleitropik bir fenotipe yol agar; hucreler
biyofilm ve hemaglutinasyon negatiftir ve hidrofilik yiizeylerde daha az tutunma ve
virulant olma 6zelligi gosterir. ica ekspresyonu ¢esitli cevresel kosullar ile modiilasyona
ugrayabilir. Ornegin, insersiyon dizi (IS) elemanlar1 tarafindan acilip kapatilabilir
(Gotz, 2002).

2.1 Staphylococcus aureus

Micrococcaceae familyasindan olan Staphylococcus tirleri Gram pozitif,
fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, hareketsiz ve katalaz pozitif bakterilerdir.
Staphylococcus aureus, Micrococcaceae familyasinda Bacilli smifinda Bacillales
takimmda ve Staphylococcaceae ailesinde yer alir (Nakazawa ve Hosono, 1992;
Dworkin ve ark., 2007; De Vos ve ark., 2009). Bu mikroorganizmalar Uremeleri
sirasinda  birbirlerinden  ayrilmayip, lziim  salkimi  seklini  aldiklarindan
“Staphylococcus” adii almislardir (Staphyle; tiziim salkimi) (Sekil 2.1) (Schleifer ve
Bell, 1986).



Sekil 2.1. Staphylococcus aureus’ un elektron mikroskop goriintiisii (Int. Kay. 1)

S. aureus’un koagiile edici 6zelligini 1925 yilinda Von Daranyi tespit etmis ve
koagillaz testinin S. aureus’un tanimlanmasinda Onemli oldugunu gdstermistir.
Stafilokoklar, bir patojenite faktori olarak kabul edilen koagiillaz enzimi sentezleme
yeteneklerine gore koagllaz pozitif stafilokoklar (KPS) ve koagilaz negatif
stafilokoklar (KNS) olmak UGzere iki gruba ayrilmaktadir. S. aureus’u diger
stafilokoklardan ayirt etmede kullanilan en yaygin yontemlerden biri olan kogiilaz testi
bir identifikasyon oOlgiiti olarak kullanilmaktadir. Plazmayi pihtilastirma yetenegi
goOsteren S. aureus koagulaz pozitiftir. Stafilokoklardan sadece S. aureus mannitoli
parcalayabildigi halde koagiilaz negatif olanlar par¢alayamazlar. Mannitole etki testi,
koagiilaz testinden sonra S. aureus’u diger stafilokoklardan ayirt etmede en faydali
testtir. Diger karbohidratlardan trehaloz, mannoz, maltoz, slkroz ve laktozu
parcalayabilirler, ancak ksiloz, sellobioz, arabinoz ve rafinozu parcalayamazlar.
Nitratlar1 nitritlere indirgeyebilirler. Oksidaz negatiftirler (Cengiz, 1999; Waldvogel,
2000).

S. aureus antibiyotiklerin heniiz kesfedilmedigi donemlerde ¢ok agir seyreden,
tedavisi gug, 6lumcul enfeksiyonlara neden olan bir bakteri tlrl idi. Penisilinin 1928
yilinda Alexander Fleming tarafindan bulunmasi ve iretimine Florey ve Chain
tarafindan 1940 yilinda baglanmasi ile stafilokok enfeksiyonlariin tedavisinde 6nemli
bir asama kaydedilmistir. S. aureus suslarinda penisilin direnci 1944 yilinda Kirby
tarafindan tanimlanmistir. Glnlmuzde S. aureus’un nozokomiyal patojenler arasinda

onemi giderek artmaktadir (Kutlu, 2006).



2.1.1. Hiicre yapisi

S. aureus 0,5-1,5 um ¢apinda, yuvarlak, hareketsiz, Gram pozitif, sporsuz,
fakultatifdir (Bannerman, 2003). Her ne kadar hareketsiz, sporsuz, kapsiilsuz olarak
bilinseler de, baz1 S. aureus suslari organizmadan ilk izole edildiklerinde kapsiillii
olabilmektedir (Alen ve ark., 2006; Murray ve ark., 2012). Polisakkarit yapida olan
kapsul, bakterileri fagositozdan korumanin yani sira dokulara ve sentetik yiizeylere
bakterinin tutunma 6zelligini arttirmaktadir (Bilgehan, 2000).

Bakterilerde bulunan coklu tabakadan olusan hiicre duvari bakteri hiicresinin
bitlinliigiini korumaktadir. Hiicre duvari; yilizey proteinleri, reseptorler ve
peptidoglikan tabakadan olusur. Hiicre duvarinda yer alan peptidoglikan (mukopeptid,
murein) tabakasi; gézyasi, tik(rik, insan monosit ve makrofajlarinda bulunan lizozime
(muramidaz) kars1 da dogal direnc¢ saglar. Sadece Gram pozitif bakterilerde bulunan
teikoik asit stafilokoklarin hiicre duvarinda da yer alir ve mukozalarda bulunan 6zgiil
reseptorler ile birleserek stafilokoklarin konaga tutunmasina yardimer olur. Teikoik asit,
fosfodiester baglari ile bagli seker, fosfat ve alkol igeren uzun zincirlerdir. N-asetil

glukozamin’e ribitol fosfat polimerleri ile baglanir (Bilgehan, 2000; Tlnger, 2004).

2.1.2. Gelisme ozellikleri

Laboratuvarlarda rutin amacla kullanilan besiyerlerinde kolay bir sekilde
cogalabilen S. aureus 37 °C’ta 24-48 saat icinde 2-4 mm c¢apinda diizgiin koloniler
olustururlar. Laboratuvarda 10-42 °C’ta Ureyebilselerde optimum (reme sicakligi 37
°C’tir. Sporsuz olmalarma ragmen dis etkilere ve dezenfektanlara karsi oldukca
dayaniklidirlar. Kiiltiirleri 4 °C’ta 2-3 ay, -20 °C’ta 3-6 ay canliliklarin1 koruyabilirler.
Stafilokoklar 60 °C sicakliga 30 dakika dayanabilirler. Fenolde (%2) 15 dakika icinde
inaktive olurken, %9’luk NaCl ve sakaroza tolerans gosterebilmektedirler (Akan, 2006).

Stafilokoklar yapilarinda icerdikleri karotenoidlerden dolay1 pigment meydana
getirirler. S. aureus Nutrient Agar (NA) Uzerinde 37 °C’ta 1 gun inklibasyondan sonra
altin saris1 renkte, parlak koloniler olusturur. Glikolitik karbon kaynaklarimi diisiik
seviyede iceren ortamda, pigmentasyonu etkileyen spesifik mutasyonlar barindiran bazi
suslar daha az pigment iceren koloniler olusturur. S. aureus suslarmin anaerobik
kosullarda pigment olusturma yetenekleri ortadan kalkar. Stafilokoklar basit besiyerleri

dahil bircok besiyerinde drerler. S. aureus gelisimi igin ¢esitli besiyerleri



tanimlanmistir: Brain Heart Infusion (BHI) Agar, Tryptic Soy Agar (TSA), Todd Hewitt
Agar (THA), Luria-Bertani (LB) Agar, Mueller-Hinton Agar (MHA) ve Kanli Agar.
Kanli Agar ilave olarak hemoliz yeteneginin gézlemlenmesine imkan saglar. S. aureus

kanli agarda beta hemoliz yapmaktadir (Vitko ve Richardson, 2013).

2.1.3. Virulans faktorleri

S. aureus, enzimleri ve toksinleri ile ¢ok c¢esitli hastaliklara sebep olmaktadir.
Bu enzimler ve toksinler, bakterinin dokulara yayilmasina yardimci olur. Deri
yuzeyinde enfeksiyonlar yaptigi gibi, derin dokulara da ilerleyerek bakteriyemi ve
solunum yolu enfeksiyonlarina neden olabilirler. S. aureus’un virulansinda énemli rol
oynayan birgcok enzim vardir. Stafilokoklar lipaz, hiyalironidaz, fibrinolizin
(stafilokinaz), penisilinaz (B-laktamaz), lesitinaz, katalaz, koagiilaz ve DNaz gibi
bir¢cok enzim iiretirler. Bu enzimler 6zellikle stafilokoklarin komsu dokulara yayilimini

kolaylastirarak enfeksiyon patogenezinde rol alirlar (Bilgehan, 2000; Ttinger, 2004).

2.2. Staphylococcus aureus ve Sut Endustrisi

S. aureus toksin lireten patojen bir mikroorganizmadir ve gidalarda olusturdugu
toksinlere bagli olarak intoksikasyon tarzinda gida zehirlenmelerine neden olmaktadir
(Longree, 1972). Cig siitten yapilan st trtnleri belirli kosullar altinda biiyiik bir tehlike
olusturmaktadir. S. aureus’un c¢ogalmasint ve enterotoksin iiretimini; aktivitesi,
baslangigtaki kontaminasyon diizeyi, starter kiiltiir kullanim, iiretim asamasindaki pH
derecesi, ilave edilen tuzlarin konsantrasyonu, olgunlagsma ve depolama sicaklig ile
antogonistik etki gosteren bakteri florasi etkilemektedir. Gidalarda S. aureus varliginin
diger bir 6nemi ise indikatdr organizma olmasidir. Gidalarda S. aureus varligi genellikle
gida tretiminde calisan personelin deri, agiz ve solunum yollarindan kaynaklanan
kontaminasyonun gostergesi olarak da dikkate alinmaktadir. Ayrica gidalarin
tiretiminden tiiketimine kadar gecen zamanda ¢esitli kaynaklardan gidalara bulasan S.
aureus uygun sartlarda hizli bir sekilde ¢ogalarak halk sagligi ve tiriin kalitesi agisindan
onemli bir risk faktorii olusturabilmektedir (Kinik ve ark., 1998; Tunail, 2000).

Sit, mikroorganizmalarin gelismesi i¢in olduk¢a uygun bir ortama sahip

oldugundan ¢ok hizli bozulabilen bir gidadir. Kontamine olmus siit ve sut trlnlerinin



genellikle uygun bir sekilde dezenfekte edilmemis ekipmanlardan kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Jessen ve Lammert, 2003).

Gida enfeksiyon ve intoksikasyonlarinda mikroorganizmalardan kaynaklanan risk
ve ekonomik kayiplar Onleyebilmek icin baslica bulagsma kaynaklari ve bulagma
yollarinin 6ncelikli olarak belirlenmesi gerekmektedir (Dinger, 1990; FDA and WHO,
1992).

Stafilokokal gida zehirlenmeleri basta S. aureus olmak Uzere enterotoksijenik
stafilokoklar tarafindan gidalarda olusturulan enterotoksinlerin alinmasi sonucu
sekillenen ve tiim diinyada yaygin olarak goriilen en 6nemli intoksikasyonlardan biridir.
Bu enterotoksinlerin 1stya direngli olmalar1 ve pastorizasyon ile denatiire edilememeleri
stit isletmelerinde S. aureus kontaminasyonunu onemli bir gida giivenligi tehlikesi
haline getirmektedir. Biyofilm tabakasinin antimikrobiyal ajanlara karsi korunmada
bakterilere sagladigi1 avantajlar nedeniyle biyofilm olusturan tiirlerin dekontaminasyonu
gida endiistrisi agisindan 6nemlidir. S. aureus’un biyofilm olusturma yetenegi patojenin
stit isletmelerinden eliminasyonunu olduk¢a zor bir hale getirmektedir. Yapilan
caligmalar gidalarin iiretimi sirasinda gidalar ile dogrudan temas halinde olan alet,
ekipman ve personelden kaynaklanan kontaminasyonun goz ardi edilemeyecek kadar
onemli oldugunu gostermektedir (Gokalp ve Yetim, 1988; Borah ve ark., 1992).

Bu gidalarin tiiketimi ile insanlara gegebilen hastaliklar goz oniline alindiginda,
tiretimin her agamasinda hijyen kurallarina uyulmas: gidalarin satis yerleri ve buralarda
calisan personelin hijyenik kontrolii ve etkin bir dezenfeksiyon islemiyle olusabilecek
olas1 bir kontaminasyonun dnlenebilecegi gercegi ortaya ¢ikmaktadir (Inal, 1992; Zhao
ve ark., 1998).

Stit endiistrisi agisindan biyofilm olusumunda siit proteini 6nemli rol
oynamaktadir. Paslanmaz c¢elik ylizey iizerinde yapilan bir ¢alismada o-kazein, B-
kazein, k-kazein ve a-laktaloumin gibi sut protein fraksiyonlarinin S. aureus ve Listeria
monocytogenes tutunmasini azalttigi (Wong, 1998; Barnes ve ark., 1999), ancak ortama
glutaraldehit eklendiginde S. aureus ve L. monocytogenes tutunmasinin arttigi

belirlenmistir (Barnes ve ark.,1999).

2.3. Bakteriyel Biyofilmler

Biyofilmler, bir yiizeye tutunarak kendi tirettikleri polimerik yapida jelimsi bir

tabaka i¢inde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk olarak tanimlanabilir



(Leone ve ark., 2006). Bakteri hiicreleri tarafindan iiretilen bu jelimsi tabaka, “hiicre
dis1 polimerik yap1”, “ekzopolimer” ya da “ekzopolisakkarit (EPS)” adi verilen
polisakkarit bazli bir ag yapisidir (Fujishige ve ark., 2006). Bir bagka tanimlamaya gore
biyofilm, birbirine ya da bir yiizeye tutunmus bakterinin organik bir polimer matriks
icine gémulmesidir (Poulsen, 1999).

Biyofilm yapisinda bulunan maddeler ekstraselliiler matriks yapi ile birbirlerine
tutunmaktadirlar. Su  bakteriyel hiicre kapsiilleri i¢inde bulunabildigi gibi
mikroorganizmalar tarafindan monosakkaritler ile olusturulan yiiksek molekiil agirlikli
polimerler olan EPS’ye de baglanmaktadir (Olmez, 2009). EPS biyofilm olusumunda
rol alarak mikroorganizmalarin koloni olusturmasina ve yiizeye tutunmasina yardimci
olmaktadir. Ayrica organizmayi ozmotik stres, bakteriyofajlar, toksik bilesikler ve
antibiyotikler gibi zararli etkenlere karsi da koruyabilmektedir (Midik ve ark., 2011).
EPS formlari hiicre duvari ile birlesmis olabilen kapsiiler veya biiylik miktarlarda hiicre
duvar1 disinda biriken ve kiiltiir ortamina yayilan bagimsiz salgilar olarak Uretilen
genellikle immunojenik yapilardir (Sutherland, 1998; Ramesh ve Tharanathan, 2003).
In vitro c¢aligmalarda EPS varligi kati besiyerlerinde mukoid koloni, sivi besi
ortamlarinda ise oldukg¢a viskoz bir goriiniim ile tespit edilebilmektedir (Gugliandola ve
ark., 2003). Biyofilm hiicreleri antimikrobiyal ajanlara karsi planktonik hiicrelerden
daha direncli olup antimikrobiyal ajanlarla temas: engelleyen ya da azaltan bariyerlere
sahiptirler (O’Toole ve ark., 2000).

Biyofilm olusumu, uygun kosullar olustugunda bozulma etmeni olanlar ile
patojen Ozellik gosteren tim mikroorganizmalar tarafindan in vivo olarak canli
hlcrelerde veya in vitro olarak cansiz yilizeylerde meydana gelebilir. Nem miktarinin
fazlalig1 ve besin maddelerinin ortamda bulunmasi biyofilm olusumunu arttirmaktadir.
Biyofilmlerin olusumu bakteri susu, yiizey 6zellikleri, pH, besin miktari, sicaklik gibi
cesitli gevresel faktorler etkili olmaktadir (Chae ve Schraft, 2000; Donlan ve Costerton,
2002; Borucki ve ark., 2003).

Bakterilerin ylizeylere baglanma diizeyi, ortamin pH’s1 ve sicakligi, bakteri tiiri,
bakteri hiicre duvar yapist (Gram pozitif ya da Gram negatif olusu), bakteri sayisi,
tutundugu yiizeyin 6zellikleri, hiicre hareketliligi, ortamdaki besin maddelerinin igerigi
ve miktari, iyon konsantrasyonu gibi bir¢ok faktor ile degisebilmektedir (Arnold ve
Silvers, 2000; Lindsay ve Von Holy, 2002).

Biyofilmler tek bir mikroorganizma tiirii tarafindan olusturulabildigi gibi birden

fazla tiiri de yapisinda bulundurabilir. Farkli tiirlerden olusan biyofilmlerde her tiir



kendi mikrokolonisini olusturur, bu mikrokoloniler birbirlerinden su kanallar
vasitastyla ayrilirlar. Su kanallar i¢ginde devam eden su akisi besin maddelerinin ve
oksijenin difiizyonunu saglar. Bunlardan en yayginlart Pseudomonas, Enterobacter,

Flavobacterium, Alcaligenes, Staphylococcus, Bacillus tiirleridir (Olmez, 2009).

2.3.1. Biyofilmin yapisi

Biyofilmin kiitlesinin biiyiik bir kismini (%95-97) su olusturmaktadir. Matriks
igindeki diger bilesenler ise; EPS (%1-2), globuler glikoproteinler ve diger proteinler
(%1-2), nikleik asit, lipit, fosfolipitlerdir (%1-2). Ancak bu oranlar mevcut
organizmalarin ¢esidine, fizyolojik 6zelliklerine, gelisme ortaminin dogasina, akiskanin
tipine, genel fiziksel 6zelliklere gore degisebilmektedir (Allison, 2003).

Polisakkarit, protein, DNA ve sudan olusan ekstraselliler matriks biyofilm
hlcrelerinin ylizeye tutunmasini saglar. Yiizeye sikica tutunan bakteri burada ¢ogalarak
once mikrokolonileri, mikrokoloniler de buylylp geliserek biyofilm tabakasini olustu-
rur. EPS firetimi, organizmanin ylizeye doniisiimsiiz olarak tutunmasi i¢in gereklidir ve
bu biyofilm olusumunun bir gostergesidir. Pseudomonas fluorescens B52 susunun
planktonik haldeki ve biyofilm icindeki EPS iiretiminin karsilastirildigi ¢aligsmalarda,
biyofilm iceriginde polisakkaritlerin ramnoz, glukoz ve glukozamin disinda glukoronik
ve guluronik asitlerin de temel bilesikler oldugu, cam malzemeye kiyasla paslanmaz
celik yizeyde daha fazla miktarda biyofilm oldugu bildirilmistir (Kives ve ark., 2006).
EPS jel ya da viskoelastik davranis sergileyebilmekte ve biyofilm yapisi protein, Ca*?
iyonlart ve polisakkaritler ile daha da saglamlasmaktadir (Hussain ve ark., 1993).
Bununla birlikte, hidrolaz, liyaz, glikozidaz, esteraz ve diger enzimler biyofilmin
bilesimine ve fiziksel Ozelliklerine etki edebilir. Biyofilm yapisindaki bu enzimlerin
birgogu diisitk molekiil agirlikli pargalanma iriinlerinin olusumuna neden olmakta,
bunlar da biyofilmde tutunan bakterilerin metabolizmasinda karbon ve enerji kaynagi

olarak kullanilabilmektedir (Allison, 2003).

Biyofilmin yapisi, saf kiiltiirler igin tiire, ¢oklu kiilturler icin substrata 6zgudur.
Heterojenik biyofilmlerde yapi ¢ogunlukla diizensizdir. Biyofilmin yapisi, etrafindaki
akis oranma, farkl tiirlerin sayisina ve tipine bagli olarak degismektedir. Biyofilm

kalinlig1 laminer ve tiirbiilant akis arasinda maksimum seviyededir. Laminer alandaki
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kalinlik substrata ulasabilirligine, tiirblilant akista ise asinmaya baghh olarak

degismektedir (Poulsen, 1999).

Biyofilm gelistikge polimer matriks icinde tutunmus bulunan mikroorganizma
sayisi artar. Biyofilm yapisinin sekillenmesinde, difiizyon baskin faktor haline gelir.
Gelisen biyofilmin i¢ taraflari oksijen ve besin bakimindan nispeten fakirdir, bu ylizden
biyofilmin yizeyinde bulunan mikroorganizmalar oksijen ve besin hatta buna bagh
olarak tireme ortami agisindan da i¢ tarafta bulunan mikroorganizmalara gore daha
avantajli konumdadirlar. Biyofilm gelismeye devam ettigi siirece i¢ tarafta bulunan
bakteri hiicrelerinin sayisi da artacak ve bu nedenle biyofilm yapisinda baslangigta
aerobik mikroorganizmalar ¢ogunluktayken, aerobik mikroorganizmalarin sayilarinin
artmasi sonucunda ortamdaki oksijen miktar1 hizli bir sekilde diisecek ve oksijen
noksanliginda oksijensiz (anoksik) bolge olusumu gerceklesecektir (Greenberg ve ark.,
1999).

Biyofilmler yogun yiizeyler olarak bilinmekle birlikte, son yillarda yapilan
caligmalarda, su ve besin maddesinin dagitildig1 kilcal damar su kanallarinin bulundugu
gozenekli bir yapismin oldugu belirlenmistir. Biyofilmin yapisindaki su kanallar
mikrokolonilerin hem altinda hem de arasinda bulunmaktadir. Besinlerin biyofilm
tabanina taginmasi bu 6zel kanallarla olmaktadir. Hiicresel atik biyofilmin yiizeyinde
kanallarla gizlenir. Tagima islemi, su yardimiyla ya da pasif diflizyonla kolaylastirilir.
Kolaylastirilmig tasinma biyofilm igerisine molekiil tasinmasina yardimei olur. Ayrica
su kanallarinin igteki alanlara oksijen tasidigi da belirlenmistir (Costerton ve ark.,
1995).

Bakteriyel tutunmada, proteinler gibi organik molekiillerin yilizeye tutunmasinin
onemli bir rolli vardir. Yiizey proteinleri, biyofilm matriksi i¢inde diizenli bir sekilde
olusur (Lasa ve Penades, 2006). Bu proteinlerin bazilari EPS varliginda biyofilm
olusumunu tesvik edebilmektedir. Biyofilm iligkili protein (Bap) yapisi, organizmanin
yiizeye kolonize olmasi ve burada siirekli kalmasinin saglanmasi agisindan da énemlidir

(Tormo ve ark., 2005).

Biyofilmler inert veya canli yilizeylerde olusabilirler. Bu ylizeyler arasinda canli
dokular, medikal implantlar, endiistriyel veya igme suyu sistemlerinin borular1 ve dogal
akuatik sistemler yer alir. Biyofilm olusumunda hiicresel olmayan mineral kristalleri,
korozyon partikiilleri, kil veya ¢amur parcalar1 ya da kan bilesenleri bulunabilir (Donlan

ve Costerton, 2002).



11

2.3.2. Biyofilm olusum asamalari

Biyofilm olugumu bir substrat ylizeyine bakterinin tutunmasi ve ardindan hiicre-
hiicre tutunmasi ile biyofilmin ¢oklu tabakalarmin olusumunu gerektiren iki agamali bir
siire¢ olarak distliniilmektedir (Heilmann ve Go6tz, 1998). Yapilan birgok calismada,
biyofilmlerin sabit noktalarda biyolojik doniisiimlerini (baslangig, olgunlasma,
muhafaza ve ¢oziinme) tamamladiklar gosterilmistir (O’Toole ve ark., 2000).
Bakterilerde biyofilm gelisiminin baglamasi besinlerin var olup olmamasi gibi spesifik
cevresel etmenlere bagli olarak degismektedir. Biyofilm gelisimi taze besiyeri
saglandik¢a devam eder. Ancak ortamdaki besin maddeleri tiikenince yiizey baglantilar
zayiflar ve planktonik hale geri donerler. Aglik durumu hiicrelerin yeni taze besin
kaynaklar1 aramalarini, ortamlara daha iyi adapte olmalarmi ve yayilmalarini saglar
(Kolter ve Tormo, 1993). Bu nedenle aclik durumunda kullanilan metabolik yolun bii-

tiin biyofilm gelisim dongiisiinii kapsayabilecegi belirtilmistir (O’ Toole ve ark., 2000).

Sekil 2.2. Biyofilm olusum sureci. Planktonik hicreler ylizeye tutunur, biyofilm genleri
aktiflestirilir ve diger hiicreler QS ile toplanirlar. Hiicreler mikrokoloniler olusturarak yiizeyde gelisirler.
Mikrokoloniler kanallart (mavi) ile olgun biyofilm yapisi iireterek biiylimeye devam ederler. Yesil alanlar
bakteri hiicrelerini, beyaz ve agik mavi opak alanlar EPS'yi temsil etmektedir (Chmielewski and Frank,
2003).
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2.3.2.1. Yiizey kosullar

Biyofilm, bakterinin tutunma yiizeyi, bakteri tutunmasini etkileyen organik ve
inorganik maddelere bagli olarak i¢inde bakterilerin oldugu herhangi bir sulu ylizeyde
olusabilir (Kumar ve Anand, 1998). Bakteriler farkli yiizeylere tutunabilirler. Bu
nedenle biyofilm olusturmalar1 ve gelisimleri de bu yiizey kosullarina gore
degisebilmektedir (Mafu ve ark., 1990). Ornegin; Legionella pneumophila hiicrelerinin
kaucuk yiizeylere tutunma diizeyi 2.2x10° kob/cm? civarinda iken, etilen-propilen,
polivinil klorir, polipropilen, yari ¢elik, paslanmaz ¢elik ve cam yiizeylerde tutunma
oraninin daha az oldugu belirlenmistir (Rogers ve ark., 1994).

Patojen veya bozulma etmeni olan birgok mikroorganizmanin paslanmaz celik,
aliminyum, cam, ahsap, teflon ve plastik materyaller {izerinde biyofilm olusturduklari
belirlenmistir (Trachoo, 2003; Lindsay ve Von Holy, 2006; Planchon ve ark., 2006).
Naylon ve teflon ylizeyler diiz oldugundan mikroorganizmalar tutunmus gibi
gordndrler. Bununla birlikte, paslanmaz gelik yiizeyler ¢atlak ve yarilmalar nedeniyle
purtzli bir ylzeye doniigebilirler. Genis ¢atlaklara sahip aluminyum vyiizeylerde
mekanik yontemlerle uygulanan temizlik islemlerinde bile bakterilerin ylizeye

tutundugu belirlenmistir (Giin ve Ekinci, 2009).

2.3.2.2. Bakterilerin yiizeye tutunmasi ve biyofilm olusumu

Mikroorganizmalar gelisim evrelerine gore planktonik ve yerlesik (sessile)
olmak iizere iki gruba ayrilabilmektedir. Planktonik hiicreler bireysel olarak serbest
yasarlar. Yerlesik hiicreler ise bir ylizeye tutunur ve bir araya gelerek topluluk halinde
fonksiyonlarin1 gerceklestirirler. Bakterilerin ylizeye tutunmalar1 zamana bagli bir
olusumdur ve bu durum doniisiimlii ve doniisiimsiiz olmak iizere iki basamakta
incelenebilir (Kolter ve Tormo, 1993).

Doniisiimlii tutunma: DoOniisiimlii basamakta, bakteri hiicresi yiizey ile tam
olarak temas etmemekte, ancak bakteri hicresi ile yiizey arasinda uzun mesafeli
etkilesimler meydana gelmektedir. Bunlar elektrostatik giicler, hidrofobik etkilesimler
ve van der Waals giigleri olup zayif etkilesimlerdir. Elektrostatik etkilesimler daha ¢ok
itici giiclerdir, ¢linkli bakteriler ve kati yiizeyler negatif yiikliidir (Costerton ve ark.,
1995; Poulsen, 1999). Ylzey ozellikleri bakteriyel tutunmada onemli rol oynar.

Bakteriler tiiriine gore farkli yiizeylere farkli miktarlarda baglanabilirler. Ornegin;
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Salmonella ve Listeria’nin hidrofobik yiizeylere hidrofilik yiizeylerden ¢ok daha fazla
miktarda tutunabildikleri gosterilmistir (Sinde ve Carballo, 2000). Hiicreler bu asamada,
durulama gibi basit yikama islemleri ile kolayca yiizeyden uzaklastirilabilirler (Akan ve
Kinik, 2014). Yiizeyle ilk temasin gerceklesmesinde hidrofobik etkilesimlerin katkisi
blyuktir (Costerton ve ark., 1995). Doniistimlii tutunma durumu, tutunan ve durgun
haldeki hiicreler arasindaki dengeli dagilimmn bir sonucu olabilir. Burada
mikroorganizma yilizeyin yakinindadir, ama heniiz yiizeyle temas etmemistir (Lindsay
ve Von Holy, 2006).

Doniisiimsiiz tutunma: DoOniisiimsliz tutunmada ise yiizeyle kisa mesafeli
etkilesimler olan dipol-dipol etkilesimi, hidrofobik etkilesimler, iyon-dipol etkilesimi,
iyonik baglar, kovalent baglar ve hidrojen baglar1 olugsmaktadir. Mikroorganizmalar
dontigiimlii olarak baglanirken, ylizeyde yasamak icin yeterli besin maddesi olup
olmadigini arastirirlar. Bakteri hiicreleri flagella, pili gibi 6zel yapilari sayesinde ve EPS
olusturarak yiizeylere doniisiimsiiz olarak baglanabilirler (Poulsen, 1999). Katyonlar,
cesitli makromolekiiller ve koloidal materyaller boru hattinda tutuldugunda,
mikroorganizmalar 6ncelikle organik materyale doniisiimlii olarak, sonra da flagella ve
fimbrialar1 ile donisiimsiiz olarak tutunurlar. Yuzeye tutunan bakteri hicreleri,
membrana bagli proteinlerden EPS iiretir. Ancak EPS olusturmayan bazi bakteri
tirlerinin de ylzeylere baglanabildigi belirtilmektedir. Doniisiimsiiz basamakta,
hiicrelerin yilizeylerden uzaklastirilmas: firgalama ve kazima gibi gii¢lii islemlerin ya-
pilmasi gerektirmektedir (Giin ve Ekinci, 2009). Doniisiimsiiz tutunma asamasindan
sonra biyofilm hicrelerini ylzeyden uzaklastirabilmek icin giiglii mekanik kuvvet,
enzim, dezenfektan, deterjan, sanitizerler ve/veya yiiksek 1sil isleme ihtiyag vardir
(Sinde ve Carballo, 2000; Maukonen ve ark., 2003; Augustin ve ark., 2004).

2.3.2.3. Koloni olusumu

Mikrokoloni gelisimi  bakteri hicrelerinin yuzeyde birikmesi,
mikroorganizmalarin gelismesi ve EPS iiretimi sonucunda gergeklesir (Chmielewski ve
Frank, 2003). EPS bakteri ve alt katmani arasinda bag olusumuna katkida bulunur,
koloniyi her tiirlii gevresel strese karsi kararli hale getirir (Donlan ve Costerton, 2002).
Bu asamada bakterilerin yiizeyde toplanma islemi planktonik hiicrelerin sinyal
molekiilleriyle etkilesip bir araya gelmesiyle ger¢eklesir. Tutunan bakteri gelisir ve daha

sonra boliiniir. EPS diger planktonik hiicrelerin yakalanmasini da saglar. Bu asamada
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bir bakteri hiicresi yiizeyde koloni olusturduktan sonra (birincil koloni), ayn1 yiizeyde
diger bakteriler de koloni olusturur (ikincil koloni). Biyofilm biiylidiik¢e, polimer

matriksinde kapsiil olusturmus mikroorganizmalarda da artig gorulir (Poulsen, 1999).

2.3.2.4. Olgun biyofilm olusumu

Bu agamada mikrokoloniler gelisirler ve mantar veya kule seklindeki kompleks
yapilara doniisiirler (Chmielewski ve Frank, 2003; Klausen ve ark, 2003). Konfokal
lazer mikroskopisi ile yapilan caligmalar, bakterilerin kompleks EPS ile g¢evrilmis
mikrokoloniler igerisinde yasadiklarini ortaya koymustur. Cesitli yiiksekliklerde kule
benzeri yapilar olusturan mikrokoloniler arasinda besinlerin taginmasi ve metabolik
atiklarin uzaklastirilmast i¢in primitif bir dolasim sistemi olarak goérev yapan su
kanallar1 bulunmaktadir (Kumar ve Anand, 1998; Poulsen, 1999). Hucrelerin bu yapiya
ulasilabilmesi i¢in yaklasik 10 giin ya da daha uzun bir siire gerekmektedir (Stoodley ve
ark., 2002).

2.3.2.5. Biyofilm hiicrelerinin koparak ayrilmasi

Biyofilm olusumunda son agama biyofilm hiicrelerinin koparak ayrilmasidir. Bu
asamada tek bir bakteri veya bakteri topluluklar1 biyofilm tabakasindan koparak ortama
yayilir. Hucreler boylece planktonik hallerine geri donerler (Sauer ve ark., 2002). Artan
akis kuvveti, i¢ enzimatik bozulma, EPS ya da yiizey baglayan proteinlerin agiga
cikmasi gibi hiicre i¢cinde goriilen olaylar biyofilm hiicrelerinin ayrilmasinda 6énemli rol
oynar (Stoodley ve ark.,, 2002; Kaplan ve ark., 2004). Ayrica ortamda besin
maddelerinin tiilkenmesi de biyofilm hiicrelerinin ayrilmasinda 6nemli bir neden
olabilmektedir (O’Toole ve ark., 2000). Bu ayrilma islemi dis faktorlerin etkisiyle
olabilecegi gibi, biyofilm olusum basamaginin bir parcasi olarak tek bir hiicrenin veya

coklu hiicrelerin kopmasinin bir sonucu da olabilir (Poulsen, 1999).
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Sekil 2.3. Biyofilm olusum basamaklari; 1. Doniisiimli tutunma, 2. Doniisiimsiiz tutunma, 3. Koloni
gelisimi, 4. Biyofilm olgunlagmasi, 5. Biyofilm hiicrelerinin koparak ayrilmasi (Marshall, 1976).

Biyofilm olusumu, bakterilerin sadece bir araya gelerek belirli bir ylizeye
tutunmalar1 ve o yiizeydeki diger tiirlerle birlikte yasamaya devam etmeleri seklinde
gerceklesen rastgele bir olay degildir. Bir¢cok organizma aktivitelerini koordine etmek
icin birbirlerine sinyal verirken kiiclik yayilabilir molekiilleri kullanirlar. Biyofilm
olusumunda 6nemli bir mekanizma olan ve “Quorum Sensing (QS)” olarak adlandirilan
bu islem ile bakteriler Urettikleri sinyal molekullerinin yogunlugunu o6lgebilmekte,
cevrelerindeki diger mikroorganizmalarin miktarini hissedebilmekte ve bu verilerin
digerlerine iletilmesine imkéan saglamaktadirlar. Bagka bir ifadeyle, QS ile bakteriler
cevrelerindeki bakteriyel populasyonun yogunlugunu belirlerler. Bir yiizeye tutunan her
bakteri, ortama ‘Ben buradayim’ mesaj1 veren bir molekiil salgilar. Yiizeye tutunan
bakterilerin sayis1 arttikca, bu sinyalin lokal konsantrasyonlari artar. Bu sinyal
molekdluniin konsantrasyonundaki artis ile birlikte, biyofilm olusumuna ydnelik bir dizi
islem baslatilmis olur. Yani, biyofilm igerisindeki bakteriler diisiik molekiil agirliklarina

sahip interselliiler haberciler araciligiyla haberlesmektedirler (Arnold ve Silvers, 2000).

2.4. Staphylococcus aureus Biyofilmleri

Bakteriyel kaynakli enfeksiyonlar degerlendirildiginde klinik drneklerden en sik
izole edilen Gram pozitif stafilokok tirt S.aureus’tur (Waldvogel, 2000). Ortam
sartlarina olduk¢a dayanikli olan S. aureus gevresel kaynaklarda yaygin olarak bulunan
bir mikroorganizmadir. S. aureus’un virulansi fagositoza kars1 direng saglayan biyofilm

tabakasi ile kombine oldugunda oldukca yukselmektedir (Cucarella ve ark., 2001).
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S. aureus genellikle icaADBC operonu bulundurmaktadir. Bu operon poli-N-
stksinil-B-1-6 glikozamin (PIA-PNSG) polisakkarit tutunma matriksinin tretiminden
sorumludur. icaADBC tarafindan iiretilen bu maktriksin ikinci asamada hiicrelerin
birbirine tutunmasini saglamakta etkili oldugu 6ngoriilmektedir (Szczuka ve ark., 2013).
Bu nedenle icaADBC lokusu bulunduran S. aureus suslarinin, potansiyel biyofilm

tireticisi oldugu diisiiniilmektedir (Szweda ve ark., 2012).

2.4.1. ica bagimh biyofilm mekanizmalar

Son zamanlarda stafilokolarda en iyi anlasilmis biyofilm mekanizmasi ica aracili
biyofilm olusumudur. Biyofilm olusumunun genetik kontrolii Gerke ve ark. (1998)
tarafindan belirlenmistir. Cok sayida bakteriyel ve dis faktorler tutunmayi ve birikimi
etkilemesine ragmen, ica operonun kodladigi enzimler tarafindan sentezlenen
hiicreleraras1 polisakkarit adhezin (PIA) ya da polimerik N-asetil-glukozamin (PNAG)
olarak bilinen (Mack ve ark., 1996; Maira-Litran ve ark., 2002) bir hiicre dis1
polisakkarit adhezin tretimi son zamanlarda stafilokoklarda en iyi anlagilmis biyofilm
mekanizmasidir (O’Gara, 2007).

Bakterilerin biyofilm olusturma ve toplanma yetenegi ekstraselliiller mukoid
madde (Slime) Uretme kapasitesiyle iligkilidir. Slime ana bilesenini PIA ve PNAG
olusturur (Arciola ve ark., 2002). N-asetilglukozamin biyofilm tabakasinin ana
maddesini olusturmaktadir. N-asetilglukozamin, hiicreler arasi agregasyonu saglayan
PIA olusumundan sorumludur (G6tz, 2002).

S. aureus ve Staphylococcus epidermidis slime Gretiminden sorumlu olan
icaADBC operonu (ica lokusu) icerir (Gerke ve ark., 1998; Cramton ve ark., 1999).
icaAADBC operonunda icaA geni PIA sentezi icin gerekli olan N-
asetilglukozaminiltransferaz enzimini kodlar (Gerke ve ark., 1998; Cramton ve ark.,
1999). icaD geni kapsuler polisakkaritin fenotipik ifadesinde o6nemli olan N-
asetilglukozamiltransferaz enziminin maksimum ekspresyonunda rol oynar (Gad ve
ark., 2009). ica lokusu, kapstler polisakkarit sentezi ile hicre-hiicre adhezyonuna
aracilik eder (Heilmann ve ark., 1996). Bununla birlikte, icaA ve icaD’nin birlikte in
vitro olarak UDP-N-asetilglukozamini bir substrat olarak kullanarak ica lokusu
(6zellikle icaA geni) tarafindan kodlanan bir enzim olan N-asetilglukozaminiltransferaz

ile seker oligomerlerinin sentezine aracilik ettigi gosterilmistir (Cramton ve ark., 1999).
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icaA geninin tek ifade edilmesi sadece diisikk enzimatik aktivitesini indiikler,
fakat icaA ile icaD geninin birlikte ifade edilmesi aktiviteyi 6nemli olgiide arttirir ve
kapsuler polisakkaridin fenotipik ekspresyonu ile ilgilidir (Gerke ve ark., 1998; Arciola
ve ark., 2001). icaA gen urund optimum aktivite igin icaD gen trinuni gerektiren N-
asetil-glukozaminiltransferaz ile homoloji gosteren bir transmembran proteindir (Gerke
ve ark., 1998).

icaC aktivitesi ile birlikte N-asetil-glukozaminiltransferaz aktivitesi PIA’ya karsi
artan bir antikor tarafindan tanian in vitro bir Grin Uretir. ica operonundan sentezlenen
PIA ¢ok katmanl biyofilm ile bakteriyel hiicre-hiicre temasini destekler. PIA, lineer [3-
1,6 bagh glikozaminoglikanlardan olugmaktadir.

Yapilan arastirmalarda, icaA geni ile icaD geni arasinda bir baglanti oldugu
tespit edilmistir. Buna gore, icaA ve icaD genlerinin birlikte N-asetilglukozamini
substrat olarak kullanarak seker oligomerlerinin sentezine aracilik ettikleri gosterilmistir
(Cramton ve ark., 1999; Vasudevan ve ark., 2003). Benzer olarak icaC geninin PIA
ifade ettigi diisliniiliirken, icaB geninin islevi tam olarak bilinmemektedir (Vuong ve
Otto, 2002).

2.4.2. ica bagimsiz biyofilm mekanizmalar

Stafilokok biyofilm gelisiminde PIA/PNAG firetimini kontrol eden regiilator
yolaklarin ve icaAADBC lokusunun tartismasiz énemli roliine ragmen, son yillarda S.
aureus ve S. epidermidis’de PIA/PNAG bagimsiz biyofilm mekanizmalarinin varligini
vurgulamak icin birgok ¢alisma yapilmistir (Beenken ve ark., 2004; Fitzpatrick ve ark.,
2005; Rohde ve ark., 2005, 2007; Kogan ve ark., 2006; O’Gara, 2007). Bu
mekanizmalarin temelinde konak ekstraseliiller matrikse baglanan hiicre yiizey
adhezinlerinin farkli dizilisi yatmaktadir (O’Gara, 2007). ica lokusunun klinik ag¢idan
daha 6nemli olan S. epidermidis ile iliskisinin daha olast oldugu bildirilmistir (Ziebuhr
ve ark., 1999; Fitzpatrick ve ark., 2002). Bununla birlikte, S. aureus izolatlarinin biiyiik
cogunlugunun bu gen kiimesini tasidigir goriilmektedir (Knobloch ve ark., 2002;
Fitzpatrick ve ark., 2006; O’Gara, 2007). Bu nedenle S. aureus biyofilm fenotipinde ica
lokusunun roliiniin kompleks ve sus ve ¢evre bagimli oldugunu varsaymak makul gibi
gorinmektedir. Ayrica, yapilan caligmalar S. aureus ve S. epidermidis biyofilm
gelisiminde ica lokusunun rolinin 6nemli Slglide degisebilir oldugunu gostermistir

(O’Gara, 2007). Ancak, yapilan bazi caligmalarda ica operonu bulundurmayan S.
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aureus ve S. epidermidis suslarmin biyofilm {iretme yetenegine sahip olduklari
bildirilmistir (Ziebuhr ve ark., 1999; Fitzpatrick ve ark., 2002, 20005; Frank ve ark.,
2004; Rohde ve ark., 2004; Kogan ve ark., 2006; O’Gara, 2007).

[lk iyi karakterize edilmis icAADBC bagimsiz biyofilm mekanizmasi, biyofilm
ile iligkili proteinin (Bap) S. aureus sigir mastitis V329 izolat1 ile biyofilm gelisimi
siiresince ilk tutunma ve interseliiler birikim ig¢in gerekli oldugu J. Penades ve I.
Lasa’nin aragtirma grubu tarafindan tanimlanmigtir (Cucarella ve ark., 2001). Bu
izolatta ica lokusuna ait mutasyonun biyofilm fenotipi tGzerine hicbir etkisinin olmadig1
bildirilmistir (Cucarella ve ark., 2004). Bununla birlikte, SarA bap geninin bir
transkripsiyonel aktivatorii ve bu nedenle Bap aracili biyofilm gelisiminin pozitif bir
regiilatori olarak islev gormektedir (Trotonda ve ark., 2005). Ayrica, ica bagimsiz
biyofilme aracilik da edebilen bir Bap homolog protein bazi S. epidermidis ve diger
koagiilaz-negatif stafilokok tiirlerde belirlenmistir (Tormo ve ark., 2005). bap geni sigir
izolatlarinin sadece %5'inde ve S. aureus insan klinik izolatlarinda yok gibi goriinse de
(Cucarella ve ark., 2001), Bap proteini biyofilm gelisiminde 6nemli bir rol oynayan
cesitli bakteri tiirlerinde korunmus yapisal ve fonksiyonel ozelliklere sahip 100'den
fazla ylizey protein grubunun bir iiyesi olarak ortaya ¢ikmustir (Lasa ve Penades, 2006).
Biyofilm pozitif S. aureus insan klinik UAMS-1 izolatinda ica lokusunun delesyonunun
biyofilm gelisimi {izerinde hicbir etkisinin olmadigi gosterilmistir (Beenken ve ark.,
2004). Bunun aksine, S. aureus UAMS-1'de sarA geninin mutasyonu bozulmus
biyofilm olusturma kapasitesi ile sonuglanmistir. iCAADBC bagimsiz biyofilm
Olusumunun metisilin direngli S. aureus (MRSA) izolatlarinda miimkiin oldugu
bildirilmistir (Fitzpatrick ve ark., 2005; O’Gara, 2007).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Besiyerleri

3.1.1. Maximum Recovery Diluent (MRD)

» Pepton:1,09/L
» NaCl:85¢g/L

Dehidre besiyeri (Merck, Darmstadt, Almanya) saf su i¢inde 9,5 g/L olacak sekilde
¢cozUndirilmiistiir. Tuplere taksim edildikten sonra otoklavda 121 °C’ta 15 dakika steril

edilmistir. Sterilizasyon sonrasi tiipler 4 °C’ta muhafaza edilmistir.

3.1.2. Baird Parker Agar (BPA)

Pepton (kazein) : 10 g
Etozi:5¢g

Maya o0zl :1g
Sodyum pirlvat : 10 g
Glisin: 12 g

Lityum Kklorid : 5 g

V V.V V V V VY

Agar—agar:15¢g

Dehidre besiyerinden (Merck) 58 g tartilarak 950 mL saf su icerisinde
cozlndurulmustiir. Otoklavda 121 °C’ta 15 dakika steril edilmistir. 45 °C’a
sogutulduktan sonra igerisine egg yolk tellurit emulsiyonundan (Merck) 50 mL ilave

edilerek petri kutularina taksim edilmistir.

3.1.3. Nutrient Agar (NA)

» Pepton :5¢g

» Sigirézii: 39
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» Sodyum klorid : 8 ¢
» Agar:12g

Dehidre besiyerinden (Lab M, Lancashire, Ingiltere) 28 g tartilip 1 L saf su
icerisinde ¢Ozundurulmiistir. Otoklavda 121 °C’ta 15 dakika steril edilmistir.

Sterilizasyon sonrasinda 48 °C’a sogutularak petrilere taksim edilmistir.

3.1.4. Nutrient Broth (NB)

» Sigirozi:lg
» Mayaozi:2g
» Pepton :5¢g

» Sodyumklorid : 5 g

Dehidre besiyerinden (Lab M) 13 g tartilip 1 L saf su icerisinde ¢ozundurilmistiir.
Homojen karisim cam tiiplere 10’ar mL taksim edildikten sonra otoklavda 121 °C’ta 15

dakika steril edilmistir.

3.1.5. Tryptone Soy Agar (TSA)

» Tripton:15¢g

» Soypepton:5¢g

» Sodyumklorid : 5 g
» Agar:12g

Dehidre besiyerinden (Lab M) 37 g tartilip 1 L saf su ile 1siticih manyetik
karistiricida ¢ozindUrilmiistiir. Karisim homojen hale geldikten sonra otoklavda 121
°C’ta 15 dakika steril edilmistir. Sterilizasyon sonrast 48 °C’a soguduktan sonra

petrilere taksim edilmistir.
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3.1.6. Tryptone Soy Broth (TSB)

» Pepton (kazein) : 17 g

» Pepton (soymeal) : 3 g

» D (+) glukoz monohidrat : 2,5 g

» Sodyumklorid: 5 ¢

» di-Potasyum hidrojen fosfat :2,5¢g

Dehidre besiyerinden (Merck) 30 g tartilip 1 L saf su igerisinde ¢6ziindiirtilmiistiir.
Cam tiplere 10’ar mL taksim edildikten sonra tipler otoklavda 121 °C’ta 15 dakika

steril edilmistir.

3.2. Cozeltiler
3.2.1. Tris-EDTA buffer

10 mL 1 M Tris solisyonu (Amresco, Solon, ABD) ve 2 mL 0,5 M EDTA
(Amresco) soliisyonu 988 mL steril saf su ile son hacim 1000 mL olacak sekilde

karistirildiktan sonra pH 8.0°a ayarlanarak 1X TE buffer hazirlanmustir.

3.2.2. Lizis buffer

0,242 g Tris-Cl (Amresco), 0,0744 g sodyum EDTA (Amresco), 1200 pL Triton
X-100 (Merck) 100 mL ultra saf su igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Kullanmadan hemen

once 20 mg/mL lizozim (Merck) eklenmistir.
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3.2.3. PBS

8 g NaCl (Sigma Aldrich, St. Louis, ABD), 0,2 g KCI (Merck), 1,44 g Na,HPO,
(Merck), 0,24 g KH;PO4 (Merck) son hacim 1 L olacak sekilde saf su iginde
¢oziindirilmistir. HCI (Sigma Aldrich) ya da NaOH (Merck) ile pH 7.4%e
ayarlanmustir. 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanarak 1X PBS hazirlanmistir.

3.2.4. Kristal viyole ¢ozeltisi

Cozelti halindeki kristal viyoleden (Sigma Aldrich) 6nce 5 mL alinip saf su ile 50
mL’ye tamamlanarak %10’luk bir stok ¢6zelti hazirlanmistir. Bu stok ¢Ozeltiden %1’lik

¢ozeltiler hazirlanarak kullanilmistir.

3.3. Staphylococcus aueus Suslar:

Biyofilm Uretme yetenegi ve icaA, icaD genlerinin varliginin arastirilmast amaci
ile S. aureus suslar1 Konya ilinde faaliyet gosteren siit isletmelerinden alinan g¢evresel

orneklerden (Ornegin; personellerin ellerinden, ekipmanlardan) izole edilmistir.

3.3.1. Izolasyon

Cevresel 6rnekler ISO 18593 (2004) standardina gore steril swab ile alinmustir.
Alman ¢evresel orneklerden S. aureus izolasyonu egg yolk tellurit ilave edilen BPA
iizerinde gerceklestirilmistir. Orneklemeden sonra swablar 10 mL MRD iceren tiiplere
aktarilmistir. Vorteks asamasmdan sonra toplam 1 mL dillient (i¢ adet BPA besiyeri
lizerine drigalski spatiilii kullanilarak inokiile edilmistir. Inokiile edilen besiyerleri
37+1°C’ta 48+2 saat inkibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda potasyum  telliirit
varligindan dolay1 siyah veya gri renkte, etrafinda lesitinaz aktivitesine bagli olarak
temiz bir zon olan tipik koloniler biyokimyasal identifikasyon paneli (API Staph,

bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Fransa) ile dogrulanmustir.
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3.3.2. Kiiltiir sartlan

S. aureus olarak dogrulanan izolatlarin stok kiiltiirleri %20 oraninda gliserol
(Merck) ilave edilmis NB i¢inde -18 °C’ta muhafaza edilmistir. Calisma kiiltiirleri NA

Uzerinde 4 °C’ta muhafaza edilmistir.

3.4. DNA Izolasyonu

PCR amplifikasyonu 6ncesinde S. aureus suslarindan DNA izolasyonu igin ¢
farkli DNA izolasyon yontemi degerlendirilmistir. Elde edilen DNA’nin miktar1 ve

saflig1 g6z oniinde bulundurularak en verimli metot tercih edilmistir.

3.4.1. Su ile kaynatma yontemi

TSA iizerinde gelisen S. aureus kolonileri 500 uL. DNaz ve RNaz igermeyen
steril saf su icinde suspanse edilmistir. Suspansiyon su banyosunda (Memmert,
Schwabach, Almanya) 100 °C’ta 10 dakika boyunca tutulmustur. Isitilan stispansiyonlar
10000 x g’de 5 dakika santriftij (Daihan, Seul, Kore) yapilmistir. Bakteriyel DNA’y1
iceren supernatant alinarak DNA safligi ve miktar: tespit edilmistir (Zhang ve ark.,
2004).

3.4.2. TE buffer ile kaynatma yontemi

TSA iizerinde gelisen S. aureus kolonileri 500 pL TE buffer i¢inde siispanse
edilmistir. Stspansiyon su banyosunda 100°C’ta 10 dakika boyunca tutulmustur. Isitilan
stspansiyonlar 10000 x g’de 5 dakika santrifiij yapildiktan sonra bakteriyel DNA igeren
stpernatantta DNA’nin saflik ve miktar tayini yapilmistir (Zhang ve ark., 2004).



3.4.3. Ticari izolasyon kiti

Ticari kit ile yapilan DNA izolasyonunda kit (GeneJET Genomic DNA
Purification Kit, Thermo Scientific, Vilnius, Litvanya) iireticisi tarafindan saglanan

Gram pozitif bakteri genomik DNA izolasyon protokolu takip edilmistir.

Stok kdlttrlerden 5 mL NB besiyerine inokile edilerek 17 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 1.5 mL’lik ependorf tiiplere 1.5 mL bakteri
stispansiyonu alinmis ve 5000 x g’de 10 dakika santrifuj yapilmistir. Santrifij
sonrasi supernatant uzaklastirilarak pelet Uzerine 180 pL Gram pozitif bakteri lizis
buffer ilave edilerek 37 °C’ta 1sitic1 blok (Bioer, Hangzhou, Cin) icinde 30 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda iizerine 200 pL lizis soliisyon ve 20 uL
proteinaz K (Thermo Scientific) ilave edilerek vorteks ile tamamen karigmasi
saglanmistir. Hiicrelerin lizis olmasi i¢in 1sitict blok iginde 56 °C sicaklikta yarim
saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra tizerine 20 ul. RNaz A solusyonu
(Thermo Scientific) eklendikten sonra vorteks ile karistirilip karisim oda
sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra tizerine 400
uL %50’lik etanol ilave edilmistir. Izolasyon kolonuna hazirlanan lizat transfer
edilip 6000 x g’de 1 dakika santriflij edilmistir. Daha sonra tizerine 500 pL yikama
tamponu I eklenmis ve 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Toplama tlpinde
toplanan sivi uzaklagtirtlmigtir. 500 pL yikama tamponu II ilave edilerek
maksimum hizda (>12000 x g) 3 dakika santriflj yapilmistir. Toplama tupu
uzaklastirilarak yeni steril 1.5 mL’lik mikrosantrifij tipine transfer edilmistir.
Uzerine 100 pL eliisyon tamponu ilave edilerek oda sicakliginda 2 dakika inkiibe

edildikten sonra 8000 x g’de 1 dakika santrifij edilmistir.

3.4.4. izole edilen DNA’nin safliginin ve miktarinin tespiti

Ug farkli yontem kullanarak yapilan DNA izolasyonu sonucunda elde edilen
bakteriyel DNA o0rneklerinin saflik ve miktar tayini yapilmistir. Bu islem
mikrohacim spektrofotometre (Thermo Scientific, Waltham, ABD) kullanilarak
absorbans Ol¢iimiine dayali olarak belirlenmistir (Zhang ve ark., 2004). Bu 6l¢iim

sonucu DNA orneklerinin verdigi OD degerlerine (A 260/A280) gore safliklart ve ng
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cinsinden miktarlar1 tespit edilmistir. Ayrica DNA Orneklerine agaroz jel
elektroforezi de uygulanarak bu ii¢ farkli izolasyon yénteminden elde edilen
DNA’larin kaliteleri karsilagtirilmistir. Bu amagla %1°lik agaroz jel kullanilmistir.
Jel Gzerine ilk kuyucuga 1 kb’lik DNA ladder (Solis BioDyne, Tartu, Estonya)
yuklenmistir. Sonraki kuyucuklara 5 uLL 1X loading dye (BM, Ankara, Turkiye) ile
karistirtlmis 5 uL DNA 6rnegi yiiklenmistir. DNA 6rnekleri 100 V’ta 30 dakika

yuritilmiis ve UV 151k altinda goriintiilenmistir (Major Science, Saratoga, ABD).

3.5. icaA ve icaD Genlerinin Tespiti

Cevresel orneklerden izole edilen S. aureus suslarinda icaA ve icaD genlerinin
varligini tespit edebilmek icin klasik PCR kullanilmistir. Referans olarak kullanilan
ATCC 25923 ve ATCC 6538 suslarinin icaA ve icaD genom dizileri icaA ve icaD
genlerine ait niikleotid dizileriyle karsilagtirilmis ve %99-100 arasinda benzerlik
bulunmustur (Int. Kay. 2). PCR’da kullanilan icaA ve icaD genlerine ait primer dizileri
Cizelge 3.1.°de verilmistir (Vasudevan ve ark., 2003; Dhanawade ve ark., 2010;
Castelani ve ark., 2015).

Cizelge 3.1. icaA ve icaD genlerine ait primer dizileri

Hedef gen Primer dizisi Amplikon biiyiikliigii

icaA forward (5’-CCTAACTAACGAAAGGTAG-3’) 1315bp
reverse (5’-AAGATATAGCGATAAGTGC-3’)

icaD forward (5’-AAACGTAAGAGAGGTGG-3%) 381 bp
reverse (5’-GGCAATATGATCAAGATA-3)
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3.5.1. Polimeraz zincir reaksiyonu

3.5.1.1. Master mix hazirlanmasi

PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan master mix Cizelge 3.2.’de gosterildigi

gibi hazirlanmastir.

Cizelge 3.2. PCR karigimi

Herbir Tlp Master Mix

5uL 10X PCR Buffer

5 uL (250 uM) dNTPs (Stok: 10 mM, her biri 2,5 mM)

4 uL (2 mM) MgCl, (25 mM)

1 uL x 2 (0,5 uM) Primer icaA, icaD forward-reverse (25 uM)
0,25 uL (1,25 U) Taq Polimeraz (5 U/ uL)

28,75 uL H,0O (Nuclease free water)

5uL Template DNA

Toplam: 50 uL

3.5.1.2. Amplifikasyon

icaA ve icaD genlerinin amplifikasyonu termal dongii cihazi ile (Biorad,
Hercules, ABD) gergeklestirilmistir. Her iki gen i¢in kullanilan primerlerin Tm (erime
sicakligl) degerlerinin yakin olmasindan dolayr ayn1 PCR dongiisii kullanilmastir.
Yapilan 6n ¢aligmalar ile en uygun dongii basamaklar1 se¢ilmistir. Amplifikasyon icin
kullanilan dongii ve sayis1 Cizelge 3.3."te gOsterilmistir.

icaA ve icaD genlerine ait primerler ile PCR amplifikasyonu sonrasinda bu
genler i¢in sirasiyla 1315-bp ve 381-bp biiyiikliigiinde amplikonlar elde edilmistir.
Yapilan 6n g¢aligmalar ile en uygun dongii basamaklari secilmistir. Primerlerin
baglanma (Annealing) sicakligi primerlerin Tm degerlerinden 2-3 °C yukarida
secilmistir. Toplam 30 dongu sonunda amplikonlar %21’lik agaroz jel icinde

elektroforeze tabi tutulmustur.



Cizelge 3.3. Uygulanan PCR déngusi

Sicaklik (°C) Sire (dakika)
94 °C 4 dk ilk denatiirasyon
94 °C 0:45 dk Denatiirasyon

X30
52 °C 0:30 dk Baglanma dongu
72 °C 1dk Uzama
72°C 7 dk Final uzama
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3.5.1.3. Agaroz jel elektroforezi

Genomik DNA izolasyonu sonrasinda elde edilen DNA oOrnekleri ve PCR
amplifikasyonu sonucu amplikonlarin goriintiilenebilmesi igin %]1°lik agaroz jel

kullanilmistir.

%1°lik agaroz jel hazirlamak igin; 1 g agaroz (Sigma Aldrich), 100 mL TBE
buffer ile karnistinlip mikrodalga firinda 2 dakika kaynatilmistir. 48-50 °C’a
sogutulduktan sonra 2 pL 10 pg/mL EtBr (Sigma Aldrich) ilave edilerek jel kasetine

dokiilmiis ve agar polimerlesince elektroforez tankina yerlestirilmistir.

PCR amplikonlar jele yiiklenirken ilk kuyucuga marker olarak 1 kb’lik DNA
ladder yiiklenmistir. Sonra 5 pL 1X loading dye ve 5 puL. amplikon karigtirilip sirasi ile
kuyucuklara yiiklenmistir. 100 V’ta 45 dakika yiiriitilerek UV 151k altinda

goriintiilenmistir.

3.6. Biyofilm Olusturma Yeteneginin Degerlendirilmesi

S. aureus suglarinin biyofilm Uretme kapasiteleri kantitatif olarak mikrotitrasyon

plak yontemi ile belirlenmistir (Cucarella ve ark., 2001).
3.6.1. Mikrotitrasyon plak yontemi
S. aureus suslarmin stok kiiltiirleri TSB besiyerine inokile edilmis ve 37

°C’ta bir gece inkibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler %2 oraninda D (+)

glukoz (Merck) igeren TSB iginde 1:40 oraninda seyreltilerek biyofilm olusumu



icin siispansiyonlar hazirlanmistir. Steril mikrotitrasyon plakasmm (Anicrin,
Venezia, Italya) kuyucuklarina 200 pL biyofilm siispansiyonu ilave edilmis ve
plakalar 37 °C’ta 24 saat inklbe edilmistir. Negatif kontrol olarak biyofilm
Uretmeyen ticari S. epidermidis susu ATCC 12228 ve sadece TSB besiyeri
kullanilmustir (Christensen ve ark., 1985).

Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuktaki hacmin yaris1 bosaltilarak yerine
ayn1 miktarda %2 oraninda glukoz igeren TSB eklenmis ve plakalar 37 °C’ta 24
saat ikinci inkiibasyona birakilmistir.

Ikinci inkiibasyon sonucu her bir kuyucuk l¢ kez 200 pL steril PBS (pH
7,4) ile plate yikayic1 (BioTek, Winooski, ABD) kullanilarak yikanmustir. Yikama
sonrasinda mikroplaklar ters gevrilerek oda sicakliginda kurumaya birakilmustir.

Kurutma sonrasinda kuyucuklara 200 puL %21’lik kristal viyole soliisyonu
ilave edilerek 15 dakika boyama amaciyla bekletilmistir. Boyama asamasi
sonrasinda kuyucuklar tekrar PBS ile ii¢ kez yikanmis ve oda sicakliginda
kurutulmustur. Kuyucuklarda biyofilm matriksi tarafindan tutunan boyanin
salinmast i¢in her bir kuyucuga 200 uL %95’lik etil alkol ilave edilmis ve
mikroplakanin kapagi kapatilarak 20 dakika boyanin ¢oziinmesi beklenmistir. Etil
alkol icindeki boya konsantrasyonu bir mikroplaka okuyucu (Multiskan Go) ile
570 nm dalga boyunda 6l¢llmiistiir. Calisma ii¢ kez tekrar edilmis ve her tekrarda
her bir sus i¢in iki kuyucuk kullanilmistir. Elde edilen absorbans degerleri S.

aureus suslarmin biyofilm iiretme yeteneklerini tespit etmek i¢in kullanilmastir.

3.6.2. Biyofilm olusturma yetenegine gore siniflandirma

Bakteriyel biyofilmlerden elde edilen OD degerlerine gore S. aureus suslari
biyofilm tiretmeyenler, zayif, orta ve giiclii biyofilm iiretenler olmak tizere dort
kategoride siniflandirilmistir. Bu amagla OD cut-off (ODc) degeri hesaplanmustir.
OD cut-off degeri, negatif kontrol ile elde edilen ortalama degere (¢ standart sapma
ilave edilerek belirlenmis ve S. aureus suslari asagidaki sekilde siiflandirilmistir:

OD < ODc = biyofilm iiretmeyen

ODc < OD < (2 x ODc) = zayif

(2x ODc) <« OD < (4 x ODc) = orta

(4 x ODc) « OD = giiglii biyofilm f{ireticisi olarak kabul edilmistir
(Stepanovic ve ark., 2000).
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3.7 Istatistiksel Degerlendirme

S. aureus suslarinda icaA ve icaD genlerinin varligi ile biyofilm olusturma
yetenekleri arasindaki iligkinin degerlendirilmesi amaciyla biyofilm olusturma
yetenegi ve icaA ve icaD genlerinin varlig1 arasindaki ortak yiizde uyum (her iki
metot ile pozitif sonug¢ veren izolatlarin sayisinin toplam izolat sayisina orani)

hesaplanmistir (Quintavalla ve ark., 1996).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. DNA izolasyonu

Referans (ATCC 25923 ve ATCC 6538) ve rastgele secilen S. aureus (Sus 15,
Sus 36, Sus 42) suslarindan DNA izolasyonu su ile kaynatma yoéntemi, TE buffer ile
kaynatma yontemi ve ticari kit kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismada izole edilen
DNA’nin saflik ve miktarlarina gore en verimli yontem olan ticari kit ile izolasyon

tercih edilmistir.

Cizelge 4.1. Ug farkl DNA izolasyon yéntemi ile elde edilen sonuglar

DNA o6rnekleri  Su ile kaynatma TE buffer ile kaynatma Ticari kit kullanarak

A260/A280 nm* Kons. (ng) ** A260/A280 nm* Kons. (ng) ** A260/A280 nm* Kons. (ng) **

ATCC 25923 1,902 55,39 1,896 46,47 2,005 112,8
ATCC 6538 2,108 76,57 1,975 75,49 2,107 71,27
Sus 15 2,201 50,00 2,201 54,61 2,084 79,71
Sus 36 2,197 67,84 2,174 72,16 1,981 49,41
Sus 42 1,954 49,80 2,015 49,31 2,065 88,63

*:260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbans1  **: Konsantrasyon (ng)

Ug farkli yontem ile elde edilen DNA 6rneklerinin mikrohacim spektrofotometre
ile dlculen Azpo/Azg0 nm oranlari ve konsantrasyonlari ¢izelge 4.1°de verilmistir. Bunun
yani sira jel elektroforezi uygulanarak DNA kaliteleri goézlemlenmistir. Bu {i¢ farkli

DNA izolasyon yontemine ait jel goriintiisii Resim 4.1’de verilmistir.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18

Resim 4.1. Ug farkli yontemle elde edilen DNA &rneklerinin jei goriintiileri (1- DNA ladder, 2-6
ticari kit kullanilarak DNA izolasyonu, 8-12 TE buffer ile kaynatma yontemi, 14-18 Su ile kaynatma
yontemi)

Bu sonuglara gore DNA safliklar1 (Ageo/A2g0) asagl yukari ii¢ izolasyon
yonteminde de benzer iken en fazla DNA miktar1 (ng cinsinden, Cizelge 4.1.) ticari kit
ile elde edilmistir. Ayrica kaynatma yontemlerinde DNA’nin kirilma ihtimali de goz
Online alinarak (Resim 4.1.) DNA izolasyonu igin ticari kit ile izolasyon tercih
edilmistir. PCR amplifikasyonu igin ticari kit ile izole edilen DNA 0&rnekleri
kullanilmisgtir.

Ticari kit kullanilarak yapilan DNA izolasyonu sonucu elde edilen érneklerin
mikrohacim spektrofotometre ile dl¢imii yapildiktan sonra agaroz jel elektroforezine
tabi tutulmustur. Jel elektroforezi sonucu elde edilen, rastgele secilen 19 ornege ait

goriintiiler sekilde verilmistir (Resim 4.2.).
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bp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

10000

1000

Resim 4.2. Ticari kit kullanilarak elde edilen genomik DNA jel elektroforezi (1- DNA ladder, 19 S.
aureus susuna ait genomik DNA)

4.2. PCR Amplifikasyonu

Ticari kit kullanilarak DNA izolasyonu yapilan suglara ait DNA’lar icaA ve
icaD genlerini amplifiye etmek i¢in PCR’a tabi tutulmustur. PCR amplifikasyonu
sonrast amplikonlar1 goriintiilemek i¢in agaroz jel elektroforezi yapilmistir. Jel
gorintuleme sonucu icaA ve icaD genlerine ait jel bant profilleri tespit edilmistir
(Resim 4.4. ve Resim 4.3.).

Cizelge 4.2. icaA ve icaD genlerine ait PCR sonuglart

icaA /icaD geni
pozitif 35
negatif 7

toplam 42
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Grafik 4.1. S. aureus suslarinda (n=42) icaA ve icaD genlerinin prevalansi

Toplam 42 adet S. aureus susundan elde edilen icaD amplikonlar1 agaroz jel

elektroforezi ile goriintiilenmistir. Elde edilen bant profilleri Sekil 4.3’te verilmistir.

Resim 4.3. S. aureus suslarina ait icaD bant profilleri, M- DNA ladder,1- ATCC 6538, 2-4 icaD pozitif,
5- icaD negatif, 6-12 icaD pozitif.

S. aureus suslarina ait icaA geni agaroz jel elektroforezi bant profilleri Sekil

4.4°te gosterildigi gibi elde edilmistir.
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Resim 4.4. S. aureus suslarina ait icaA bant profilleri, M- DNA ladder, 1- ATCC 6538; 2,6,7,10 icaA
negatif; 3,4,5,8,9 icaA pozitif

4.3. Mikrotitrayon Plak Yontemi

Mikrotitrasyon plak yontemi ile elde edilen absorbans degerlerine gore 42 adet
S. aureus susundan sadece bir susun biyofilm olusturma yetenegine sahip olmadigi

belirlenmistir (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Mikrotitrasyon plak yonteminin sonuglart

Mikrotitrasyon plak yontemi

Biyofilm Ureticisi  Biyofilm lretmeyen

S. aureus suslari 41 1
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m Biyofilm Gretenler

m Biyofilm Uretmeyenler

Grafik 4.2. Mikrotitrasyon plak yéntemi sonucunda elde edilen sonuglara gore 42 S. aureus susunun
biyofilm lretme yetenekleri yuzdeleri

Mikrotitrasyon plak yontemi sonucu alinan absorbans degerlerine gore ODc=
0,32 olarak hesaplanmis ve bu degerden diisiik OD degerine sahip S. aureus suslari
biyofilm dretmeyen, 0,32 < OD < 0,64 araliginda OD degerine sahip suslar zayif
biyofilm dreticisi, 0,64 <« OD < 1,28 araliginda OD degerine sahip suslar orta biyofilm
ureticisi ve 1,28 < OD degerine sahip suslar da giiclii biyofilm fireticisi olarak
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucu S. aureus suslar1 Cizelge 4.4.’te veridigi

gibi siniflandirilmistir.

Cizelge 4.4. Mikrotitrasyon plak yontemi ile S. aureus suglarmmn biyofilm lretme yeteneklerine gore
siniflandirilmasi

Negatif Zayif Orta Gugli

1 1 1 39
(%2,38) (%2,38) (%2,38) (%92,86)

Toplam 42
(%100)
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4.4, Tartisma

Bu ¢alismada siit isletmelerinden izole edilen toplam 42 adet S. aureus susunun
biyofilm olusturma yetenegi ile ilgili genotipik ve fenotipik profilleri arastirtlmistir.
Izole edilen S.aureus suslarinda genotipik inceleme icin ilk olarak DNA izolasyonu
yapilmistir. DNA 6rneklerinde genotipik arastirma igin icaA ve icaD genlerinin varligi
arastirtlmigtir. PCR sonucunda 42 S. aureus susundan 35 (%83,3)’i icaA ve icaD geni
bakimindan pozitif bulunurken, 7 (%16,6) susun icaA ve icaD geni bulundurmadigi
tespit edilmistir.

S. aureus suslarinin biyofilm olusturma yeteneginin Kkantitatif olarak
degerlendirilmesi i¢in mikrotitrasyon plak yontemi kullanilmistir. Bu yontem ile elde
edilen OD degerlerine gore suslarin 41 (%97,6)’inin biyofilm olusturma yetenegine
sahip olduklar1 saptanmistir. Biyofilm olusturabilen suslarmm 39’unun (%95,12) gucl,
bir susun zayif, bir susun da orta derecede biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugu
tespit edilmistir. Bununla birlikte, biyofilm olusturma yetenegine sahip S. aureus suslari
arasinda 6 tanesinin icaA ve icaD geni icermedikleri saptanmistir. S. aureus suslarinda
icaA ve icaD genlerinin varligi ve biyofilm olusturma yetenekleri arasindaki iliskiyi
belirlemek icin ortak uyum yiizdesi hesaplanmustir. Toplam 42 adet S. aureus susunun
icaA ve icaD geni bulundurmasi ile in vitro olarak biyofilm olusturma yetenekleri
arasinda ortak uyum yuzdesi %83 olarak bulunmustur. Bu sonug ile uyumlu olarak
Brezilya’da yapilan bir aragtirmada 94 adet S. aureus susunun, 93’iiniin biyofilm pozitif
oldugu fenotipik yontemlerle belirlenirken, 90 susun icaA ve icaD genlerine sahip
oldugu PCR ile belirlenmistir (de Castro Melo ve ark., 2013). Yine Brezilya’da yapilan
bir baska ¢aligmada mastitisli ineklerden izole edilen 110 adet S. aureus izolatinda %98
oraninda icaA geni ve %100’Unde icaD geninin varlig: tespit edilmistir (Castelani ve
ark., 2015). Baska bir ¢alismada ise 35 adet S. aureus izolatinin tamaminda icaA ve
icaD geninin varlig1 tespit edilmistir (Vasudevan ve ark., 2003).

Hindistan’da yapilan ¢alismada da biyofilm olusturan 102 S. aureus susundan
sadece 36’sinda icaA ve icaD genlerinin bulundugu tespit edilmistir (Dhanawade ve
ark., 2010). Hollanda’da yapilan bir ¢alismada ise mastitli ineklerden izole edilen
biyofilm olusturabilen 99 S. aureus susunun 74’tinde ica lokusu olmadigi bildirilmistir
(Melchior ve ark., 2009). icaADBC bagimsiz biyofilm olusumunun doért klinik MRSA
izolatinda miimkiin oldugunu bildirilmistir (Fitzpatrick ve ark., 2005; O’Gara, 2007).
Ilging bir sekilde, MRSA ve metisilin duyarli S. aureus (MSSA) izolatlarinda farkli



37

biyofilm mekanizmalari i¢in ica delesyon mutasyonlari olusturan faj transdiiksiyonu
kullanarak ve biyofilm gelisiminin ¢evresel diizenlenmesi incelenerek delil elde
edilmistir (Fitzpatrick ve ark., 2006; O’Gara, 2007). Ozellikle, NaCl biyofilm
olusumunu MRSA izolatlarindan daha ¢ok MSSA izolatlarin1 uyarmak igin etkili
olmustur (O’Gara, 2007). NaCl, ica operonunun bilinen bir transkripsiyon aktivatorudir
(Rachid ve ark., 2000; Fitzpatrick ve ark., 2005) ve bununla tutarli olarak MSSA
izolatlarinda biyofilm gelisimi goriiniiste icAADBC bagimlidir ve PIA/PNAG iiretimini
icermektedir (O’Gara, 2007). Oncelikle glikoz kaynakli olan MRSA izolatlarinda
biyofilm gelisimi ica-bagimsizdir ve goriiniise goére bir protein adhezin igerir
(Fitzpatrick ve ark., 2005; O’Neill ve ark., 2007). Bu veriler S. aureus'un biyofilm
mekanizmalar1 ve diizenlenmesi acisindan Onceden bilinmeyen karmasik seviyesini
ortaya koymaktadir (O’Gara, 2007). Bununla birlikte, son zamanlarda sarA lokusunun
mutasyonunun sekiz MRSA ve yedi MSSA susunda biyofilm gelisimini durdurdugu
gosterilmistir (Beenken ve ark., 2004; Trotonda ve ark., 2005; O’Neill ve ark., 2007).
Boylece, ica-aracili biyofilm kontroliinde sarA roluniiniin ¢oktan anlasildig: (Valle ve
ark., 2003; Tormo ve ark., 2005) g6z 6niine alindiginda, bu veriler sarA lokusunun hem
ica-bagimli hem ica-bagimsiz biyofilm mekanizmalar1 kontrol eden ana bir diizenleyici
olarak rol oynayabilecegini gostermektedir (O’Gara, 2007).

Yapilan bu ¢aligmalarda bulunan sonuclarin aksine Tiirkiye’de yapilan baska bir
aragtirmada klinik 6rneklerden izole edilen 152 S. aureus susunun 136’sinda icaA ve
icaD genlerinin her ikisinin de bulundugu ancak sadece 74 susun fenotipik olarak
biyofilm tiretme yetenegine sahip oldugu rapor edilmistir (Sahin, 2007). Bu sonug
icaAADBC operonunun ekspresyonu, faz varyasyonlart ve genom diizenlemeleri
tarafindan modiilasyon ile yiiksek ¢esitlilik gostermesi ile agiklanabilir (Rachid ve ark.,
2000; Dhanawade ve ark., 2010). Biyofilm olusumundaki ¢esitlilige bakterinin
bulundugu iiretim sartlarindaki farkliliklar da katkida bulunmaktadir. /n vitro ortam
sartlarinin, konak dokusundaki sartlardan ¢ok farkli olmasi, in vitro deneylerde besiyeri
kompozisyonu (Dhanawade ve ark., 2010), glukoz varligi ve konsantrasyonu, pH ve
hidrojen  peroksit gibi birtakim faktorlerin, biyofilm olusumunu etkiledigi
bildirilmektedir (Nostro ve ark., 2014).

Calismalar gosteriyor ki; icaA ve icaD geni S. aureus mikroorganizmalarinda
biyofilm olusumu i¢in 6nemli olsa da tek basina bir etken degildir. Yaptigimiz
caligmada icaA ve icaD geni bulundurmayan fakat biyofilm olusturan suslarin ica

bagimsiz mekanizmalar1 kullanarak biyofilm olusturmus olmalar1 muhtemeldir. Zira
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icaA ve icaD geni bulundurmamalarina ragmen biyofilm olusturmalarina daha makul
bir agiklama getirilemez. Bu suslarda biyofilm olusumunu bap geni ya da sarA geni
gibi ica lokusundan bagimsiz genlerin saglayabilecegi muhtemeldir. Biyofilm
olusumunda 6nemli bir protein olan Bap proteinin sentezini kontrol eden bap geni ve bu
geni stimile eden SarA proteini ica bagimsiz yollarda biyofilm olusumuna neden
olabilmektedirler. Ayrica ica bagimsiz yollarda bu genler disinda baska genlerin de rol
oynadig1 bilinmektedir. Bunu sdyleyebilmek i¢in ileri arastirmalara gerek vardir.

Sonug olarak in vitro ¢alismalarda CO, seviyeleri, anaerobik ortam, glikoz ve
ozmotik stres biitun ica operonun ifadesini ve/veya biyofilm gelisimini (Ammendolia ve
ark., 1999; Cramton ve ark., 2001; Stepanovic ve ark., 2003; Jefferson ve ark., 2004)
etkileyebilir. Cramton ve ark., (Cramton ve ark., 1999), S. aureus ATCC 35556 ica
operonun delesyonu bozulmus PIA/PNAG iiretimi ve biyofilm-negatif fenotipi ile
sonuglandig@int goéstermistir. Ancak, yeni bir ¢alisma S. aureus susu UAMS-1 ica
lokusunda mutasyon in vitro veya in vivo biyofilm olusumu {izerinde ¢ok az etkisi
oldugunu gostermistir (Conlon ve ark., 2002). Bu sonug bizim ¢aligmamizla uyumludur.

Caligsmalar sonucunda elde edilen verilere gore, ica operonun bulunmasi ve
biyofilm {iretiminin fenotipik olarak gdzlemlenmesi arasinda anlamlhi bir iligki
bulunmustur. Ancak bazi suslarin icaA ve icaD geni bulundurmamalarina ragmen
biyofilm olusturma yetenegine sahip olduklar1 belirlenmistir. Bununla birlikte,
icaAADBC operonunun ekspresyonu, faz varyasyonlari ve genom diizenlemeleri
tarafindan modiilasyon ile yliksek cesitlilik gostermektedir (Rachid ve ark., 2000;
Dhanawade ve ark., 2010). Ayrica, ica lokusunda meydana gelen nokta mutasyonlari,
PIA olusumunu negatif regiile eden veya biyofilm olusumuna etki eden ve nedeni heniiz
bilinmeyen faktorler (Cramton ve ark., 1999; Vasudevan ve ark., 2003) ica lokusunun
kapsiiler polisakkarit adhezyon genleri (PS/A) gibi gesitli tirtinleri, in vitro ortamdan
cok in vivo ortamda yuksek oranda ifade etmesi (McKenney ve ark., 1999; Vasudevan
ve ark., 2003) ve in vitro ortamda olusabilecek stres (Fox ve ark., 2005; Oliveira ve ark.,
2006) gibi faktorler biyofilm olusumunu etkilemektedir. Biyofilm olusumundaki
cesitlilige bakterinin  bulundugu iretim sartlarindaki farkliliklar da katkida
bulunmaktadir. In vitro ortam sartlarinin, konak dokusundaki sartlardan g¢ok farkli
olmasi, in vitro deneylerde besiyeri kompozisyonu (Dhanawade ve ark., 2010; Atshan
ve Shamsudin, 2011), glukoz varligi ve konsantrasyonu, pH ve hidrojen peroksit gibi
birtakim faktorlerin, biyofilm olusumunu etkiledigi bildirilmektedir (Nostro ve ark.,
2014).
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Biyofilm olusumundan sorumlu olarak goriilen en ¢ok c¢alisilmig genlerden biri
olan ica operonu bulundurmayan suslarin bile biyofilm olusturmasi siirpriz degildir. ica
lokusunda meydana gelen delesyonlar gibi insersiyon dizileri de ica operonunun

ekspresyonunu etkileyeceginden biyofilm olusumuna etki etmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Siit isletmelerinden alinan ¢evresel 6rneklerden izole edilen S. aureus suslarinda
biyofilm olusumunun fenotipik ve genotipik olarak belirlenmesi amaciyla temelde iki
yontem kullandik: Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile genotipik tiplendirme ve
mikrotitrasyon plak yontemi ile biyofilm olusumu fenotipik olarak belirlenmistir. Bu
calismada siit isletmelerinden alinan g¢evresel orneklerden izole edilen 42 S. aureus
susundan %83,3’iiniin icaA ve icaD geni pozitif bulunurken, biyofilm olusturma orani
%098 olarak bulunmugtur. S. aureus suslarindan 6 tanesi biyofilm olusturma yetenegine
sahip olmasina ragmen icaA ve icaD geni bulundurmamaktadir. Bu sonuclar biyofilm
olusumunun birden fazla faktoére bagli oldugunu ortaya koymaktadir. Biyofilm olusumu
in vitro ¢alisma ortamlarinda ¢ok degiskenlik gosterebilmektedir. Biyofilm olusumunu

hem genetik hem de ¢evresel faktorler etkilemektedir.

5.2. Oneriler

Ozellikle gida sektdriinde S. aureus kaynakli biyofilm olusumu ile miicadelede
biyofilm kontrol stratejilerinde  yenilik¢i  yollarin  gerekliligi  agiktir.  Bu
mikroorganizmalar basit genom yapilart nedeni ile ¢evreye ¢ok cabuk adapte
olabilmekte ve besin kithgi, sicaklik, pH, stres gibi pek ¢ok ¢evresel zorluklarla ¢ok
kolay bas edebilmektedirler. Gida sektoriinde S. aureus kontaminasyonu ile bas
edebilmek i¢in farkli stratejiler gelistirilmelidir. Biyofilm olusumunun S. aureus
bakterileri arasindaki prevalansinin bu kadar yiiksek olmasi bir epigenetik mekanizma
ile jenerasyonlar arasinda aktariliyor olmasi olabilir. Calisma alanlar1 genisleterek bu

sorulara cevaplar aranmalidir.
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