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Staphylococcus aureus gida zehirlenmeleri basta olmak tizere toplum ve hastane kaynakli
hastaliklarda etken olan 6nemli bir mikroorganizmadir ve biyofilm yapimi gibi birgok 6nemli viriilans
faktoriine sahiptir.

Biyofilm bakterilerin ¢evre kosullart ya da diger hiicrelerden aldiklari sinyaller dogrultusunda
hareketli yasam formlarindan yiizeye tutulu duragan yasam formlarina gegiste hiicre disina salgiladiklar
polisakkaritler, proteinler, hava, su, DNA ve ¢esitli sinyal molekiillerinden olusan kompleks bir yapidir.
Bu yapida yer alan molekiiller hiicrelerin yiizeye tutunmalari, yasamlarmi siirdiirmeleri, hiicreler arasi
iletisimin kurulmasi, gen aktarimi, fagositoz ve antibiyotik direnci gibi mekanizmalarin baslatilmasi ve
diizenlenmesinden sorumludurlar. Biyofilmin yapisinda dnemli bir parca olan polisakkarit interseliiler
adezinin (PIA) sentezlenmesini saglayan enzimler ve yapisal genler ica operonunda kodlanir. fca
lokusunun genlerinin (icaADBC) PIA yapiminda yer aldigi gosterilmistir. PIA, bakterilerin yiizey ve
hiicreler arasi tutunmayi saglayarak ¢oklu biyofilm tabakasi olusturmasini saglar.

Bakteriyel biyofilm kaynakli kontaminasyonlar gida giivenligi agisindan biyiik risk
olusturmaktadir. Bu ¢alismada siit iirlinlerinden izole edilen 44 S. aureus susunda biyofilm olusturma
yetenegi ve bu suglarda biyofilm tiretimiyle dogrudan iligkili oldugu diisiiniilen icaA ve icaD genlerinin
varlig1 arastirilmustir.

Kongo kirmizisi agarda fenotipik ekspresyon analizine gore S. aureus izolatlarinin %52'si
biyofilm olusturma yetenegine sahiptir. Bununla birlikte, izolatlarin %90’ spektrofotometrik
olgiimlere dayanan kristal viyole testi ile bu fenotipi gosterdigi goriilmiistiir. izolatlarm g¢ogunlugunun
(%98) icaA geni tasidigi saptanmistir. Ayrica icaA ve icaD genleri 42 S. aureus susunda (%95) tespit
edilmistir. Bu ¢alismanin sonuglar1 S. aureus suslarinin biyofilm olusturma yeteneklerini incelemek igin
fenotipik ve genotipik testlerin birlikte kullanilmasi gerektigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, biyofilm, siit iiriinleri, ica genleri.
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Staphylococcus aureus is an important microorganism that causes foodborne illnesses, especially
in community and hospital-borne diseases, and constitutes many important virulence factors such as
biofilm production.

Biofilm is a complex structure composed of polysaccharides, proteins, air, water, DNA, and
various signal molecules that bacteria secrete out of the cell in the transition from moving life forms to
surface-attached static forms in the direction of the signals from the environment or other cells. Molecules
involved in this structure are responsible for the initiation and regulation of mechanisms such as cell
adhesion, survival, cell-to-cell communication, gene transfer, phagocytosis and antibiotic resistance.
Enzymes and structural genes that enable polysaccharide intercellular adhesin (PIA) synthesis, an
important part of the biofilm structure, are encoded in the ica operon. It has been shown that the genes of
the ica locus (icaADBC) are involved in PIA construction. PIA allows bacteria to form multiple biofilm
layers by providing adherence between surfaces and cells.

Contamination from bacterial biofilm poses a great risk for food safety. In this study, the biofilm
production ability and the presence of the icaA and icaD genes, which are thought to be directly related to
biofilm production, were investigated in 44 S. aureus strains isolated from milk products.

According to the analysis of phenotypic expression on congo red agar, 52% of the S. aureus
isolates have the ability to produce biofilm. However, 90% of the isolates showed this phenotype with a
crystal violet test based on spectrophotometric measurements. Majority (98%) of the isolates were found
to carry icaA gene. It was also shown that the icaA and icaD genes were detected in 42 (95%) strains of
S. aureus. The results of this study indicate that a combination of phenotypic and genotypic assays is
recommended for examining biofilm formation in S. aureus.

Keywords: Staphylococcus aureus, biofilm, milk products, ica genes.
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1. GIRIS

Staphylococcus aureus insanlarda c¢esitli hastaliklara ve 6liime neden olan
patojen bir bakteridir. S. aureus deri ve yumusak dokular1 enfekte edebilir ve
sistemik enfeksiyonlar, bakteremi, pndmoni, endokardit, osteomiyelit, sepsis ve
toksik sok sendromu (TSS) gibi hastaliklara yol acarak yayilmaci hale gelebilir.
S.aureus ayrica sik rastlanan komensal bakteridir ve cogunlukla herhangi bir
hastaliga neden olmaksizin insan nazal mikrobiyomunun parcasidir. S. aureus
Micrococcae ailesinden Gram pozitif bir bakteridir. Agirlikca yaklasik %50
peptidoglikan (PGN)'dan olusan kalin bir hiicre duvarma sahiptir. Bir komensal
olmasina ragmen S. aureus mikrokapsiiller, toksinler ve patojeniteye katkida bulunan

ilag direnci genleri gibi ¢esitli viriilans faktorleriyle donatilmistir (Lowy, 1998).

Biyofilm, bir yiizeye ya da birbirlerine tutunarak hiicre dis1 polimerik madde
(EPS) icine gomiilmiis bakteriyel hiicrelerin olusturdugu bir yasam formudur.
Makroskobik olarak opak yapida, ortalama 100-500 um kalinliginda, kosullara gore
degisen boyutta, kaygan, pliriizsiiz ve giderilmesi zor bir yapidir (Donlan, 2002). Bir
biyofilm farkli katmanlara ve bu katmanlar i¢cinde birbirlerine tutunmus ve EPS
matrisine gomiilii, biiylime, gen ekspresyonu ve protein iiretimi ile ilgili olarak farkl
fenotip sergileyen hiicreler tarafindan temsil edilen mikrobiyal kdkenli sesil bir

topluluk olarak tanimlanabilir (Donlan ve Costerton, 2002).

Biyofilm kalinlig1 tek bir hiicre tabakasindan yapigskan polimerik matris i¢ine
hapsedilmis ¢ok sayida hiicre tabakasina kadar degisiklik gdsterebilir (Costerton ve
ark., 1995). Yapisal analizler biyofilmlerin mikrokoloni mimarisinin bazi durumlarda
Ozgiin siitun ya da mantar sekilli yapilar olusturabildigini gostermistir. Bununla
birlikte, cevresel kosullara bagli olarak farkli yapilar sekillenebilir. Biyofilm
olusturma yetenegi temel olarak hiicrelerin bir yiizeye tutunma ve ¢ok katmanli hiicre
siniflar1 olusturma giiciine baglidir. Stafilokoklarda biyofilm olusumunun genetik ve
molekiiler temeli olduk¢a komplekstir. Karmasik kanal aglar1 bu kompleks yapi
boyunca uzanir ve biyofilmin en derin bolgesindeki hiicrelerin besinlere

ulagabilmesini saglar (Costerton ve ark., 1995).

Gida kaynakli hastaliklara neden olan bakteriyel kontaminasyon insan
sagligini etkileyen en 6nemli gida giivenligi konularindan biridir. S. aureus gesitli

gidalarda  kolaylikla cogalabilir ve enteretoksinler sentezleyerek gida



zehirlenmelerine neden olabilir. Gida kaynakli stafilokokal enteretoksinlerin neden
oldugu en yaygin semptomlar bulanti, kusma, ishal ve kramplardir. Stafilokokal
enteretoksinlerin yalnizca bir ka¢ mikrogrami immiin yetersiz bireylerde stafilokokal
gida zehirlenmesine neden olmaya yeterli bulunmustur. Cocuklarda 100 ng
diizeyinde stafilokokal enteretoksinin kan dolasimina karismasinin stafilokokal gida
zehirlenmesine neden oldugu bildirilmistir (Balaban ve Rasooly, 2000). Stafilokokal
gida zehirlenmeleri ABD'deki gida zehirlenmelerinin {i¢ yaygin tipinden biridir.
ABD'deki tiim gida kaynakli hastaliklarin yaklasik %25'inin stafilokokal
zehirlenmeden kaynaklandigi rapor edilmistir (Boothby ve ark., 1979; Liebl ve ark.,
1987; Post, 1999).



2. STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Staphylococcus aureus, Micrococcae ailesinden Gram pozitif bir bakteridir ve
agrhiginin yaklasik yarist PGN'den olusan kalin bir hiicre duvarma sahiptir. S.
aureus mikrokapsiiller, toksinler ve patojeniteye katkida bulunan ila¢ direnci genleri
gibi ¢esitli viriilans faktorlerine sahiptir. S. aureus kiimelenme egilimli diizenlenen
iziim salkimi olarak tanimlanan kok seklindedir. Besiyerinde %10 tuz
konsantrasyonunda c¢ogalabilir ve genel amacgli besiyerlerinde siklikla altin sarisi
renkte koloniler olustururlar. Aerobik ya da anaerobik olarak 18-40°C sicaklik
araliginda ¢ogalabilir. Tipik biyokimyasal tanimlamasi katalaz, koagiilaz ve mannitol

fermentasyonu testlerini icerir (Moormeier ve Bayles, 2017).

S. aureus saglkli bireylerin normal florasinda, deri iizerinde ve mukoz
membranlarda bulunur. Tiim yetiskinlerin yarisina yakininda kolonize oldugu ve
popiilasyonun yaklasik %15'nin 6n burun bélgesinde devamli olarak S. aureus
tasidig1 bildirilmistir. Saglik c¢alisanlari, hastanede yatan hastalar ve immiinitesi
zayiflamis bireyler gibi bazi popiilasyonlar S. aureus kolonizasyonuna yiiksek oranda
egilimlidirler. S. aureus kisiden kisiye dogrudan temasla, gida kaynakli veya
enfeksiyonla temasi olan ve enfeksiyonu nakletme 6zelligi gdsteren herhangi bir
cisimle tasmabilir. S. aureus normal sartlar altinda saglikli insan derisinde
enfeksiyona neden olmamaktadir. Bununla birlikte, kan akismma karigsmasi ya da
derinlerdeki dokulara ulagsmasi durumunda ¢esitli ciddi enfeksiyonlara neden olabilir

(Lowy, 1998).

S. aureus nsan i¢in diinya ¢apinda klinik hastalik belirtilerine neden olan 6nemli
bir patojendir. S. aureus insanlarda en yaygin bakteriyel enfeksiyon etkenlerinden
biridir ve bakteremi, infektif endokardit, deri ve yumusak doku enfeksiyonlar:
(Impetigo, folikiilit, fronkiil, karbunkiil, seliilit, haslanmis deri sendromu ve
digerleri), osteomyelit, septik artrit, protez araci enfeksiyonlari, pulmoner
enfeksiyonlar (Pndmoni ve ampiyem), gastroenterit, menenjit, TSS ve liriner sistem
enfeksiyonlarini igeren ¢oklu enfeksiyonlara neden olmaktadir. Enfeksiyonun yeri ve
susa bagl olarak yayillma gosteren enfeksiyonlara veya toksin iliskili hastaliklara
neden olabilir. S. aureus’un toplumdan edinilen, gida kaynakli ve hastane kaynakli
enfeksiyonlar1 yaygindir. Coklu ilag direncine sahip suslarin ortaya c¢ikmasi
nedeniyle bazen enfeksiyonlarin tedavisinde gicliiklerle karsilasilmaktadir

(Moormeier ve Bayles, 2017).



S. aureus’un patofizyolojisi enfeksiyonun tipine bagli olarak biiyiik oranda
cesitlilik gosterir. Konak immiin cevabindan kagis mekanizmalar: bir antifagositik
kapsiil {iiretimi, konak antikorlarn1 bloke etme, Protein A tarafindan antijen
maskelenmesi, biyofilm iiretimi, hiicre i¢i hayatta kalma ve lokositlerin
kemotaksisini engellemeyi icermektedir. Bakterinin infeksiydz endokardit iginde
fibronektin ve ekstraseliiler matris proteinlerine baglanmasi fibrinojen-baglayici
proteinler, kiimelenme faktorleri, teikoik asitler gibi bakteriyel hiicre duvari iligkili
proteinler tarafindan diizenlenmektedir. Ayrica stafilokokal siiperantijenler (TSST-1
ya da toksik sok sendromu toksini 1) infeksiyoz endokardit, kan zehirlenmesi ve
TSS’de oOnemli viriilans faktorlerdir. Pndmoni enfeksiyonlar1 Panton-Valentine
l16kosidin (PVL), Protein A ve alfa hemolizin ile iliskilidir. Protez enfeksiyolar ise S.
aureus suslarmin biyofilm olusturma yetenegi ve bakteriyel hiicre yogunluguna baglh

olarak sekillenen quorum sensing iletisimi ile diizenlenir (Betley ve ark., 1990).

Metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslar1 bakteriyel kromozomlarinda
mec genini tasirlar. Bu gen ¢oklu antibiyotik direnci saglayan biiyiik Stafilokokal
kromozomal kaset mec (SCCmec) bdlgesi bilesenidir. mec geni penisilin-baglayici
Protein 2a (PBP-2a) proteinini kodlar. Hiicre duvar1 enzimi olarak tanimlanan PBP-
2a penisilin baglayic1 bir proteindir ve bakteriyel hiicre duvarinda peptidoglikan
sentezini katalizler. PBP-2a diger penisilin baglayici proteinlerle karsilastirildiginda
beta-laktamlara diisiik afinite ile baglanir. Bu ylizden PBP-2a bir¢ok antibiyotigin
varliginda dahi bakteriyel hiicre duvarmin sentezini katalizlemeye devam eder.
Sonug olarak PBP-2a sentezleyen S. aureus suslar1 bir¢cok antibiyotik varliginda
cogalabilir. MRSA suslar1 metisilin, nafsilin, oksasilin ve sefalosporinlere karsi

direncli olma egilimindedir (Lowy, 1998; Moormeier ve Bayles, 2017).

2.1. Staphylococcus aureus Virulans Faktorleri

S. aureus'un konak immiin yanitlarma ragmen canli kalmasi ve c¢esitli
hastaliklara neden olmasi ¢ok ¢esitli viriilans bilesenlerine sahip olmasi ile
aciklanabilir. S. aureus enfeksiyonlarinin patogenezi konak dokuya bakteriyel
baglanma, c¢esitli ekstraseliiler toksin serilerinin salinmasi ve konak hiicre ve
dokularin yapisim1 bozan, konak immiin savunmasmin kapasitesini kisitlayan,
kacmalarin1 kolaylastiran, konak hiicrelerde yayilma ve biiylimeyi saglayan yiizey

proteinlerine baglhdir (Lowy, 1998).



Toksinler S. aureus tarafindan erken duragan ve artan ¢ogalma sonrasi fazlar
boyunca ekstraseliller matrise salgilanan proteinlerdir. Bu proteinler genellikle
dokuya niifuz etme ve konakta bakterinin istilasini saglamaktadir. Bunlar ayrica
sitolitiktirler ve parcalanan hiicrelerden demir gibi Onemli besin unsurlarini
toplayarak bakteri gelisimine yardimci olurlar. S. aureus tarafindan salgilanan en
yaygin toksinler hemolizin, 16kotoksin, eksfolyatif toksin, enteretoksin ve TSST-1'dir

(Betley ve ark., 1990).

Toksinlerin disinda stafilokokal viriilans faktorleri, enzimleri ve yiizey
proteinlerini de icermektedir. Koagiilaz, proteaz ve stafilokinaz gibi enzimler
bakterinin konak savunmasindan kurtulmasina, konak dokuya yerlesmesine ve
yayillmasina yardim eder. Bu enzimlerin ¢ogu konak molekiillerin degredasyonu ya
da konagin metabolik yolaklarmi ve sinyal kaskadlarini keserek islev goriirler
(McAdow ve ark., 2012; Jusko ve ark., 2014). Bunlarin yani1 sira S. aureus ylzey
proteinleri (kiimelenme faktorleri, fibronektin proteinleri, protein A, kollajen adezin)
bakteriyel adezyon, dokuya yayilma ve konak savunmasindan ka¢gmaya yardimci

olmaktadirlar (Foster ve ark., 2014).

2.1.1. Hemolizinler

Hemolizinler kirmiz1 kan hiicrelerini pargalayan toksinlerdir ve aktivitelerini
genellikle reseptor araciligi ile gergeklestirirler. Hemolizinlerin alfa, beta ve gama
hemolizinleri igeren bir¢ok simiflar1 vardir. Delta hemolizin fenolde ¢6ziilen modulin
(PSM) olarak tanimlanmistir ki hemolitik aktivitesi i¢in reseptor gerektirmez (Valeva

ve ark., 1997).

Alfa hemolizin stafilokokal hemolizinlerin en ¢ok calisilanidir. Bu sitotoksin
kirmiz1 kan hiicrelerini ve 16kositleri protein igerikli reseptér yoluyla ADAMIO0, bir
disintegrin ve metalloproteinaza baglanarak pargalar (Valeva ve ark., 1997; Wilke ve
Wardenburg, 2010). Kan zehirlenmesinde, myeloid hiicreler ve plateletlerde alfa
toksinin birlikte aktivitesinin konak hayvanlar1 6ldiirdiigi ve ADAMI0 knockout
modellerde bu toksinin lethal etkisinden korunuldugu bildirilmistir (Powers ve ark.,
2015). Toksinin reseptore baglanmasi hiicre zarmmda por olusumu ve kalsiyum
iyonlarinin igeri almip potasyum iyonlarmnin digari verilmesine neden olur ve bu

hasar sonucunda nekrotik hiicre 6liimii gergeklesir (Valeva ve ark., 1997).



Beta hemolizin por olusturmayan ve sfingomyelinaz olarak karakterize edilen
toksindir. Bu toksin sfingomyelini hidrolize eder ve monositleri parcalar. Ancak
diisiik sicaklikta yalnizca eritrositleri parcalar ve lenfositler ve granulositler i¢in
sitolitik degildir (Walev ve ark., 1996). Toksinlerin hedef hiicreleri bilinmesine
ragmen etki mekanizmalar1 halen yeterince aciklanamamistir. Yaygin olarak kabul
edilen mekanizma beta hemolizinin sfingomyelin iizerine aktivitesidir. Toksinin
hiicre plazma membraninin lipid ¢ift tabakasini destabilize ettigi ve plazma membran
akiskanliginda diizensizlige neden oldugu distliniilmektedir (Vandenesch ve ark.,

2012).

Gama hemolizin tavsan eritrositi i¢in hemolitiktir ve membran hasar aktivitesi
lI6kositlerde (notrofil, monosit, granulosit ve makrofajlar) de gozlenmistir
(Vandenesch ve ark., 2012). Bu grup hemolizinler S (slow, HIgA ya da HIgC) ve F
(fast, HIgB) olarak tanimlanan polipeptidlerden olusmaktadir. S bilesenlerinin
toksinlerin hiicre tipine hassasiyetle etki ettigi diisiiniilmektedir. F bileseninin konak
hiicrelerde fosfatidilkolini hedef aldigi, S bileseninin ise bu esnada konak hiicre
membranina baglandig1 ve hiicre parcalanmasina neden oldugu belirtilmistir (Meyer

ve ark., 2009).

PSM'ler (delta hemolizin, PSMal-4, PSMmec, PSMB1-2) baz1 S. aureus
suslar1 tarafindan iiretilen stafilokokal patogenezde cok fonksiyonlu peptidlerdir.
Eritrositler, ¢esitli organeller, bakteriyel protoplastlar ve sferoplastlar i¢in
hemolitiktirler (Verdon ve ark., 2009). Amfipatik 6zellige sahip bu peptidler kiigiik
boyutta molekiillerdir ve lipidlere kars1 yliksek afinite gosterirler. (Vandenesch ve
ark., 2012). §. aureus PSMo'nin nétrofilleri fagositoz sonrasinda pargaladigi ve

biyofilm olusumuna katki yaptig1 gosterilmistir (Otto, 2014).

2.1.2. Lokotoksinler

Lokotoksinler beyaz kan hiicrelerini pargalar ve reseptorlere ihtiya¢ duyarlar.
Bununla birlikte, 16kotoksin reseptorlerinin bir¢ogu heniiz karakterize edilmemistir.
Bu grup toksinler ¢ift bilesenli Luk toksin ailesine dahildir (Otto, 2010). LukS-PV ve
LukF-PV reseptorleri TLR2 ve TLR4, LukED reseptorleri CCRS5, PVL ve
LukAG/GH reseptorleri ise C5aR, C5L2 ve CDI11b olarak bildirilmistir. Lipidler

LukS ve LukF i¢in ortak reseptorler olarak kabul edilmektedir (Vandenesch ve ark.,



2012). PVL'min toplumdan edinilen MRSA enfeksiyonlariyla iligkili oldugu rapor
edilmigtir (Otto, 2010).

2.1.3. Stafilokokal Eksfolyatif Toksinler (ET’ler)

Stafilokokal eksfolyatif toksinler (ET’ler) agwhkli olarak yeni dogan ve
kii¢iik cocuklar1 etkileyen stafilokokal haglanmis deri sendromuna (SSSS) neden olan
serin proteazlardir. Etkilenen bireyler deride kabarcik ve ylizeysel deri tabakalarinda

kayip, dehidrasyon ve ikincil enfeksiyonlar yasarlar (Bukowski ve ark., 2010).

Diger S. aureus toksinlerinden farkli olarak, eksfolyatif toksinlerin etki bigimi
kesin olarak agiklanmistir. ET’ler desmoglein 1 proteinini hedef alir ve bu proteini
parcalayarak dezmozomal hiicre tutunmasini yikar ve epidermisin ayrilmasina neden
olur (Eyre ve Stanley, 1987; Hanakawa ve ark., 2002). Epidermal tabakanin
bozulmast enfeksiyonun ilerlemesini kolaylastirir. ET'ler TSST-1 gibi diger
siiperantijenlerle karsilastirildiginda daha zayif siiperantijenlerdir (Monday ve ark.,

1999).

2.1.4. Toksik Sok Sendrom Toksini-1 (TSST-1)
SEF (stafilokokal enterotoksin F), TSST-1 (toksik sok sendrom toksin-1)
olarak yeniden adlandirilmistir (Betley ve ark., 1990). Bu toksini kodlayan genin

yalnizca sinirhi sayida S. aureus susu tarafindan tagindigi bildirilmistir.

TSST-1'in etkisi T-hiicre proliferasyonuna baglh degildir. TSST-1'in IL-8 ve
MIP-3a, IL-2 ve TNFa gibi kemokinlerin salinimini uyardigi rapor edilmistir (Otto,
2014; Stach ve ark., 2014). Immiin hiicrelerin aktivasyonu inflamasyonu genisleterek
mukozal hiicre bariyerlerinin yikimina ve toksin ile T-hiicreleri ve makrofajlarin
etkilesimine izin vererek toksik sok sendromuna neden olmaktadir (Larkin ve ark.,

1982).

2.1.5. Stafilokokal Enterotoksinler (SE’ler)

Insanlarda kusma ve ishale sebep olan stafilokokal enterotoksinler (SE’ler)
gida kaynakli hastaliklarin en yaygm nedenidir. Enterotoksijenik S. aureus suslari
tarafindan gidalarda olusturulan bu toksinler sicaklia dayaniklidir ve dolayisiyla
pisirme islemleriyle par¢alanmazlar. Giiniimiizde antijenik heterojenitelerine gore
20'den fazla stafilokokal enterotoksin tanimlanmistir (SEA-SE/V) (Hennekinne ve
ark., 2012).



Stafilokokal enterotoksinler siiperantijenlerdir ve T-hiicre aktivasyonunu ve
proliferasyonunu tetiklerler. Etki mekanizmalarinin salman sitokinlerin aktivasyonu,
apoptoz yoluyla hiicre 6liimii ve potansiyel lethal toksik sok sendromunu igerdigi
diistiniilmektedir. Stafilokokal enterotoksinlerin siiperantijenik etki mekanizmalari
1yi karakterize edilmesine ragmen kusma ve ishali baslatan etki bi¢cimleri heniiz tam

olarak ac¢iklanmamustir (Lin ve ark., 2010; Balaban ve Rasooly, 2000).

Stafilokokal enteretoksin ailesi genel yapi, etki mekanizmasi ve sekans
homolojisine sahip 20°den fazla farkli stafilokokal enteretoksini icermektedir.
Giliniimiizde SEA, SEB, SEC, SED ve SEE'yi iceren farkli serolojik niteliklere sahip
23 enteretoksin tanimlanmistir. Bu toksinler yaklagik 220-240 aminoasitten olusan ve
benzer molekiiler agirliga (25-30 kDa) sahip proteinlerdir (Schlievert ve Case, 2007).
Gidalardan en yaygin izole edilen stafilokokal enteretoksinler SEA ve SEB'dir. SEA
stafilokok kaynakli gida zehirlenmelerine en sik neden olan enteretoksindir (Pinchuk
ve ark., 2010). SEB gida zehirlenmelerine neden olmasinin yani sira potansiyel bir

biyolojik silah olarak tanimlanmistir (Greentfield ve ark., 2002).

Ozellikle nisasta iceren sulu gidalar, et ve et iiriinleri, kiimes hayvani etleri,
yumurta, siit ve siit iirlinleri stafilokokal enteretoksinler ile kontamine olabilir.
Stafilokokal gida zehirlenmesi vakalarmin cogu gida endiistrisinde hijyen ve
hammadde kontrollerindeki yetersizliklerden kaynaklanmaktadir. Enterotoksijenik
suslar 20-37°C sicaklikta ve pH 4-7.4 araliginda stafilokokal enteretoksin
iretebilmektedir (Tamarapu ve ark., 2001; Wieneke ve ark., 1993).

Stafilokokal enteretoksin kaynakli gida zehirlenmesinin mekanizmasi tam
olarak anlasilamamistir. Bazi arastirmacilar gastrointestinal kanal boyunca
inflamatuar cevap iceren ince bagirsakta ciddi hasarla karakterize kanitlar
bulmuslardir (Banwell ve Sherr, 1973). Stafilokokal enteretoksinlerin gastrointestinal
kanal boyunca dogrudan etkilerinin yani1 swra T hiicrelerinin, makrofaj, monosit ve
mastositlerin Urettigi sitokinler ve metabolitlerin ekspresyonunu etkiledigi

bildirilmistir (Marrack ve Kappler, 1990; Kotzin ve ark., 1992).



3. BIYOFILM

Bir biyofilm alt katmana, ara yiizeye ya da birbirlerine tutunmus;
ekstrapolimerik madde matrisine gomiilli, bliylime, gen ekspresyonu ve protein
dretimi ile ilgili olarak degistirilmis fenotip sergileyen hiicreler tarafindan temsil
edilen mikrobiyal bir sesil topluluk olarak tanimlanabilir (Donlan ve Costerton,
2002). Biyofilm kalinlig1 tek bir hiicre tabakasindan yapiskan polimerik c¢evre
tarafindan kaplanmis 6nemli bir topluluga kadar degisebilir (Costerton ve ark.,
1995). Yapisal analizler gostermistir ki bazi durumlarda 6zgiin siitun ya da
mantar sekilli yapilar, bu yogun biyofilmlerin mikrokoloni mimarisi tarafindan
olusturulabilir. Bununla birlikte, diger yapilar ¢evresel kosullara bagli olarak
sekillenir (Costerton ve ark., 1995). Karmasik kanal aglar1 bu kompleks yapilar
boyunca akar ve biyofilmin en derin bolgesinin 6nemli besinlere ulasabilmesini
saglar. Biyofilm olusumu kalic1 enfeksiyonlar icin bir 6n kosul olmamakla
birlikte biyofilmi eradike etmek biiyiik ¢aba gerektirebilir (Kristian ve ark.,
2004). Bir biyofilm tek hiicreden koken alabilmesi ile birlikte, biyofilm matrisi
icinde farklilik gosteren g¢evresel kosullar ayr1 alt popiilasyonlarin gelisimine
neden olabilir. Biyofilm i¢inde deg§isen oksijen, besin ve elektron alicilar
seviyesi farkli yapida gen ekspresyonuna neden olabilir (Rani ve ark., 2007). Bir
stafilakok in vitro koloni biyofilm modelinde, hiicrelerin dort farkli metabolik
durumu tanimlanmustir: aerobik, fermentatif, duragan ve olii. Ust ara yiizeyde
oksijen bakimindan zengin havaya maruz kalan ve sivi besince zengin alt ara
ylizeyde yer alan hiicreler metabolik olarak aktiftirler. Bununla birlikte hiicrelerin
cogu duragan ve anoksik bir ¢evrede bulunmaktadir (Rani ve ark., 2007).
Biyofilm protein ekspresyonunun heterojenligi bircok hiicre duvari iliskili
proteinler ile ispat edilmistir. Ekspresyonun biyofilm boyunca hiicre kiimelerinin
icinde cesitlendigi gosterilmistir ve hiicre-hiicre temelinde farklilik gosteren

ekspresyon tanimlanmistir (Brady ve ark., 2007).

Yasamin bu sabit modunu benimseyen biyofilme gomiilii mikroorganizmalar
planktonik benzerlerine karsi bir takim avantajlara sahiptir. Ekstraseliiler matris
karbon, azot ve fosfat gibi c¢evresel besinleri toplama ve ayr1 tutma
yetenegindedir. Biyofilm biiylime seklinin bir diger faydasi ise bakteri
hiicrelerinin konak veya diger bertaraf mekanizmalarindan kurtulma yetenegidir

(Beveridge ve ark., 1997).
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Antimikrobiyal etmenlere diren¢ anoksik cevreye ve besin yoksunluguna
uyum, hiicre boliinmesinin radikal bir sekilde downregiile olmasi ve diisiik
metabolik aktivite ile karakterize bir duragan fenotip yoluyla olmaktadir (Lewis,
2010). Stresli biyofilm matrisinde antibiyotiklerin yiiksek seviyelerine toleransl
bir¢ok yavas biiyiiyen hiicreler olusmaktadir (Lewis, 2010). Bu hiicreler biyofilm
topluluklarinda ayn1 zamanda var olan planktonik kiiltiirlerde de bulunmaktadir
(Spoering ve Lewis, 2001). Biyofilm matrisindeki dayanikli hiicrelerde
gozlemlenen direng antibiyotigin mikrobiyal hedeflere etkisini 6nleyen ¢oklu ilag
tolerans1 ile aciklanabilir (Lewis, 2010; Spoering ve Lewis, 2001).
Antibiyotiklere karst kalici tolerans metabolik olarak duragan durumun
sirdiirilmesi yoluyla antibiyotiklerin hedefleri i¢in hiicresel ihtiyaglarin
durdurulmasiyla  basarimaktadir (Lewis, 2010). Biyofilm matrisinde
gozlemlenen antibiyotik toleransi mekanizmast S. aureus’ta tam olarak
aciklanmamistir. Bununla birlikte, Escherichia coli'de antibiyotik toleransinin
biyofilm matrisindeki toplam mikrobiyal popiilasyon icindeki hiicrelerin belirli
bir kisminin giiglii bir sekilde downregiile olan biyosentetik yolaklar1 ve
toksin/antitoksin iiretimi, dolayistyla bu popiilasyon alt kiimesinde kalic1 bir
fenotip olusturularak basarildigi gosterilmistir (Lewis, 2010). Biyofilm i¢indeki
bu diren¢li hiicrelerin  korunmasi ve immiin sistemin etkilenmesi bu
popiilasyonlarin tamamen yok edilmesini engellemektedir. Bu nedenle,
antibiyotik alimi1 durdugunda, bu direncli hiicreler kendi duragan fenotiplerine

gecebilir ve enfeksiyonu tekrar aktif hale getirebilirler (Lewis, 2010).

Biyofilm hiicrelerinin antimikrobiyal tolerans 6zelliklerini diisiik metabolik
aktivite yaninda farkli faktorler de etkilemektedir. Bu faktorlerden bir tanesi
biyofilmlerin bazi antimikrobiyal maddelerin matris i¢ine sizmalarini
yavaglatmak i¢cin bir diflizyon bariyeri olarak hareket etme yetenegidir (Xu ve
ark., 2000). Ornegin, bazi1 antimikrobiyal maddelerden reaktif klorin tiirleri
(hipoklorit, kloraminler ya da klorin dioksit gibi) biyofilmin alt katmanlarinin
icine yayilmadan once biyofilmin ylizey katmanlarinda etkisizlestirilebilirler (De
Beer ve ark., 1994). Son zamanlarda yapilan bir ¢calisma cesitli antibiyotiklerin
(oxacillin, cefotaxime ve vancomycin) S. aureus ve Staphylococcus epidermidis
biyofilmlerinin alt katmanlarma nufiiz etmelerinin olduk¢a sinirli  oldugunu

gostermistir (Singh ve ark., 2010).
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Biyofilm formunun sagladigi bir diger fayda ise koken olusturmak igin
dagilma ya da hiicresel ayrilma potansiyelidir. Mikrokoloniler sivi mekanik
kesme kuvvetlerinin etkisi altinda ya da dagilma siire¢lerini baslatmaya aracilik
eden genetik olarak programli bir cevap yoluyla ayrilabilirler (Boyd ve
Chakrabarty, 1994). Metastatik kanser hiicresiyle benzer bir bicimde, ayrilan
mikrokoloniler asil topluluktan konagin enfekte olmamis bdlgelerine goc eder,
tutunur ve olgunlagsmamis biyofilm olusumu baslar. S. aureus gibi bakteriler i¢in
durum bdyle olmamasina ragmen, dagilma baslangici1 mikrokoloniye bagl olan
tek hareketli hiicrenin hareketiyle de yonetilebilir (Sauer ve ark., 2002).
Dolayisiyla, biyofilm olusumu antimikrobiyal maddelere ve konak immiin
cevabma kars1 diren¢li olan dayanikli ve ayni anda bakteriyel yayilimi

destekleyen bir bakteriyel kaynak popiilasyonuna izin vermektedir.

3.1. Staphylococcus aureus Biyofilmleri

S. aureus'un insanlardaki ekolojik nisi burun delikleridir. S. aureus insan
popiilasyonunda yaklasik olarak %20-25 oraninda devamli kolonize hale gelmistir
(Kluytmans ve ark., 1997; Dall’ Antonia ve ark., 2005). S. aureus 'un nazal tagmmasi
ve hastane kokenli enfeksiyon riskinin artisinda baglanti oldugu gdésterilmistir. Nazal
tasinma viicudun diger bdlgelerine S. aureus’un yayilmasi i¢in konaklama zemini
saglamaktadir. Burada epitel bariyerin asilmasinin ardindan planktonik biiylimeye
baslayan bakteri hiicreleri var olan tutunma faktorlerinin artirilmas: yoluyla dolasim

sistemine aktarilmaktadir (Beenken ve ark., 2004; Fitzpatrick ve ark., 2005).

S. aureus birbirinden farkli protein ekspresyon profiline sahip glikokaliks
tabakasma gomiilii ¢ok katmanli bir biyofilm iiretebilir. Yapilan c¢aligmalarda
glikokaliksin 6zellikle teikoik asitler (%80), stafilokokal ve konak proteinlerinden
olustugu belirtilmistir (Hussain ve ark., 1993). Ayrica bu yap1 icerisinde PIA adinda
Ozel bir polisakkarit antijen izole edilmistir. PIA b-1,6-bagli N-asetilglukozamin
kalintilarindan (%80-85), fosfat ve ester bagli suksinat iceren diislik igcerikte non-N-
asetile D-glukozaminil ile anyonik bir béliimden (%15-20) olusmaktadir (Mack ve
ark., 1996).

3.2.  Ekstraseliiler Polimerik Maddeler
Biyofilm yapisinda bulunan hiicreler birbirlerine polisakkaritler, proteinler, DNA

ve su karisimmdan olusan bir ekstraseliiler matris ile tutunmaktadirlar. Bu matris
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bakterilerin koloniler halinde biiyiimelerine yardim eden ve sert yiizeylere
tutunmalarini saglayan yapidir (Flemming ve ark., 2007).

Genellikle ekstraseliiler polimerik madde (EPS) olarak adlandirilan 6zellikle
polisakkarit yapida polimerik bilesiklerin karistmini iceren matrisle g¢evrelenmis
bakteri, alg, mantar ve protozoa toplulugu biyofilm olarak tanimlanmaktadir. Diinya
iizerindeki mikroorganizmalarin %99'u bu polimerlerin olusturdugu igerik varliginda
yasam faaliyetlerini siirdiirmektedir. Biyofilm olusumu, baz1 mikrobiyal
topluluklarin meydana gelmesi ve bakteriyel popiilasyonlarin hayatta kalmasinda
gerekli 6n kosullardan biri olarak gorilmiistiir (Flemming ve Wingender, 2001;
Sutherland, 2001; van Hullebusch, 2003). Biyofilmdeki EPS oram1 bu yap1
icerisindeki toplam organik maddenin yaklasik %50-90 araliini1 kapsamaktadir
(Donlan, 2002; Flemming ve Wingender, 2001). Gram negatif bakterilerde EPS
bilesenlerinden bazi1 polisakkaritler nétral ya da polianyonik yapida
bulunabilmektedir. Uronik asit ya da ketal bagh piriivatlarin varhginm EPS’nin
anyonik Ozelligini artirdig1 icin gelisen biyofilmde baglanma kuvveti yiiksek olan
kalsiyum ve magnezyum gibi divalent katyonlarmn yapiyla bag kurmasina izin verdigi
gosterilmistir. Bazi Gram pozitif bakterilerde ise katyonik yapilar1 nedeniyle EPS'nin
kimyasal bilesiminde bu oranda farklilik gézlenmemistir (Donlan, 2002; Sutherland,
2001). Polisakkaritlerden baska, biyofilmlerin ayrica protein, niikleik asit, lipid ve
humik maddelerden olustugu bildirilmistir. EPS'nin icerigi mikroorganizmalarin
tiirtine, biyofilmin gelisim seviyesine ve biyofilmlerin olusturuldugu farkli ¢evresel
sartlara bagli olarak degismektedir. Bu ¢evre sartlar1 farkli oksijen ve nitrojen
seviyelerini, su stresini, sicaklik, pH ve besine ulasilabilirligi kapsamaktadir (Mayer
ve ark., 1999).

Mikroorganizmalarin  farkli ¢evre kosullarinda var olabilmeleri ¢evresel
sinyallere cevap verebildiklerini, EPS yapilarini ve tutunma yiizeyinin 6zelliklerine
bagl olarak yapisma yeteneklerini degistirebildiklerini gostermektedir (Ahimou ve
ark., 2007). Kat1 yiizeylerde mikrobiyal kolonilesmenin c¢ok c¢esitli parametreler
tarafindan etkilendigi rapor edilmistir. Ornegin, girintilerin varligi bulunduklar:
ylizeyde paralel etkiyen kuvveti azaltacagindan dolayr bakterilerin tutunma
oranlarinda artig saglayan yiizey piiriizliiliigii ile kolonilesme derecesi arasinda dogru
orant1 oldugu saptanmustir (Donlan, 2002). Ayrica mikroorganizmalarin hidrofobik
ve non-polar yiizeylere hidrofilik ylizeylerden daha hizli tutunabildikleri
bildirilmistir (Donlan, 2002; Flemming ve Wingender, 2001).
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Hiicre yiizey hidrofobisitesi, fibril ve flagella varlig1 ve EPS iiretim seviyesinin
mikrobiyal hiicrelerin farkli ylizeylere tutunma oranimna etkisi son derece 6nemli olan
temel faktorler oldugu gosterilmistir (Donlan, 2002). Bir ylizeye hiicrelerin tutunmasi
siirecinde elektrostatik etkilesim, hidrojen baglar1 ve Van Der Waals kuvvetlerinin
yer aldigi belirtilmistir (Flemming ve Wingender, 2001; Mayer ve ark., 1999).
Biyofilm matrislerinin yapismnin sabit kalmasma bu baglanma kuvvetlerinin katkis1
bulunmaktadir (Flemming ve Wingender, 2001). EPS'nin farkli bilesenleri sebebiyle
hem hidrofilik hem de hidrofobik yilizeylere mikroorganizmalarin tutunma
derecesinde degisiklikler bulunmustur. Bununla birlikte EPS olusumunun bazi
ylizeylerde geri doniisiimsiiz tutunmaya sebep oldugu gosterilmistir (Donlan, 2002;
van Hullebusch ve ark., 2003; Romani ve ark., 2008).

Igerisinde yasayan organizmaya bagli olarak biyofilm matrisi farkli 6zellikler
tagtyabilmektedir. Gram negatif bakterilerin notral veya polianyonik, Gram pozitif
bakterilerin ise katyonik matrisler olusturdugu bilinmektedir (Flemming ve ark.,

2007).

. Bakteri hiicresi

Enzim
.me Ekzopolisaldarit
Y YO DNA

ALLAAAN  Protein

Su kanah

Sekil 1. Biyofilm yapisi (Sintim ve ark, 2015).

EPS’ler bakteri yiizeyine tutulu veya yapiskan bir sekilde ekstraseliiler
ortamlarda serbest olarak bulunmaktadirlar. Uronik asitlerin (D-glukonik, D-
galakturonik ve mannuronik asitler) veya ketal bagl piruvatlarin bu yapiya anyonik
ozellik kattig1 bildirilmistir. EPS olusumunda; UDP-glikoz-dehidrogenaz, glikozil-
transferaz, galaktozil-transferaz 1 ve 2, polimeraz gibi polisakkarit sentezine 6zgii

olmayan bir¢ok enzim gorev almaktadir (Sutherland, 2001).
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3.2.1. Biyofilm Olusumunun Diizenlenmesinde EPS'nin Rolii

Biyofilm organik ve inorganik maddeler ile mikrobiyal hiicrelerin ylizeye
dogru tasmimi, daha sonra ylizeye tutunmalar1 ve sonu¢ olarak EPS iiretiminin
yardimiyla geri doniisiimsiiz baglanmay1 iceren karigik bir islemin sonucunda
gelismektedir (Beech, 2004). Karmasikli§i nedeniyle, biyofilm olusumu farkl
asamalarda ¢esitli mekanizmalar ile diizenlenmektedir (Ruiz ve ark., 2008; Waters ve

Bassler, 2005).

EPS iiretiminin kontrolii, biyofilm olusumu ve farklilasmasinda rol alan
Quorum sensing (QS) diizenleme mekanizmasi {izerinde ¢ok calisilmistir (Donlan,
2002; Ruiz ve ark., 2008; Waters ve Bassler, 2005; von Bodman ve ark., 1998; Rivas
ve ark., 2005; Davies ve ark., 1998). QS bakterilerde hiicre-hiicre iletisiminin
stirdiirtilmesi ve degisen hiicre popiilasyon yogunluguna cevap verilmesinde gorevli
genlerin ekspresyonunun diizenlenmesine izin vermektedir (Rivas ve ark., 2005;
Valenzuela ve ark., 2006). Hiicre iletisiminde QS siireci kimyasal sinyal
molekiillerinin tiretimi, salinimi ve algilanmasini icermektedir. Boylece bakteri
hiicreleri, hiicre yogunlugundan bagimsiz yolu igeren gen ekspresyonunun
diizenlenmesine izin vermektedir (Hooshangi ve Bentley, 2008). Popiilasyon
yogunlugu gbz oniinde tutuldugunda biyofilm farklilagsmasi ve gelismesinde yer alan

genler aktive edilmektedir (Donlan, 2002; Waters ve Bassler, 2005).

Bakteriler i¢in iki tipte QS tanimlanmistir (Waters ve Bassler, 2005; Miller ve
Bassler, 2001). Otoindiikleyici-1 (Al-1) tipi ¢ogunlukla tiirler arasi iletisimle,
otoindiikleyici-2 (Al-2) tipi ise tiir i¢i etkilesimle iliskilendirilmistir (Farah ve ark.,
2005). Gram negatif bakteriler popiilasyon yogunlugunu kontrol etme islevini yerine
getiren Al molekiillerinden biri olan N-asetil homoserin lakton (AHL) molekiiliini
sentezleyip hiicre disma salgilamaktadirlar. Bakteriler AHL sinyal molekiillerinin
yogunlugunu algilayabilmektedir. Belirli bir konsantrasyon esiginin iizerindeki bu
sinyal molekiiller1 sessiz genleri aktive etmek i¢in transkripsiyonel tetikleyicileri

etkinlestirebilmektedir. (Ruiz ve ark., 2008; von Bodman ve ark., 1998).

Gram pozitif bakterilerde iletisim mekanizmasi, modifiye oligopeptidlerin
iirettigi sinyaller ve reseptorler olarak goérev yapan membrana bagli sensor histidin
kinazlar ile yerine getirilmektedir. Sinyallesme diizenleyici cevabm aktivitesinin

kontrolii olan bir¢cok fosforilasyon basamagi aracilifiyla saglanmaktadir. Peptid
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sinyalleri membranin diger tarafina diflize olamazlar ve bu nedenle sinyaller
oligopeptid eksporter araciligiyla hiicre digina salinmaktadir. Bakteri hiicrelerinde
sinyal salinimi, sinyal yapimi ve modifikasyonu ile es zamanli meydana gelmektedir

(Waters ve Bassler, 2005; Miller ve Bassler, 2001).

Biyoliiminesan bir bakteri tiirli olan A/iivibrio fischeri ig¢in tanimlanan AHL-
aracilt QS sistemi tizerinde ¢alismalar yiiriitiilmiistiir. Bu sistem ¢ogu Gram negatif
bakteride QS paradigmasi i¢in ideal model olarak nitelendirilmistir. 4. fischeri’nin
151k Uretimi ile iligkili lusiferaz operonunun ekspresyonunu kontrol eden iki proteine
(LuxI ve LuxR) sahip oldugu gosterilmistir. LuxI, S-adenosilmetiyonin {izerinden
AHL indiikleyicilerini {ireten otoindiikleyici sentaz ve LuxR, lusiferaz operonunun
ekspresyonunu baglatmak icin AHL indiikleyicilerine gerek duyan sitoplazmik
indiikleyici olan bir reseptor/DNA baglayicit transkripsiyonel aktivator olarak
tanimlanmistir (Waters ve Bassler, 2005; von Bodman ve ark., 1998; Miller ve
Bassler, 2001). AHL molekiilleri sentezlendikten ¢ok kisa bir siire sonrasinda hiicre
membraninin i¢ine ve disma difiize olmaktadirlar. Hiicre popiilasyon yogunlugu
arttiginda konsantrasyonlar1 da artmaktadir. Kritik esik konsantrasyonu asildiginda,
AHL’nin LuxR tarafindan baglandig1 gosterilmistir. Olusan LuxR-AHL
kompleksinin lusiferaz operonunun transkripsiyonunu ve farkli davramgsal
cevaplarda yer alan geri bildirim dongiisii olusturan ve 151k iiretimiyle sonuglanan
LuxI ve diger genlerin ekspresyonunu aktive ettigi rapor edilmistir (Waters ve

Bassler, 2005; Rivas ve ark., 2005; Miller ve Bassler, 2001).

3.2.2. EPS Uretiminin Kontrolii

EPS iiretiminin ve biyofilm olusumunun kontrolii icin QS diizenleyici
yolaklardan biri olarak bilinmektedir (Miller ve Bassler, 2001). Ayrica fosfat ve
polifosfat metabolizmasi da bu diizenleyici yolaklar ile iliskilendirilmistir (Farah ve
ark., 2005; Rashid ve ark., 2000). Bununla birlikte QS diizenleyici sistem ve biyofilm
olusumu mekanizmalar1 bakteri tiirleri arasinda farklilik gosterdigi icin, QS'in
biyofilm olusumundaki rolii farkli tiirler acisindan farklilik gosterebilmektedir
(Hooshangi ve Bentley, 2008). Ornegin, P. aeruginosa'da QS adezyon, biyofilm
olusumu ve viriilans faktorler i¢in esas kontrol mekanizmasi olarak bildirilmistir
(Waters ve Bassler, 2005; Nakamura ve ark., 2008). P. aeruginosa’da, A.
fischeri'deki LuxI/LuxR sistemiyle ayni1 sekilde calisan, Lasl/LasR ve Rhl1I/Rh1R
QS sistemlerinin bulundugu gosterilmistir (Miller ve Bassler, 2001). Herhangi bir QS
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sinyali iiretmeyen mutant P. aeruginosa hiicreleri ince bir biyofilm olustururken
dogadaki suslarina kiyasla daha yogun hiicre popiilasyonuna sahip olduklari
bulunmustur. Bunun yan1 sira, Lasl geninde meydana gelen mutasyonun anormal ve

farklilagsmis biyofilm olusumu ile sonuglandigi gosterilmistir (Davies ve ark., 1998).

E. coli'de, hiicresel fonksiyonlar LsrR/LsrK QS sistemi tarafindan kontrol
edilmektedir. Ayrica biyofilm olusumu ve yapisinin diizenleme mekanizmalarinda
LsrR ve LsrK mutantlarinda 6nemli 6l¢iide degisiklik bulunmustur. Dogadaki suslar
ile karsilastirildiginda mutantlarin  fimbria, matris yapisinda ve kalinliginda

farkliliklar gozlenmistir (Li ve ark., 2007).

LuxI/LuxR proteinlerine benzerlik gosteren bir QS sistemi olan Afel/AfeR
Acidithiobacillus ferrooxidans'ta tamimlanmistir (Ruiz ve ark., 2008; Rivas ve ark.,
2005). Fosfatsiz kalan A. ferroxidans'ta lipopolisakkarit miktarmin artis gosterdigi
bulunmustur. Ayrica hiicreler diisiik fosfat besiyerinde kiiltiire edildiginde yiiksek
fosfat besiyerine kiyasla afel geninin transkripsiyonunda ve bu sebeple AHL
seviyesinde artis gozlenmistir. 4. ferrooxidans'ta AHL iletisim sisteminin
bulunmasiyla birlikte QS sisteminin bu bakterinin EPS iiretimi ve kat1 yiizeylere
tutunmas1 mekanizmalarinda biyofilm olusumunu diizenledigi diisiiniilmektedir

(Ruiz ve ark., 2008; Farah ve ark., 2005).

Hiicrenin bulundugu ortamda besin eksikligi oldugunda, kati yiizeyler
iizerinde tutunmanin baslatilabilmesi amaciyla hidrofobik etkilesimleri gelistirmek
icin EPS iretiminin arttir1ldig: bildirilmistir. Bir ylizeye tutunan bakteri hiicresinin
organik isaretleme elementlerinin adsorpsiyonuna daha fazla sans verdigi

gosterilmistir (Sheng ve ark., 2008).

3.2.2.1. Minerallerin EPS’ye etkileri

Biyofilm yapis1 bakteri hiicrelerinin mineraller {izerinde tutunmalarini
diizenleyerek kolonilesmelerinde kritik rol oynamaktadir. EPS katmaninda var olan
metal siilfitlerin iki varsayima dayali ¢6ziindiigii diistiniilmiistiir. Birinci yaklasimda,
EPS'ye karigik demir iyonlarmin olusturdugu elektron tiinelleme etkisi tarafindan
rediiklenmis olabilecekleri belirtilmistir. Ikinci yaklasimda ise ferroz iyonu ile

glukuronik asit komplekslerinin sabit olmadig1 ve bu nedenle ferroz iyonlarin EPS
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araligma metal siilfitlerin migrasyonuna izin verdigi bildirilmistir (Sand ve Gehrke,

2006).

Metal siilfitlerin dig zara dogru difiize olurlarsa burada hiicrelerin enzimatik
sistemi tarafindan yeniden okside edilecekleri ve bu nedenle oksidasyon/rediiksiyon
dongiisiine tekrar giris yapabilecekleri gosterilmistir. Ayrica EPS katmaninin i¢inde
var olan ferrik iyonlar1 ile bakteriyel metabolizmanin kapsami arasinda iliski oldugu
bulunmustur. Arastirma sonucglarma gore ekzopolimerlerin igerisinde yiiksek
miktarda demir ve glukuronik asit olan hiicrelerin bu bilesenlerin diisiik miktarda
olanindan daha yiiksek oksidasyon aktivitesi gdsterdigi One striilmiistiir (Sand ve

Gehrke, 2006).

3.2.2.2. Patojenik mikroorganizmalarin iirettigi EPS

Biyofilmlerle iligskili patojenik mikroorganizmalar ¢ok sayida kronik
enfeksiyon hastaliklarma sebep olduklar1 i¢in yogun arastirmalarin odak noktasi
haline gelmislerdir (Donlan, 2002). Biyofilm olusumunun antimikrobiyal ajanlara
kars1 koruma ve enfeksiyon immiinitesinde dnemli bir rol oynadig1 disiiniilmistiir

(Costerton ve ark., 1999; Vuong ve ark., 2004).

Gram pozitif S. epidermidis ve Gram negatif P. aeruginosa klinik kronik
enfeksiyonlarla iligkili en yaygimn patojenler olarak nitelendirilmislerdir (Costerton ve
ark., 2003; Vuong ve ark., 2004). Biyofilm igerisindeki biiyiime ve ¢ogalma
ozellikleri bu bakterilerin antibiyotiklerden korunmasini ve konak savunma
mekanizmasindan farkli ajanlarin biyofilm igerisine niifuz etmesine engel olunmasimni
saglamaktadir (Costerton ve ark., 1999; Costerton ve ark., 2003). Diger biyofilm
iligkili patojenik bakteriler Escherichia, Legionella, Staphylococcus, Streptococcus
ve Vibrio cinslerini kapsamaktadir (Costerton ve ark., 1999; Costerton ve ark., 2003;

Hall-Stoodly ve Stoodly, 2002).

3.2.3. Ekzopolisakkaritler

Bakteri tarafindan etrafin1 saran g¢evreye salgilanan ve seker kalintilarindan
olusan yliksek molekiiler agirlikli polimerlere ekzopolisakkarit tanimi yapilmistir
(Nwodo ve ark., 2012). Ekzopolisakkaritler ekstraseliiler veya intraselliiler olarak

sentezlendikten sonra hiicre disina salgilanabilmektedirler.
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Elektron mikroskobunda ekzopolisakkaritler, uzun/esnek biiyiik aglar olusturan
ve hiicre yiizeylerine bagli uzun zincirlerin dallanmasi veya lineer sekilde
goriinmektedirler. Ekzopolisakkaritler diger karbonhidratlar, proteinler, niikleik
asitler ve lipidlerin tutunabilmeleri i¢in iskelet vazifesi gormektedirler.
Ekzopolisakkaritlerin bilesenleri, yapt ve 6zellikleri bir biyofilmi digerinden farkl

kilabilmektedir (Sintim ve ark., 2015).

Sekil 2. E. coli ve P. aeruginosa’da ekstraseliiler polisakkaritler. (A) P. aeruginosa’da aljinatin
atomik gii¢ mikroskobu goriintiisii. (B) Su kaybetmis P. aeruginosa PAO1°de Psl’nin konfokal lazer
taramali mikroskop goriintiisii. (C) P. aeruginosa PA14’de Pel’in SEM goriintiisii (Sintim ve ark.,

2015).

Heteropolisakkaritler hiicre iginde sentezlenen ve daha sonra hiicre disina
cikarilarak hiicrenin etrafin1 saran yapiyr olusturmaktadwr. Bu islemlerin
gerceklestirilmesi  i¢in  bircok enzimin varligina ihtiyag duyulmaktadir. Bu
enzimlerden bazilar1 lipopolisakkaritlerin sentezinde de kullanilmaktadir. Notral
homopolisakkaritlerin sentezi ise farklilik gostermektedir. Hiicre diginda tretilen bu
yapilar sakkaroz varliginda sirasiyla, levansukroz ve dekstransukroz enzimlerinin
aktivitesi ile ekstraseliiler olarak iiretilmektedir (Y1lmaz ve Celik, 2007).

Mannoz, galaktoz ve glikoz biyofilm yapisinda en bol bulunan karbonhidratlar
olarak tanimlanmaktadir. Bu karbonhidratlar1 N-asetil-glukozamin, galakturanik asit,
arabinoz, fukoz, ramnoz ve xyloz takip etmektedir. Cogu ekzopolisakkaritler
biyofilme 6zgli olmamakla birlikte bazilarimmin iiretimi stres cevabinin bir sonucu
olarak artmaktadir. Bu duruma, E. coli'de kolanik asit tiretimi (Prigent-Combaret ve
ark., 1999) ve P. aeruginosa'da aljinat sentezi 6rnek verilmistir (Davies ve Geesey,

1995).
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3.2.4. Ekstraseliiler Proteinler

EPS matrisinin bir diger temel bileseni olarak ekstraseliiler proteinler
tanimlanmistir. Bu proteinler biyofilm olusumu ve stabilizasyonunda aktivite
gosterdikleri i¢in polisakkaritlere ve hiicre yiizeyine bagl bulunmaktadirlar (Frolund
ve ark., 1996). Streptococcus mutans biyofilminde bulunan glukan-baglayici
proteinler (Gbps) bu 6zelligi gosteren proteinlere 6rnek verilmistir. Gbps, bakteri ve
ekzopolisakkaritleri baglayarak biyofilm yapisinin siirdiiriilmesinde 6nemli rol
oynamaktadir (Lynch ve ark., 2007).

Kiimelenme iligkili protein (AAP) ve ¢ogunlukla duragan biiyiime kosullarinda
varli§1 gosterilen mitomisin (tim biyofilm pozitif bakterilerde bulunmamakla
birlikte) proteinleri biyofilm olusumuna katkida bulunmaktadirlar. Aderans
genellikle mikrobiyal yiizey proteinlerini tanima 6zelligine sahip adheziv matris
proteinleri (MSCRAMM) ailesi olan ve ¢ogu durumda hiicre duvar1 peptidoglikanina
kovalent olarak baglanan protein adezinler tarafindan yonetilmektedir (Gotz, 2002).

Amiloidler biyofilm yapisinda destekleyici rol oynayan c¢oziinmez fibroz
proteinlerdir. Biyofilm yapisindaki amiloidlere Pseudomonas tiirlerinin olusturdugu
biyofilmlerde saptanan fonksiyonel Pseudomonas amiloidleri (Fap) Ornek
verilmektedir. Fap amiloidlerinin asir1 sentezi hiicre kiimelenmesi ve artan biyofilm
olusumuna Onciiliik etmektedir (Dueholm ve ark., 2013). Bacillus subtilis
biyofilminin temel bilesenlerinden biri amiloid protein TasA'dir. TasA giiglii fiberler
olusturarak biyofilm hiicrelerini bir arada tutmaktadir ve siddetli yikici giicleri tolere
edebilmektedir (Romero ve ark., 2010).

D1s membran lektinlerinden galaktofilik lektin lecA (Diggle ve ark., 2006) ve L-
fukoz baglayici lektin lecB biyofilm matrisinde tespit edilen 6nemli proteinlerdendir
(Tielker ve ark., 2005). Ekstraseliiler proteinlere diger bir o6rnek biyofilm iligkili
protein (Bap) ailesidir. Birbirinden farkli bakteri tiirlerinde sentezlenen ve matris
yapimi i¢in ayn1 polisakkaritlere (seliiloz, poli-beta-1,6-N-asetil glukozamin), biyotik
veya abiyotik ylizeylere adezyona onciiliik eden Bap protein ailesi ile homoloji
gosteren Enterococcus faecalis’te Esp proteininin ve Salmonella enteritidis’de BapA

ylizey proteinlerinin varlig1 saptanmistir (Latasa ve ark., 2006).
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B C-Repeats

A
Bap §.aures ] IHHHHHHHH]
45

361 820 2148 2276

A C-Repeats

Esp E. faecalis [ EH l l ‘ ‘ ‘ ‘ H:]

49 743 1064 1648 1873

33% ldentity 33% Identity

B-Repeats C

BapA 5. phimarin IH\H HNRNRRERNRRNRERENEREEND

159 3003 3825

29% Ldentity

1000 aa
Sekil 3. Bap’in homoloji gosterdigi Esp ve BapA proteinler ile yapisal analizi
(Latasa ve ark., 2006).

Biyofilm iligkili protein (Bap) Gram pozitif bakterilerde bulunan hiicre duvarina
yerlesik proteinlere benzer Ozgiin yapisal nitelikler gostermektedir. N-terminal
bolgesi ekstraseliiler salinma i¢in bir sinyal sekansi (ilk 44 amino asitten olusan)
icermektedir. Birbirinden farkli ikili tekrar dizisinden olusan 32 amino asit tekrariyla
devam eden (45'ten 360. amino asite kadar) bolge A bolgesi olarak isimlendirilmistir.
Kalan 818 amino asite kadar olan sekans B bolgesi olarak tanimlanmistir (Latasa ve
ark., 2006).

In vitro deneyler sonucunda Bap'm yalnizca bakterinin ilk tutunma asamasmda
ilgili olmadigmi ayn1 zamanda PIA/poli-N-asetil-B-(1-6)-glukozamin (PNAG)
polisakkaritlerinin varliginda hiicrelerin bir araya gelip toplanmasi ve bdylece
biyofilmin olgunlagmasinda gorev aldig1 gosterilmistir (Latasa ve ark., 2006).

Yapilan c¢aligmalarda global viriilans diizenleyici olan SarA proteininin Bap
ekspresyonunda bir aktivator olarak gorev aldigi1 ortaya konmustur. SarA'nin
bozulmasi ica operonunun transkripsiyonunu azaltarak toplamda PIA/PNAG-bagimli
biyofilm olusumunu zayiflattig1 bildirilmistir. SarA gen transkripsiyonunu hedef
genin promotoruyla dogrudan etkilesim veya agr diizenleyici kaskadini aktiflestirme
yoluyla diizenleyebilmektedir. Ayrica SarA proteininin Bap promotor bdlgesine

dogrudan baglandig1 gosterilmistir (Chien ve ark., 1999).
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Biyofilm yapis1 i¢inde gerceklestirilen horizontal gen transferi mikrobiyal
komiinitelerde genetik degisimi saglamak i¢in biiyiik 6l¢ciide kabul edilmis olan ideal
cevre kosullarmin olusmasma, viriilans veya antibiyotik direng genlerinin
yayllmasima katkida bulunmaktadir. Bap geni yardimci fajin varligina ihtiyag
duymaksizin mobil olan transpozon benzeri element ile tagmabilmektedir (Latasa ve
ark., 2006).

3.2.5. eDNA

Ekstraseliiller DNA'lar (eDNA), DNaz I’in P. aeruginosa’da biyofilm olusumunu
onledigi ortaya konmadan 6nce lize olmus hiicrelerden kalan DNA pargalar1 olarak
kabul edilmistir (Whitchurch ve ark., 2002). eDNA’nin sadece lize hiicrelerden kalan
DNA parcalar1 olmadig1 ayn1 zamanda biyofilm olusumunda 6nemli role sahip olan
eDNA'nin bakteriyel hiicrelerden kontrollii olarak hiicre digina etkin bir sekilde
salgilandig1 belirtilmistir (Hamilton ve ark., 2005).

eDNA’nmn negatif yiikii ilk tutunmada itme giicii olarak vazife gdérmektedir.
Ancak hiicre ve ylizey arasmndaki mesafe birka¢ nanometre oldugunda, adezyonu
kolaylastirmak i¢in alt katman ylizeyindeki reseptorlerle etkilesmektedir (Das ve
ark., 2010). Ayrica, eDNA’nin biyofilm genislemesinde motilite aracili kasilma
hiicre hareketini diizenledigi bulunmustur (Gloag ve ark., 2013).

Negatif yiikli oldugu icin eDNA, metal katyonlar1 ve bazi pozitif yiikli
antibiyotikleri selatlayabilmektedir. eDNA Mg"™ ile selat olusturabilir ve P.
aeruginosa, Salmonella enterica ve diger Gram negatif bakterilerde antimikrobiyal
peptid direncine yol acan PhoPQ/PmrAB iki bilesenli sistemi aktive edebilmektedir
(Lewenza, 2013; Mulcahy ve ark., 2008).

3.2.6. Polisakkarit Interseliiler Adezin (PIA)

Stafilokokal biyofilmlerin ekstraseliiler polimerik maddelerini polisakkarit
interseliiler adezin (PIA), ekstraseliler DNA, proteinler ve amiloid fibrilleri
olusturmaktadir. PIA kismen deasetile, pozitif yiikli, sentezleri icaADBC lokusu
tarafindan yonetilen bir poli-B(1-6)-N-asetil glukozamindir. ica lokusunda DNA
sekanslar1 homolog, aralarinda S. lugdunensis de olan yaygin olarak proteinlerden
olusan biyofilm iireten bircok koagiilaz negatif stafilokok tiirii bulunmaktadir

(Arciola ve ark., 2015).

icaA gen lriinii, UDP-N-asetilglukozamin'den PIA oligomerleri sentezleyen

bir N-asetilglukozaminiltransferaz'dir. icaD gen {iriinii protein ise icaA'ya en yiiksek
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aktiviteyi verme Ozelli§ine sahiptir. icaC gen {riinii protein yeni olusan
polisakkaritin disar1 verilmesinde iliskilendirilmektedir. icaB gen fiiriinii PIA'nin
kismi deasetilasyonundan sorumlu olan bir N-deasetilaz’dir. ica lokusunun anlatimi
cevresel sartlar tarafindan etkilenmektedir. S. aureus ve S. epidermidis'de biyofilm
iiretiminin ica-bagimsiz alternatif mekanizmalar1 tanimlanmistir. S. epidermidis ve S.
aureus biyofilm iretimi i¢in swrasiyla, icaC geninde bir insersiyon sekansinin
transpozisyonu ya da icaC geni igerisinde dogal olarak barinan art arda dizili
tekrarlarin genisleme ya da daralmasi olarak tanimlanmis olan bir faz farklilagsmasi

gecirmistir (Arciola ve ark., 2015).

3.3. Biyofilm Olusumu

Biyofilm ekstraseliller matrisle kapli olan bir yiizeye tutunmus
mikroorganizmalar toplulugu yapist olarak tanimlanmaktadir. Bir biyofilmin yasam
dongiisii hiicrelerin yiizeye baslangi¢ tutunmasi, ilgili yiizeyde mikrokolonilerin
olugmasi, kurulmus biyofilmin i¢ katmanlarma dogru mikrokolonilerin gelismesi ve
olgun biyofilmden bakterilerin kopmas1 seklinde dort asamadan meydana geldigi
savunulmaktadir (O'Neill ve ark., 2008). Baslangi¢ asamasinda planktonik fenotipe
sahip bakteri hiicreleri kati, canli ya da cansiz ylizeyin alt tabakasia van der Waals
kuvvetleri, sterik etkilesimler ve DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey ve Overbeek)
kuvvetleri olarak bilinen elektrostatik etkilesimlerle geri doniisiimlii olarak

tutunmaktadirlar (Garrett ve ark., 2008).

Alt tabakanin yilizeyi bakterilerin tutunmasini kolaylastiran konak matris
proteinleri (fibrinojen, fibronektin ve kollajen) tarafindan uygun hale getirilmistir
(Francois ve ark., 2000). Yiizeye geri doniisiimlii tutunan bir dizi bakteri, yiizey ve
bakteri hiicreleri arasindaki hidrofobik ve hidrofilik etkilesimlerin sonucu olarak
hareketsiz hale gelerek yiizeye geri doniisiimsiiz tutunmus olmaktadirlar (Liu ve ark.,
2004). Bu bakteri hiicreleri daha sonra biiyiiylip c¢ogalarak mikrokolonileri
olusturmaktadirlar (Stoodley ve ark., 2008). Mikrokoloniler bir kere olustuklarinda
ve optimal biiyiime kosullarinda, biyofilmin i¢ kesimlerine dogru besinlerin akisini
saglamak amaciyla su kanallariyla donatilmis daha kompleks bir yapmnin kuruldugu
olgunlasma asamasina ge¢mektedirler. Farkli fizikokimyasal kosullar varliginda
ulasilabilirlik, oksijen varligi, substratlar ve metabolik yan {irlinlerin dagitilabilmesi,
pH ve hiicre yogunlugu biyofilmin baska bélgelerindeki hiicreler i¢in farkli gen

ekspresyon modellerinin gdsterimine neden olabilmektedir. Gelisimin final
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asamasinda, bazi bakteri hiicreleri fiziksel kopma ya da ekzopolisakkaritlerin
hidrolizi tarafindan aktive edilen sinyallesme olaylar1 ile biyofilmden ayrilabilir ve
yeni nislere yerlesmeye olanak veren planktonik duruma geri donebilmektedirler

(Boles ve Horswill, 2011).

Tiim bu biyofilm olusum fazlarinda QS sisteminin popiilasyon yogunlugu ve
metabolik aktivitenin diizenlenmesiyle ilgili oldugu belirtilmistir (Kalia ve Purohit,
2011). Genel olarak, QS sisteminin komsu hiicreler arasindaki iletisim i¢in genetik
olarak hiicre yogunluguna bagimh bir sekilde difiiz edebilen kiigiikk sinyal
molekiilleriyle ekstraseliilere cevap vermeyi saglayan ve bakteriyel hiicre-hiicre
iletisiminde merkezi 6nemi olan 6zellige sahip oldugu aciklanmistir (Asad ve Opal,
2008). Bu sekilde, molekiil sinyallerin {retimi bakterilere konakta yeterli
kolonizasyon gerceklestirildikten sonra ekzotoksinlerin salgilanmasiyla konakci
savunmay1 asabilmelerinde yardimci olarak kontrolii saglayabildikleri bildirilmistir.
Stafilokoklarda kullanilan molekiil sinyaller ya da otoindiikleyiciler, agr lokusu
tarafindan sentezi diizenlenen AgrD peptidi gibi otoindiikleyici peptidler (AIP)

olarak tanimlanmistir (Pan ve Ren, 2009).

3.3.1. Biyofilmlerin Yonetilmesinde Temel Prensipler

Stafilokokal biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin tedavisindeki en biiyiik zorluk
biyofilm yapisindaki bakterilerin antimikrobiyal ajanlara ve konak savunma
mekanizmalarina artan direngleri olarak gosterilmistir (del Pozo ve Patel, 2007).
Antimikrobiyal ajanlara direng, anoksik c¢evreye ve besin yoksunluguna
adaptasyondan kaynaklanan duragan bir fenotip vasitasiyla olmaktadir. Sonug olarak
bircok yavas biliyliyen hiicrenin ve antimikrobiyal ajanlarin yiiksek seviyelerine
dayanikli kalic1 hiicrelerin alt popiilasyon olusturmalariyla bakteriyel hiicrelerin
metabolik seviyeleri dismektedir ve hiicre boliinmesinde kesin olarak
downregiilasyon ger¢eklesmektedir (Lewis, 2010). Bu nedenle yalnizca bdliinen
stafilokokal hiicrelere karsi aktif olan beta laktamlar gibi antibiyotikler biyofilm
enfeksiyonlarinin ortadan kaldirilmasinda kayda deger bir etki gosterememektedirler
(Hoiby ve ark., 2010). EPS matrisi bazi antimikrobiyal ajanlarin igeri sizmasini
geciktirmek i¢in bir difiizyon bariyeri olarak hareket etmektedir (Xu ve ark., 2000).
Bu ajanlarin igerisinde bir takim reaktif klorin tiirleri biyofilmin i¢ kisimlarina etki
edemeden biyofilmin yiizey tabakalarinda deaktive olabilmektedirler (de Beer ve

ark., 1994). Coklu ila¢ direncine sahip S. aureus'un ortaya c¢ikmasiyla birlikte
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biyofilm iliskili enfeksiyonlarin tedavisi i¢in yeni yaklasimlara ihtiya¢ zorunlu hale
gelmistir. Biyofilm olusumunu engellemek ya da farkli biyofilm gelisim asamalarmni
hedeflemek igin ii¢ temel strateji gelistirilmistir. Ilk temel strateji baslangic
asamasinda bakterinin canli ya da cansiz ylizeylere tutunmasmin O6nlenmesidir,
bdylece biyofilmin kurulmasi ve daha da gelisme sans1 azaltilmaktadir. Ikinci strateji
olgunlagsma islemi boyunca biyofilm yapismin pargalanmasini hedef almistir (Kalia
ve Purohit, 2011). Ugiincii strateji QS inhibisyonunu igeren bir antipatojenik ya da
sinyal yolagin1 engellemektir. S. aureus, 6zel bir cevrede yasama yetenegini artirmak
icin biyofilm olusumu ve viriilans faktorlerin ekspresyonunu QS araciligiyla
diizenlemektedir. QS ya da quorum quenching (QQ) sisteminde bir bozulmanin
viriilans faktorlerin ekspresyonu ve dagitimina etki ettigi gosterilmistir (Wright ve

ark., 2004).

Bakterilerin ylizeylere tutunmasi yiizey proteinleri, pili ya da fimbriae ve
0zgiin ekzopolisakkaritler gibi bir dizi faktorler tarafindan diizenlenmektedir (Maira-
Litran ve ark., 2002; Conrady ve ark., 2008). Genelde tutunma daha piriizli,
hidrofobik, uygun filmlerle kapl olan yiizeylerde rahatlikla meydana gelmektedir
(Donlan, 2002). Minosiklin ve rifampin ile kapl kateterlerin S. aureus iligkili kan
dolasimi enfeksiyonlarinin goriilme sikhigin1 6nemli Olgiide azalttigr gosterilmistir
(Ramos ve ark., 2011). Bu nedenle, kalic1 medikal cihazlarin yiizeyinin bakterisidal
ya da bakteriyostatik maddeler ile kaplanmasi gibi ylizey 6zelliklerinin degistirilmesi

biyofilm iligkili enfeksiyonlar1 6nleyebilmektedir.

Aril rhodaninler ve selatlayict maddeler gibi kiiciik molekiillerin de
stafilokokal biyofilm olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir. Aril rhodaninler
ozellikle S. aureus ve diger Gram pozitif bakterilerin biyofilm olusturmasini inhibe
etmektedir. Ancak Gram negatif bakterilerin biyofilm olusturmasini inhibe
edememektedir. Yapilan bazi c¢aligmalar aril rhodaninlerin bakterilerin yiizeye
tutunmalarini Onleyerek Ozellikle biyofilm gelisiminin erken asamalarini inhibe
ettigini gostermistir (Opperman ve ark., 2009). Bu molekiiller hem Gram pozitif
hem de Gram negatif bakterilere kars1 antibakteriyel aktivite sergilememektedirler.
Farkli S. aureus suslarinda biyofilm olusumunda kalsiyum selatlayicist etilen glikol
tetra asetik asit (EGTA) ve trisodyum sitrat (TSC)'a ¢esitli cevaplar olugsmustur. Baz1
suslarda, selatlayicilar biyofilm olusumunu Onlerken, digerlerinde ise biyolfilm

olusumu iizerine bir etkisi olmamis ya da biyofilm olusumunu artrmistir. Bu
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nedenle, bu maddelerin uygun olan engelleyici doza ulasana kadar siirekli kullanimi1
onemli goriilmiistiir (Abraham ve ark., 2012). Metalik giimiis, glimiis iyonlar1 ve
glimiis nanopartikiilleri kronik yara ve yaniklarm tedavisinde antimikrobiyal madde
olarak kullanilmaktadir. Giimiis iyonlarmin E. coli, S. aureus, Klebsiella tiirleri, P.
aeruginosa, Salmonella typhimurium ve Candida albicans gibi bakterilere karsi etkili
oldugu rapor edilmistir (Chernousova ve Epple, 2013). Giimiis nanopartikiilleri
mikroorganizmalar ile daha iyl temas saglayan oldukca genis yiizey alanma sahip
olduklart icin etkin antimikrobiyal Ozellik gostermistir. Nanopartikiiller hiicre
membranina tutunarak bakteri hiicresinin i¢ine girebilmektedirler. Partikiillerin hiicre
membranindaki siilfiir iceren proteinlerle ve DNA gibi fosfor iceren molekiillerle
etkilesime girdikleri gosterilmistir (Rai ve ark., 2009). Giimiis ayrica bakteri
hiicrelerinin  solunum enzimlerinde bulunan tiyol gruplu bilesikleriyle de
etkilesmektedir. Sonug olarak, giimiis uygulamasi DNA replikasyonu, ribozomal ve
diger hiicresel proteinlerin ifadesini inhibe etmektedir ve hiicresel solunum
mekanizmasini durdururak hiicre 6liimiine yol agabilmektedir (Feng ve ark., 2000;
Klasen, 2000; Yamanaka ve ark., 2005). Tavsanlar {izerinde yapilan bir ¢alisma
nanopartikiil glimiis iyon kapli implantlarin 28 giin sonra bile konak dokularda
glimiis birikimine neden olmadan S. aureus biyofilm olusumunu inhibe ettigini

gostermistir (Secinti ve ark., 2011).

Olgun biyofilmler, biyofilm icindeki organizmalarin ¢esitli gelisme
asamalarinda olmalar1 nedeniyle antimikrobiyal ajanlara kars1 yiliksek dayanikliliga
sahip yapilar olarak tanimlanmistir (Donlan ve Costerton, 2002). Bu yap1 igerisindeki
bakteri hiicreleri direngli alt popiilasyonlar olusturmaktadirlar (Ito ve ark., 2009).
Biyofilmler ayrica S. aureus'ta antibiyotik diren¢ genlerinin horizontal transferini

baslatabilmektedir (Savage ve ark., 2013).

Cis-2-Dekanoik asit (C2DA) S. aureus ile birlikte diger Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilerde biyofilmlerin dagilmasimi baslatabilen, P. aeruginosa
tarafindan tretilen kimyasal mesajc1 niteliginde bir yag asidi olarak tanimlanmigtir
(Davies ve Marques, 2009). Yiritilen bir calismada C2DA’nin biyofilm
olusumunun baslamasina ek olarak var olan biyofilmin dagilmasini potansiyel olarak
kontrol edebildigi gosterilmistir. C2DA'min metisiline direngli S. aureus (MRSA)

suslarinda biyofilm olusumunu inhibe ettigi bildirilmistir (Davies ve Marques, 2009).
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Bir ¢alismada D-amino asitlerin bir karisiminin B. subtilis ve P. aeruginosa
gibi S. aureus'ta biyofilmin pargalara ayrilmasim tetikledigi bildirilmistir. Bu amino
asitlerin peptidoglikan icerisine katilimimin biyofilm matrisi ile birlikte bagli bulunan
hiicrelerdeki ekstraseliiler matrisin (ECM) proteinli bileseni olan amiloid fiberlerinin
salinimi ile sonuglandigi belirtilmistir. Bu kiiclik molekiillerin biyofilm inhibisyon
mekanizmalar1 hala bilinmemesine ragmen, in vitro veriler Uimit verici olarak

nitelenmistir (Kolodkin-Gal ve ark., 2010; Jermy, 2012).

Polisakkarit, eDNA ve proteinler gibi matris bilesenlerinin dagilma ve
parcalanmas1 biyofilmleri zayiflatip dagitabilmektedir. Gram negatif periodontal
patojen Actinobacillus actinomycetecomitans tarafindan iiretilen Dispersin B'nin baz1
stafilokok tiirlerinde biyofilm olusumu i¢in 6nemli olan b-1,6-N-asetil-D-glukozamin
(PGA) polisakkaritini depolimerize ederek biyofilmi inhibe ettigi ve dagittigi
bildirilmistir (Itoh ve ark., 2005). Biyofilm olusturabilme yetenegine sahip S. aureus
ve S. epidermidis suslar1 lizerine yapilan ¢aligmalar Dispersin B'nin, cefamandole
nafate (CEF) antibiyotiginin biyofilm matrisi i¢ine diflizyonunu kolaylastirarak
antibiyotigin hiicre hedeflerine ulagimini saglamasi sayesinde antimikrobiyal ve
antibiyofilm aktivitesini 6nemli 6l¢iide artirabildigini géstermistir (Donelli ve ark.,

2007).

DNaz I enziminin biyofilm matrisindeki eDNA'y1 parcalayarak cam, plastik
ve titanyum gibi abiyotik ylizeylerde biyofilm olusumunu 6nledigi bildirilmistir
(Mann ve ark., 2009; Kiedrowski ve Horswill, 2011). Dispersin B ve DNaz I
kombinasyonu uygulandiginda islem uygulanmamis biyofilmlere gore biyofilm
olusumu 3-4,3 kat inhibe olmus, enzimler tek basmna uygulandiginda ise biyofilm

olusumu 1,6-2,8 kat azalmistir (Lynch ve Abbanat, 2010).

Lizostafin, 6zellikle stafilokokal peptidoglikanda ¢apraz koprii yapiya sahip
pentaglisini parcalayan ve S. aureus biyofilmlerinin ekstraseliiler matrisini bozan bir
glisin endopeptidaz olarak tanimlanmistir. Lizostafin S. aureus klinik izolatlarinin
olusturdugu biyofilmlere uygulandiginda biyokiitle miktarin1 Onemli dlgiide

disiirdiigii gosterilmistir (Wu ve ark., 2003).

Proteinaz K ylizey ya da matris proteinlerini parcaladigi i¢in biyofilm
olusumunu inhibe etmektedir ve var olan biyofilmin dagilmasini baslatabilmektedir.

Dispersin B'yi takiben Proteinaz K ya da tripsin uygulamasinin duragan yiizeylerde
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stafilokokal suglarin olusturdugu biyofilmleri yok etme yetenegine sahip oldugu
bildirilmistir (Chaignon ve ark., 2007). Kiiciik molekiillerde oldugu gibi bu
enzimlerin var olan biyofilmlerin yok edilmesindeki etki mekanizmasi tam olarak
aciklanamamustir. Uygulama esnasinda konagin proteinleri ile inflamatuar ve alerjik
reaksiyonlara neden olabilecekleri i¢in bu enzimlerin tedavideki potansiyelleri

simirhdir (Chen ve ark., 2013).

Stafilokokal enfeksiyonlarn tedavisi i¢in gecerliligi kabul edilebilecek
immiinoterapilerin  gelistirilmesi amaciyla arastrmacilar ¢esitli  ¢aligmalar
yiiriitmektedir (Proctor, 2012). Bu ¢alismalarda, ozellikle ¢ok ¢esitli ve sayida
virlilans faktore sahip olan S. aureus suslar1 kullanilmaktadir (Harro ve ark., 2010).
Bu alandaki arastirmalarin biiyiik cogunlugu akut, planktonik iliskili S. aureus
enfeksiyonlarindan korunma iizerine odaklanmistir. Calismalardan elde edilen
sonuclar gen ifadesi ve protein iiretimi, biyofilm ile planktonik biiylime modlari
arasinda genis Olciide farkliliklar gostermistir (Beenken ve ark., 2004; Brady ve ark.,
2006; Resch ve ark., 2006). Bu nedenle, bakteriyel gelismenin bircok moduna karsi
koruyucu 6zellik gosterebilen genel bir S. aureus asis1 gelistirilebilmesinin zorlugu
ortaya konmustur. Hiicreye tutulu adezyon proteinleri ve ekzotoksinleri i¢ceren farkli
yeni antijenler potansiyel S. aureus asisi1 olarak test edilmektedir (Schaffer ve Lee,

2009).

3.4.  Siit Uriinlerinde S. aureus Varhg

Gida giivenligi son yillarda 6nem verilen bir halk sagligi konusudur ve gida
kaynakli hastaliklar nedeniyle saglik agisindan temel diizenlemeleri gerektiren
uygulamalardandir. S. aureus gida iriinlerindeki kontaminasyonlara siklikla neden
olan ve diinya genelinde gida kokenli patojenlerin basinda gelmektedir. Stafilokokal
enteretoksinler bazi1 S. aureus suslari1 tarafindan iiretilmektedir. Bu enteretoksinler
stafilokokal gida zehirlenmesi salginlarina yol acabilecek niteliktedir (Liebl ve ark.,

1987).

S. aureus hem insan hem de zoonotik komensalde sik rastlanan bir bakteri olarak
tanimlanmistir (Jay, 1997). S. aureus siitte, siit {iriinlerinde, sebzelerde, ¢ig ve
fermente etlerde bulunabilir. Bu bakteri tiirli ayrica yiiksek tuz toleransi, nitritlere
kars1 direncli ve diisiik su etkinligi ile gidalarda ¢ogalma yetenegine sahiptir (Jay,

1997). S. aureus 1siya karsi kararli enterotoksinlerin iiretimi nedeniyle gidalarda



28

potansiyel olarak tehlikeli goriilmektedir (Doan ve Davidson, 1999; Erkmen, 1997;
Jay, 1997). Bu ozelliklerinden dolay1 S. aureus 6nemli bir gida kaynakli patojendir
(Liebl ve ark., 1987; Post, 1999).

En az dokuz enterotoksin (A, B, C, D, E, G, H, I ve J) S. aureus tarafindan
iiretilebilmektedir (McKillip ve ark., 2000). Bunlar arasinda tip C toksini C1, C2 ve
C3 alt tiplerine ayrilmistir (Jawetz ve ark., 1989; Jay, 1997). Tip C enteretoksini gida
kaynakli intoksikasyonun onemli bir sebebidir ve genellikle siit sigirlarindan izole
edilen S. aureus tarafindan iiretilmektedir (Jablonski ve Bohach, 1997; Wilson ve

ark., 1991).

S. aureus ¢ogunlukla ¢ig siitte bulunur ve mastitisli ineklerin siitiinde yiiksek
miktarlarda varhi§1 saptanmistir. S. aureus ya da onun 1sitya karst kararh
enteretoksinleri ¢ig siit kontaminasyonundan 6tiiri islenmis siit iirlinlerinde de var

olabilir (Post, 1999).

Stit ve siit triinlerinin S. aureus kontaminasyonu {iriin giivenligi ve kalitesini
etkilemektedir Bu kontaminasyon siitiin islendigi ekipmanlarin biyofilm kaplh
olduguna isaret edebilir. Siit isletmelerinde rastlanilan biyofilmler 6nemli Olgiide
protein ve kalsiyum fosfat barindirmaktadir (Jay, 1997). Siit isletmelerinde biyofilm
olusumuna iligkin bir caligmada, borularm baglantisi i¢in kullanilan plastik contalarin
kullanim siireleriyle dogru orantili olarak izole edilen bakteri sayisinin arttigini ve siit
akis hizmin azalarak durgunlastigi boliimlerde biyofilm olusumunun hizlandig:
belirtilmistir. Zamanla asman ekipman yiizeyinde olusan catlak ve ¢iziklerin bakteri

tutunmasina uygun ortam sagladigi saptanmistir (Chechowski, 1990).
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Siit Uriinleri Ornekleri

Bu c¢alismada genotipik ve fenotipik olarak biyofilm olusturma kabiliyetleri
degerlendirilen suslar siit iirtinlerinden izole edilmistir. Bu amacla, Konya ve Bursa
illerinde faaliyet goOsteren iretim tesisleri ve satis noktalarindan temin edilen
pastorize siit, ayran, yogurt, beyaz peynir ve kasar peyniri 6rnekleri S. aureus varligi

yoniinden analiz edilmistir.

Siit Uriinii 6rneklerinden S. aureus izolasyonu egg yolk tellurit ilave edilmis
Baird Parker Agar (BPA; Lab M, Ingiltere) iizerinde gerceklestirilmistir. Baslangic
stispansiyonu 10 g gida 6rneginin 90 mL maximum recovery dileunt (Lab M) i¢inde
homojenize edilmesi ile hazirlanmistir. Baslangic¢ diliisyonlarindan toplam 1 mL ii¢
adet BPA fiizerine drigalski spatiilii kullanilarak inokiile edilmistir. Inokiile edilen
besiyerleri 37+1°C’de 48+2 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda potasyum telliirit
varligindan dolay1 siyah veya gri renkte, etrafinda lesitinaz aktivitesine bagli olarak
temiz bir zon olan tipik koloniler biyokimyasal identifikasyon paneli (Microgen

Bioproducts, Ingiltere) ile dogrulanmustr.

4.2. Kiiltiir Kosullar

Biyofilm-pozitif ~ve  biyofilm-negatif kontrollere referans olarak
Microbiologics Inc.’den (ABD) temin edilen sirasiyla ATCC 2593 S. aureus susu ve
ATCC 12228 S. epidermidis susu calismada kullanilmistir. Referans suslarin stok
kiiltiirleri ve izolatlar -18°C’de %20 gliserol igeren Triptik Soy Broth (TSB; Lab M)

icinde muhafaza edilmistir.

4.3. Kongo Kirmizis1 Agar Yontemi

Slime olusumunun kalitatif (nitel) analizi izolatlarin 0,8 g/L kongo red boyasi1
ve 36 g/L sakkaroz iceren Kongo Red Agar (KRA) iizerinde kiiltiire edilmesiyle
gerceklestirilmistir. Izolatlar KRA {izerine inokiile edilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Slime ireten izolatlar siyah koloniler olustururken, slime iiretmeyenler

kirmizi koloniler olusturur.

4.4. Kristal Viyole Boyama Yontemi
TSB i¢inde bir gece kiiltiire edilen izolatlar %2,5 glukoz iceren TSB’de 100
kat diliie edilmistir. 96-kuyucuklu steril polisitren mikroplaka (Anicrin, Italya)
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cukurlar1 200 pL dilie kiiltiirlerle doldurulmustur. 37°C’de 24 saat inkiibasyondan
sonra, kuyucuklardaki kalintilar bosaltilmis ve kuyucuklara tutunmayan hiicreleri
uzaklastrmak i¢in ii¢ kez PBS ile yikanmistir. Yikanan kuyucuklar hava ile
kurutulmus ve kuyucuk yiizeylerindeki biyofilm biyokiitle seviyeleri kristal viyole
(KV) boyama yontemiyle Olg¢iilmiistiir. Biyofilmdeki bakteri hiicreleri %1 kristal
viyole ile 5 dakika siireyle boyandiktan sonra etanol ile sabitlenmistir. Boyamadan
sonra kuyucuklar ii¢ kez steril distile suyla yikanmis ve havayla kurutulmustur. Son
olarak bagl kristal viyole %95 etanol ilavesi ile serbest birakilmistir ve etanoldeki
kristal viyole seviyesi plaka okuyucu (Thermo, ABD) ile 595 nm dalga boyunda
optik yogunluk (OD) oOlclimiiyle tespit edilmistir. Kantitatif biyofilm biyokiitle
Ol¢limii tiim izolatlar i¢in ii¢ kez tekrarlanmistir. Cut-off OD degeri (ODc) biyofilm-
negatif kontrol susu ile elde edilen OD degerleri ile hesaplanan standart sapma
degerinin OD ortalamasina eklenmesiyle hesaplanmistir. Ortalama OD degeri > ODc

olan izolatlar biyofilm {iretici olarak nitelendirilmistir.

4.5. IcaA ve IcaD Genlerinin PCR ile Tespiti
S. aureus 1zolatlarindan ticari DNA ekstraksiyon kiti (Thermo) ile kit lireticisi
tarafindan Gram pozitif bakteriler i¢in tanimlanan protokol takip edilerek toplam

DNA ekstrakte edilmistir.

icaA ve icaD genleri sirasiyla 1315 ve 381 baz ciftlik (bp) fragmentler
olusturmak i¢in polimeraz zincir reaksiyonuyla (PCR) ¢ogaltilmistir. PCR reaksiyon
karigimlart (50 pL); 2 mM MgCl, 0,5 uM forward ve reverse primerler, her bir
dNTP’den 250 uM, 1,25 U Taq DNA polimeraz, KClI i¢ceren 5 pL Taq buffer (10X)
ve 50 ng DNA kalibindan olusmustur. Otuz amplifikasyon dongiisiinden (92°C’de 45
s denatiirasyon, 52°C’de 30 s baglanma ve 72°C’de 1 dk uzama) olusan reaksiyon

thermocycler cihazinda 72°C’de 7 dk final uzamasi ile gergeklestirilmistir.

PCR iriinleri Qiaxcel DNA High Resolution Kiti (Qiagen) kullanilarak,
Qiaxcel Advanced kapiller elektroforez sisteminde (Almanya) ylriitiilmistiir.
Dogrulama isaretleri ve biiyiikliilk standartlar1 her bir gene 06zgii amplikonun
gorsellestirmesine uygun bir aralik saglamak icin se¢ilmistir. QX DNA Size Marker
100 bp - 2,5 kb ve QX Alignment Marker 15 bp - 3 kb (Qiagen) icaA’ya 6zgi
amplikonlar1 gorsellestirmek i¢in kullanilirken, QX DNA Size Marker 25 - 500 bp ve
QX Alignment Marker 15 - 600 bp (Qiagen) icaD’ye Ozgii irlnlerin
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gorsellestirilmesi igin kullanilmustir. Uriin piiskiirtme siiresi 10 s olan yiiksek
cOziinlirliikte yiiritme metodu OMS800 uygulanmistir. Gene 6zgii PCR

amplikonlarinin ~ goriintiilenmesi i¢in  Qiaxcel ScreenGel Software (Qiagen)

kullanilmstir.
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5. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

5.1. Arastirma Sonuclan

Siit tUriinlerinden izole edilen toplam 44 adet S. aurueus izolatnin biyofilm
olusturma yetenekleri fenotipik ve genotipik analizler ile degerlendirilmistir.
Fenotipik biyofilm {iretimi izolatlarmm KRA {izerinde olusturduklari kolonilerin
morfolojisi ve KV boyama ydntemi ile degerlendirilmistir. Izolatlarm genotipik
degerlendirmesi ise icaA ve icaD genlerinin varliginin PCR ile saptanmasi yoluyla
gerceklestirilmistir. KRA’da fenotipik ifadeye baglh koloni morfolojilerine gore S.
aureus  izolatlarinin  %52,2’sinin  biyofilm {ireticisi oldugu saptanmustir.
Spektrofotometrik Olctim temelli KV boyama yontemi ile izolatlarin %90,9°u
biyofilm iireticisi olarak tanimlanmistir. PCR iirlinlerinin elektroferogramlari
izolatlarin ¢ogunlugunun (%97,7) icaA genini tasidigini gostermistir. S. aureus

izolatlarindan 42’sinin (%95,4) her iki geni (icaA ve icaD) tasidig1 saptanmistir.

Sekil 4. Kongo Red Agar iizerinde biyofilm olusumunun fenotipik ifadesi. A. Kirmizi

koloniler, biyofilm iireticisi olmayan B. Siyah koloniler, biyofilm fireticisi.
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Cizelge 1. S. aureus izolatlarinda icaA ve icaD genlerinin varligi, Kongo Red Agar iizerinde (K:

Kirmizi, S: Siyah) ve Kristal viyole boyama yontemi sonuglart.

icaA+icaD ‘

‘ IcaA ‘ icaD

Kristal
Viyole

Kongo
Red Agar

Izolat
Numarasi

10
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Cizelge 1. S. aureus izolatlarinda icaA ve icaD genlerinin varligi, Kongo Red Agar iizerinde (K:

Kirmizi, S: Siyah) ve Kristal viyole boyama yontemi sonuglart.

‘ izolat ‘ icaA ‘ icaD ‘ icaA+icaD ‘ Kongo Red ‘ Kristal
Numarasi Agar Viyole
| 36 | + | + | + | K [+
| 37 | + | + | + | S o+
| 38 | + | + | + | S o+
| 39 | + | + | + | S o+
4 [+ o+ + | kK | -
| 41 | + | + | + | S o+
| 42 | + | + | + | S o+
| 43 | s | + | + | S o+
| 44 | s | + | + | K o+

Cizelge 2. PCR, Kongo Red Agar ve Kristal viyole boyama yontemi ile elde edilen pozitif ve negatif

sonug oranlart.

| | icaA | icaD | icaA+icaD | KRA | KV

| Pozitif |42 (%95,5) | 43 (%97,7) | 42 (%97,7) | 25(%52,2) | %90,9

| Negatif | 2(%4,5) | 1(%2,3) | 2(%2,3) 19 (%47,8) | %9,1
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5.2. Tartisma

Arastirma sonuglarimiz KRA iizerinde koloni morfolojisine dayali ve KV
boyama kantitatif biyofilm Olciim yontemi ile elde edilen biyofilm fenotipleri
arasindaki uyumun zayif oldugunu gostermektedir. Iki yontem ile elde edilen
sonuglar arasindaki zayif uyum daha 6nce yapilan calismalarda da rapor edilmistir ve
KRA fiizerinde elde edilen koloni morfolojisine dayali siniflandirma S. aureus
suslarinda biyofilm olusumunun degerlendirilmesi i¢in tavsiye edilmemistir
(Knobloch ve ark., 2002). iki yontem ile elde edilen sonuglar arasmda gozlenen
farklilik test besiyerlerindeki glukoz konsantrasyonu arasindaki farklilik ile
aciklanabilir. KV boyama yonteminde TSB’ye %1 oraninda glukoz ilavesinin
biyofilm pozitif S. aureus izolat oranmi %34,4’ten %383,3’e arttirdig1 rapor edilmistir
(Rohde ve ark., 2001). Bir grup arastirmaci stafilokok izolatlar1 {izerine yaptiklari
calismalarinda karbonhidrat kaynagi olarak TSB igerisine glukoz ilavesinin biyofilm
olusumunda dramatik bir artisa neden oldugunu bildirmislerdir (Ammendolia ve ark.,
1999). Bir diger calisma sonuglari, KRA’da glukozun yiiksek konsantrasyonlarinin S.
epidermidis suslarinda slime olusumunu Onemli Ol¢lide artirdigini gostermistir

(Kaiser et al., 2013).

Kongo kirmizisinin polisakkaritlere, sialik asit ve amiloide afinite gosterdigi
bilinmektedir. Bu nedenle polisakkarit yapisinda olan biyofilm KRA’da koyu
kristalize renk olusumuna neden olmaktadir. Yapilan bir ¢alismada KRA besiyerinde
72 saatlik inkiibasyon sonucunda 23 S. aureus susunun 14’tinde (%60,8) biyofilm
olusumu tespit edilmistir. Bu suslardan 24 saat inkiibasyon sonucunda siyah koloni
olusturan iki tanesinin 48 saat inkiibasyon sonunda KRA {izerinde kolonilerinin
merkezinin siyah etrafinin ise kirmizi renkte oldugu goriilmiistiir. G6zlenen koloni
renk degisimi nedeniyle bu suslarin ica gen ifadeleri incelenmis ve faz varyantlari
olarak tanimlanmiglardir (Arciola ve ark., 2001). KRA {izerinde inkiibasyon
siiresinin uzamasi ile farkli sonuglar elde edilen suslar iizerine yapilan c¢alismada
insersiyonel mutasyonla (IS256 bolgesi) icaC geninin inaktive olmasmin faz

degisimine neden oldugu bildirilmistir (Arciola ve ark., 2004).

Vasudevan ve ark. (2003) KRA {izerinde 35 S. aureus susunun 32’sini
biyofilm pozitif olarak tanimlamiglardir. Ayni suslarin KV boyama yontemiyle
yalnizca 24’linde biyofilm pozitif sonug bildirmislerdir. Bir ¢alismada 128 ica pozitif

S. aureus susunun in vitro biyofilm olusturma yetenekleri mikroplaka KV boyama
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yontemi, tiip KV boyama yontemi ve KRA kullanilarak arastirilmistir. Elde edilen
sonuglar mikroplaka ve tiip KV boyama yOntemlerinin sonucglarinin birbiri ile
uyumlu oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, KRA iizerinde suslarin ¢cogunlugu
icin diger iki yontemden farkli sonug¢ elde edildigi bildirilmistir (Knobloch ve ark.,
2002). Oliveira ve ark. (2006) mastit enfeksiyonlu sigirlardan izole edilen 16 S.
aureus susunun biyofilm olusturma kapasitesini KRA ve KV yOntemiyle
degerlendirmislerdir. KRA’da 16 izolatin 6’s1(%37,5) biyofilm pozitif bulurken, KV
yontemiyle 3’linii (%18,75) pozitif bulmuslardir. Yalnizca 2 izolat1 her iki yontemle

de pozitif degerlendirmislerdir.

Mathur ve ark. (2006) mikroplaka KV boyama yontemi, tiip KV boyama
yontemi ve KRA tizerinde 152 klinik S. aureus susunu biyofilm olusturma yetenegi
yoniinden karsilastirmislardir. Mikroplaka KV boyama yontemi ile suslarin 22’sini
(%14,4) giiclii biyofilm olusturan, 60’1 (%39,4) orta diizey biyofilm olusturan ve
70’ini de (%46) zayif biyofilm olusturan veya biyofilm olusturmayan olarak
smiflandirmislardir. Tiip KV boyama yontemi ile suslarn 18’sini (%11,8) giicli
biyofilm olusturan, 45’ini (%29,6) orta diizey biyofilm olusturan ve 89’unu (%58,6)
zayif biyofilm olusturan veya biyofilm olusturmayan olarak tanimlamislardir. Ayni
calismada KRA iizerinde elde edilen koloni morfolojilerine gore 152 klinik S. aureus
susunun yalnizca 8’ini (%35,2) biyofilm pozitif olarak smiflandirmislardir. Bu
sonuclar mikroplaka ve tiip KV boyama yontemleri ve KRA besiyeri iizerinde elde

edilen sonuclar arasinda zayif bir uyum oldugunu gostermektedir.

S. aureus izolatlarmmdan 42’sinin (%95,4) icaA ve icaD genlerini tasidigi
saptanmistir. Benzer sekilde, Yazdani ve ark. (2006) yara enfeksiyonlarmdan izole
ettikleri ve in vitro testler ile biyofilm pozitif (%52) ve negatif (%48) olarak
tanimlanan toplam 50 S. awreus susunun tamaminda icaAD genlerini
belirlemiglerdir. icad ve icaD genlert S. aureus’un lineer -1,6-bagh
glukozaminoglikanlardan olusan PIA sentezini diizenleyerek biyofilm olusturma
yetenegini belirlemektedir. Hedef DNA’nm zayif amplifikasyonu klasik agaroz jel
elektroforezinde yanlis-negatif bir sonuca sebep olabilmektedir. Bu nedenle, bu
calismada ica gene-6zgii PCR amplikonlarini tararken yanlis-negatif sonuglari
onlemek amaciyla hassas, yiiksek ¢oziiniirliige sahip bir kapiller elektroforez cihazi
kullanilmistir.  N-asetil-glukozaminiltransferaz enzimi tarafindan UDP-N-asetil-

glukozamin’den PIA sentezlendigi in vitro gosterilmistir. icaA gen lriinii N-asetil-
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glukozaminiltransferaz ile homoloji gosteren, en 1yi aktivitesi i¢in icaD gen lriiniine
gerek duyan bir transmembran proteindir (Gerke ve ark., 1998). Bu calismada
izolatlarm PCR ve KV boyama yontemi ile ortaya konulan genotip ve fenotiplerinde
yiiksek oranda benzerlik gézlenmistir. KV boyama tekniginin bakteriyel biyofilmler
icin genis uygulanabilirligi, giivenilirligi ve yiliksek tekrarlanabilirligi Onceki
calismalarda kanitlanmistir (Peeters ve ark., 2008). PCR ve KV boyama yontemi
sonuglar1 ica genlerini tasiyan az sayida izolatin mikroplaka cukurlarinda biyofilm
olusturma yetenegine sahip olmadigmi gostermistir. Benzer sekilde, daha onceki
calismalarda ica lokusuna sahip oldugu halde in vitro biyofilm olusturma
yeteneginden mahrum olan S. aureus suslar1 rapor edilmistir (Crampton ve ark.,
1999; Fowler ve ark., 2001). Bu sonuglar biyofilm olusumunun farkl diizenleyici
mekanizmalara bagli olmasi ve ica genlerinin ifadesinin glukoz, sicaklik, ozmolarite
ve aneorobik kosullarda gelisme gibi cevresel faktorlerden 6nemli diizeyde

etkilenmesi ile agiklanmistir (Beenken ve ark., 2004; Kim ve ark., 2008).

S. aureus suglarinda ica genlerinin delesyonuna bagli olarak N-asetil
glukozaminiltransferaz aktivitesinin, PIA iretiminin ve dolayisiyla biyofilm
olusturma yeteneginin kayboldugu bilinmektedir. Crampton ve ark. (2001) yaptiklari
calismada bir S. carnosus susu hari¢ diger tiim stafilokok tiirlerinde icaADBC
genlerini gostermislerdir. ica genlerinin veya cevresel sartlarn varhigina ragmen,
birka¢ susda ica lokusunda nokta mutasyonuna bagl olarak, PIA sentezinin negatif

regiilasyonu dolayisiyla biyofilm olusturamadigini géstermislerdir.

Ayrica ica operonunun transkripsiyonel diizenlenmesi birbirine bagli olan ve
bagimsiz ¢esitli aktivator ve represorlerin aktivitesini icermesi nedeniyle oldukca
karmasiktir. Lokusun farkli transkripsiyonel diizenlenmesi ve ica-bagimsiz oldugu
kabul edilen mekanizmalar biyofilm iiretim fenotipini etkilemektedir (O’Gara, 2007).
ica lokusunda insersiyonel inaktivasyon ve nokta mutasyonlar1 S. aureus'ta biyofilm-
negatif varyantlarm ortaya ¢ikmasina mantikli bir gerek¢e olarak rapor edilmistir
(Ziebuhr ve ark., 1999). Bu nedenle, fenotipik ve genotipik testlerin birlikte
uygulanmast biyofilm olusturma yetenegine sahip S. aureus izolatlarinin

tanimlanmasinda daha dogru sonuglar elde edilebilmesini saglamaktadir.

Stafilokoklarda biyofilm olusturma mekanizmalarindan en iyi anlasilan

icaADBC’nin kodladig1 enzimler aracilifiyla polisakkarit adezinlerin sentezlenmesi
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olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte cevresel uyaricilara bagli olarak
icaADBC genlerinin aktivitesindeki de§isim ve biyofilm iiretimindeki artis her
zaman uyumlu bulunmamistir. Buna karsilik glukoza bagimli olarak biyofilm
iretimindeki artis uyumlu bulunmustur. Boylece cevresel faktorlerin icaADBC’den
bagimsiz olarak biyofilmin gelisim siirecindeki 6nemi ortaya konmustur (Fitzpatrick

ve ark., 2005).
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Beslenme insanoglunun yasamini siirdlirmesi i¢in bir zorunluluktur. Son on
yilda sagliksiz, zararl veya toksik maddeler iceren gidalar ile ilgili ¢ok sayida vaka
rapor edilmistir. Bu nedenle siirdiiriilebilir gida arzi ve gida giivenligi son
zamanlarda 6nemli bir ¢calisma alani haline gelmistir. Kiiresel bir konu olan gida
giivenligi, yalnizca gida kaynakli hastaliklarla sinirh degil "ciftlikten sofraya" gida
yaklagimlari ile iligkili tiim giivenlik konularin1 da kapsamaktadir. Daha 6nceleri gida
giivenligi kapsamimi agirlikli olarak patojen bakteriler ile sinirli gida kaynakli
mikroorganizmalar ve gidalarda toksik maddeler olusturmaktaydi. Bununla birlikte,
glinlimiizde mikroorganizmalarm c¢esitliligi, mikrobiyal gelismeye yonelik cesitli
mekanizmalar, polimikrobiyal etkilesim ve cevresel faktorleri iceren ekosistemin
karmagiklig1 nedeniyle gida giivenligi ile iliskili bir dizi yeni mikrobiyal sorun

tanimlanmaistir.

Agirlikli olarak S. aureus tarafindan tretilen stafilokokal enteretoksinlerin
sindiriminin ardindan meydana gelen stafilokokal gida zehirlenmeleri diinyada gida
kaynakli hastaliklarin en yaygimlarindan bir tanesidir (Jablonski ve Bohach, 1997).
Stafilokokal enterotoksinler ile iliskilendirilen ilk gida kaynakli zehirlenme tanimi
Michigan (ABD) Eyaletinde 1884 yilinda Vaughan ve Sternberg tarafindan rapor
edilmistir. Bu gida zehirlenmesi vakasi stafilokoklar tarafindan kontamine olmus bir
peynirin tliketilmesi nedeniyle gerceklesmistir. Stafilokokal gida kaynakli
zehirlenmelerin Onlenmesi gidalarda S. aureus kontaminasyonunun engellenmesi

veya azaltilmasi i¢in hijyen dnlemlerini gerektirmektedir.

Gida zehirlenmesine neden olan S. aureus kontaminasyonlariin en 6nemli
kaynagmin biyofilmler oldugu belirtilmistir (Costerton ve ark., 1999). Gida islenmesi
sirasinda biyofilmler, 1smin yiizeyden iletimini geciktirerek, sivinin ve yiizeydeki
kimyasalm siirtlinme direncini artirarak ciddi sorunlara neden olabilmektedir. Gida
sektoriinde biyofilmler daha c¢ok siit, et, kanatli ve deniz iirlinleri i¢in sorun

olusturmaktadir (Chmielewski ve Frank, 2003).

Siit mikroorganizmalarin gelismesine uygun ortam sagladigi i¢in hizla

bozulabilir. Siit ve siit liriinlerinin dogru yontemle dezenfekte edilmemis ekipmanlar
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nedeniyle kontamine olduklar1 disiiniilmektedir (Jessen ve Lammert, 2003;
Koutzayiotis, 1992). Bu kontaminasyon siit liriinlerinin 6zellik, kalite ve giivenligini
etkiler. Uretim hattinda olusan biyofilm; hat boyunca akisin ve 1s1 iletiminin
azalmasina, iriiniin bakteriyel kontaminasyonuna neden olabilmektedir (Jayaraman

ve ark., 1997; Poulsen, 1999).

Biyofilm tespiti i¢cin gidanin islendigi hattan ve sivilardan ornekler alinarak
mikrobiyolojik testlerin yapilmas: gereklidir. Uretim hattinda biyofilm olusumunun
onlenmesinde en Onemli asama bakterilerin yiizeye tutunmalarin1 engellemektir.
Bunun saglanmasi i¢in diizenli ve etkili temizleme islemleri yapilmalidir. Gida
isletmelerinde biyofilmin uzaklastirilmasi i¢in mekanik kuvvet, kimyasal maddeler,

enzimler, ultrason, elektriksel alan gibi yontemler kullanilmaktadir (Simoes ve ark.,
2006).
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