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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Enterococcus faecalis Biyofilm Yapisinda eDNA’nin Rolii ve Biyofilm ile Miicadelede
Enzim ve Antibiyotik Uygulamasi Yoluyla Biyofilm Yapilarinin Zayiflatiimasi

Burak GUNES
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Dog. Dr. Nefise AKCELIK

Bu tez calismasinda, Gram pozitif firsat¢i bir patojen olan Enterococcus faecalis’e ait 4 susta
(74, 114, ATCC 29212 ve ATCC OGIRF) eDNA’nin biyofilm iiretimindeki roliiniin
tanimlanmas1 ve bu patojenle abiyotik yilizeylerde miicadelede enzimler ve antibiyotiklerin
kullanim olanaklarinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Denemelerde kullanilan tiim suslarda en
yiiksek diizeyde eDNA iiretiminin, 24 saat inkiibasyon sonunda ger¢eklestigi belirlenmistir.
Oncelikle; 20, 50 ve 100 ng/ul eDNA (hiicre dist DNA) ve gDNA (genomik DNA) ilave
edilmis ortamlarda 24 ve 48 saat siiresince gelistirilen biyofilmlerin miktarsal tayinleri
yapilarak her iki tip DNA’nin biyofilm olusumu {iizerindeki etkinligi saptanmistir. Daha
sonra ise ayni ortamlara eDNA ve gDNA’nin yaninda cesitli enzimler de ilave edilerek, bu
ajanlarin biyofilm yapilar1 tizerine kombine etkileri tanimlanmigtir. Caligmalar sonucunda,
eDNA’nin ve gDNAnin Enterokok biyofilmleri iizerine, sustan susa ve inkiibasyon siiresine
bagli olarak degisen bir etkinlik gosterdigi tespit edilmistir. Antibiyotik ve enzim
caligmalarinda, kanamisin uygulamasinin biyofilm miktarimi artirdigi, nalidiksik asit
uygulamasinin herhangi bir etkinlik gdstermedigi, tetrasiklin ve ampisilin uygulamalarinin
ise biyofilm yapilari iizerinde diisiik inhibisyon etkisine sahip oldugu belirlenmistir. DNaz I
ve Benzonaz® enzimlerinin antibiyotiklerle birlikte kombine edilerek kullanimi,
antibiyotiklerin genel etkinlik bigiminde 6nemli bir degisime yol agmamastir.

2018, 160 sayfa

Anahtar Kelimeler: Enterococcus faecalis; Biyofilm; DNaz; Hiicre dist DNA
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ABSTRACT

Master Thesis

The Role of eDNA on Biofilm Structures of Enterococcus faecalis and Combat with
Biofilm Structure via Enzyme and Antibiotic Treatment to Weakening of the Biofilm
Structure

Burak GUNES
Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Assoc. Prof. Nefise AKCELIK

In this thesis, it was aimed to define the role of eDNA (extracellular DNA) in the production
of biofilms of 4 strains belong to Enterococcus faecalis (74, 114, ATCC 29212 and ATCC
OG1RF), a Gram positive opportunistic pathogen and to determine the possibilities of using
enzymes and antibiotics in combating with this pathogen on abiotic surfaces. It was
determined that the highest level of eDNA production, in all the strains used in the
experiments, was performed after 24 hours incubation. Firstly; quantitative determination of
the biofilms developed in 24 and 48 hours in media supplemented with 20, 50 and 100 ng
/ul eDNA and gDNA (genomic DNA) was performed to determine the activity of both types
of DNA on biofilm formation. Then, various enzymes were added to the same media along
with eDNA and gDNA, and the combined effects of these agents on biofilm structures were
defined. The results of the study indicated that eDNA and gDNA showed an altered activity
on enterococci biofilms depending on strain diversity and incubation time. In antibiotic and
enzyme studies, it was determined that the application of kanamycin increased the amount
of biofilm, nalidixic acid application did not show any activity, while tetracycline and
ampicillin had a low inhibitory effect on biofilm structures. The combined use of DNaz I
and Benzonase® enzymes with antibiotics did not cause a significant change in the overall
effectiveness of antibiotics.

2018, 160 pages

Keywords: Enterococcus faecalis; Biofilm; DNase; Extracellular DNA
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TESEKKUR

Bu tezin yazilmasi, projelendirilmesi ve mezun olma hayallerim siliphesiz ki ¢ok sevdigim
sayin danismanim Dog. Dr. Nefise AKCELIK olmasayd: gergek olmayacakti. Tanistigimiz
ilk giinden, bu tezin TESEKKUR kismin1 yazma asamasina kadar diinyanin en sansl yiiksek
lisans Ogrencisi olarak kendisinden belki de baska higbir 6grencinin elde edemeyecegi
destegi gordiim. Cogu Ogrencinin sahip olamadigi bir calisma ortamini ve firsatlari
ogrencilerine sunabilmek i¢in gece giindiiz ¢alisan, mevcut sartlari firsatlara doniistiirebilen
ve bunlart hem 6grencilerini hem de isini ¢ok sevdigi i¢in yapan, detayli ¢aligmay1 6greten,
sadece basarili akademisyenligiyle degil ayn1 zamanda miikemmel ekip arkadasligiyla da
laboratuvardaki her glinimiin mutlu ve huzurlu ge¢mesini saglayan, bana sadece deney
yapmay1 degil, is hayatin1 da 6greten, zorlu ve yogun deney giinlerinin havasini miikemmel
kahvaltilarla yumusatan, omuz omuza deney yapmayi1 dmriimiin sonuna kadar keyifle ve
ozlemle hatirlayacagim, her zaman iletisim halinde olacagim sevgili ve sayin danigmanim,
iyi ki varsimiz. Tiim bunlar ve buraya sigdiramadigim nice degerli katkilariniz i¢in size

tesekkiirli borg bilirim.

Caligmalarim1 yorumlamasi ve tezimi okumasi bile benim i¢in ¢ok biiyiik bir sans olan, her
climlesiyle ufkumu acan, sadece bilimsel tecriibelerinden degil, hayat goriisiinden de ders

aldigim hocam Prof. Dr. Mustafa AKCELIK e (Ankara Universitesi Biyoloji Béliimii),

Degerli Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii hocalar1 ve ¢alisanlarina,

Biyoteknoloji Enstitiisit Merkez Laboratuvarlari’ndaki ilk giiniimden itibaren bana her giin
dost olan, calisma disiplinini her zaman Ornek aldigim, her tiirli problemimde beni
bikmadan usanmadan dinleyebilen, kariyer planlarimda her daim arkamda ve bir

telefonumla yanimda olan, gonliimiin doktoru Onur BENDER’e,

Caligmalarimin tamamlanmasinda biiyiik emegi olan, hi¢gbir zaman yardimini esirgemeyen

caligma arkadagim Cansu YAZICI’ya,

Oda arkadaglig1 ile baslayan siirecte, baska birinin sahip olamayacagi en iyi “ev arkadasina”

doniistiigiin i¢in, 6 sene boyunca birbirimize (6zellikle ayni anda bir evde iki tez yaziyorken)



tahammiil ettigimiz i¢in, her animda yanimda durdugun i¢in, aldigim kararlarda beni hep

destekledigin igin, ailemin bir parcasi oldugun i¢in Cihan Akin GURSOY ’a,

Hacettepe Biyoloji’nin bana kazandirdigi en 6énemli kisi, ayn1 yerde okuduk, staj yaptik.
Belki yiiksek lisans1 ayni yerde yapamadik ama aslinda hep beraberdik. Caligsmalarima her

zaman yardimei1 olan, Sehzadem Okan AYDOGAN’a,

Hayatim boyunca arkadagim kalacak, kararlarimin en giizel destekgisi, “hastalikta saglikta”

her zaman arkamda ve her daim yanimda olan Begiim OZBEK ’e,

Birbirimize hak ettigimiz degeri heniiz ii¢ sene 6nce vermeye bagladigimiz enstitiiniin bana
kazandirdig1 en 6nemli “ikinci” insan Merve SUCU’ya (birinci diyemiyorum biliyorsun,

kiir),

Is ile laboratuvar arasinda gegen zorlu giinlerde beni anladiklari, destekledikleri ve
giivendikleri i¢in hem Biyoteknoloji Enstitiisii’nden ¢ok sevdigim arkadaglarim, hem de is
yerindeki sevgili Tetkik ve Analiz Sorumlularim olan Cemre DEMIR ve Hatice

YILDIZHANa,

Tezimin istatistiksel analizlerini yapan, sayfalarca veri ile gece giindiiz ugrastig1 ve tiim

paniklemelerime katlandig1 igin Zeynep OZKESERLI’ye,

Tez ¢calismami 1162067 numarali proje olarak, 1002- Hizli Destek Programu ile destekleyen
TUBITAK ’a,

Son olarak, bugiin oldugum insan olmami saglayan, maddi manevi desteklerini bir giin bile
esirgemeyen, zor zamanlarimda her an arkamda hissettigim ve bundan gurur duydugum,
“hadi artik bitsin su tez” diye sabirsizlikla bekleyen annem Dirayet GUNES’e, babam
Bahtiyar GUNES’e, basarilarimi her zaman destekleyen, hayattaki sansim, giizeller giizeli

canim ablam Mesude GUNES’e — you are the best ally,

Tesekkiir ederim.

Burak GUNES
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1. GIRIS

Diinya iizerindeki canliligin baglangict olan mikroorganizmalarin yasam i¢in sayisiz yarari
olsa da insanlarin ve hayvanlarin agir enfeksiyonlar gecirmesine neden olan patojen formlari
da bulunmaktadir. Antonie van Leeuwenhoek’un 1600°1i yillarda kendi icat ettigi
mikroskobuyla mikroorganizmalar1 kesfetmesinden bugiine, gozle goriilemeyen canlilar
insanlar tarafindan merak konusu olmustur. Mikrobiyoloji bilimindeki 1880’den 1900’lii
yillarin basina kadar yapilan aragtirmalar, mikroorganizmalari saf olarak elde etme ve onlari
tanimlama {izerine yogunlasmist (1). Ik kez Zobell vd. (1943) yaymnladiklar1 bir makalede
mikroorganizmalarin abiyotik ve biyotik ylizeylere tutunabildigini, hatta bir besin
ortamindaki tutunmus hiicrelerin planktonik hiicrelerden daha fazla olabilecegini
belirtmislerdir. Ayn1 makalede ayrica, bu tutunmanin ortamdaki besin miktartyla baglantili
olabileceginden ve tutunmayi saglayan “¢imento” benzeri bir yapinin varligindan s6z
edilmistir (2). Bu calismadan once, bakterilerin sadece planktonik formlarda yasamlarini
devam ettirdigi diisiiniilmekteydi. Gelisen teknoloji ve bu konuya bilim insanlarinin artan
ilgisi sayesinde, yasamlarin1 planktonik formdan oldukca farkli formlarda siirdiiren

mikroorganizma topluluklarinin tanimlanmasi miimkiin olmustur.

Mikroorganizmalar kendi iirettikleri hiicre dis1 polimerik bilesenlerle (EPS) kendilerine bir
ortam olustururlar ve bu ortama gémiilii halde yasayabilirler. Bu sekilde bakterilerin abiyotik
veya biyotik ylizeylere, kendi olusturduklari polimerik bilesenlerle tutunmasi sonucu
olusturduklar1 mikrobiyal topluluklara “biyofilm” denir. Hiicre dis1 polimerik bilesenler
sadece mikroorganizmalarin biyotik ve abiyotik yiizeylere tutunarak biyofilm yapilarini
olgunlagtirmasinda degil, ayn1 zamanda mikroorganizma toplulugunun besin iletiminde, atik
bosaltiminda ve biyofilm yapilarinin ve dolayisi ile mikroorganizmalarin ¢evreden gelen
mekanik ve kimyasal streslere kars1t korunmasinda da etkin rol oynarlar. Cevresel mekanik
ve kimyasal stresler; radyasyon, antibiyotikler, metalik katyonlar, dezenfektanlar ve konak
immiin sistemi elemanlar1 olabilmektedir. Dogal ortamlarda biyofilm yapilari; uygun
sartlarda kendisini yenileyebilen ve biiyiiyebilen, EPS matriksinde yiiksek oranda genetik
materyal ve gesitli polimerler barindiran, farkli nislere sahip bakteri tiirlerinin bir arada
yasayabildigi, yiiksek organizasyonlu, yasadigimiz sehirler gibi karmasik, oldukca
farklilagmis, cok kiiltiirlii bir topluluk gibidirler.



Boylesine organize, dayanikli ve giiclii bir yap1 olan biyofilmler; basta insan, hayvan ve
cevre sagligi olmak lizere cok fakli tibbi ve endiistriyel alanlarda ¢ok ciddi sorunlara yol
acmaktadir. Bu nedenle biyofilm olusturma yetenegindeki mikroorganizmalarla miicadelede
siirekli yeni yollar aranmakta ve bu miicadelede kullanilacak ajanlarin ¢evre ve insan

sagligina olan zararinin en diisiik diizeye indirilmesine ¢alisilmaktadir (3).

EPS icerisinde polisakkaritler, lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi polimerler bulunur.
EPS’de bulunan polimerler ile biyofilm yapisinin yiizeye yapigmasi, devamliligi ve fiziksel
dayaniklilig1 saglanir. EPS igerisindeki her bir polimer kendi biyokimyasal 6zgiilliigii
neticesinde biyofilm yapis1 igerisinde farkli gorevlere sahiptir. Son yillarda yapilan
aragtirmalarla, Gram negatif ve Gram pozitif bircok bakterinin biyofilm matriksinde “hiicre
dis1 DNA (eDNA)” ad1 verilen bir polimerin varlig1 belirlenmistir (4). Biyofilm yapisindaki
eDNA’nin diger matriks bilesenleri gibi ¢esitli fonksiyonel ve yapisal rolleri oldugu
diisiiniilmektedir. eDNA iizerine yapilan ¢alismalarda, bu bilesenin; tutunma, mimari destek
gibi yapisal fonksiyonlarinin yani sira, yatay gen transferi, antibiyotik direnci ve konak
immiinitesine karsi savunma gibi avantajlarinin da oldugu kanitlanmistir (5,6). eDNA’nin
biyofilm matriksi igerisindeki dneminin fark edilmesiyle bu konuda yapilan ¢alismalar hiz

kazanmistir.

Gram pozitif, aerobik ya da fakiiltatif anaerobik, kok morfolojisinde, katalaz negatif olan
Enterococcus cinsi mikroorganizmalar; bagirsakta, erkek ve disi genital bdlgelerinde, dis
izerinde bulunabilmektedir. Firsatci patojen olan enterokoklar; sinir sistemi enfeksiyonlart,
nozokomiyal enfeksiyonlar, katater baglantili enfeksiyonlar, ameliyat yara enfeksiyonlarinin
etkenlerindendir. Enterokoklar yiiksek ve diisiik sicaklik, yliksek tuz konsantrasyonu,
yiikksek basing iceren ortamlarda yasayabilme kabiliyetlerine sahip olduklarindan, bu
bakterilerin olusturdugu enfeksiyonlarin kalicilii yiiksektir (7). Olusturduklar1 biyofilm
yapisi sayesinde c¢evresel etmenlerden daha az etkilenen enterokoklarin, biyofilmlerinde
bulunan eDNA’nin yapiya fiziksel ve kimyasal dayaniklilik saglamasi nedeniyle, giincel
aragtirmalarda biyofilm ile miicadelede eDNA’y1 hedef alan yontemlerin gelistirilmesi

gerekmektedir.

Bu tez calismasinda, E. faecalis’in Uirettigi biyofilm yapisinda bulunan eDNA’nin miktarinin
ve roliiniin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica, literatiir verileri 1s18inda eDNA’nin biyofilm

miicadelesinde yeni bir hedef haline gelmesinden dolayi, ¢alismamizda farkli inkiibasyon
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stireleri igerisinde tretilen E. faecalis biyofilmlerine uyguladigimiz antibiyotikler ve
endoniikleaz enzimlerinin sebep oldugu eradikasyon diizeyinin tespiti de ¢aligmamizin bir

baska hedefi olarak belirlenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. ENTEROCOCCUS CiNSININ GENEL OZELLIiKLERIi

Enterokoklar insanlarin ve hayvanlarin normal bagirsak florasinin bir bilesenidir. Enterokok
cinsi hem tekli koklar halinde hem de zincir formunda goriilebilen, Gram pozitif, katalaz
negatif, spor olusturmayan, fakiiltatif anaerobik bakterilerden olusur. Enterokoklar, laktik
asit bakterileri (LAB) grubuna dahil bir cinstir. 500 milyon yil 6nce evrimlestigi tahmin
edilen enterokoklar, ilk olarak 1899 yilinda Thercelin tarafindan bagirsak organizmasi olarak
tanimlanmistir (8). Sherman ve arkadaslar1 (1937), streptokok tiirlerini fekal streptokok
(enterokok), siit streptokoku, viridans grubu ve piyojen streptokok olmak tizere dort alt gruba
ayrrmustir (9). Biyotiplendirme, serotiplendirme ve faj tiplendirme gibi geleneksel yontemler
ile streptokok tiirlerinden hangilerinin enterokok cinsine ait oldugu arastirilmis (10) ve 1984
yilinda DNA hibridizasyon ve 16S rRNA dizilimi de kullanilarak Streptococcus faecium ve
Streptococcus faecalis tirlerinin diger streptokoklardan baska bir cins olarak belirgin
derecede farkli oldugu tespit edilmistir (11). Bu ¢alismalar sonucunda, streptokok grubunda

bulunan dokuz tiir Enterokok grubuna transfer edilmistir (12).

Enterokok tiirleri 5-50°C arasindaki sicakliklarda yasayabilirler. Hem E. faecalis hem de E.
faecium 60°C'de 30 dakika siireyle hayatta kalabilme yetenegindedir. Enterokoklarin
iiretilmesinde, %5 koyun kani eklenmis Trypticase Soy Broth (TSB) veya Columbia agar
kullanilmaktadir. Enterokoklar, genis bir pH araliginda (4,6-9,9) lireme gosterebilirler ve
%40 oranina kadar safra tuzlarini tolere edebilirler. E. faecalis %6,5 oranindaki NaCl
bulunan ortamlarda ¢ogalabilir ve pH, tuz, metallere ve kuruma direncine katkida bulundugu

diisiiniilen bir katyon homeostazina sahiptir (13).

Enterokok ekolojisi ve epidemiyolojisi iizerine yapilan g¢aligmalar, E. faecalis ve E.
faecium'un; peynir, balik, sosis, kiyilmis sigir eti ve domuz etinden diizenli olarak izole
edildigini gostermistir (9,12). Hayvansal kokenli sosisler ve peynirler, enterokok tiirlerinin
kontaminasyonu i¢in en yiiksek risk grubunu olusturan gidalardir. Birlesik Krallikta
gerceklestirilen bir ¢calismada, kentsel atiklardan ve tarim alanlarinda domuz giibresi ile elde
edilen mahsullerden alman orneklerin ¢ok yiliksek oranda enterokok tiirleri igerdigi
saptanmigtir. Ancak, hayvansal giibrelerin uygulanmadig1 bitkilerde enterokok tiirlerinin

goriilme sikliginin, bu oranin ¢ok altinda oldugu (%33) belirlenmistir (14).



Enterokoklarin neden oldugu 6nemli klinik enfeksiyonlar; iiriner sistem enfeksiyonlari,
bakteriyemi, bakteriyel endokardit, divertikiilit ve menenjittir. En sik enfeksiyona neden
olan tiirleri: E. faecalis (%90-95) ve E. faecium (%5-10)’dir. Nadiren de olsa E.
casseliflavus, E. gallinarum ve E. raffinosus gibi tlirler de bagirsak enfeksiyonlarina neden
olabilmektedir (15). Tibbi agidan bakildiginda, bu cinsin 6nemli bir 6zelligi, antibiyotik
direncinin yiiksek seviyede olmasidir. Bir¢ok enterokok tiirii penisilinler, sefalosporinler,
karbapenemler gibi B-laktam grubu antibiyotiklere ve aminoglikozit grubu birgok

antibiyotige kars1 oldukea direncli bulunmustur (16).

Enterokoklarmm en onemli virulans faktorlerinden biri ylizeye yapigsmasini saglayan
ekstraseliiler ylizey proteinidir (Esp). Esp, Shankar ve arkadaglar1 (17) tarafindan Enterokok
tiirlerinde ilk tanimlanan hiicre duvarina bagl proteindir. esp geni 5622 bg¢’den olusur ve
enfeksiyon kaynakli izolatlarda yiiksek siklikta bulunmaktadir. Yiizeye yapisma,
kolonilesme, mikroorganizmanin immiin cevaptan etkilenmemesi gibi fonksiyonlar yaninda,
antibiyotik direncinde de rol oynadig: diistintilmektedir (12). Esp ayrica ¢evresel streslere
kars1 direnci ve {lriner sistemde Okaryotik hiicrelere yapismayr saglayarak, biyofilm
olusumuna katkida bulunmaktadir (12). Bu konuda yiiriitiilen c¢aligmalar, esp geninin
susturulmasinin E. faecalis'in biyofilm olusturma kabiliyetini olumsuz yonde etkiledigini
gostermistir. esp-negatif E. faecalis suslarinin, esp genini plazmit transferi ile aldiktan sonra
biyofilm iiretebildigi kanitlanmistir (18). E. faecium izole edilen 28 klinik izolattan 21'inde,
esp geni icin spesifik diziler bulundugu ve bu 6zelligin patojenite ile iligkili olabilecegi 6ne
stiriilmiigtiir. esp genini tastyan E. faecium suslarinin, bu gene sahip olmayan suslardan daha
yiiksek konjugasyon sikligina sahip oldugu ve ayni zamanda ampisilin, siprofloksasin ve
imipenem gibi antibiyotiklere kars1 daha yiiksek diizeyde diren¢ gosterdigi saptanmistir

(19).

Enterokoklar genel olarak bagirsak kokenli bakteriler olsa da gida endiistrisinde bir¢ok
fermente gidanin “starter” ve koruyucu kiiltliriiniin bileseni olarak kullanilabilmekte,
bakteriyosin tiretimi 6zelligi ile patojen mikroorganizmalarda miicadelede rol alabilmekte
ve bazi siit Uriinlerine ¢esitli aromalar kazandirmak amaci ile eklenebilmektedir. Gida
endiistrisinde bu bakterilerin kullanimi, 06zellikle E. faecalis’in yliksek patojenitesi
nedeniyle, hala tartigma konusudur. Enterokoklar, gida tesislerinde bulunan fermantasyon
tanklari, liriin aktarma borular1 ve iiretimdeki ham maddelerin depolandig1 soguk alanlar

dahil, hemen hemen birc¢ok yiizeyde ve kosulda biyofilm olusturabilmektedir.



Enterokok tiirlerinin siniflandirilmasina ve tanimlanmasina yonelik bir dizi ¢alisma son
yillarda gerceklestirilse de (9,10,12), enterokok tiirlerini diger LAB tiirlerinden, 6zellikle de
D grubu antijeni ifade eden streptokoklardan ayirt etmek nispeten zordur. E. faecium ve E.
faecalis'in tiirler aras1 tanimlamasi yeni nesil genetik analizler sonucunda giivenli bir sekilde

yapilabilmektedir (9).

Enterokok tiirlerinin tanisi ve tiplemesi klinik a¢idan biiylik 6nem tagimaktadir. Ciinkii, uzun
yillar insanlarda patojen olmayan mikrofloranin bir pargasi oldugu diisiiniilen bazi
enterokoklarin (8) son zamanlarda en sik goriilen nazokomiyal patojenlerden biri oldugu ve
yol actiklar1 enfeksiyonlarda 6liim oraninin %61'e ulastig1 belirlenmistir (20). Enterokok
tiirlerinin patojenitesini daha iyi anlamak ve miicadele etmek i¢in her tiire ait stres direncinin,
virulans ozelliklerinin ve ozellikle antibiyotik direngliliginin daha iyi anlasilmasi ve bu

konuda ileri ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir.

2.2. BiYOFIiLMIiN TANIMI

Claude E. Zobell, 1943 yilinda planktonik formdaki bakteriler iizerinde yaptig1 bir aragtirma
sirasinda, besin ortaminda bulunan mikroorganizmalarin bir kisminin yilizeye tutunmus
halde oldugunu, hatta yiizeye tutunmus mikroorganizmalarin sayica daha fazla oldugunu
belirlemistir (2). Bu calismadan 30 yil sonra Characklis, endiistriyel su sistemleri {izerinde
yaptig1 arastirmada, yilizeye sikica tutunmus mikroorganizmalarin bir topluluk
olusturdugunu ve bu topluluktaki mikroorganizmalarin klora karst ¢ok giiclii bir direng
gosterdigini  tanimlamistir  (21).  Glinlimiizde  biyofilmin en genel tanimi;
“mikroorganizmalarin kendi iirettikleri EPS araciligiyla kati yiizeylere geri doniisiimsiiz
olarak baglanarak ve planktonik formlardan fizyolojik ve genetik regiilasyon 6zellikleri
bakimindan farklilasarak olusturduklari, ¢ok hiicreli benzeri topluluklar”, olarak
yapilmaktadir. Biyofilm yapisi igerisinde bulunan mikroorganizmalar EPS sayesinde;
antibiyotiklere, mikrobiyal ajanlara, metalik katyonlara, UV i1smnlarina ve konak sistem

immiin yanitina kars1 kendilerini koruyabilmektedirler (22).

Biyofilm yapilari, yiizeye ve cevresel faktorlere bagh olarak degisiklik gosterebilir. Ornegin;
icme suyu sistemlerinde olusan biyofilmler olduk¢a karmasik yapiya sahip olup, filament6z
bakteriler ve temiz su diatomlar1 igerirler. Bu biyofilm yapisi, bulundugu sistemin

korozyonuna sebep olur (23). Bununla birlikte medikal {iriinler {izerinde olusan biyofilmler



ise, bir ya da birden fazla bakteri grubunun EPS ile yiizeye tutunmasiyla olusur ve gesitli
durumlarda, konak organizma ic¢in patojen olabilirler. Giiniimiizde de wuygulanan
dezenfeksiyon islemleri, biyofilm yapilari i¢in islevsel olmamaktadir. Ciinkii uygulanan
mevcut yontemler, cogunlukla bakterilerin planktonik formlar1 esas alinarak gelistirilmekte,
ayni Dbakterilerin biyofilm yapilarindan kaynaklanan davranig farkliliklar1 dikkate
alimmamaktadir. Bu sebeple bu prosediirler genellikle basarisizlikla sonuglanmaktadir (24).
Biyofilm yapilar1 ile miicadelede bu basarisizliklar1 6nlemek amaciyla son zamanlarda
odaklanilan noktalardan biri de kullanilacak mikrobiyal ajanlarin se¢imi ve uygun kullanim

konsantrasyonlarinin belirlenmesidir.

2.3. BIYOFILMIN OLUSUM ASAMALARI

Mikroorganizmalar normal sartlarda, planktonik form adi verilen serbest halde, herhangi bir
ylizeye bagli olmadan yasarlar. Planktonik formda yasayan ¢ogu mikroorganizma cevresel
streslerden kolaylikla etkilenebilir. Ancak, yasamsal faaliyetlerini kisitlayan oksijen ve besin
eksikligi, radyasyon 1gimalar1 ve sicaklik degisimleri gibi stres kosullarindan kendilerini
koruyabilmek ve yasamlarin1 devam ettirebilmek amaciyla biyofilm yapisi olugturma yoluna
gidebilirler. Biyofilm yapisinin olusabilmesi icin kosullar elverisli oldugunda, bakteriler
ylizeylere ve birbirlerine tutunarak biyofilm yapisini olusturmaya baslarlar (3). Biyofilm
yapisinin olugmast ve devamliligi birbirini izleyen dort ana asamada incelenebilir. Bu

asamalar;



1) Mikrobiyal tutunma, 2) Bakteri hiicrelerinin EPS iireterek yiizeye baglanmasi, 3) Koloni

olusturma ve biyofilm yapisinin olgunlagmasi ve 4) Olgun biyofilmdeki hiicrelerin gogii

(dagilma) basamaklarindan olugmaktadir (Sekil 2.1.).
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Sekil v2. 1. Blyoﬁlm olusum basamaklarﬁlu (25)

1) Mikrobiyal tutunma, 2) Yiizeye baglanma, 3 ve 4) Koloni olusturma ve olgunlagma, 5)
Dagilma.

2.3.1. MIiKROBIiYAL TUTUNMA

Biyofilm yapisini olusturan mikroorganizmalarin abiyotik veya biyotik yiizeylerle olan
etkilesimleri, geri dontisiimlii tutunma ve geri doniisiimsiiz tutunma olarak iki farkl1 agamada

gergeklesir.
2.3.1.1. Geri Doniisiimlii Tutunma

Mikroorganizmalarin  biyotik veya abiyotik yiizeylerle zayif etkilesimler kurarak
olusturduklar tutunmaya geri dontisiimlii tutunma ad1 verilir. Hidrojen baglari, elektrostatik
etkilesimler ve Van der Waals etkilesimleri bu agamada rol oynar (26). Zay1f etkilesimler ile
bakteriler ve ylizey arasinda kurulan baglar ¢ok kolay bozulabilmektedir. Geri dontigiimlii
tutunma ile yiizeye baglanan mikroorganizmalarin kalici bir yap1 kurmalart s6z konusu

degildir (27).



2.3.1.2. Geri Doniisiimsiiz Tutunma

Mikroorganizmalar biyofilm yapis1 olusturmadan, temas ettikleri yiizeye geri doniistimlii
tutunmalar yaparak, yasamlarmi devam ettirebilecekleri besin kaynaklarinin varligim
arastirirlar. Yiizeydeki besin miktar1 ve gevresel sartlar yasamlarini devam ettirmeye uygun
oldugunda geri doniisiimlii tutunmadaki zayif etkilesimlerin yerine, iyonik ve kovalent
baglar gibi giiclii baglarla yiizeye geri doniisiimsiiz olarak tutunurlar. Geri doniisiimsiiz
tutunmalarda yukarida so6zii edilen etkilesimlere ek olarak bakterilerin flagella ve pili gibi
hiicre ylizey uzantilar1 da rol oynamaktadir. Ayrica mikroorganizmalarin EPS iiretimleri

sonucunda da bu asama gii¢lendirilir (28).

2.3.2. BAKTERI HUCRELERININ EPS URETEREK YUZEYE BAGLANMASI

Biyofilm icerisinde bulunan mikroorganizmalar, kendi tirettikleri EPS ile hem ylizeye
tutunurlar hem de bu EPS icerisinde kalarak ¢evresel streslerden kendilerini korurlar (29).

EPS matriksi icerisinde; polisakkaritler, proteinler, niikleik asitler ve lipitler bulunmaktadir.
EPS, i¢inde bu dort polimerin farkli biyolojik formlar1 bulunabilir. Biyofilm igerisinde
bulunan mikroorganizmalara gore biyofilm yapisinin EPS’sinde bulunan polimerlerin orani
ve cesitleri degisiklik gosterebilir (30). Dogada kendi basina olusabilen ve siirekli yenilenen
bu sistem, ¢ok hiicreli organizasyonlarin ilkel bir modeli gibidir. Biyofilmlerdeki hiicreler
arasinda yer alan su kanallari, besinlerin ve atiklarin biyofilm yapisi icerisindeki yolculugu
icin memeli kan dolagim sistemi gibi gérev yapar. Lize olmus bakteri hiicrelerinden salinmis
genetik materyaller yatay gen transferi icin kaynak olustururken, bu hiicrelerin atiklar1 da
EPS icerisinde bulunan hiicre dis1 enzimler araciliyla geri doniistiiriiliir ve biyofilm hiicreleri

tarafindan kullanilabilir (31).

Biyofilm yapisinda yap1 taslarindan biri olan EPS’nin kendisi de belirli durumlarda
yapisinda bulunan mikroorganizmalar icin besin haline gelebilir. Biyofilm sistemi ¢evresel
faktorlerden korunmak icin olusturulmus bir yapr olmasina karsin, dogada biyofilmin
kendisi de zaman zaman su miktarinin azalmasi sebebiyle kuruma, oksitlenme ve besin

kitlig1 gibi gesitli cevresel streslerle karsi karsiya kalabilmektedir (32).

2.3.3. KOLONI OLUSUMU VE BiYOFILM YAPISININ OLGUNLASMASI

Yiizeye geri doniisiimsiiz olarak tutunmus ve EPS fiireterek biyofilm yapisinin olugmasini

baslatmis mikroorganizmalar, yiizeyde mikrokoloniler olusturmaya baslarlar. EPS’de



bulunan polimerlerin organizasyonu, biyofilmdeki mikroorganizmalarin iiremesi ve
olusacak mikrokolonilerin sayisint etkiler. Besinler ve oksijen, EPS igerisindeki kilcal
yollarda suda ¢Oziinmiis formda dolasir. Mikroorganizmalarin yasamsal faaliyetleri
sonucunda olusan atiklar da bu kilcal yollara verilir. EPS igerisindeki organizasyon
diizenliyse, mikrokolonilerin ihtiya¢ duydugu besin ve oksijenin bakteri hiicrelerine iletimi
kolaylikla yapilir ve bu sayede mikroorganizmalarin sayis1 giderek artar ve dolayisiyla
biyofilm yapis1 biiylir. EPS igerisinde mikroorganizmalarin yasamalari i¢in gerekli diizen
kilcal kanallar aracilig1 ile saglanir (33). Kilcal yollar igerisindeki dolasim pasif difiizyon ile
saglanirken, disaridan besin maddelerinin alimi kolaylastirilmis diflizyon ile gergeklestirilir.
Ancak difiizyonun belirli limitlerinin olmasi nedeniyle, olgun biyofilm yapilarinda alt
katmanlarda besin ve oksijen aligverisi olduk¢a azdir. Bu durum alt katmanda bulunan
bakterilerin metabolizma hizin1 etkiler. Metabolizma hizinin diigmesi hiicre dist
polisakkaritlerin iiretimini azaltir ve hiicreler alt tabakadan iist tabakaya dogru go¢ etme
egilimi gdstermeye baglar. Mikrokolonilerin bu go¢ egilimi, biyofilm yapisinda mikroskobik

mantar formuna benzer yapilar olusmasina yol acar (34) (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Koloni olusumu ve biyofilmin olgunlagsmasi (35)

2.3.4. OLGUNLASAN BiYOFILMDEKi HUCRELERIN GOCU (DAGILMA)

Biyofilm yapisinda bulunan mikroorganizmalar farkli bolgelerde yeniden koloni
olusturabilmek i¢in yapidan koparak ayrilabilirler. Hiicrelerin biyofilmden gocii farkli
mekanizmalarla kontrol edilir. Goglerin sebepleri dis etkenlere bagli olabilecegi gibi, i¢
enzimatik bozulmalar ve ylizeye baglanmay1 saglayan proteinlerin yapisinda meydana gelen
bozulmalara da bagl olabilir (26). Bu kopmalar biyofilm yapisinin siirekli olarak
yenilenmesini saglarken, hiicrelerin farkl yiizeylerde yeniden biyofilm yapisi olusturmasina
da yol acacagindan, biyofilm miicadelesinde istenmeyen sonuglara da neden olabilir (Sekil

2.3)).
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Sekil 2.3. Biyofilm yapisindan hiicrelerin gocii (29)

2.4. BiYOFIiLM MATRIKSi VE ELEMANLARI

Biyofilm yapisinda mikroorganizmalar yaklasik %20’lik bir kiitleyi olustururken, biyofilm
matriksi yapinin toplam agirliginin %80’ini olusturur. Biyofilm igerisinde bakteriler EPS ile
cevrelenmiglerdir ve bu matriks hiicrelere yasayacaklar1 bir ortam saglar. Hiicre disi
materyallerden olusan matriks yapist cogunlukla mikroorganizmalar tarafindan sentezlenir.
Hiicreler tarafindan salgilanan bu matriksin en temel gorevi, biyofilm igerisinde bakteri
hiicrelerinin immobilizasyonun saglanmasi ve hiicrelerin birbirine yakinlastiriimasidir. EPS
icerisinde bulunan polimerleri bes ana bashk altinda incelemek miimkiindiir: 1)

Polisakkaritler, 2) Proteinler, 3) Siirfaktanlar ve lipidler, 4) Su, 5) Hiicre dis1t DNA (eDNA).

2.4.1. POLISAKKARITLER

Hiicre dis1 polisakkaritler, biyofilm yapisinin olusumu i¢in olduk¢a 6nemlidir. Hiicre dist
polisakkaritlerin biyofilmlerdeki dneminin arastirildig1 bir ¢alismada; polisakkarit sentezi
susturulmus mutant suslarda bir yiizeye tutunarak mikro-koloni olusumu baslasa bile, olgun
bir biyofilm yapisinin meydana gelmesinin engellendigi tespit edilmistir (35). Biyofilm
matriksinde bulunan hiicre dis1 polisakkaritler cok cesitlilik gosterir. Hatta tek bir tiiriin farkl

suslarinin olusturdugu biyofilm yapilarinin arasinda bile farklilik gdsterebilirler (29).
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2.4.2. PROTEINLER

Biyofilm matriksinde olduk¢a fazla miktarda hiicre disina salinmig protein bulunur. Bu
proteinlerin bir kismt hiicre digindaki besinlerin hidrolizinden sorumlu enzimler iken, biiytik

bir ¢ogunlugu ise yapisal iskelette gorev alan proteinlerdir.

2.4.2.1. Enzimler

Biyofilm matriksi icerisinde, ¢ok cesitli hiicre dis1 enzimler oldugu bilinmektedir. Bu
enzimlerin substratlar; matrikste bulunan polisakkaritler, proteinler ve niikleik asitler ve
benzeri suda ¢oziinebilir polimerler olabildigi gibi, seliilloz, kitin ve lipitler gibi suda
cozlinmeyen polimerler de olabilir. Biyofilm yapisinda besinsel kitlik bagladig1 zamanlarda,
enzimlerin EPS bilesenlerini de parcalayarak biyofilmdeki mikroorganizmalara besin olarak
sundugu saptanmistir (36). EPS bilesenlerini pargalayan enzimler, matrikste bulunan
polimerleri diisiik molekiil agirlikli {iriinlere ¢eviren sindirim sistemi gibi ¢alisir ve bu
iriinlerin karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilmasini saglar. Matrikste bulunan enzimler
ayrica goc olaylarini da kontrol eder. Cevresel stresler veya aglik gibi nedenlerle yapidan
bakterilerin ayrilmasi indiiklenir ve matrikse salgilanmis enzimler sayesinde hiicreler
yapidan koparilir. Hiicrelerin kopmasina neden olan enzimlerden biri periodontal patojen
Aggregatibacter actinomycetemcomitans tarafindan iretilen N-acetyl-B-hekzosaminidaz
(dspB)’dir. dspB mutant hiicrelerin olusturdugu biyofilmlerde bu go¢ gozlenmemektedir
(37).

Biyofilm matriksinde bulunan enzimlerin goérevlerini, sadece organik maddelerin hidrolizi
ya da hiicrelerin yapidan kopup go¢ etmesini saglamakla sinirlandirmak dogru olmaz. Bazi
enzimler, 6zellikle de patojen mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilmlerde, biyofilm
yapisina kars1 uygulanan antimikrobiyallerin etkisini azaltip mevcut dezenfektanlara karsi

yapinin direncliligini artirmada rol oynar (38).

2.4.2.2. Yapisal Proteinler

Matrikste bulunan, enzim 6zelligi tasimayan hiicre-yiizey iliskili ve bazilar1 da hiicre dis1
karbonhidrat baglayici olan proteinler; yiizey ve EPS arasinda baglant1 saglamasinin yani
sira, biyofilm yapisinin polisakkarit-matriks aginin stabilizasyonundan da sorumludur.

Yapisal proteinler ardisik tekrar bolgeleri igeren amino asit dizilerine sahiptirler ve biyofilm
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yapisiin teskilinin yan1 sira, bakteriyel enfeksiyon siireglerinde de onemli rollere sahip

olduklar1 belirlenmistir (29).

2.4.3. SURFAKTANLAR VE LIiPiTLER

Biyofilm matriksinde bulunan lipitler, biyofilm yapisinin yiizeye tutunmasina katki sagladig:
gibi, biyokimyasal yapilarindan dolay1 antimikrobiyal ajanlarin etkisini azaltarak yapinin

korunmasini da saglar (39).

Bir diger EPS elemani olan siirfaktanlar ise hidrofobik bilesiklerdir. Pseudomonas
aeruginosa biyofilm matriksinde bir ¢esit slirfaktan olan ramnolipidler bulunmaktadir.
Ramnolipidlerin biyofilm olusumunda olduk¢a Onemli gorevlere sahip oldugu tespit
edilmistir. Mikrobiyal tutunma sirasinda iist {iste siralanan bakteri hiicrelerinin sayisi arttik¢a
en alt tabakadaki hiicrelerin besin, oksijen gibi temel ihtiyaclara olan erisimleri azalir. Ayni
zamanda hiicrelerin yigilmasi alt tabakada bulunan hiicrelerin hareketliligini kisitlar.
Ramnolipidler alt tabakadaki hiicrelerin ylizeyle olan baglantilarinin kopmadan hareket
etmelerine olanak saglar. Ayrica alt tabakadaki hiicrelerin besin ve oksijen ihtiyaglari igin

kanallar acar (40).

24.4. SU

b

Marshall ve arkadaslar1 (41), biyofilm yapisin1 “kat1 su” olarak tanimlamislardir (41).
Ciinkli, EPS matriksinin yapisinda olduk¢a fazla miktarda su bulunur ve su diger
komponentlere ortam saglamasinin yani sira, bakterilerin yasamasi i¢in uygun pH ve
nemliligi saglar, organik ve inorganik maddelerin ¢6ziinmesi i¢in bir ortam olusturur,
biyofilm yapisinin ¢evreye gore daha yavas kurumasina yardim eder ve biyofilm hiicrelerine

tampon gorevi goriir.

2.4.5. HUCRE DISI DNA (EDNA)

Bakteri hiicreleri biyofilm mikro-kolonilerinde otolize olmaktadirlar. Bu durum hiicrelerin
genomik DNA parcalarinin biyofilm matriksine dagilmasina neden olur. Matrikse birakilan
bu eDNA pargalar1 biyofilm yapisi igerisinde diger bilesenler gibi yapisal ve fonksiyonel

gorevlere sahip, oldukca 6nemli bir bilesen haline gelmistir.

eDNA bakterilerden, quorum-sensing (QS, Yeter Say1 Algilama) mekanizmalari ile salinir.

QS mekanizmalar1 profajlarin liretimini, hiicre lizisinde yer alan proteinlerin salinmasini ve
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bu yolla da biiyiikk miktarlarda eDNA’nin salimin1 kontrol eder (42). eDNA biyofilm
matriksinde yer alan polisakkaritlere, proteinlere ve fenazin gibi metabolitlere baglanabilir
ve boylece EPS yapisinin yapisal direncini arttirabilir. Biyofilm yapisinin stabilizasyonunda
onemli bir rol oynamasinin yani sira, eDNA’nin bakteri hiicrelerini fiziksel ve kimyasal

degisimlere kars1 korudugu da bilinmektedir (43).

2.4.5.1. eDNA’nin Kokeni

P. aeruginosa biyofilmlerinde eDNA’nin miktar olarak proteinlerden alt1 kat,
karbonhidratlardan on sekiz kat daha fazla oldugu belirlenmistir. Ozetle eDNA EPS
yapisinda oldukga fazla bulunan bir matriks elemanidir (44). Bilim insanlart uzun bir siire
eDNA’nin genomik DNA’dan m1 yoksa plazmit DNA’sindan m1 kdken aldigini tartigmigtir.
eDNA’nin kaynagi ile ilgili akla gelen bir diger ihtimal ise, eDNA’nin hiicreler tarafindan
0zel olarak sentezlenen bir polimer oldugu yoniinde olmustur. Ancak eDNA’nin genomik
DNA (gDNA) ile benzerlik gosterdigi belirlendikten sonra bu olasilik géz ardi edilmistir
(4,45).

Steinberger ve Holden’in ¢aligmasinda (2005) P. aeruginosa biyofilmlerinde yapilan
“Rastgele Polimorfik DNA Amplifikasyon” (RAPD) denemeleri, eDNA’nin gDNA ile

0zdes oldugunu kanitlar nitelikte olmustur (4).

Bir bagka arastirma grubu tarafindan yine P. aeruginosa’da yliriitiillen Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ve Southern lekeleme esasli analizleri sonucunda, eDNA ve gDNA
arasindaki benzerlik bir kez daha gosterilmistir (46). Listeria monocytogens ile yiiriitiilen
caligmalarda da, incelenen eDNA’nin kromozomal kokenli oldugu kanitlanmistir (47).

Ozetle, farkli arastirmacilar tarafindan, farkli bakteri biyofilmleri ile yiiriitiilen ¢alismalar,

eDNA’nin gDNA kdkenli oldugunu agikg¢a ortaya koymustur.

2.4.5.2. eDNA’nin Kesfi

Hiicre dist DNA’nin biyofilm matriksindeki varligi, Whitchurch ve arkadaslar1 (2002)
tarafindan yapilan calismada gosterilmistir (48). Biyofilm arastirmalarinda siklikla
kullanilan model organizma P. aeruginosa’nin biyofilmleri yesil floresan boya ile boyanmus,
ardindan {izerine deoksiriboniikleaz (DNaz) I eklenmis ve eklenmemis 6rnekler floresan 151k
altinda karsilagtirilmistir. DNaz I enziminin uygulanmasi sonucunda, biyofilm yapisinin
zayifladig1 ve kirilgan bir hale geldigi gosterilmistir. Ardindan, deoksiriboniikleazlarin

biyofilm yapisina olan etkisinin biyofilm olusumunun hangi asamasinda en yiiksek diizeye
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ulastigini belirlemek amaciyla 12, 36, 60 ve 84 saat inkiibasyona birakilan 6rneklere farkl
zamanlarda eklenmis DNaz I enziminin etkileri incelenmistir. Sonugta 12, 36 ve 60 saatlik
inkiibasyona birakilmis 6rneklere belirli araliklarla eklenmis DNaz 1 sayesinde biyofilm
yapis1 zayiflatilmis ancak 84 saatlik olgun biyofilmde DNaz I uygulamasinin neredeyse hig
etki gdstermedigi belirlenmistir (Sekil 2.4.). Bu ¢alismanin sonucunda, biyofilm yapisindaki
eDNA’nin fonksiyonel ve yapisal Ozellikleri aragtirmacilar tarafindan merak edilmeye

baslanmis ve eDNA bakteriyel biyofilmler i¢in giincel arastirma konularindan biri haline

gelmistir.

1

N

w
[+2]

<2}
o

Biyofilm Yapisinin Suresi (dk)

36
-DNasel

30 90
DNaz Uygulamasinin Suresi (dk)
Sekil 2.4. Biyofilm yapisina DNaz I enziminin etkileri (48)
2.4.5.3. Enterococcus Cinsi Bakterilerde eDNA Salimi

eDNA salimz; hiicre lizisi, quorum sensing sinyalleri ve hiicre vezikiilleri gibi farkli yollarla

gerceklesebilmektedir. Bu mekanizmalarin hangisinin eDNA saliminda baskin rol oynadig:
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heniiz bilinmemektedir. Ayrica, eDNA salim mekanizmalarinin hemen hemen her bakteri

tiiriinde farkli oldugu da tespit edilmistir (49).

Thomas ve arkadaslar1 (50,51), E. faecalis’te GelE (liziz faktorii) ve SprE (GelE bagisiklik
faktorli) olarak adlandirilan iki farkli proteaz arasindaki dengenin; hiicre duvarmin
hidrolizini, eDNA'nin serbest birakilmasini ve biyofilm olusumunun indiiksiyonunu 6nemli
Olciide etkiledigini belirlemistir. Bu calismada GelE ve SrpE proteazlarinin saliminin
artmasiyla eDNA saliminin dolayl olarak arttig1 kanitlanmistir. Hiicre lizisini ve 6limiini
kontrol eden spesifik mekanizmalar biyofilm gelisiminde 6nemli bir etkiye sahiptir. Ayrica,
E. faecalis cinsi bakterilerin olusturdugu biyofilmlerde, hiicre popiilasyonunun sadece bir
kisminin eDNA iirettigi ve QS-bagimli mekanizmalara benzer yollarla eDNA saliminin
gerceklestigi saptanmustir. E. faecalis’te eDNA salimiin otoliz yolu ile diizenlenmesi de

alternatif bir mekanizma olarak tanimlanmistir.

Barnes ve arkadaslar1 (52), E. faecalis OGIRF’nin erken asama biyofilmleri ile ¢alisarak,
eDNAnin saliminin ¢ok erken agamalarda gergeklestigini gostermislerdir. Bu bakteride dort
saatlik biyofilm yapilar1 incelendiginde hiicreler arasi uzun filamentoz yapilar tespit
edilmistir. 10-100 nm uzunlugunda olan iplik¢iklerin “anti-dsSDNA monoklonal antikor—
kolloidal altin prob” ile isaretlemesi sayesinde bu iplik¢ciklerin eDNA oldugunu
kanitlamiglardir (Sekil 2.5.).

Sekil 2.5. Biyofilm hiicreleri arasindaki filament6z yapilar (52)
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Yapilan mikroskobik incelemelerde filament6z yapilarin yogunlastigi bolgelerde lize olmus
hiicrelere rastlanmamasindan ve gen¢ biyofilmlerde hiicre lizisinin minimum seviyede
olacag1 6ngoriisiinden hareketle, eDNA nin lizis kaynakli olmadigini ileri siirmiislerdir. Bu
bulgulara ragmen, literatiirde yer alan bir¢ok arastirmada, Enterococcus cinsinin de arasinda
bulundugu Gram pozitif bakterilerden eDNA saliminin, QS-bagimli otolizinler araciligiyla

hiicrelerin lize olmasi sonucunda gerceklestigi belirtilmektedir (50,53,54).

Gram Pozitif Bakteriler

Hiicre
Lizisi

Sekil 2.6. Gram pozitif bakterilerde hiicre lizisi (54)

Ornegin; AtIE, hiicre duvari yiizeyinde bulunan ve hiicre lizisinde gérev alan, at/E geninden
kodlanan bir otolizin faktoriidiir. Qin ve arkadaglari (2007) tarafindan yapilan bir ¢calismada
atlE geninin susturulmasiyla, hiicre lizisinden kaynakli eDNA saliminda %90 oraninda
azalmanin  meydana geldigi saptanmistir (53). Tim bu bulgular, eDNA salim

mekanizmasinin enterokoklarda halen tartismali olduguna igaret etmektedir.

2.4.5.4. eDNA’nin Yapisal Rolii

Biyofilm yapilarinda eDNA’nin varliginin yapisal stabilizasyon sagladigi kabul gérmiis bir
gercektir. Daha once de belirttigimiz gibi Whitchurch ve arkadaslar1 (2002) tarafindan
yapilan Oncili ¢aligmada, biyofilm yapilarina DNaz I uygulamasi yapilmis ve 60 saatlik
inkiibasyon sonucunda bakteriler tarafindan olusturulan biyofilm yapisinin DNaz I
uygulamasiyla parc¢alandigi belirlenmistir. 84 saatlik inkiibasyon sonucunda olusan biyofilm
yapilarinda ise, DNaz I uygulamasiyla s6z konusu par¢alanmanin daha az oldugu, biyofilm
yapisinin enzime daha fazla diren¢ gosterdigi gézlenmistir. Bu durum karsisinda olgun
biyofilm yapilarinin eDNA’dan farkli bir polimer araciliyla kuvvetlendirilmis olabilecegi ya
da DNaz I’1 bolgesel olarak inaktive eden proteolitik hiicre enzimlerinin bu asamada

iiretiminin indiikleniyor olabilecegi dngorilmiistiir (48).
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Biyofilm yapisinin, canli hiicreleri boyamayan yesil floresan proteinlerle (Gfp) isaretlenmis
P. aeruginosa hiicreleri kullanilarak yapilan Konfokal Lazer Taramali Mikroskop
analizlerinde, eDNA’nin “sap benzeri” denilen bolgede diger bolgelerden ¢ok yliksek
konsantrasyonlarda bulundugu belirlenmistir (55). Sonug¢ olarak biyofilmde eDNA’nin
farkl1 bolgelerde farkli yogunluklarda oldugu goriilmiis ve yapisal olarak 6nemi ¢esitli
yollarla aciga kavusturulmaya calisilmis olsa da biyofilm yapisi igerisindeki yapisal

gorevlerini nasil gergeklestirdigi heniiz tam olarak aydinlatilamamastir.

2.4.5.5. eDNA’nin Fonksiyonel Rolii

eDNA’nin bakteriyel biyofilm matriksindeki varliginin kesfinden sonra, bu matriks bileseni
hakkinda bilinenler giinden giine artmis ve fonksiyonel 6zelliklerinin incelenmesi bir¢ok
arastirmaya konu olmustur. Bugiin matriks i¢erisinde bulunan eDNA’larin yapisal stabiliteyi
arttirmak, hiicre ve yiizey arasindaki baglantiy1 saglamak gibi yapisal rollerinin yani sira;
yatay gen transferinde, QS mekanizmalarinda, antibiyotik direncliliginde ve konak immiin

sistemine kars1 dayaniklilik saglamada rol aldigin1 bilmekteyiz.

2.4.5.5.1. Yatay Gen Transferinde eDNA’nin Rolii

Pnomokok hiicrelerinin birbirlerinin virulans 6zelliklerini arttirmak amaciyla yatay gen
transferi yapabildikleri, 1928 yilinda ilk kez Griffith (56) tarafindan laboratuvar kosullarinda
belirlenmistir. Bakteri genomunun onemli bir kisminin baska bakterilerden yatay gen
transferi mekanizmalariyla kazanilan DNA’dan olustugu, niikleotit dizi analizleri sonucu
belirlenmistir (57). Bakteriyel biyofilmler, bakteriyofajlar ve mobil genetik elemanlar
aracilif1 ile genetik materyal degisimi yapilabilmektedir. Bu genetik materyal aktariminda
ozellikle biyofilm yapilarinda eDNA’nin da rol aldigi belirlenmistir (58). Yatay gen
transferinin dogada degisik habitatlarda yasayan planktonik formlar yaninda biyofilm yapisi
icerisindeki sesil formlar arasinda da gergeklesebildigi saptanmistir. Prokaryotlarda
gerceklesen bu genetik materyal degisimi, Okaryotlardaki seksiiel se¢ilime esdeger bir
durumdur. Bu secilim sayesinde bir¢ok bakteri patojenitesini arttirabilir, antibiyotik ve agir

metal direnci kazanabilir (59).

Bakteri hiicreleri, eDNA’y1 kendi hiicrelerinin igerisine alabilmek i¢in hiicre zar1 lizerinde
metabolik yolaklar araciligr ile porlar olustururlar. Bu 6zellik bakteri hiicresi tarafindan

salgilanan kompotent-stimule edici peptit (CSP) tarafindan kontrol edilir. Streptococcus
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pneumoniae’da CSP seviyesi ortamda belli bir esik seviyesine ulagtigi zaman, bazi bakteri
poptilasyonlari lize olur, ortama DNA salinir ve diger bakteriler bu DNA’y1 hiicre igerisine
alabilirler (60). Kompotent olmayan mutant hiicrelerde ise bu durumun tam tersi gergeklesir.
S. mutans kiiltiirline yapilan sentetik CSP ekleme denemesinde bakterilerin kompotent
yapimini arttirdigt ve biyofilm gelisiminin hizlandig1 goriilmistiir (61). Biyofilmdeki bakteri
popiilasyonu homolog ise, yatay gen transferiyle aktarilmig genetik bilginin popiilasyondaki
degisime ciddi bir katkida bulunamayacag1 asikardir. Ancak Spoering ve Gilmore (59),
kardes hiicrelerden almman homolog DNA’nin rekombinasyonu esnasinda nokta
mutasyonlarinin ortaya ¢ikabilecegini ve  faydali olan mutasyonlarin bu yolla

birikebilecegini savunmustur.

Yatay gen transferiyle ortaya ¢ikmis ve popiilasyonda yayilmis antibiyotik direnci,
biyofilmlerde eDNA saliminin sonuglarindan biridir. Kazanilmig antibiyotik direnci, duyarlt
bakteri izolatlarinda olugan mutasyonlarin ya da diren¢ genlerinin transferi sonucunda ortaya
cikmaktadir. S6z konusu mutant suslarin sayisi popiilasyon igerisinde, dogas1 geregi, cok
diisiik seviyededir. Dolayisi ile, direng genlerinin biyofilm yapilarinda yayilmasi sadece
uzun siireli antibiyotik uygulamalar1 sirasinda nadir mutantlarin pozitif secilimi ile degil,
ayn1 zamanda mutant hiicreler tarafindan salinan eDNA ile de saglanmaktadir. Ozetle,
biyofilm matriksinde gerceklesen eDNA saliminin, yatay gen transferiyle kazanilmis
antibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasinda ve yayilmasinda dogrudan etkinlik gosteren bir

mekanizma oldugu kanitlanmistir (62).

2.4.5.5.2. Quorum Sensing Mekanizmalarinda eDNA’nin Rolii

Bakteriler planktonik formda ya da biyofilm yapisi igerisinde lireme ve gelisme 6zelliklerini
kendi kontrol mekanizmalarini kullanarak diizenleyebilirler. Bunlar1 yaparken c¢evreden
gelen uyarilar1 algilayabilirler, degisimlere adapte olabilirler ve diger bakteri hiicreleriyle
haberlesebilirler. Bakterilerin gdstermis oldugu bu uyar1 algilama ve haberlesme
mekanizmalari, Quorum Sensing denilen bir sistem sayesinde olur (63). Bu QS
mekanizmalari spesifik sinyal molekiillerini kullanarak gerceklestirilir. Yapisal olarak QS
sinyal molekiilleri diisiik molekiil agirligina sahiptir. A¢il homoserinler (AHLs), furanozil
borat diesterler (Al2), cis-doymamis yag asitleri (DSF ailesi singalleri) ve peptitler bu
molekiillerden bazilaridir (Sekil 2.7.).
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QS ile biyofilm gelisimi arasindaki baglant1 diisiiniildiigiinde, akla gelen ilk soru, biyofilm
yapist igerisinde QS sinyal molekiillerinin hangi basamakta salgilanmaya baslandigidir.
Ongoriilen ise, sinyal molekiillerinin salgilanmasinin ilk adezyon basamaginda olamayacagi
yoniindedir. Ciinkil ilk basamakta bakteri hiicrelerin biiyiik bir kismi1 ortam igerisinde serbest
formda bulunmaktadir. Daha sonraki basamaklarda bakteri hiicreleri ylizeye tutunup
mikrokoloniler olusturdugunda popiilasyondaki birey sayis1 hizlica artar ve QS sinyallerinin
konsantrasyonu, olgunlastirmayi1 baslatmak ve biyofilmden hiicrelerin gociinii kontrol etmek
icin yeterli diizeye ulasir (Sekil 2.7.). Biyofilm igerisindeki atiklarin artmasi ve besinlerin
sinirlanmast nedeniyle gerceklesen goglerde, QS sinyal molekiillerinin hiicreleri koordine
ettigi pek c¢ok bakteri tiiriinde saptanmistir (64). QS molekiillerinin biyofilm yapisi
tizerindeki etkileri olduk¢a karmasik mekanizmalar ve birden fazla gen tarafindan kontrol
edilmektedir. QS sinyallerinin biyofilm yayilimini nasil etkiledigini anlamak ve bu
dogrultuda genel bir mekanizma 6nermek oldukga giigtiir. Zira bu mekanizmalar bakteri

tiirlerinde farkli yolaklarla kontrol edilmektedir (65).

Planktonik Bakteriler

Quorum

: &2) A " y
- Sensmg/v Olgun Biyofilm Olusumu

T’Aﬁo

/ Mikrokoloniler

- O O

Tutunma

Sekil 2.7. Biyofilmde Quorum Sensing sinyallerinin baslangi¢c asamasi (66)

P. aeruginosa’da biyofilm yapis1 ve QS iligkisi ilk kez Davies (1998) tarafindan
gosterilmistir (67). Bu calismada, Gram negatif bakterilerin QS sistemlerinden olan
LasI/LasR sisteminin, bakteriyel tutunma ve biyofilm olgunlagsma asamalarinda etkili
olmasa da biyofilm yapisinin farklilagmasi ve dagilma asamalart icin elzem oldugu
saptanmigtir. QS sinyal molekiilleri, biyofilm yapisinda bulunan bakterilerin otolizinde

onemli bir rol oynamaktadir. Bunun bir sonucu olarak matriks igerisindeki eDNA artisi,
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EPS’nin saglamlasmasi ve bakteri hiicrelerinin yiizeye tutunmalarmin kuvvetlenmesi
gerceklesmektedir (46). Ancak ayni sinyal molekiillerinin bakteri hiicrelerinin yapidan
kopmalarin1 sagladiginin belirlendigi caligmalar, yukarida s6z edilen bulgularla, heniiz
aciklanamamis, ¢eliskili bir durumun varligina isaret etmektedir. Dolayis1 ile QS
sistemlerinin biyofilm yapisindaki rollerinin daha kapsamli olarak anlasilabilmesi i¢in, ileri

arastirmalarin gergeklestirilmesi gerekmektedir.

2.4.5.5.3. Antibiyotik Direncinde ve Konak Immiin Sistemine Karsi Savunmada
eDNA’nin Rolii

Planktonik form ile karsilastirildiginda, biyofilm yapist igerisinde yasayan bakterilerin
antibiyotiklere karst c¢ok daha yiiksek diizeyde direng gostermeleri, bu yapilarin
dezenfektanlar ile eradikasyonlarint zorlagtirmaktadir. Biyofilm yapisindaki bakterilerin
sahip oldugu antibiyotik direnci, ¢ogunlukla eDNA’nin dogrudan goérev aldigi genetik
mekanizmalar tarafindan saglanmaktadir. Bu direnglilikte ayrica biyofilm matriksinin de rol

aldig1 belirlenmistir (62).

eDNA’nin, konak immiin sistemi tarafindan iretilen antimikrobiyal katyonik peptitleri
selatlayarak, biyofilm yapilarini immiin sistem etkilerinden korudugu tespit edilmistir.
Ornegin; solunum yolu ile bulasan kronik enfeksiyonlara sebep olan Haemophilus
influenzae patojeninin viicutta olusturdugu biyofilm yapilarini zayiflatmak amaciyla konak
immiin sistemi tarafindan salgilanan beta-defensin-3 proteini, matriks icerisindeki eDNA
tarafindan baglanip etkisizlestirilmektedir (68). Chiang vd. (2013)’nin elde ettigi yeni
bulgular da, eDNA’nin aminogliositlere kars1 da kalkan gdrevi gorerek ayni sekilde yapiy1

korudugunu gostermistir (5).

eDNA, antibiyotik diren¢ genlerinin yatay gen aktarimi yolu ile frekansinin artmasini
saglayarak, biyofilm yapilarinin antimikrobiyal direncine dolayli olarak da katk:i saglar.
eDNA ayrica Mg™?, Mn"?, Ca" ve Zn"? gibi metal katyonlara baglanabilir (Sekil 2.8.). Bu
durum, Omegin; P. aeruginosa’da Mg iyonunun eksikliginde hiicre-yiizey
lipopolisakkaritlerinin modifikasyonunda gorevli genleri kodlayan prm operonunun
caligmasini tetikler. Bu lipopolisakkaritler hiicrenin dis yiizeyini negatif yiikler ve bu durum
aminoglikozitler gibi katyonik antibiyotikler yaninda, konak immiin sistemi tarafindan
iretilen antimikrobiyal peptitlere karsi da hiicrenin direncini arttirir (69). Aslinda, eDNA

bakteri hiicreleri i¢in hem avantaj hem de dezavantaj saglar. In vitro ¢aligmalar, ¢ok fazla
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eDNA’nin, bakterinin yiizeyindeki magnezyum ve kalsiyum iyonlarinin kopmasina neden
olarak bakteri hiicresi membranlarinin zarar gérmesine, dolayisti ile hiicrelerin lize olmasina
yol actifini gdstermistir (69). Ancak bu durumun in vivo kosullarda nasil oldugu

belirsizligini korumaktadir.

Biyofilm Savunmasinda eDNA

eDNA konak immun sisteminden gelen eDNA patojeniteyi arttiran genleri tetikleyen
antimikrobiyal peptitleri selatlar. divalent katyonlari selatlayarak
antimikrobiyallere karg! direnci arttirir.

Sekil 2.8. Biyofilm yapisinin konak immiin sistemine karsi korunmasinda eDNA’nin roli

(45)
2.5. BiYOFIiLM iLE MUCADELEDE EDNA’NIN KULLANIMI

Biyofilm yapist olusurken ya da olustuktan sonra eDNA’y1 zayiflatmak veya yok etmenin
biyofilm yapisini zayiflattig1 ve stabilizasyonunu bozdugu bilinmektedir. eDNA’y1 ortadan
kaldirmak matriksi zayiflatarak biyofilmin dagilmasini hizlandirdigi gibi, biyofilm
yapilarinin antibiyotiklere kars1 olan duyarliligini da arttirmaktadir. eDNA’nin negatif yiik,
katyonik antibiyotiklerin biyofilm yapilar1 ile temasini engellemektedir (70). eDNA’nin
biyofilm yapilarindan uzaklastirilmasi biyofilm yapisini daha hassas, kirilgan hale sokar ve
antibiyotiklere ya da diger antimikrobiyal ajanlara kars1 yapiy1 duyarli hale getirir (71).

Biyofilm ile miicadelede enzimlerin kullanimi giiniimiizde gegerli bir yontem olsa da,
enzimlerin etkinlik diizeyi biyofilm yapisinin durumuna baglidir. Geng biyofilmlerde bu
uygulama basaril1 olabilirken, olgun biyofilmlerde daha az etkili olmaktadir. Bu durumun
tam olarak neden kaynaklandigi bilinmemekle beraber, arastirmacilarin tahminleri diger
hiicre dis1 matriks polimerlerinin eDNA ile olan baglantisinin, eDNA’y1 enzimatik
tepkimelere kars1 korudugu yoniindedir (52). Bu sebeple biyofilmlerle miicadele ederken

yapidaki tek bir polimerle savagsmak yeterli olmamakta, proteinlere ve polisakkaritlere de
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uygulanacak kombine degradasyon uygulamalari, bu miicadeleyi daha verimli hale

getirmektedir.

eDNA’nin biyofilm matriksi igerisindeki yapisal ve fonksiyonel gorevleri, biyofilm
miicadelesinde DNaz uygulamalarinin 6nemini arttirmigtir. DNaz benzeri enzim
uygulamalariyla biyofilm miicadelesi, giiniimiizde endiistriyel alanlarda siklikla kullanilan
bir yoéntemdir. Ozellikle atik sularin temizlenmesi, igme suyu iiretimi ve deniz suyundan
tuzun arindirilmasi gibi biyofilm membranlarinin kullanildig: sistemlerde olusan biyofilm
kirliligini ortadan kaldirmak ve sistemin iirettigi biyofilm miktarini kontrol altinda tutmak
icin DNaz uygulamalart kullanilmaktadir. Daha 06nce de bahsedildigi gibi DNaz
uygulamasinin biyofilm matriksini zayiflatmasi, devaminda uygulanacak olan sterilizasyon

islemlerini kolaylastirmaktadir (72).

Implante edilebilir medikal cihazlarda olusan biyolojik kirlenmelerin baslica sorumlusu olan
biyofilm yapilari, kullanicilarda agir enfeksiyonlara yol agmaktadir. Biyofilm yapisinin
DNaz gibi enzimlerle ortadan kaldirilmasi potansiyeli bu nedenle oldukca giincel bir
konudur. Sadece DNaz’in uygulandig: tedaviler degil, antibiyotik uygulamalarindan 6nce
yapilan DNaz muameleleri de giincel arastirma konularindandir (73). Bu yaklasimla yapilan
basarili uygulamalardan biri de rekombinant insan DNaz’t tedavisiyle kistik fibroz
hastalarindaki pulmoner biyofilm yapilarinin ortadan kaldirilmasi olmustur. Hastalarin
pulmoner enfeksiyonlar1 azalmis ve akciger fonksiyonlar: iyilesmistir (74). Ancak biiytlik
Ol¢ekli uygulamalar gliniimiiz sartlarinda maliyet nedeniyle sinirlidir. Prokaryot hiicrelerden
DNaz iiretimindeki glikozilasyon islemi, maliyetlerin asagiya ¢ekilmesini zorlastirmaktadir.
Glikozillenmemis aktif {irtinler de tedavilerde kullanilabilmektedir, ancak glikozilasyon

islemi yapilmaksizin iiriiniin termal stabilitesi ve tam aktivitesi saglanamamaktadir (75).

Serratia marcescens'den koken alan ve Escherichia coli'de eksprese edilen genetik olarak
diizenlenmis ticari bir prokaryotik endoniikleaz olan Benzonaz olduk¢a genis bir pH ve
sicaklik araligina sahip olup, biitin DNA ve RNA tiirlerini degrade edebilmektedir.
Benzonaz yirmi yili askin bir siiredir piyasada olsa da, {iretim ve saflagtirma asamasindaki
zorluklar nedeniyle diger ticari niikleazlara gbére oldukga pahalidir. Ancak biyofilm ile
miicadeledeki etkinligi nedeniyle artan tiiketici talebi, endoniikleazlarin uygun maliyetlerle

iiretimi i¢in yeni yollar aranmasina sebep olmustur. Bu konuda cesitli arastirma gruplari
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caligmalar yapmakta ve biyofilm ile miicadelede {imit verici sonuglar elde etmektedirler

31).

2.5.1. BiYOFIiLM YAPILARININ KONTROLUNDE DNAZ KULLANIMI

Kistik fibrozis hastaliginin tedavisinin yani sira, DNaz muamelesi ile biyofilm yapisinin
dagitilmasi esasina dayanan uygulamalar; endokardit ve implant-iliskili enfeksiyonlar basta
olmak {izere, biyofilm iliskili ¢esitli hastaliklarin Onlenmesinde ve tedavisinde
kullanilmaktadir. Dagitilan (parcalanan) biyofilm yapisindan serbest kalan bakteriler, viicut
icerisinde bir baska yerde kolaylikla kolonize olacagindan, biyofilm yapisinin dagitilmasi
her zaman enfeksiyonun tedavisi i¢in yeterli olamamaktadir. Biyofilm yapisinin dagitilmasi,
antibiyotik tedavisi ile desteklenerek, serbest kalan planktonik bakterilerin de dldiiriilmesi
saglanmalidir. Biyofilm yapilarinin DNaz muamelesi ile enzimatik par¢alanmasindan; gida
ile temas eden yiizeylerin ve igme suyu iiretiminde kullanilan membranlarin temizlenmesi

gibi alanlarda da yararlanilabilir (Sekil 2.9.) (72).

Antibiyotik Uygulamasi
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Biyofilm Yapisi DNaz Uygulanmis Biyofilm

Sekil 2.9. DNaz uygulamasinin biyofilm yapisina etkisi (76)

Biiyiik 6lcekli biyoteknolojik uygulamalarda DNaz kullanimi ekonomik agidan maliyetli
olmaktadir (77). Memeli DNaz I’in translasyondan sonra glikolize edilmesi zorunlulugu
(75), s6z konusu niikleazin {iretimi i¢in ¢ok daha ucuz olan prokaryotik ifade sistemlerinin
kullanimimi engellemektedir. Memeli hiicrelerinden elde edilen thDNaz I kistik fibrozis
tedavisinde kullanilirken, in vitro uygulamalarda ise yaygin olarak sigir pankreasindan elde

edilen DNaz I tercih edilmektedir.

Hem prokaryotlardan hem de memelilerden elde edilen DNaz enzimleri, biyofilm yapisinin

dagitilmasinda kullanilabilir. Pek ¢ok prokaryot, ekstraseliiler ndtrofil tuzaklardan (NETs)
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korunmak i¢in ekstraseliiler niikleazlar tiretirler (78). Niikleazlar ayrica, diger prokaryotlari
hedef almak amaci ile de bakteriler tarafindan sentezlenmektedir. Bacillus licheniformis
bakterisinin, yarigmaci bakterilerin iirettigi biyofilm yapilarini dagitmak i¢in NucB adinda
bir niikleaz iirettigi saptanmustir (79). Izole edilen prokaryotik niikleazlarin ¢ogunun
biyofilm olusumunu engelledigi ya da olusan biyofilm yapisini dagittigr belirlenmistir.
Bunlara B. licheniformis tarafindan iiretilen NucB (80), Neisseria gonorrhoeae tarafindan
iiretilen Nuc (5) ve Staphylococcus aureus tarafindan tiretilen Nuc2 (81) 6rnek verilebilir.
Benzer sekilde, niikleaz kodlayan genlerin bozulmasi halinde, biyofilm olusumunda artislar

belirlenmistir (80,82,83).

Tetz vd., (2009) yaptig1 arastirmada E. coli ATCC 25922, H. influenzae VT 450-2006,
Klebsiella pneumoniae VT 1367, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 29213,
Streptococcus pyogenes VT59 ve Acinetobacter baumonnii VT126 tarafindan liretilen 24
saatlik olgun biyofilm yapilar1 {izerine DNaz I ve ¢esitli antibiyotiklerin birlikte etkilerini
aragtirmustir. Denemeler sonucunda, MIK degerlerinin 50 kat1 antibiyotik uygulamasinim, 24
saatlik olgun biyofilm kiitlesini %30’a kadar azalttig1 belirlenmistir. Ayn1 kosullar altinda -
laktam grubu antibiyotikler ve 5 pg/ml DNaz I’in 24 saatlik olgun biyofilmlere beraber
muamele edilmesi durumunda ise, E. coli, A. baumannii, H. influenzae, P. aeruginosa ve K.
pneumoniae biyofilmlerinin %50-%67 oraninda azaldig1 saptanmistir. Gram-pozitif S.
aureus ve S. pyogenes biyofilmleri yalniz antibiyotik muamelesi sonucunda %10-%15
oraninda azalirken, 5 pg/ml DNaz I ile beraber uygulandiginda biyofilm biyokiitlesi % 41-
46 oraninda diismiistiir (84).

Eckhart vd., (2007) tarafindan yapilan ¢calismada ise S. aureus ve P. aeruginosa biyofilmleri
ile miicadelede DNaz I ve DNaz IL2 enzimlerinin etkileri aragtirilmig ve her iki enzimin de
yiiksek diizeyde antibiyofilm etkisine sahip oldugu tespit edilmistir. DNaz IL2 ile 7 saat
inkiibasyon sonrasinda P. aeruginosa biyofilm yapisi onemli diizeyde azalmistir. Ancak her
iki enzim ile de 18 saat inkiibasyon sonucunda, iiretilen biyofilm yapilarinda etkin bir azalma
goriilmemistir. S. aureus biyofilm yapist acisindan degerlendirildiginde ise, inkiibasyon
stiresinden bagimsiz olarak, biyofilm yapisinin eradikasyonunda her iki enzimin de etkili

oldugu belirlenmistir (85).

Martins vd., (2012) tarafindan yliriitilen arastirmada ise, Candida albicans tarafindan

iiretilen biyofilm yapilari ile miicadelede DNaz I (130 pg/ml) ile ¢esitli antibiyotiklerin
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birlikte kullanimi1 incelenmistir. C. albicans drnekleri DNaz I ile muamele edildikten sonra
biyofilm {iretim diizeyleri arastirilmis ve canli hiicre diizeyinde 0,5 logjo azalma
belirlenmistir. C. albicans’in yalnizca amfoterisin B (1 pg/ml) muamelesi ile biyofilm
yapilarinda canli hiicreler 1 log;o azalirken, DNaz I ile birlikte uygulanmasi sonucunda bu
oranin 3,51 log;o diizeyine ¢iktig1 belirlenmistir. Yiiksek diizeyde amfoterisin B (> 2 pg/ml)

ve DNaz I uygulamasi sonrasinda ise canlilik 5 log;o azalmistir (86).

DNaz muamelesine alternatif olabilecek bir diger yol, bakterilerde niikleaz iiretimini kontrol
eden mekanizmalar1 hedef almaktir. Buradaki amag, B. licheniformis’ de oldugu gibi (79)
ekstraseliiler niikleaz iiretimini stimiile ederek, biyofilm {ireticisi pek ¢ok bakteriyi dogal
yollardan yikacak bir mekanizma gelistirmektir. Ancak, ekstraseliiler niikleaz {iretimi;
transformasyon, besin tercihi ve NET’lere karst koruma gibi pek ¢ok amaca hizmet
etmektedir. Bu sistemlerin regiilator yolaklar1 birbirinden farkli oldugundan, biyofilm
kontroliinde eDNA’y1 hedef alan genel bir kontrol stratejisi belirlemek zor olmaktadir.
Teorik olarak; birden fazla tiir tarafindan olusturulan biyofilm yapilarinda, bu tiirlerden
birine karst niikleaz iiretimi dahi, biyofilm yapisinin biitiinliigiiniin bozulmasina neden
olacaktir. Ancak, bu sekilde gergeklestirilebilecek bir biyofilm kontrol mekanizmasi, heniiz

aydinlatilamamaigtir.

2.6. CALISMADA KULLANILAN  ANTIiMIKROBIiYAL  AJANLARIN
OZELLIKLERIi VE ETKi MEKANIiZMALARI

2.6.1. KANAMISIN

Kanamisin, C;sH3¢N4O,; formiiliine sahip, yaklagik 484,5 g/mol molekiil agirliginda,
aminoglikozit grubu, bakterisidal etki gdsteren bir antibiyotiktir. Kanamisin, Streptomyces
kanamyceticus bakterisinden izole edilmektedir. Kanamisin A ad1 ile de bilinmektedir ve

genellikle kanamisin siilfat tuzu halinde bulunmaktadir (Sekil 2.10.) (87).

27



A\
HO o

W ‘v
HOV “oH

NH,

Sekil 2.10. Kanamisin antibiyotiginin kimyasal formiilii (87)

Kanamisin, geri doniigiimsiiz olarak 30S ribozomal alt birimine ve 16S rRNA’ya baglanir.
Bu baglanma, mRNA'nin yanlis okunmasi, dolayisiyla yanlis amino asitlerin polipeptite
sokulmasiyla, islevsiz veya toksik peptitlerin olusmasina yol acar. Kanamisin gibi
aminoglikozidlerin ribozoma baglanmasi, translasyonu durdurmaz. Daha ziyade,
aminoglikozidler i¢in spesifik bir fenotip olan ve hiicre 6liimiine katkida bulunan bir peptide,
uygun olmayan amino asitler eklenerek proteinin yanlis katlanmasina sebep olur (88) (Sekil

2.11)).

Aminoglikositler

Yanlis katlanmig
protein

Ribozom
~—50s

Aminoglikositlerin
alim artar

Sekil 2.11. Aminoglikozitlerin hiicre zarina olan etki mekanizmasi (88)

Kanamisin, yanlis katlanmig translasyona ugramis proteinlerin hiicre zarina dahil edilmesi,
zarf (Cpx) ve redoks yanitli (Arc) iki bilesenli sistemleri tesvik eder. Bu sistemlerin faaliyete
gegirilmesi, hiicresel metabolizma ve membran potansiyelini bozarak 6liimciil hidroksil

radikallerinin olusumuna neden olur (Sekil 2.12.).
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Kanamisin o6zellikle, Pseudomonas, Acinetobacter ve Enterobacter gibi aerobik, Gram-
negatif bakterilerin enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilmaktadir. Buna ek olarak, bazi
mikobakteriler de kanamisine duyarlidir. Gram pozitif bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlar da kanamisin ile tedavi edilebilir, ancak bu amacla kullanilan daha giiglii ve
konak etkisi daha diisiik antibiyotikler tanimlanmis oldugu i¢in bu amagcla kullanimlar1 sinirlt

olmaktadir (89).

Protein Dig zar

DegP degredasyonu

Stperoksitlerin
olugumu ve hiicre

olama

Yanhs Zar stres tepkisi
Translasyon

Sekil 2.12. Aminoglikozitlerin neden oldugu hiicre i¢i siiperoksitlerin artis1 ve hiicre dliim

mekanizmasi (88)

2.6.2. TETRASIKLIN
Tetrasiklin, Cy;H24N2Og formiiliine sahip, yaklasik 444,4 g/mol molekiil agirliginda, S.

aureofaciens, S. rimosus ve S. viridofaciens suslarindan fretilen genis spektrumlu,

bakteriyostatik etki yapan bir antibiyotiktir (90) (Sekil 2.13.).
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Sekil 2.13. Tetrasiklin antibiyotiginin kimyasal formiilii (90)

Tetrasiklinlerin, aminoasil-tRNA’nin bakteriyel ribozomla iligkisini Onleyerek protein
sentezini inhibe ettigi bilinmektedir. Bu nedenle, bu molekiillerin duyarli organizmanin
Gram pozitif veya Gram negatif olup olmadigina bagl olarak, bir veya daha fazla zar sistemi
gecmesi gerekir. Tetrasiklinler, magnezyum gibi metallerle pozitif yiiklii katyon-tetrasiklin
kompleksleri olusturarak OmpF ve OmpC porin kanallar1 vasitasiyla Gram negatif enterik
bakterilerin dis zarin1 gecerler (91,92). Sitoplazmik zar boyunca tetrasiklinlerin alimi, enerji
bagimlidir ve burada pH dengesi ¢cok onemlidir. I¢ pH ve iki degerlikli metal iyonu
konsantrasyonlar1 hiicre dis1 ortamdan daha yiiksek oldugu icin, sitoplazmada tetrasiklin
molekiillerinin gelat aktivitesi gosterdigi bilinmektedir (92,93). Bu antibiyotigin
bakteriyostatik etkiler gdstermesinin sebebi, ribozom ile geri doniisiimlii bag kurmalaridir

91).

Tetrasiklin hiicre icine girdikten sonra, translasyonu inhibe ederek bakteri gelisimini
engelleyen kisa etkili bir antibiyotiktir. 30S ribozomal alt birimine baglanir ve aminoagil
tRNA’nin ribozomun A bdlgesine baglanmasini onler. Ayrica bir dereceye kadar 50S
ribozomal alt birime baglanir. Buna ek olarak, tetrasiklin katyonlarla baglanabildigi i¢in,
bakterilerin sitoplazmik zarinin pH dengesini degistirerek, hiicre zar1 yapisinin bozulmasina
yol actig1 icin, hiicre i¢i igeriklerin disartya sizmasina da neden olabilir. Tifiis atesi, Q
hummasi ve Brill-Zinsser hastalig1 ve enterik bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavinde kullanilmaktadir. Borrelia burgdorferi (Lyme hastalig1) ve tipik (S. pneumoniae,
H. influenzae) ve atipik organizmalarin neden oldugu alt solunum yolu enfeksiyonlarinin

(Chlamydophila pneumoniae) tedavisinde de tetrasiklin kullanim1 yaygindir (91).
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2.6.3. NALIDIKSIK ASIT

Nalidiksik asit, C;2H;2N,O3 formiiliine sahip, yaklasik 232 g/mol molekiil agirliginda, sinirlt
bir bakterisidal spektrumu olan sentetik bir kinolondur (94) (Sekil 2.14.).

o) @)

HO AN
/

Sekil 2.14. Nalidiksik asit antibiyotiginin kimyasal formiilii (94)

Nalidiksik asit, klorokin (kinin) sentezinin bir yan iiriinii olarak kesfedilmis ve {liriner sistem
enfeksiyonlarini tedavi etmek icin 1960'll yillarda kullanilmistir. Nalidiksik asit ve diger
birinci jenerasyon kinolonlar (oksolinik asit) yiiksek toksisite icermeleri nedeniyle nadiren
kullanilirlar (88). Bu antibiyotik, bakteriyel DNA giraz A (topoizomeraz) alt biriminin bir
inhibitoriidiir ve aktif metaboliti olan hidroksinalidiksit asit, DNA’ya baglanir. Bu durum
DNA’dan RNA sentezlenmesine engel olur ve DNA’nin ifade siirecini bozar (94).
Topoizomeraz enzimleri; DNA sentezi ve tamiri, transkripsiyon, mRNA sentezi ve hiicre
boliinmesi i¢in gereklidir. Dolayisi ile, DNA topoizomeraz komplekslerini hedefleyen
kinolon molekiilleri bu reaksiyonlarin ger¢eklesmesini inhibe eder. Hiicre ic¢inde bu

reaksiyonlarin bozulmasi hiicreyi 6liime gotiiriir (88) (Sekil 2.15.).

DNA-polimeraz kompleksi Protein bagimsiz
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Sekil 2.15. Nalidiksik asidin etki mekanizmasi (88)
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Nalidiksik asit, Enterobakter tiirleri, E. coli, Morganella morganii, Proteus mirabilis,
Proteus vulgaris ve Providencia rettgeri gibi Gram negatif bakterilere karsi belirgin
antibakteriyel etkiye sahiptir. Pseudomonas tiirleri ise genellikle bu antibiyotige karsi

direnclidir (94).

2.6.4. AMPISILIN

Ampisilin, C;sH;9N304S formiiliine sahip, yaklagik 350 g/mol molekiil agirliginda, genis
spektrumlu bir antibiyotik olarak islev goren penisilinin, yar1 sentetik bir tiirevidir (95) (Sekil

2.16.).

NH,

Sekil 2.16. Ampisilin antibiyotiginin kimyasal formiilii (95)

Ampisilin, genelde Gram pozitif organizmalarin sebep oldugu bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan bir beta-laktam grubu antibiyotiktir. "Ampisilin" ismi ¢esitli penisilin
varyantlarina, ya da penisilinlerden tiiretilen antibiyotik grubuna atif amagh
kullanilmaktadir. Ampisilin, Gram-pozitif ve Gram-negatif aerobik ve anaerobik bakterilere

kars1 in vitro aktiviteye sahiptir (96).

E. coli, Enterokoklar, Shigella, Salmonella typhosa ve diger Salmonella serotiplerinde,
nonpenisilinaz {ireten H. influenzae enfeksiyonlar1 yaninda stafilokoklar ve streptokoklarla
iliskili enfeksiyonlarin tedavisinde de kullanilmaktadir. Ampisilinin bakterisidal aktivitesi,
hiicre duvari sentezinin inhibisyonundan kaynaklanir. Bu antibiyotik, penisilin baglayan
proteinlerine tutunarak bakteri hiicre duvar sentezini inhibe eder ve hiicre lizisine yol acar

97).
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2.6.5. DEOKSIRIBONUKLEAZ I (DNAZI)

DNaz I, insan geni DNASE] tarafindan kodlanan, 29,1 kDa molekiiler agirliga sahip bir
endoniikleazdir (98). DNaz I, DNA'y1 bir pirimidin niikleotidine komsu olan fosfodiester
baglarindan pargalayan enzimdir. Bu enzim, tek sarmalli DNA, ¢ift sarmalli DNA ve

kromatin tizerinde etki gostermektedir (20).

DNaz I enzimi, DNA’nin kivrilma agilarini algilayabilir ve DNA dizisindeki pirimidinlerin
5’ bolgesindeki fosfat baglarina etki ederek onlar1 kirar (99). DNaz 1 enziminin etkililigi
cesitli iki degerlikli katyonlara bagimlidir. Ca*" ve Mg*" bulunan ortamda DNaz I eniziminin
tek sarmalli DNA iizerinde; Mn®" bulunan ortamda ise ¢ift sarmalli DNA’lar iizerinde daha

fazla etki gosterdigi bilinmektedir (100) (Sekil 2.17.).

2 / 2
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Sekil 2.17. Deoksiriboniikleaz I enziminin etki mekanizmasi (101)
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DNaz I, hiicre iskelet proteini olan aktine baglanabilir. Bu etkilesimin fonksiyonu belirsizdir.
Bununla birlikte, aktin-bagli DNaz I enzimatik olarak aktif olmadigindan, DNaz-aktin
kompleksi, genetik bilginin hasar gérmesini dnleyen bir DNaz I depolama bi¢imi olabilir
(20). DNaz I geni mutasyonlar1 ve enzim iirlinlinii inaktive eden faktorler, bir otoimmiin
hastalik olan sistemik lupus eritematosus (SLE) ile iliskilendirilmistir (102,103). Bu
proteinin rekombinant formu, balgamdaki eDNA'y1r hidrolize ederek ve balgamin
viskozitesini diistirerek kistik fibroz semptomlarindan birini tedavi etmek i¢in kullanilir

(104).

2.6.6. RNAZ A

Riboniikleaz olarak adlandirilan RNaz enzimi, RNA’y1 kiiciik pargalara ayirarak degrade
eden bir enzimdir. Riboniikleaz enzimleri, ekzoriboniikleazlar ve endoriboniikleazlar olarak
siiflandirilmaktadir (105). RNaz A 13,7 kDa molekiiler agirliginda, olgun hali 124 amino
aside sahip, s1gir pankreasindan elde edilen bir enzimdir. RNaz A’nin amino asit diziliminde
triptofan hari¢ diger 19 amino asit bulunmaktadir (106). RNaz A, spesifik olarak 2 ' ve 3'-
siklik fosfat ara maddeleri ile 3'-fosfomoniikleotidlerin ve 3'-fosfooligoniikleotidlerin
endoniikleolitik degradasyonunu yapar. Bu degradasyon isleminin iki agamali oldugu
diisiilmektedir; ilk asamada 3 ', 5'-fosfodiester bag: kesilir ve 2', 3'-siklik fosfodiester ara
iriinii Uretilir, ikinci agamada ise siklik fosfodiester 3'-monofosfat grubuna hidroliz edilir.
(107, 108) (Sekil 2.18.). RNaz A enzimi; DNA izolasyonu sirasinda RNA’nin giderimi basta
olmak iizere, RNA dizi analizi, RNA haritalama ve genomik DNA izolasyonu gibi bir¢ok

siirecte kullanilmaktadir.
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Sekil 2.18. Riboniikleaz A enziminin etki mekanizmasi (108)

2.6.7. BENZONAZ

Serratia tirlerinin, kiiltiir ortaminda biriken bir takim hidrolitik enzimler {irettigi
saptanmigtir. Bu bakteriler, diger Gram negatif bakterilerin aksine, salg1 proteinlerini ilk
asamada ortama salgilamaktan ziyade, oncelikle periplazmik bosluga tasimaktadir. Bu tiir
periplazmik proteinler, 6zellikle hiicreler yiliksek yogunluklara ulastiginda, kiiltlir ortamina
sizma egilimi gosterirler. Benzonaz olarak isimlendirilen hidrolitik enzim de bu sekilde
kesfedilmistir (109). Bu enzim ilk kez, S. marcescens’dan izole edilmistir (110). Ticari
dretiminde, E. coli K12 susunun pNUCI plazmidini igeren W3110 varyanti
kullanilmaktadir. Yapisal olarak 6zdes 245 aminoasitin dimeri olan bu endoniikleaz, DNA
ve RNA'nin her bi¢imini (tek sarmalli, ¢ift sarmalli, dogrusal ve dairesel) parcalayabilir

(111) (Sekil 2.19.).
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Sekil 2.19. Benzonaz enziminin etki mekanizmasi (112)

Benzonaz enzimi DNA molekiilii tizerinde GC oran1 yiiksek bolgelerde, daha yiiksek aktivite
gosterirken, adenince zengin bolgelerde nispeten daha az etki gosterir (113). Benzonaz ile
niikleik asitlerin bozunmasi i¢in gerekli optimum sicaklik 37°C ve optimum pH degeri 8.0

- 9.2 araligindadir (114).

2.6.8. PROTEINAZ K

Genis spektrumlu substrat 6zgiilliigli iceren proteinaz K enzimi, ilk kez, keratin iizerinde
bliyliyebilen bir mantar olan Engyodontium album’den izole edilmistir. Proteinaz K, keratin
de dahil bir¢ok proteini degrade edebilir. Kalsiyum iyonlar1 enzim aktivitesini etkilemese de
enzim stabilitesine katkida bulunur. Proteinaz K'nin ilging bir 6zelligi, aktivitesini sodyum
dodesil siilfat (SDS, 9%0,5-1) veya iire (1-4 M iire) varliginda korumasidir. Protein
degradasyonu i¢in optimum sicakligi 37°C’dir (115) (Sekil 2.20.).
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Sekil 2.20. Proteinaz K enziminin etki mekanizmasi (115)

Proteinaz K peptid baglarinin pargalanmasinin yani sira, peptit amid hidrolizini de katalizler.
Molekiiler agirligr 28,9 kDa olan enzim, diizopropil florofosfat (DFP) veya fenil metan
stilfonil floriir (PMSF) tarafindan inaktive edilir. Sitrat ve EDTA gibi selatlayici ajanlar,
enzim etkinligi tizerinde hicbir etkiye sahip degildir (43). Proteinaz K enzimi; mitokondri
izolasyonunda, membranlarda enzim lokalizasyonunun belirlenmesinde, in situ
hibridizasyon i¢in niikleazlarin parcalanmasinda, lizozim ve RNaz A gibi katyonik
proteinlere bagli endotoksinlerin uzaklastirilmasinda ve mikroorganizmalardan, memeli
kiiltiirlerinden (116) ya da bitkilerden izole edilen DNA veya RNA preparatlarindan gelen

niikleazlar gibi istenmeyen proteinlerin sindirilmesinde siklikla kullanilmaktadir (117).
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3. GEREKCE VE AMAC

Gram-pozitif firsat¢1 E. faecalis patojeni; ortopedik implantlar, iireteral stentler, kataterler
ve kalp kapakgiklar1 gibi implant araglar1 {izerinde inat¢1 biyofilm yapilari olusturarak
nozokomiyal enfeksiyonlara Onciilik etmektedir. Enterokoklar konvansiyonel
antibiyotiklere karsi giderek artan bir direng¢ sergilemektedir. Epidemiyolojik analizler,
antibiyotik diren¢ genlerinin farkli bakteri cinsleri arasinda aktarim i¢in 6nemli bir rezervuar

oldugunu kanitlamaktadir.

Biyofilm yapisinda bulunan bakteriler, basta antibiyotik tedavilerine verdikleri yanit olmak
izere, pek cok acgidan planktonik formlarina gore bir¢ok farkliliga sahiptirler. Biyofilm
icerisinde bulunan bakteriler, antibiyotiklere karsi yiiksek diizeyde direng gosterirler.
Biyofilmi olusturan karmasik ekstraseliller polimerik matriks yapisi, Oncelikle
antibiyotiklerin bakterilere ulagmasini engeller. Biyofilm yapisinda bulunan bakteriler
ayrica yavas biiyiime ve az besin varliginda hayatta kalma gibi zorlu kosullara kars1 da
direnglidirler. Antibiyotikler daha aktif hiicre proseslerini hedef aldigindan, biyofilm
yapisindaki bakterinin fizyolojisindeki degisiklikler antibiyotiklere kars1 daha direngli
olmalarmni saglar. Bugiine kadar, biyofilm yapilarinin yok edilmesinde kullanilacak etkin bir

bilesen tanimlanmamastir.

Yapilan pek ¢ok arastirma sonucunda disaridan biyofilm ortamma ilave edilen
deoksiriboniikleazlarin yeni olusan gen¢ biyofilm yapilarini inhibe ettigi ve biyofilm
bakterilerinin biyosit muamelesi ile oldiiriilmesini kolaylastirdigi belirlenmistir. eDNAnin
uzaklastirilmasi matriksi zayiflatmakta ve biyofilm yapisini tam olarak dagitmasa da yapinin
antibiyotiklere kars1 duyarliligini arttirmaktadir. eDNA’y1 degrade etmek suretiyle biyofilm
yapisini zayiflatmaya alternatif bir diger strateji, eDNA ile biyofilm matriksindeki ya da
hiicre ylizeyindeki diger molekiillerin etkilesimini bozmaktir. DNaz ile antibiyotiklerin ve
biyositlerin birlikte kullanimi, hem saglik alaninda biyofilm enfeksiyonlar ile miicadelede
daha etkili ¢oziimlerin gelistirilmesine Onciilik edecek ve hem de gida isletmeleri gibi

alanlarda biyofilm yapilarinin temizlenmesinde, ¢evre dostu bir yol saglayacaktir.

Calismamizin temel amaci, klinik ve gida kokenli iki farkli enterokokal izolat kullanilarak
biyofilm yapilar ile miicadelede kullanilan antibiyotiklerin kullanim konsantrasyonlarini

azaltmaya yarayacak yeni bir yolun arastirllmasidir. Bdoylelikle, 6zellikle enfeksiyon
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hastaliklar1 ile miicadelede 6nemli bir sorun haline gelen kontrolsiiz antibiyotik direncinin
online gecmeye katkida bulunmak amaglanmigtir. Bu dogrultuda tasarladigimiz
calismamizda, firsatc1 bir patojen olan E. faecalis’in iirettigi biyofilm yapisinda eDNA
miktarinin ve roliinliin belirlenmesi c¢aligmalarinin yani sira, literatiirde ilk defa bu
organizmalarin biyofilm yapilarinin eradikasyonunda DNaz I enziminden daha yiiksek
aktiviteye sahip Benzonaz enzimi etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Ayrica yine
literatiirde ilk defa cesitli niikleazlar ile E. faecalis biyofilm yapisinin zayiflatilmasini
takiben, konvansiyonel antibiyotikleri uygulamak suretiyle biyofilm ile miicadelede yeni

yollarin belirlenmesi hedeflenmis ve bu yonde denemeler gergeklestirilmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. MATERYAL

4.1.1. CALISMADA KULLANILAN BAKTERILER VE GELISME KOSULLARI

Arastirmamizda kullandigimiz, gida kokenli E. faecalis 74 kodlu ve klinik kokenli E.
faecalis 114 kodlu ile 2 adet E. faecalis kontrol susu (E. faecalis ATCC 29212 ve E. faecalis
ATCC OGIRF) Ankara Universitesi Biyoloji Béliimii Prokaryot Genetigi Laboratuvari
biinyesindeki kiiltiir koleksiyonundan saglanmigtir. Stok kiiltiirler, -80°C’de %15 gliserol
ilave edilen Tryptic Soy Broth (TSB) siv1 besin ortaminda saklanmistir. Calisma siiresince
kullanilan kiiltiirler, stok soliisyonlarindan alinarak 1/10 oraninda TSB siv1 besin ortamina
inokiile edilmis ve statik kosullarda 37°C’de 1 gece gelistirildikten sonra denemeye
alinmistir.

Planktonik formdaki E. faecalis ornekleri TSB (Trypticase Soy Broth) ortaminda
gelistirilirken, biyofilm iiretimi ¢caligmalarinda gelisme ortamina %1 oraninda Glukoz ilave

edilmisgtir.

4.1.2. CALISMADA KULLANILAN BESIYERLERI VE COZELTILER

Cizelge 4.1.Trytic Soy Broth (TSB) ve Agar (Merck, Germany)

Icerik Miktar
Pepton (Kazein’den) 17¢g
Soyton 3g
di-Potasyum Hidrojen Fosfat 25¢g
D(+)-Glukoz 2,5 ml
NaCl S5¢g
Agar I5¢g

Besiyeri igerikleri ve agar 800 mL dH,O igerisinde ¢oziindiikten sonra besiyeri hacmi yine
dH,O0 ile 1000 mI’ye tamamlanir. Besiyerinin pH’s1 7,3 + 0,02’ye ayarlanip kullanima hazir
hale getirmek amaciyla otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir. Su banyosunda

50°C’ye kadar sogutulup steril caligma kabini icerisinde Petri plakalarina dokiiliir.
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Sogumaya birakilan Petri plakalar1 daha sonra steril kosullarda paketlenip 4°C’de muhafaza
edilir.

Cizelge 4.2. Fosfatla Tamponlanmis Tuz Cozeltisi (PBS)

Icerik Miktar
NaCl 8¢
KCl 0,2 ¢
Na,HPO4 1,44 g
KH,PO4 0,24 g

Icerikler distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak ¢oziildiikten sonra, 121°C” de 15 dakika

sure ile otoklavda sterilize edilir.

Cizelge 4.3. Glukoz Cozeltisi (%5)

Icerik

Miktar

Glukoz

5¢g

100 ml distile su eklenip iyice ¢oziinmesi saglandiktan sonra, 121°C’ de 15 dakika siire ile

otoklavda sterilize edilir.

Cizelge 4.4. Kristal Viyole Cozeltisi (%1)

Icerik

Miktar

Kristal Viyole

lg

Boya 100 ml distile su igerisinde ¢0ziiliir. Hazirlanan boya herhangi bir sterilizasyon islemi

uygulanmadan kullanilir.

Cizelge 4.5. TE Cozeltisi (0,5 M)

Icerik Miktar
Tris/HC1 121¢g
EDTA 037 ¢
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1000 ml distile su eklenip iyice ¢oziinmesi saglanir ve pH’s1 7,3 + 0,02’ye ayarlanip
otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.

Cizelge 4.6. EDTA Stok Cozeltisi (0,5 M)

Icerik

Miktar

NazEDTA 2H20

186,12 ¢

1000 ml distile su eklenip iyice ¢Oziinmesi saglanir ve pH’st 7,3 + 002’ye ayarlanip
otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.

Cizelge 4.7. Stok TBE Cozeltisi (5X)

Icerik Miktar
Tris-base S4¢g
Borik asit 275¢g
0.5 M EDTA Stok 20 ml

Ortam igerikleri iizerine 1000 ml distile su eklenip iyice ¢oziinmesi saglanir ve pH’s1 7,3 +

0,02’ye ayarlanip otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.

Cizelge 4.8. Glasiyal Asetik Asit Cozeltisi (%33)

Icerik

Miktar

Glasiyal asetik asit

33 ml

67 ml suya 33 ml asit eklenir ve iyice karistirilir.

Cizelge 4.9. Metanol Cozeltisi (%95)

Icerik

Miktar

Metanol

95 ml

Olgiilen hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanur.
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Cizelge 4.10. SDS Cozeltisi (%10)

Icerik Miktar

Sodyum dodecil siilfat 10g

80 ml su ile iyice ¢oziinmesi saglanir ve ardindan ¢6zelti 100 ml’ye tamamlanur.

Cizelge 4.11. Fenol:Kloroform:izoamil Alkol Cézeltisi

Icerik Miktar
Fenol 25 ml
Kloroform 24 ml
[zoamil alkol 1 ml

Cizelge 4.12. Sodyum Kloriir-EDTA-Tris (SET) Cozeltisi

Icerik Miktar
NaCl 584 ¢
Tris base 121 ¢
EDTA 0,29 g

Icerikler 1000 ml distile su icerisinde ¢oziiliir ve pH’s1 8,0 + 0,02’ye ayarlanip otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edilir.

4.1.3. CALISMADA KULLANILAN ANTIBIYOTIiKLER VE ENZIMLER

4.1.3.1. Kanamisin

Kanamisin (Sigma-Aldrich) stok ¢ozeltisi 1000X konsantrasyonunda hazirlanmistir. 0,5 g
kanamisin 10 ml distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra, 0,22um por ¢apindaki membran
filtreden geg¢irilmis ve dnceden sterilize edilmis mikrofij tiiplerine dagitilmistir. Stok ¢ozelti
-20°C’de saklanmigtir. Antibiyotik, test ortaminda 30 pg/ml konsantrasyonunda

kullanilmistir.
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4.1.3.2. Tetrasiklin

Tetrasiklin (Sigma-Aldrich) stok ¢ozeltisi 1000X konsantrasyonunda hazirlanmistir. 40 mg
tetrasiklin 8 ml (%95) etanol icerisinde ¢oziindiiriildiikkten sonra, 0,22um por c¢apindaki
membran filtreden gegirilmis ve dnceden sterilize edilmis mikrofiij tiiplerine dagitilmistir.
Stok ¢ozelti -20°C’de saklanmistir. Tetrasiklin antibiyotigi c¢aligmalar ve saklama
asamalarinda 1siktan korunmustur. Antibiyotik, test ortaminda 30 pg/ml konsantrasyonunda

kullanilmistir.

4.1.3.3. Ampisilin

Ampisilin (Sigma-Aldrich) stok ¢ozeltisi 1000X konsantrasyonunda hazirlanmistir. 0,4 g
ampisilin 8 ml distile su igerisinde ¢dziindiirtildiikten sonra, 0,22pum por ¢apindaki membran
filtreden geg¢irilmis ve dnceden sterilize edilmis mikrofiij tliplerine dagitilmistir. Stok
cozeltisi -20°C’de saklanmistir. Antibiyotik, test ortaminda 10 pg/ml konsantrasyonunda

kullanilmistir.

4.1.3.4. Nalidiksik asit

Nalidiksik asit (Sigma-Aldrich) stok ¢ozeltisi 1000X konsantrasyonunda hazirlanmstir.
0,30 g nalidiksik asit 10 ml distile su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra, 0,22um por
capindaki membran filtreden gegirilmis ve Onceden sterilize edilmis mikrofiij tiiplerine
dagitilmistir. Stok ¢ozelti -20°C’de saklanmistir. Antibiyotik, test ortaminda 30 pg/ml

konsantrasyonunda kullanilmistir.

4.1.3.5. Proteinaz K

Proteinaz K enzimi (Sigma-Aldrich) 1000X konsantrasyonunda hazirlanmistir. 0,10 g
proteinaz K, 10 ml distile su igerisinde ¢o6ziindiiriildiikten sonra, 0,22um por ¢apindaki
filtreden geg¢irilmis ve dnceden sterilize edilmis mikrofij tiiplerine dagitilmistir. Stok ¢ozelti

-20°C’de saklanmustir.
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4.1.3.6. RNaz A

RNaz A enzimi (Sigma-Aldrich) 1000X konsantrasyonunda hazirlanmistir. 0,10 g RNaz A,
10 ml distile su igerisinde c¢oziindiiriildiikten sonra, 0,22pm por c¢apindaki filtreden
gecirilmig ve onceden sterilize edilmis mikrofiij tiiplerine dagitilmistir. Antibiyotik stok

cozelti -20°C’de saklanmustir.

4.1.3.7. DNaz I

DNaz I enzimi (Sigma-Aldrich) ticari olarak saglanan 1000 U/ml konsantrasyonundan diliie

edilerek, test ortamlarinda 100 U/ml olacak sekilde kullanilmistir.

4.1.3.8. Benzonaz®

Benzonaz® enzimi (Sigma-Aldrich) ticari olarak saglanan 250 U/ul konsantrasyonundan

diliie edilerek, test ortamlarinda 2 U/ul olacak sekilde kullanilmugtir.

42. YONTEM

4.2.1. PLANKTONIK HUCRELERIN EDNA URETIiMIiNiN BELIRLENMESI

Calismada kullanilan bakteri kiiltiirleri 400 ml uygun besi ortamlarinda ve optimum {ireme
kosullarinda 24 saat siiresince gelistirilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler
coktiiriilmiis ve silipernatantta bulunan eDNA miktar1 Sl¢iilmiistiir. Bu islem kisaca su
sekilde gerceklestirilmistir: Steril 1,5 ml’lik mikrofiij tiiplerine alinan aktif kiiltiirlere
santrifiij uygulamasi ile hiicreler ¢oktiiriilmiis ve {ist s1vi1 steril bir mikrofiij tiipiine aktarilip,
50 ul fenol/kloroform/izoamil alkol ile karstirilmistir. Hassas bir sekilde karigmasi
saglandiktan sonra 10 dk. 12000 rpm’de santrifiij islemi uygulanmis ve 700 pl iist sivi, 70
pl NaCl (2,5 M) ve 1400 pl etanol (%96) karistirilarak -20°C’ de bir gece bekletilmistir.
Ertesi giin, santrifiij uygulamasi (4°C, 12000 rpm, 25 dk.) ile DNA ¢oktiiriilmiis ve vakumlu
santrifiij cihazinda (Thermo Fisher Scientific, DNA SpeedVac System) 43°C’ de 3 dk.

stiresince kurutulmustur. Kurutulan ¢okelti 100 ul TE tamponu igerisinde ¢oziilmiistiir.

Calismamizda izole edilen biitiin eDNA Ornek konsantrasyonlari Quant-iT PicoGreen®
dsDNA reaktifi ile Olgiilmiistiir. Bu amagla 6rnekler taze hazirlanmig soliisyon ile
karigtirtlmis (1 pl PicoGreen boyasi 199 ul TE tampon igerisinde diliie edilmistir) ve DNA

ornegi ile 1:1 oraninda karistirildiktan sonra eDNA konsantrasyonu spektrofotometrede
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Ol¢lilmiistlir. Farkli zaman araliklarinda iiretilen eDNA miktarmin optimal tayini i¢in, E.

faecalis drnekleri ile 2 paralel 3 tekrar olacak sekilde calisilmistir (118).

Planktonik hiicreler tarafindan tiretilen eDNA 6rnekleri iizerine gesitli enzimlerin etkilerinin
arastirilmasi ¢alismalarinin gergeklestirilmesi amaci ile planktonik hiicrelerin iirettigi
eDNA, fenol:kloroform ¢oktiirmesi yontemi ile izole edilmistir. Kisaca; uygun besi
ortamlar1 kullanilarak 37°C’ de bir gece gelistirilen kiiltiirler ¢coktiiriildiikten sonra (12000
rpm, 15 dk.) {ist faza kloroform/izoamil alkol ve fenol/kloroform/izoamil alkol ilaveleri
yapilarak her ilave sonrasi santrifiij basamaklar1 gerceklestirilmistir. Ardindan, izopropanol
ilave edilen tiipler beyaz ¢okelti olusuncaya kadar karistirilmis ve 20 dakika stiresince -
20°C’de inkiibe edilmistir. 12000 rpm’de 5 dk. santrifiij islemini takiben st sivi
uzaklagtirilmis ve %70’lik etanolden 350 pl ilave edilerek 12000 rpm’de 5 dk. santrifiij
islemi uygulanmstir. Ust siv1 dikkatli bir sekilde ortamdan uzaklastirilmis ve hiicre dist
DNA olmast muhtemel Ornekler oda sicakliginda kurutulmustur. Son asamada DNA
cokeltisi 100 pl TE tampon igerisinde ¢oziilmiis ve calisilana kadar -20°C’de muhafaza
edilmigtir (119).

4.2.2. PLANKTONIK HUCRELERDEN GENOMIK DNA iZOLASYONU

Aktif bakteri kiiltiirlerinden, uygun gelisme ortamlarina %1 oraninda inokiilasyon yapilmis
ve 37°C’ de statik kosullarda bir gece inkiibasyona birakilmistir. Bu siire bitiminde 6rnekler
15 mI’lik falkon tiiplere alinarak 6000 rpm’de 20 dakika santrifiij islemine tabi tutulmustur.
Santriflij isleminden sonra iist sivi dokiilmiis ve ¢okelti 500ul TE tampon igerisinde
pipetleme yapilmak suretiyle iyice ¢oziilerek, 14000 rpm’de 1 dk. santrifiij edilmistir. Ust
stvi dokiildiikten sonra, ¢okelti 500ul SET tampon igerisinde ¢oziilmiis ve lizerine 50ul
lizozim eklenerek 37°C’ de 30 dakika su banyosunda inkiibasyona birakilmigtir. Hiicre
stispansiyonu iki mikrosantrifiij tiipiine boliinerek her tiipe ayr1 ayri1 200ul TE tamponu ve
30ul SDS (%20) eklenmistir. Bu asamada elde birka¢ kez nazikce alt-list edilen
siispansiyona, 100ul 5M NaCl eklenmis ve hemen karistirilmistir. Ardindan tiiplerin igindeki
sispansiyon miktari ile esit hacimde (~500ul) fenol eklenerek emiilsiyon olusana kadar iyice
karistirilmistir. Ortam 12000 rpm’ de +4°C” de 15 dk. santrifiij edilmis ve fazlarin ayrilmast
saglanmugtir. Ust faz steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarildiktan sonra, her bir tiipe esit
hacimde (~500pl) kloroform/izoamil alkol eklenerek nazik¢e karigtirilmig ve 12000 rpm’ de
15 dk. +4°C’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda olusan iist faz toplanmis ve 2 kati

kadar hacimde soguk etanol (%96) eklenerek yeniden 14000 rpm’ de +4°C’ de 15 dk.
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santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra etanol dokiilmiis, oda sicakliginda kurutulan ¢okelti
100 ul TE tamponda ¢oziilmiistiir. izole edilen genomik DNA’larin kontrolii %1 oraninda
agaroz iceren jeller kullanilarak gerceklestirilen elektroforez basamaginin ardindan, jellerin

EtBr ile boyamas1 ve UV 151k altinda goriintiilenmesi suretiyle gerceklestirilmistir (120).

4.2.3. BAKTERILERIN BiYOFIiLM URETIM DUZEYLERININ VE BiYOFiLM
YAPISINDA BULUNAN EDNA MiKTARININ BELIRLENMESI

E. faecalis suslan tarafindan {iiretilen biyofilm ve eDNA miktarinin tayini, 96-kuyulu
polistiren plakalar kullanilarak gerceklestirilmistir (118). Bir gece boyunca uygun
besiyerinde gelistirilen kiiltiirlerden, bakteri son konsantrasyonu ODs¢s= 0,07 ABS olacak
sekilde TSB besiyerinde diliisyonlar hazirlanmig ve ardindan bu ortamlar, biyofilm olusumu
icin inkiibasyona tabi tutulmustur. Uretilen biyofilm ve eDNA miktarlarinin belirlenmesi
amaci ile 4, 12 ve 24. saatlerde spektrofotometrik 6l¢iimler gergeklestirilmistir. Calisilan 96
kuyulu plaka diizenlenmesi her 6rnek ve her zaman dilimi i¢in 3 tekrar olacak sekilde
ayarlanmig ve eDNA o6l¢iimleri i¢in 3, biyofilm 6l¢iimleri i¢in ise 5 kuyu ayrilmistir. Bu
amagla hem biyofilm hem de iiretilen eDNA miktarinin hesaplanmasi ¢alismalarinda, ilk
olarak kuyulardaki siipernatant uzaklagtirilmis, biyofilm yapis1 PBS ile yikanmis ve biyofilm
Ol¢limiinde kullanilan kuyular 1 saat oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Ortamda
bulunan eDNA’nin hesaplanmasi amaci ile kuyulara 100 pl TE tampon ve ardindan 100 pl
taze hazirlanmis PicoGreen soliisyonu aktarilmis ve pipetlemek suretiyle karigtirilmigtir.
Floresan 1sima okunmadan once (Wallace Victor 3, 1420 Multicolor, PerkinElmer)
PicoGreen soliisyonu iceren kuyular karanlik ortamda ve oda sicakliginda 3-5 dk. inkiibe
edilmigtir. Her c¢alisma ic¢in standart egri olusturmak amaci ile Lambda (A) DNA
kullanilmistir. Standart egri grafigi olusturulurken kit {iriinii olan 100 pg/ml lambda DNA
yine kit iiriinii olan TE tampon ile 2 pg/ml’ye seyreltildikten sonra, standart egri olusturmak

icin Cizelge 4.13°de belirtilen konsantrasyonlara seyreltilmistir.
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Cizelge 4.13. Standart egri grafigi olusturmak amaciyla kullanilan ADNA diliisyonlar1

Kullamilan A DNA Miktar1 | Kullanilan TE Miktar1 | Hedef Konsantrasyon
1000 pl 0 1 pg/ml

100 pl 900 pl 100 ng/ml

10 pl 990 ul 10 ng/ml

1 ul 999 ul 1 ng/ml

0 1000 pl Kontrol

Her bir konsantrasyon 3 paralel 3 tekrar olacak sekilde ADNA 1:1 oraninda PicoGreen
soliisyonu ile belirtilen bi¢imde muamele edilerek PerkinElmer cihazi ile 6lgiilmiis, RFU
degerleri elde edilmis, standart egri grafigi olusturulmus ve izole edilen eDNA

konsantrasyonlar1 asagidaki grafik kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 4.1.).

ADNA Standart Egrisi
600000
Ex=480 nm
wn
£>00000 y = 479,18x+ 3895,4
=
3400000
c
Q
Q
172}
9300000
o
= Standart Egrisi
200000 , , .
; """""" Dogrusal (Standart Egrisi)
2100000
0
200 0 200 400 600 800 1000 1200 DNA
ng/ml

Sekil 4.1. izole edilen eDNA konsantrasyonlarinin belirlenmesinde referans alman ADNA

standart egri grafigi

Biyofilm miktarmin 6l¢iilmesinde ise kristal viyole boyamasindan yararlanilmistir (121).
Kuyulardaki st sivinin uzaklastirilmasinin ardindan, tutunmayan veya zayif tutunan

hiicrelerin uzaklastirilmasi amaci ile kuyular iki defa 200 ul PBS ile yikanmis ve biyofilm
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yapist 60°C’de 1 saat boyunca kurumaya birakilmistir. Inkiibasyondan sonra kuyularda
bulunan biyofilm yapilarinin fikse edilmesi amaci ile kuyulara 200 pl metanol (%95) ilave
edilerek 20 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Fiksasyon asamasinin
ardindan kuyulara 200 pl kristal viyole ¢ozeltisi eklenerek 15 dk. boyunca oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi bitiminde kuyular 3 defa 300 pl steril su ile ytkanmig
ve kuyularda kalan kristal viyole boyas1t 200 pul glasiyel asetik asit (%33) ile muamele
edildikten sonra, optik yogunluklari (ODsgs nm) dl¢lilmiistiir. Biyofilm tiretim 6zellikleri her
sus icin yapilan Slglimler sonucunda elde edilen OD degerlerine gore tanimlanmustir:
ODs95<0.120  biyofilm iiretmeyen, 0.120<ODs95<0.240 zayif biyofilm iireticisi,
ODs95>0.240 ise gliclii biyofilm {ireticisi olarak degerlendirilmistir. Biyofilm {iretim

diizeylerinin belirlenme ¢aligmalar1 3 paralel 2 tekrar olacak sekilde yapilmstir.

4.2.4. BIYOFILM YAPILARI UZERINE ANTIBIiYOTIKLERIN, BENZONAZ’IN
VE DNAZ I ENZiMINiN ETKIiSiNiN BELIRLENMESI

Calismada kullanilan E. faecalis Orneklerinin  olusturdugu biyofilm yapilarina
antibiyotiklerin ve enzimlerin etkilerinin belirlenmesi amaci ile gerceklestirilen bu
caligmada, suslarin biyofilm iiretimi daha once aciklandigi sekilde 96 kuyulu polistiren
plakalar kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan antibiyotikler ve enzimler
kuyulara eklenirken son hacim 200 pl olacak sekilde hesaplamalar yapilmistir. Negatif
kontrol kuyulari ise sadece steril PBS ile muamele edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonrasinda elde edilen sonuglar incelendiginde, PBS ortaminin ajan ve enzimlerin biyofilm
yapilar iizerine etkilerinin arastirilmasi i¢in uygun bir ¢dziicii olmadig1 belirlenmistir.
Ardindan ayni denemeler steril ddH,O ile denendiginde de benzer sonuglarla karsilasilmisg
ve tim ajanlarin uygun besiyeri icerisinde diliie edilerek biyofilm yapilarina muamele
edilmesine karar verilmistir. Kontrol kuyular1 ise yalnizca steril besiyeri ile muamele
edilmistir. Biyofilm denemeleri i¢in E. faecalis 6rnekleri 37°C’ de 4, 12 ve 24 saat
inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon siiresi bitiminde mikropipet yardimu ile kuyulardaki
iist s1v1 dikkatlice uzaklastirilmistir. Tutunmayan bakterilerin uzaklagtirilmasi amaci ile her
kuyunun steril besiyeri ile yikanmasinin ardindan, kuyulara 200 pl uygun antibiyotik, DNaz
I, Benzonaz ya da antibiyotik+DNaz I, antibiyotik+Benzonaz soliisyonlari ilave edilerek
37°C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun bitiminde, kuyularda bulunan
soliisyonlar mikropipet yardimai ile uzaklastirilmis ve kuyu icerigi 200 pl besiyeri igerisinde
coziildiikten sonra, PBS igerisinde seri diliisyonlar1 yapilarak uygun besi ortamlarina 10’ar

pl damlatilmigtir. 37°C’de 18 saat inkiibasyonun ardindan olusan koloniler sayilmak
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suretiyle CFU (kob=koloni olusturma birimi) hesaplamalar1 yapilmistir. Her bir deneme en
az 3 paralel ve iki tekrar olacak sekilde gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglarin
ortalamalar1 alinarak degerlendirme yapilmistir. Bu ¢alismada hicbir ajan ile muamele
edilmemis biyofilm yapisindan gerceklestirilen CFU hesaplamalar1 kontrol olarak

kullanilmistir.

Temel prensipte bu yontem, 96 kuyulu plakalarda gelistirdigimiz biyofilmlerin
inkiibasyonundan sonra, sadece yiizeye tutunmus hiicreleri elde etmek amaciyla, kuyular 1X
PBS ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra kuyulara 200 pl steril 1X PBS eklenmis ve
bakteri hiicreleri kazinmistir. Biyofilm yapist kuyulardan kazindiktan sonra 6n ¢aligmalarda
belirlenmis oranda seri diliisyonlar1 yapilmaktadir. Seri dillisyonlardan sonra Ornekler
damlatma ydntemiyle kati besi yerleri iizerine damlatilmistir. inkiibasyondan sonra gelisen

hiicrelerin bekletmeden sayimi yapilmistir.

Kullandigimiz yontemde ardisik iki diliisyondan yapilan ekim sonuglarindan hareketle ve
agirlikl aritmetik ortalama ile drnekteki koloni sayist hesaplanmaktadir. Bu hesaplamada

kullanilan formiil;

N=C/[V (n + 0,1 X ny) X d] seklindedir ve 3-300 arasindaki koloni sayimlar1 dikkate

alinmaktadir.

Bu formiildeki 6gelerin anlamlar1 su sekildedir;

N: Damlatilan 6rnekteki mikroorganizma sayisi

C: Sayimi yapilan tiim agar plakalarindaki toplam koloni sayis1

V: Damlatilan 6rnegin hacmi

n;: ilk diliisyondan yapilan sayimlarda sayim yapilan agar plakalari adedi

n,: Ikinci diliisyondan yapilan sayimlarda sayim yapilan agar plakalarm adedi

d: Sayimin yapildig1 ardisik 2 seyreltiden daha konsantre olanin seyreltme oranidir (122).

4.2.5. BiYOFIiLM YAPISINDAN EDNA’NIN iZOLASYONU

E. faecalis 6rnekleri tarafindan iiretilen biyofilm yapisindaki eDNA’nin izole edilmesi ve
miktarinin hesaplanmasi amaci ile, bakteri drneklerinin biyofilm tiretimleri 35-mm ¢aph
Petri plakalarinda gerceklestirilmistir. Bu amacla bakteri 6rnekleri uygun besi ortami ve

inkiibasyon sicakliklarinda bir gece gelistirildikten sonra, 35-mm ¢apindaki Petri plakalarina
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7.5 CFU/ml bakteri olacak sekilde inokiile edilmis ve 37°C’ de 4, 12 ve 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde iist s1v1 ortamdan uzaklastirilmis, biyofilm yapisi
3 defa steril PBS ile nazik¢e yikanmigtir. Petri plagi igerisinde bulunan biyofilm yapisi, 500
ul PBS igerisinde pipet yardimiyla ¢oziildiikten sonra, icerisinde ii¢ adet steril cam boncuk
bulunan steril cam tiiplere aktarilarak manyetik karigtirma uygulamasi ile bakteri
hiicrelerinin gomiilii olduklar1 hiicre dist matriksten ayrilmast ve matriks yapisinin
parcalanarak eDNA’larin ortama salinmasi saglanmistir. Bu siispansiyon 45 um por ¢apl
membran filtreden gegirilerek bakteri hiicrelerinin uzaklastirilmasi saglandiktan sonra, daha
once Maniatis vd., (1982) tarafindan uygulanan fenol:kloroform ¢oktiirmesi ile eDNA
izolasyonu “Planktonik hiicrelerden eDNA izolasyonu” kisminda aciklandigi gibi
gerceklestirilmistir (123). izole edilen eDNA &rnekleri agaroz jel elektroforezi ile

goriintiilenmeye calisilmis, izolasyonun basarisi PicoGreen 6l¢iimii ile dogrulanmustir.

4.2.6. iZOLE EDILEN NUKLEIK ASITLERIN DNAZ I, RNAZ, BENZONAZ VE
PROTEINAZ K iILE MUAMELESI

Fenol:kloroform uygulamasi ile ¢oktiiriilen niikleik asitler; DNaz I (son konsantrasyonu 100
U/ml), RNaz A (son konsantrasyonu 20 pg/ml), Proteinaz K (son konsantrasyonu 20 pg/ml)
ve Benzonaz ile muamele edilmistir. Benzonaz boyle bir ¢alismada ilk defa denenecegi igin
son konsantrasyon miktar1 6n denemelerimiz sonucunda belirlenmistir. Bu amagla niikleik
asitler son konsantrasyonu 1U/pul ve 2 U/ul Benzonaz ile muamele edilmistir. Sonuglara
bakildiginda, 2 U/ul konsantrasyonunda enzim uygulamasmin 1 U/pl konsantrasyonunda
enzim uygulamasina gore daha etkili oldugu saptanmistir. Bu sebeple calismamiza 2 U/pl
konsantrasyonunda Benzonaz kullanilarak devam edilmistir. S6z konusu enzimler ile
muamele edilmeden Once, farkli konsantrasyonlardaki DNA orneklerinin enzimlere karsi
verecegi yanit1 gdozlemlemek amaciyla, izole edilen niikleik asitler 20, 50, 100 pg/ml olacak
sekilde diliie edilmistir. Enzim uygulamasinin, enzim uygulanmis ve enzim uygulanmamis
niikleik asitler ile karsilastirilmast %0,7 oraninda agaroz igeren jelde gerceklestirilmistir.
Ancak izole edilen niikleik asitlerin agaroz jel sistemlerinde goriintiilenmesi denemeleri
defalarca tekrarlanmis ve ne yazik ki ¢ok azinda sonu¢ elde edilmistir. Literatiir
incelendiginde arastirmacilarin neredeyse tamaminin PicoGreen ol¢iimii ile niikleik asit
miktarmin tayini seklinde s6z konusu denemeyi gergeklestirdigi belirlenmis (118,124-126)
ve bu nedenle bizim ¢alismamizda da enzim muamelelerinin niikleik asitlere etkisi Boliim

4.2.1.°de acgikladigimiz sekilde PicoGreen Ol¢limleri ile tanimlanmustir.
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42.7. ENZIM MUAMELESINE TABi TUTULAN NUKLEIK ASITLERIN
BiYOFIiLM YAPISINA ETKISININ BELIRLENMESI

Bir 6nceki basamakta 20, 50 ve 100 png/ml olarak diliie edilmis ve enzim uygulanmis niikleik
asitler, biyofilm olusumunun t; aninda biyofilm yapisina eklenmistir. Bu ¢alisma su sekilde
gerceklestirilmigtir:  Bir gecelik aktif E. faecalis Orneklerinden Bolim 4.2.3’te
aciklandigimiz sekilde biyofilm denemeleri kurulmustur. Bu denemede ¢esitli enzimler
uygulanmis niikleik asitlerin biyofilm denemelerini ger¢eklestirdigimiz 96 kuyulu mikrotitre
plakalarina eklenmesi ise Onceden yapilan denemeler sonucunda belirledigimiz 10 pl
hacminde gergeklestirilmistir. Biyofilm yapilarinin olusumu i¢in, 37°C’de 24 ve 48 saat
siiresince inkiibasyon islemi yapilmistir. inkiibasyon siiresi bitiminde daha &nce belirttigimiz
sekilde, tutunmayan bakteriler yikama ile uzaklastirilip kristal viyole boyasi ile boyanmig ve
spektrofotometrik Ol¢iimler (ODsgs nm) yapilarak enzimlerle muamele edilmis niikleik

asitlerin biyofilm iiretimi iizerine etkileri belirlenmistir (84).

4.2.8. ISTATISTIKI ANALIiZLER

Istatistiki analizlerde, kendi deney semamizi olusturmamiza ve farkli gruplarm birbiriyle
karsilastirilmasmi  modelleyebilmemize olanak saglamasi nedeniyle, R Istatistik

yazilimindan yararlanilmistir (127).

Calismamizda yer alan bagimsiz degiskenler ¢ok sayida grup icerdiginden, deneyler
sonucunda elde edilen verilerin dogrulugu Varyans analizi (ANOVA) testiyle incelenmistir.
Anlamli bulunan gruplar arasindaki degerlendirmeler Tukey’in Dogruluk Onemi Testi’ne

gore yapilmstir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. PLANKTONIK HUCRELERIN EDNA URETIMININ BELIRLENMESI

Bu caligmada biyofilm yapisina katilmayan planktonik hiicrelerin ortama saldig1 hiicre dist
DNA’larin (eDNA) miktarlarinin hesaplanmasi; Lambda DNA diliisyonlar ile olusturulan
standart egri grafiklerine, PicoGreen isaretlemesiyle elde edilen RFU degerlerinin
uygulanmasi suretiyle gerceklestirilmigtir. Denemeler sonucunda, E. faecalis izolatlarindan
zayif iiretici oldugunu bilinen ATCC 29212 susundan diger Enterekok izolatlarina gére daha
az, maksimum biyofilm iiretimi yapan klinik kokenli E. faecalis 114 sugundan ise daha fazla

miktarda eDNA izole edildigi belirlenmistir (Sekil 5.1.).

E. faecalis Suslarinin Plantonik Hiicrelerinden eDNA izolasyonu

400

350

300
250
200
ng/pl
150
100
50
0
74 114
205 296

ng/ul

ATCC 29212 ATCC OG1RF

ng/uL 103 248

Sekil 5.1. E. faecalis suslarmin planktonik formlarinin iirettigi eDNA miktarlari

5.2. PLANKTONIK HUCRELERDEN GDNA iZOLASYONU

Saflastirilan niikleik asitlerin kontrolii, TBE ¢6zeltisi ile hazirlanan %1' lik agaroz jelde, 100
V sabit elektrik akiminda 1 saat siireyle 6rneklerin elektroforez islemine tabi tutulmasi sureti
ile yapilmistir. Elektroforez islemi sonrasinda DNA bantlari, 0,2 pg/ml etidyum bromid
(Sigma Chem. Co. USA) igeren tampon icerisinde 30 dakika boyanmistir. Boyama islemi
bitiminde jeller, 366 nm dalga boyunda ultraviyole (UV) 1sikta incelenmis ve Syngene
GeneGenius Gel Imaging System kullanilarak fotograflart alinmistir. Molekdiler biiyiikliik
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tespiti, 1 kb molekiiler DNA standartt (Solis BioDyne, Estonia) kullanilarak
gergeklestirilmistir (Sekil 5.2.). E. faecalis suslarindan basarili bir sekilde genomik DNA

izolasyonu gerceklestigi, agaroz jellerin goriintiilenmesi sonucu belirlenmistir (Sekil 5.3.).

bp  ng10ul
—10000 80
—8000 80
—6000 80
—5000 80
—4000 80
—3000 120
—2500 123
—2000 81
—1500 73
—1000 41
—700 57
—500 61
—300 44

Sekil 5.2. 1 kb marker i¢in referans alinan bant biiyiikliikleri (128)
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Sekil 5.3. E. faecalis suglarinin genomik DNA’larinin agaroz jel goriintiisii

5.3. BIYOFIiLM URETIMININ VE BiYOFILM YAPISINDA BULUNAN EDNA
MIKTARININ BELIRLENMESI

5.3.1. BIYOFIiLM URETIiM MIKTARININ BELIiRLENMESI

Enterokok suslarinin farkli inkiibasyon stirelerinde {irettikleri biyofilm diizeylerinin
belirlenmesinde OD degerleri esas alinarak izolatlar “iiretici olmayan, zayif iiretici ve gii¢li
biyofilm iireticisi” seklinde gruplandirilmigtir. ODs95<0.120 biyofilm iiretmeyen, 0.120
<0Ds95<0.240 zayif biyofilm iireticisi, ODs9s>0.240 ise giiglii biyofilm iireticisi bakteri

ornekleri olarak degerlendirilmistir (129).

Elde ettigimiz degerler yorumlandiginda, ¢aligmamizda kullanilan tiim Enterokok suslarin
biyofilm tiretim ozelliklerinin zamana bagli olarak degisim gosterdigi ve inkiibasyon
siiresine bagl olarak en Onemli farklanmanin kontrol susu E. faecalis ATCC OGIRF

susunda ortaya ¢iktig1 saptanmistir (Sekil 5.4.).
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E. faecalis ATCC OGIREF susu 4 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda ODsos= 0.329 diizeyinde
biyofilm iiretirken, inkiibasyon siiresi 24 saate uzatildiginda, biyofilm tiretimi ODs95=1.008
diizeyine yiikselmis, yani zayif diizeyde biyofilm iireticisiyken yiiksek diizeyde biyofilm

iireticisi haline gelmistir.

Denemede kullanilan enterokok suslari birbiri ile kiyaslandiginda ise, klinik kokenli E.
faecalis 114 susunun biyofilm iiretim miktarinin test edilen diger Enterokok suslarinin

iiclinden de daha yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir (Sekil 5.4.).

E. faecalis Suglarinin Biyofilm Uretim Diizeyleri

2,500

2,000

1,500
W4H
12H
1,000
m24H
0,500

0,000
74 114 ATCC OG1RF
H4H 1,101 1,413 0,697 0,329

Biyofilm OD595 Degeri

12H 1,290 1,94 0,869 1,326
W24H 1,265 1,72 0,758 1,008

Sekil 5.4. E. faecalis suslarmin farkli inkiibasyon siirelerinde olusturduklari biyofilm

miktarlarinin spektrofotometrik 6l¢iim sonuglar

5.3.2. BIYOFIiLM YAPILARINDAKI EDNA MiKTARININ BELIRLENMESI

Farkli inkiibasyon siirelerinde 96 kuyulu mikrotitre plakalarinda gelistirilen biyofilm
yapisinda bulunan eDNA miktariin belirlenmesi i¢in; 4, 12 ve 24 saat inkiibasyon sonucu
olusan biyofilmler PicoGreen floresan igaretleme yontemiyle boyanarak, eDNA miktarlar
Ol¢iilmiigtiir. Bu calismalar sonucunda, E. faecalis suslarmin olusturdugu biyofilmlerdeki
eDNA diizeylerinin hem miktar agisindan hem de optimum eDNA salim zamani agisindan
farklilik gosterdigi saptanmustir.

Enterokok suslar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda, her sus i¢in maksimum diizeyde eDNA

izolasyonunun gerceklestirildigi zaman dilimi farklilik gdstermistir. Incelenen dort drnek
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arasinda en yiiksek eDNA miktar1, 114 kodlu susun 12 saatlik biyofilm yapisinda tespit
edilmistir (Sekil 5.5- 5.8.).

E. faecalis 74

250
200
150
=
&
< 100 m74
50
0
4h 12h 24h
m74 108,35 230,27 224,45

Sekil 5.5. E. faecalis 74 susunun farkli inkiibasyon siirelerinde olusturdugu biyofilm
yapisindaki eDNA miktarlari

E. faecalis 114
350
300
250

200

ng/ul

150 w114
100

50

0
4h 12h 24h

H114 120,22 286,98 249,76

Sekil 5.6. E. faecalis 114 susunun farkli inkiibasyon siirelerinde olusturdugu biyofilm
yapisindaki eDNA miktarlari
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E. faecalis ATCC 29212

100
90
80
70
60

50
20 B ATCC 29212

ng/ul

30
20
10

0
4h 12h 24h

BATCC 29212 89,56 85,67 71,56

Sekil 5.7. E. faecalis ATCC 29212 susunun farkli inkiibasyon siirelerinde olusturdugu
biyofilm yapisindaki eDNA miktarlari

E. faecalis OG1RF

250

200

150
=
=)
= 100 B ATCC OG1RF

50
4h 12h 24h

B ATCC OG1RF 39,39 201,8 183,45

Sekil 5.8. E. faecalis OG1RF susunun farkli inkiibasyon siirelerinde olusturdugu biyofilm
yapisindaki eDNA miktarlari
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5.4. BIYOFILM YAPILARI UZERINE ANTIBIYOTIKLERIN, BENZONAZ VE
DNAZ 1 ENZIMLERININ VE BU ENZIMLERIN ANTiBIYOTIKLERLE
OLUSTURULAN KOMBINASYONLARININ ETKILERININ BELIRLENMESI

5.4.1. BIYOFIiLM YAPILARI UZERINE ANTIiBiYOTIiKLERIN ETKIiSI

Bu calismada, E. faecalis ornekleri 4, 12 ve 24 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda
olusturduklar1 biyofilm yapilari lizerinde geleneksel antibiyotiklerin (kanamisin, tetrasiklin,

nalidiksik asit ve ampisilin) etkileri arastirilmistir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda, 74 kodlu E. faecalis susunun 4 ve 24 saatlik biyofilmleri
tizerine en yliksek diizeyde etkiye sahip olan antibiyotik ampisilin olarak belirlenmistir.
Tetrasiklinin de olgun biyofilm yapisina ampisiline yakin bir etki gosterdigi tespit edilmistir.
Kanamisin ve nalidiksik asit ise test edilen susun biyofilm yapilarinda eradikasyona sebep
olmamis, aksine, 6zellikle kanamisin biyofilm yapisinin gelisimini tesvik etmistir (Sekil

5.9.-Sekil 5.11.).

74 kodlu susun 12 saatlik biyofilm yapisi lizerine en etkili antibiyotik yine ampisilin olurken,
nalidiksik asitin biyofilm iizerine eradikasyon etkisinin olmamasinin yan sira, az da olsa
biyofilm gelisimine olumlu katkida bulundugu belirlenmistir. Kanamisin ve tetrasiklin

antibiyotikleri de biyofilm yapisi iizerinde eradikasyon etkisi gostermemistir (Sekil 5.10.).
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E. faecalis 74 Susu

5,00E+07
4,50E+07

4,00E+07

3,50E+07
3,00E+07
2,50E407
2,00E+07 " ah
1,50E+07
1,00E+07
5,00E+06
AN TET

0,00E+00
K NLX AMP NK

kob/ml

4h 4,10E+07 1,41E+07 3,09E+07 7,21E+06 2,37E+07

Sekil 5.9. E. faecalis 74 susu tarafindan 4 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesi iizerine antibiyotiklerin etkileri

E. faecalis 74 Susu

3,00E+07
2,50E+07
2,00E+07
_\.E 1,50E+07 B}
S 12h
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00
KAN TET NLX AMP NK
12h 1,20E+07 1,12E+07 2,44E+07 1,04E+07 2,23E+07

Sekil 5.10. E. faecalis 74 susu tarafindan 12 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesi iizerine antibiyotiklerin etkileri
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E. faecalis 74 Susu
4,50E+07

4,00E+07

3,50E+07
3,00E+07
2,50E+07
2,00E+07 ® 5
1,50E+07
1,00E+07
5,00E+06
KAN TET NLX AMP NK

0,00E+00

kob/ml

24h 3,37E+07 1,17E+07 3,45E+07 1,08E+07 1,65E+07

Sekil 5.11. E. faecalis 74 susu tarafindan 24 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesi iizerine antibiyotiklerin etkileri

E. faecalis 74 susunun biyofilm yapilari iizerine test edilen dort antibiyotigin etkisini, tiim
inkiibasyon siirelerini géz 6niinde bulundurarak 6zetleyecek olursak, en etkili antibiyotik ilk
sirada ampisilin, ikinci sirada tetrasiklin olmustur. Kanamisin ve nalidiksik asit ise bu susun

biyofilm yapilari ile miicadelede etkin ajanlar olmadig1 tespit edilmistir.

114 kodlu E. faecalis susunu 4 ve 12 saatlik biyofilmlerinde antibiyotiklerin eradikasyon
etkileri incelendiginde, en etkili antibiyotigin bu susta da yine ampisilin oldugu goriilmiistiir.
Her iki farkli inkiibasyon siiresi sonunda olusan biyofilm yapist iizerinde kanamisinin
neredeyse hicbir degisiklie neden olmadigi, nalidiksik asit antibiyotiginin ise biyofilm
miktarint arttirdigr belirlenmistir. 24 saatlik biyofilmin iizerine yapilan antibiyotik
uygulamalarinda ise en etkili antibiyotikler tetrasiklin ve ampisilin olurken, kanamisin ve
nalidiksik asidin biyofilm gelisimini arttirdigi, ancak bu artisin istatistiki agidan anlamli

olmadig1 saptanmistir (Sekil 5.12.-5.14.).
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E. faecalis 114 Susu

4,50E+07
4,00E+07
3,50E+07

3,00E+07

2,50E+07
2,00E+07 m4h
1,50E+07
1,00E+07
5,00E+06
KAN TET NLX AMP NK

kob/ml

0,00E+00

H4h 2,16E+07 1,84E+07 3,61E+07 9,56E+06 2,29E+07

Sekil 5.12. E. faecalis 114 susu tarafindan 4 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesi iizerine antibiyotiklerin etkileri

E. faecalis 114 Susu

4,00E+07
3,50E+07
3,00E+07

2,50E+07

2,00E+07
H12h
1,50E+07
1,00E+07
5,00E+06
KAN TET NLX AMP NK

kob/ml

0,00E+00

H12h 1,83E+07 1,64E+07 3,07E+07 1,05E+07 1,56E+07

Sekil 5.13. E. faecalis 114 susu tarafindan 12 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesi iizerine antibiyotiklerin etkileri
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E. faecalis 114 Susu

5,00E+07

4,50E+07

4,00E+07

3,50E+07

3,00E+07
§ 2,50E+07
,8 H24h
=4 2,00E+07

1,50E+07

1,00E+07

5,00E+06

0,00E+00

KAN TET NLX AMP NK
H24h 3,84E407 9,43E+06 3,57E+07 1,28E+07 2,81E+07

Sekil 5.14. E. faecalis 114 susu tarafindan 24 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesi iizerine antibiyotiklerin etkileri

ATCC 29212 kodlu kontrol grubu E. faecalis susunun 4 ve 24 saatlik biyofilmlerinde
uygulanan antibiyotiklerin eradikasyon etkileri incelendiginde, en etkili antibiyotik, test
edilen diger suslarda oldugu gibi yine ampisilin olmustur. Diger yandan 24 saatlik
biyofilmde nalidiksik asit uygulamasi ile biyofilm gelisiminin tesvik edildigi, biyokiitle
artisinin tanimlanmasi suretiyle tespit edilmistir (Sekil 5.15.- Sekil 5.17.).
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E. faecalis ATCC 29212 Susu

5,00E+07
4,50E+07
4,00E+07
3,50E+07
3,00E+07

2,50E+07

kob/ml

2,00E+07
1,50E+07

1,00E+07

5,00E+06 . -

0.006+00 KAN TET NLX AMP NK
HAh 2,20E+07 9,23E+06 2,93E+07 3,50E+06 4,28E+07

Sekil 5.15. E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan 4 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesi {izerine antibiyotiklerin etkileri

E. faecalis ATCC 29212 kodlu susunun 12 saat inkiibasyon sonunda tirettigi biyofilm yapist
izerine eradikasyon etkisi gdsteren iki antibiyotik, diger enterokok drneklerinde oldugu gibi
sirastyla ampisilin ve tetrasiklin olarak belirlense de bu sustaki etki diizeyleri daha
oncekilere oranla ¢ok diislik olarak saptanmaistir. 12 saatlik biyofilm yapisinin, nalidiksik asit
ve kanamisin antibiyotikleri uygulandiginda yine diisiikk oranda da olsa inhibe edildigi

belirlenmistir (Sekil 5.16.).
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E. faecalis ATCC 29212 Susu

2,50E+07
2,00E+07
— 1,50E+07
g
~
e}
o
A H12h
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00
KAN TET NLX AMP NK
H12h  2,03E+07 1,38E+07 1,84E+07 1,33E+07 2,10E+07

Sekil 5.16. E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan 12 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesi {izerine antibiyotiklerin etkileri

E. faecalis ATCC 29212 Susu

4,50E+07
4,00E+07
3,50E+07
3,00E+07

2,50E+07

kob/ml

2,00E+07 H24h
1,50E+07

1,00E+07

5’00E+O6 - -
0,00E+00
KAN TET NLX AMP NK
HW24h 2,45E+07 7,54E+06 4,02E+07 6,26E+06 2,48E+07

Sekil 5.17. E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan 24 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesi {izerine antibiyotiklerin etkileri
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OGIRF kodlu kontrol grubu E. faecalis susunun 4 saatlik biyofilmine uygulanan
antibiyotiklerin eradikasyon etkileri incelendiginde, en etkili antibiyotik yine ampisilin
olarak belirlenmistir. Ancak 4 saatlik biyofilm iizerine kanamisin ve nalidiksik asit
antibiyotiklerinin biyofilm miktarmi arttirdigr goézlenmistir. Ayni sekilde 12 saatlik
biyofilmde kanamisin, 24 saatlik biyofilmlerde ise kanamisin, nalidiksik asit antibiyotikleri
ve daha onceki sonuglarimizdan farkli olarak, ampisilin antibiyotigi biyofilm miktarimni

arttirmistir (Sekil 5.18.- Sekil 5.20.).

E. faecalis ATCC OG1RF Susu
4,50E+07
4,00E+07
3,50E+07

3,00E+07

kob/ml

2,50E+07
2,00E+07 M 4h
1,50E+07

1,00E+07

5,00E+06 -

0,00E+00
KAN TET NLX AMP NK
HAah 4,05E+07 1,42E+07 3,68E+07 6,43E+06 2,92E+07

Sekil 5.18. E. faecalis ATCC OGIRF susu tarafindan 4 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesi {izerine antibiyotiklerin etkileri
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E. faecalis ATCC OG1RF Susu

2,00E+07
1,80E+07
1,60E+07
1,40E+07
_\.E 1,20E+07
=4 1,00E+07
E12h
8,00E+06
6,00E+06
4,00E+06
2,00E+06
0,00E+00
KAN TET NLX AMP NK
®i12h  1,80E+07 8,35E+06 1,50E+07 1,39E+07 1,72E+07

Sekil 5.19. E. faecalis ATCC OGIREF susu tarafindan 12 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesi {izerine antibiyotiklerin etkileri

E. faecalis ATCC OG1RF Susu

2,00E+07
1,80E+07
1,60E+07
1,40E+07
£ 1,20E407
S
~Z 1,00E+07
W24h
8,00E+06
6,00E+06
4,00E+06
2,00E+06
0,00E+00
KAN TET NLX AMP NK
M24h  1,75E+07 9,60E+06 1,46E+07 1,39E+07 1,12E+07

Sekil 5.20. E. faecalis ATCC OGIREF susu tarafindan 24 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesi {izerine antibiyotiklerin etkileri

67



5.4.2. BIYOFIiLM YAPILARI UZERINE BENZONAZ VE DNAZ ENZIMLERININ
VE BU ENZIMLERIN ANTIBIYOTIKLERLE OLUSTURULAN
KOMBINASYONLARININ ETKISi

Bu calismada, E. faecalis suslarmin 4, 12 ve 24 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda
olusturduklart biyofilm yapilarindaki canli hiicreler {izerine; DNaz I ve Benzonaz enzimleri
ile beraber geleneksel antibiyotiklerin (kanamisin, tetrasiklin, nalidiksik asit ve ampisilin)

etkisi aragtirilmigtir.

E. faecalis 74 susunun 4 saatlik biyofilm yapisi iizerine uygulanan enzim-antibiyotik
kombinasyonlarinin eradikasyon etkileri incelendiginde; en etkin eradikasyon etkisinin
DNaz I[+ampisilin kombinasyonunda gercgeklestigi belirlenmistir. Tek basina DNaz 1
uygulamasi ve DNaz [+tetrasiklin kombinasyonu da yine eradikasyon etkisine sahip olmakla
birlikte, daha diisiik diizeydedir. Nalidiksik asit ve kanamisinin DNaz I enzimi ile birlikte
uygulanmasi sonucunda ise istatistiki agidan 6nemli eradikasyon etkileri gdzlenmemistir

(Sekil 5.21.).

E.faecalis 74 Susu

3,50E+07
3,00E+07
2,50E+07
2,00E+07
E
)
© 1,50E+07
-
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00
DNazl KAN+DNAz | TET+DNAz| NLX+DNAz | AMP+DNAz |
H 4h 1,06E+07 2,45E+07 1,21E+07 2,73E+07 9,09E+06 2,87E+07

Sekil 5.21. E. faecalis 74 susu tarafindan 4 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesi tizerine DNaz [+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi
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74 kodlu E. faecalis susunun 12 saatlik biyofilminde en etkili eradikasyon DNaz [+ampisilin,
daha sonra DNaz [+tetrasiklin kombinasyonunda gézlenmistir. Nalidiksik asit ve kanamisin
antibiyotikleri ile yapilan enzim-antibiyotik kombinasyonlar1 da eradikasyona sebep
olurken, etkileri DNaz I+ampisilin kombinasyonuna gdre daha diisiik bulunmustur (Sekil

5.22.).

E.faecalis 74 Susu

3,00E+07

2,50E+07

2,00E+07
g
~
O
2 1,50€+07

m12h

1,00E+07

5,00E+06

0,00E+00

DNaz| KAN-+DNAZ | TET+DNAz| NLX+DNAz | AMP+DNAZ |
m12h  136E+07 1,64E+07 1,15E+07 2,00E+07 1,03E+07 2,45E+07

Sekil 5.22. E. faecalis 74 susu tarafindan 12 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesi tizerine DNaz I+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi

E. faecalis 74 susunun 24 saatlik biyofilminde en etkili eradikasyon DNaz I+tetrasiklin
antibiyotigi kombinasyonunda tespit edilmistir. DNaz I+kanamisin ve DNaz I+nalidiksik
asit kombinasyonlarinin ise biyofilm biyokiitlesini arttirdigt belirlenmistir. Son olarak;
sadece DNaz I ve DNaz [+ampisilin kombinasyonu, diisiikk oranda eradikasyona sebep

olmustur (Sekil 5.23.).
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E.faecalis 74 Susu

2,50E+07

2,00E+07

1,50E+07
£
He)
o) W 24h
“4 1,00E+07

5,00E+06

0,00E+00

DNaz| KAN+DNAZ | TET+DNAz| NLX+DNAz | AMP+DNAZ |
H 24h 1,33E+07 1,82E+07 1,06E+07 2,00E+07 1,33E+07 1,65E+O7

Sekil 5.23. E. faecalis 74 susu tarafindan 24 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesi tizerine DNaz [+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi

E. faecalis 114 susunun 4 saatlik biyofilminde en etkili eradikasyon yine DNaz [+tetrasiklin
antibiyotigi kombinasyonunda goriilmiistiir. DNaz [+ampisilin kombinasyonunda da bu
diizeyde olmamakla birlikte, etkin bir eradikasyonun gergeklestigi saptanmistir. DNaz I ve
DNaz I+kanamisin kombinasyonu, olgun biyofilm yapisinin bozulmasina diisiik diizeyde
katki saglamistir. DNaz I+nalidiksik asit antibiyotik kombinasyonunun ise 24 saatlik

biyofilm yapisinin bozulmasina neredeyse hi¢ katki saglamadigi belirlenmistir (Sekil 5.24.).
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E.faecalis 114 Susu
3,00E+07

2,50E+07

2,00E+07
1,50E+07
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00

DNaz| KAN+DNAz | TET+DNAz | NLX+DNAz| = AMP+DNAz |
H4h 1 ,61E+07 2,00E+07 7,27E+06 2,18E+07 1,21E+07 2,27E+07

kob/ml

Sekil 5.24. E. faecalis 114 susu tarafindan 4 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesi tizerine DNaz [+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi

E. faecalis 114 susunun 12 ve 24 saatlik biyofilmi lizerine en etkili kombinasyon yine DNaz
I+tetrasiklin olarak tanimlanmistir. Bu inkiibasyon siirelerinde DNaz I enzimi de tek basina
onemli Ol¢iide eradikasyona sebep olmaktadir. DNaz [+kanamisin ve DNaz [+nalidiksik asit
kombinasyonlari iki farkli inkiibasyon siiresinde de benzer sonuglar vermistir. Genel olarak
bakildiginda; 12 ve 24 saatlik inkiibasyonlarda uygulanan biitiin enzim ve antibiyotik
kombinasyonlarinin eradikasyona sebep oldugunu ve biyofilm yapisini énemli Slgiide

bozdugunu sdylemek miimkiindiir (Sekil 5.25.- Sekil 5.26.)
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E.faecalis 114 Susu

3,50E+07
3,00E+07

2,50E+07

2,00E+07
1,50E+07 ®12h
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00

DNazl KAN+DNAz | TET+DNAzI| NLX+DNAz| AMP+DNAz |
W12h  1,12E+07 1,94E+07 9,09E+06 2,12E+07 1,21E+07 2,61E+O7

kob/ml

Sekil 5.25. E. faecalis 114 susu tarafindan 12 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesi tizerine DNaz [+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi

E.faecalis 114 Susu
3,50E+07

3,00E+07

2,50E+07

2,00E+07
H24h
1,50E+07
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00

DNazl| KAN+DNAz | =~ TET+DNAzl = NLX+DNAz| = AMP+DNAz |
W 24h  1,00E+07 2,03E+07 1,39E+07 1,88E+07 1,33E+07 2,81E+07

kob/ml

Sekil 5.26. E. faecalis 114 susu tarafindan 24 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesi tizerine DNaz [+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi
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E. faecalis ATCC 29212 susunun 4 ve 24 saatlik biyofilmlerinde DNaz I+tetrasiklin ile
DNaz [+ampisilin en yiiksek diizeyde eradikasyona sebep olan kombinasyonlar olarak
tanimlanmistir. 4, 12 ve 24 saatlik biyofilm yapilarina uygulanmig DNaz I+nalidiksik asit
kombinasyonunun eradikasyonda 6nemli bir farkliliga sebep olmadig: gortiliirken, 12 saatlik
biyofilmde, diger inkiibasyon siirelerindeki sonuglarin aksine, DNaz I+tetrasiklin
kombinasyonu biyofilm yapisini tesvik ettigi saptanmistir. Diger yandan, bu susun 12 saatlik
biyofilmlerine karsti DNaz [ enziminin etkili olmadigi belirlenmistir. Genel bir
degerlendirme yaptigimizda 3 farkli inkiibasyon siliresinde de DNaz I+kanamisin
kombinasyonunun eradikasyona sebep oldugunu sdylemek dogru olacaktir (Sekil 5.27.-

Sekil 5.29.).

E.faecalis ATCC 29212 Susu

4,00E+07
3,50E+07
3,00E+07
2,50E+07
'S 2,00E+07
5
2 1,50€+07 m4h
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00 "
-5,00E+06
DNazl| KAN+DNAz| = TET+DNAzl = NLX+DNAz| AMP+DNAz | NK
m4h 1 52E+07 1,82E+07 6,97E+06 2,67E+07 3,03E+06 2,91E+07

Sekil 5.27. E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan 4 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesi iizerine DNaz I+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi
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E.faecalis ATCC 29212 Susu
3,00E+07

2,50E+07

2,00E+07
1,50E+07
W 12h
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00

DNazl KAN+DNAz |  TET+DNAzl NLX+DNAz| AMP+DNAz |
W 12h  2,06E+07 1,67E+07 2,42E+07 1,82E+07 1,00E+07 2,15E+07

kob/ml

Sekil 5.28. E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan 12 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesi tizerine DNaz [+antibiyotik kombinasyonlarmnin etkisi

E.faecalis ATCC 29212 Susu
3,00E+07

2,50E+07

2,00E+07
1,50E+07
H24h
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00

DNaz| KAN+DNAz| ~ TET+DNAzl =~ NLX+DNAz| AMP+DNAz|
M24h  167E407 1,52E+07 6,06E+06 1,94E407 6,26E+06 2,48E+07

kob/ml

Sekil 5.29. E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan 24 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesi izerine DNaz [+antibiyotik kombinasyonlarmin etkisi
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E. faecalis ATCC OGIRF susunun 4 ve 12 saatlik biyofilmlerine karst en giiclii
eradikasyona sebep olan antibiyotik enzim kombinasyonu, DNaz I+ampisilin olarak
tanimlanmigstir. 4 saatlik biyofilm yapisi iizerine ajanlarin etkileri incelendiginde DNaz 1
enziminin de biyofilm yapisin1 oldukca yiiksek diizeyde eradikasyona ugrattigi, 12 saatlik
biyofilmlerinde ise biyofilm miktarlarin1 az da olsa arttirdig1r goriilmiistiir. 4 ve 12 saatlik
biyofilmlerde kanamisin ve nalidiksik asit antibiyotikleriyle yapilan DNaz I
kombinasyonlarinin ise 6nemli dlciide eradikasyona sebep olmadig tespit edilmistir (Sekil
5.30.-Sekil 5.31.). Her iki inkiibasyon siiresi i¢cin de DNaz I+tetrasiklin antibiyotik
kombinasyonu, biyofilm yapisinda 6nemli dl¢lide eradikasyona sebep olmustur. E. faecalis
ATCC OGIRF susunun 24 saatlik biyofilmine DNaz I+antibiyotik kombinasyonlarinin
etkileri incelendiginde, ampisilin ile kombinasyonu disinda biitiin kombinasyonlarin
neredeyse hi¢ eradikasyona sebep olmadigi, hatta biyofilm yapisin1 tesvik ettigi
goriilmektedir. DNaz I ise tek basina muamele edildiginde biyofilm yapisini az miktarda

degrade etmistir (Sekil 5.32.).

E.faecalis ATCC OG1RF Susu

3,50E+07
3,00E+07
2,50E+07
. 2,00E+07
g
s
2 1,50E+07
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00
DNaz| KAN+DNAz | ~ TET+DNAzl| NLX+DNAz| = AMP+DNAz |
H 4h 1,06E+07 2,42E+07 1,36E+07 2,33E+07 7,88E+06 2,79E+07

Sekil 5.30. E. faecalis ATCC OGIRF susu tarafindan 4 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesi izerine DNaz I+antibiyotik kombinasyonlarmnin etkisi

75



E.faecalis ATCC OG1RF Susu

3,00E+07

2,50E+07

2,00E+07
_ 1,50E+07
£
S

m12h

_@ 1,00E+07

5,00E+06

0,00E+00 =

-5,00E+06

DNazl KAN+DNAz | TET+DNAz | NLX+DNAz| = AMP+DNAz | NK
W 12h 2,21E+07 1,88E+07 1,00E+07 2,00E+07 3,03E+06 2,18E+07

Sekil 5.31. E. faecalis ATCC OGIREF susu tarafindan 12 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesi tizerine DNaz [+antibiyotik kombinasyonlarmnin etkisi

E.faecalis ATCC OG1RF Susu

2,50E+07

2,00E+07

1,50E+07
£
48 W 24h
~% 1,00E+07

5,00E+06

0,00E+00

DNazl KAN+DNAz | TET+DNAz | NLX+DNAz|  AMP+DNAz |
W 24h 1,06E+07 2,00E+07 1,52E+07 2,12E+07 1,00E+07 1,12|;+07

Sekil 5.32. E. faecalis ATCC OGIREF susu tarafindan 24 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesi iizerine DNaz I+antibiyotik kombinasyonlarmnin etkisi
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E. faecalis 74 kodlu susunun ii¢ farkli inkiibasyon siiresinde; Benzonaz+tetrasiklin ve
Benzonaz+ampisilin kombinasyonlariin, biyofilm yapisini diger kombinasyonlara gore
daha fazla oranda eradike ettigi belirlenmistir. 4 saatlik biyofilmlerde Benzonaz enzimi
oldukca yiiksek eradikasyon etkinligi gosterirken, Benzonaztkanamisin  ve
Benzonaz+nalidiksik asit kombinasyonlarinda eradikasyonun oldukga diisiik diizeylerde

gergeklestigi belirlenmistir (Sekil 5.33.).

E.faecalis 74 Susu

3,50E+07
3,00E+07
2,50E+07
2,00E+07
g
s
©
~Z 1,50E+07 m4h
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00
BEN BEN+KAN BEN+TET BEN+NLX BEN+AMP NK
m4h  9,90E+06 2,37E407 1,47E+07 2,55E+07 1,06E+07 2,87E+07

Sekil 5.33. E. faecalis 74 susu tarafindan 4 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesine Benzonaz+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi

E. faecalis 74 kodlu susunun 12 saatlik biyofilmine en fazla eradikasyon etkisi
Benzonaz+tetrasiklin kombinasyonu i¢in tanimlanmistir. Benzonaz, Benzonaz+kanamisin
ve Benzonaz+ampisilin kombinasyonlar1 da biyofilm miktarlarinda azalma tespit edilmistir.
Benzonaz+nalidiksik asit kombinasyonunun 12 saatlik biyofilmlere etkisinin ise diger

kombinasyonlara kiyasla daha diisiik oldugu saptanmistir (Sekil 5.34.).
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E.faecalis 74 Susu
3,00E+07

2,50E+07

2,00E+07
£
S
v/ 1,50E+07

W 12h

1,00E+07

5,00E+06

0,00E+00

BEN+KAN BEN+TET BEN+NLX BEN+AMP
H12h 1,26E+07 1,55E+07 1,08E+07 2,03E+07 1,25E+07 2,42E+07

Sekil 5.34. E. faecalis 74 susu tarafindan 12 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesine Benzonaz+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi

E. faecalis 74 kodlu susunun 24 saatlik biyofilmine en fazla eradikasyon etkisi
Benzonaz+tetrasiklin kombinasyonunun kullanimi sonucu belirlenmistir. Benzonaz ve
Benzonaz+ampisilin kombinasyonu da biyofilm degradasyonuna neden olmaktadir.
Benzonaz+kanamisin ve Benzonaz+nalidiksik asit antibiyotiklerinin kombinasyonlar1 ise
biyofilm yapisindaki canli hiicre sayisinda artisga neden olmustur. Bu sonuglar her iki

kombinasyonun da olgun biyofilm gelisimini tesvik ettigine isaret etmektedir (Sekil 5.35.).
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E.faecalis 74 Susu

2,50E+07
2,00E+07
—. 1,50E+07
g
S
= m24h
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00
BEN BEN+KAN BEN+TET BEN+NLX BEN+AMP NK
m24h 1,37E+07 1,93E+07 1,10E+07 2,02E+07 1,16E+07 1,65E+07

Sekil 5.35. E. faecalis 74 susu tarafindan 24 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesine Benzonaz+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi

E. faecalis 114 susunun 4 saatlik biyofilmine en etkili kombinasyon Benzonaz+tetrasiklin
olarak tespit edilmistir. Benzonaz+nalidiksik asit antibiyotik kombinasyonu biyofilm
miktart iizerinde neredeyse higcbir degisiklige neden olmamistir. Benzonaz,
Benzonazt+kanamisin ve Benzonaz+ampisilin kombinasyonlar1 ise hicbir ajan
uygulanmamis biyofilm yapisiyla kiyaslandiginda, olgun biyofilm eradikasyonu agisindan

oldukea etkili bulunmustur (Sekil 5.36.).

E. faecalis 114 susunun 12 saatlik biyofilmlerine en etkili ajanin tek basina uygulanan
Benzonaz oldugu belirlenmistir.  Benzonaz+tetrasiklin  ve  Benzonaz+ampisilin
kombinasyonlar1 da biyofilmin eradikasyonunda olduk¢a etkili olmustur. 12 saatlik
inklibasyon siliresi sonunda olusan biyofilm yapisina Benzonaztkanamisin ve
Benzonaz+nalidiksik asit kombinasyonunun eradikasyon etkisinin ise oldukg¢a diisiik oldugu

tespit edilmistir (Sekil 5.37.).

24 saatlik biyofilm yapisina da yine Benzonaz enzimi tek basina oldukea etkili eradikasyon
saglamistir. Sonug olarak bu susta, farkli inkiibasyon siirelerinde olusturulan tiim biyofilm
yapilarina karst Benzonaztantibiyotik kombinasyonlarinin biyofilm yapisindaki canli

hiicreler iizerinde etkili oldugu belirlenmistir (Sekil 5.38.).
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E.faecalis 114 Susu

3,00E+07
2,50E+07
2,00E+07
£ 1,50E+07
o
o
-
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00
BEN+KAN BEN+TET BEN+NLX BEN+AMP
m4h  1,73E+07 1,19E+07 8,28E+06 2,25E+07 1,47E+07 2,20E+07

Sekil 5.36. E. faecalis 114 susu tarafindan 4 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesine Benzonaz+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi

E.faecalis 114 Susu
3,00E+07

2,50E+07

2,00E+07
1,50E+07
m12h
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00

BEN+KAN BEN+TET ~ BEN+NLX = BEN+AMP
N 12h 1,14E+o7 1,93E+07 1,14E407  2,47E+07 1,34E+07 2,58E+07

kob/ml

Sekil 5.37. E. faecalis 114 susu tarafindan 12 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesine Benzonaz+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi
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E.faecalis 114 Susu

3,50E+07
3,00E+07
2,50E+07
E 2,00E+07
S
o
- W 24h
1,50E+07
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00
BEN+KAN BEN+TET BEN+NLX BEN+AMP
W 24h 9,80E+06 2,09E+07 1,44E+07 1,90E+07 1,40E+07 2,81E+07

Sekil 5.38. E. faecalis 74 susu tarafindan 24 saat inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan

biyofilm biyokiitlesine Benzonaz+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi

E. faecalis ATCC 29212 kontrol susunun 4 ve 24 saatlik biyofilmlerine karsi, en etkili
enzim+antibiyotik ~ kombinasyonu, = Benzonazt+ampisilin =~ kombinasyonu  olarak
tanimlanmistir. Bu iki inkiibasyon siliresinde Benzonaz-+tetrasiklin kombinasyonu da
biyofilm yapisini oldukga fazla eradikasyona ugratmistir. Benzonaz, Benzonaz+kanamisin
ve Benzonaz+nalidiksik asit kombinasyonlar1 da kontrol grubuna kiyasla bir eradikasyon
etkisi gosterse de bu etki diger kombinasyonlarin etkisinden daha diisiik diizeyde

gergeklesmistir (Sekil 5.39.-Sekil 5.41.).
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E.faecalis ATCC 29212 Susu
4,00E+07

3,50E+07

3,00E+07

2,50E+07
2,00E+07
1,50E+07
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00

BEN+KAN = BEN+TET = BEN+NLX BEN+AMP
W 4h 1,84E+07 1,73e+07 = 7,27E+06 = 238E+07 = 4,44E+06 = 2,95E+07

kob/ml

Sekil 5.39. E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan 4 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesine Benzonaz+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi

E. faecalis ATCC 29212 susunun 12 saatlik biyofilm yapisinda Benzonaz enziminin tek
basma hicbir etkisi gozlenmezken, en etkin eradikasyon Benzonaz+kanamisin
kombinasyonu ile saglanmistir. Benzonaz+nalidiksik asit ve Benzonaz+ampisilinin de olgun
biyofilm yapisinin parcalanmasinda etkili kombinasyonlar oldugu goriilmiistiir.
Benzonaz+tetrasiklin kombinasyonu ise biyofilm miktarin1 az da olsa arttirmistir (Sekil

5.40.).
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E.faecalis ATCC 29212 Susu
3,00E+07

2,50E+07

2,00E+07
1,50E+07
H 12h
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00

BEN+KAN = BEN+TET | BEN+NLX BEN+AMP
B 12h 2,09E+07 156E+07 2,32E+07 = 1,88E+07 @ 1,72E+07 = 2,12E+07

kob/ml

Sekil 5.40. E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan 12 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesine Benzonaz+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi

E.faecalis ATCC 29212 Susu
3,00E+07

2,50E+07

2,00E+07
1,50E+07
B 24h
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00

BEN+KAN BEN+TET BEN+NLX = BEN+AMP
B 24h  1,63E+07 1,54E+07 8,38E+06 2,11E+07 6,26E+06 2,48E+07

kob/ml

Sekil 5.41. E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan 24 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesine Benzonaz+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi
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E. faecalis ATCC OGIRF susunun 4 saat inkiibasyon sonucunda olusan biyofilm yapisina
kars1 en etkin kombinasyon Benzonaz+ampisilin olarak tanimlanmistir. 4 saatlik biyofilmler
iizerine ajanlarin eradikasyon etkileri incelendiginde; Benzonaz ve Benzonaz-ttetrasiklin
antibiyotik kombinasyonunun biyofilm yapisini etkin bir sekilde eradike ettigi saptanmaistir.
Nalidiksik asit ve kanamisin antibiyotikleriyle yapilan enzim kombinasyonlar1 uygulamasi
ise biyofilm yapisindaki canli hiicre sayisinda 6nemli Olglide bir degisiklie neden

olmamustir (Sekil 5.42.).

E.faecalis ATCC OG1RF Susu

3,50E+07
3,00E+07
2,50E+07
S 2,00E+07
5
o
=% 1,50E+07
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00
BEN+KAN BEN+TET BEN+NLX BEN+AMP
H4h 1,16E+07 2,70E+07 1,58E+07 2,36E+07 7,47E+06 2,73E+07

Sekil 5.42. E. faecalis ATCC OGIRF susu tarafindan 4 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesine Benzonaz+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi

E. faecalis ATCC OGIRF susunun 12 saatlik biyofilmlerine kars1 Benzonaz+antibiyotik
kombinasyonlarindan en etkili olani, Benzonaz+tetrasiklin kombinasyonu olarak tespit
edilmistir. Sadece Benzonaz uygulamasi yapilmis orneklerin biyofilm yapisindaki canl
hiicre sayisinda artig oldugu, yani s6z konusu enzimin bu siirede olgun biyofilm yapisini
tesvik  ettigi  saptanmistir. Benzonaz+kanamisin, Benzonaz+nalidiksik asit ve
Benzonaz+ampisilin uygulanmis 6rneklerin biyofilm yapisindaki canli hiicre sayisi, hi¢bir
enzim ve antibiyotik kombinasyonunun uygulanmadig1 érneklere gore azalmistir. Bu da s6z
konusu kombinasyonlarin da belirli bir oranda eradikasyon etkisine sahip oldugunu

gostermektedir (Sekil 5.43.).
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E.faecalis ATCC OG1RF Susu

2,50E+07

2,00E+07
_ 1,50E+07
£
S
o H12h
=4 1,00E+07

5,00E+06

0,00E+00

BEN+KAN BEN+TET BEN+NLX BEN+AMP
m12h 2,20E+07 1,87E+07 1,12E+07 1,85E+07 1,86E+07 2,12E+07

Sekil 5.43. E. faecalis ATCC OGIREF susu tarafindan 12 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesine Benzonaz+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi

E. faecalis ATCC OGIRF susunun 24 saatlik biyofilmlerine uygulanmig olan
Benzonaz+ampisilin kombinasyonu diginda hi¢bir kombinasyon, biyofilm yapisindaki canli
hiicre sayisinda azalmaya neden olmamistir. Aksine diger Benzonazt+antibiyotik
kombinasyonlar1 biyofilm yapisindaki canli hiicre sayisini arttirmistir. Bu durum 24 saat
inkiibasyon siiresinde olgun biyofilmlerin enzimlere ve enzim+ antibiyotik uygulamalarina

kars1 direngli hale gectigine isaret etmektedir (Sekil 5.44.).
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E.faecalis ATCC OG1RF Susu

3,00E+07

2,50E+07

2,00E+07
£ 1,50E+07
48 W 24h
—_

1,00E+07

5,00E+06

0,00E+00

BEN BEN+KAN BEN+TET BEN+NLX BEN+AMP
H 24h 1,52E+07 1,87E+07 1,60E+07 2,36E+07 8,79E+06 1,125+o7

Sekil 5.44. E. faecalis ATCC OGIREF susu tarafindan 24 saat inkiibasyon siiresi sonucunda

olusturulan biyofilm biyokiitlesine Benzonaz+antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi

5.5. BIYOFIiLM YAPISINDAN EDNA’NIN iZOLASYONU

5.5.1. BIYOFIiLM YAPISINDAN iZOLE EDIiLEN EDNA VE GDNA’NIN AGAROZ
JELDE GORUNTULENMESI

Enterokok 6rneklerinden gDNA ve eDNA izolasyonu islemleri de sirasiyla Boliim 4.2.2 ve
4.2.3’te belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir. Enterokok orneklerimizden izole edilen
DNA’lar %0,7’lik agaroz jelde 100 V akimda kosturulan jeller, EtBr boyamasinin ardindan
UV 151k altinda goriintiilenmistir. Ancak, defalarca farkli kosullarda da denenmesine karsin

eDNA ornekleri i¢in agaroz jel goriintiisii elde edilememistir (Sekil 5.45.).
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Sekil 5.45. Enterokok suslarina ait gDNA’nin agaroz jel goriintiisii.

(1. kuyu; Marker, 2-5. kuyular; eDNA, 6-9. kuyular; gDNA o6rnekleri)

Agaroz jelde eDNA goriintillenmesi bugiine kadar ¢ok az arastirmaci tarafindan
gerceklestirilebilmigtir  (46,130,131).  Enterokok  suslarimizda eDNA’y1  jelde
goriintilleyememizin, literatlir incelendiginde dogal oldugu goriilmektedir. Shields ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada (2013), eDNA konsantrasyonunun, agaroz jelde bant
varlig1 ya da yoklugu ile iliskili olmadigi vurgulanmistir (119). Bu durumda eDNA’nin
belirlenmesi igin baska bir yontem izlenmistir. izole edilen eDNA PicoGreen ile boyanmus
ve spektrofotometrik dl¢limler sonucu miktar tayini yapilarak izolasyonlarimizin basaril bir
sekilde gergeklestirildigi kanitlanmistir (Sekil 5.46.). Bdylece, agaroz jel elektroforezi ile
yalnizca izolasyonlarini dogrulayabilecegimiz genetik materyallerin, bu yontemle ayrica
konsantrasyonlar1 da hesaplanabilmistir. Bu sonuglara gore 24 saatlik biyofilmlerden izole
edilen eDNA orneklerinin miktarlarina bakildiginda en yiliksek eDNA {iiretiminin 114 kodlu
susta gerceklestigi tespit edilmistir. Bu susu sirasiyla OGIRF, 74 ve ATCC 29212 kodlu

suslar izlemistir.
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E. faecalis Orneklerinin Biyofilmlerinden
izole Edilen eDNA Konsantrasyonlari

350

300
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— 200
3
=
al
= 150
100
50
0
74 114 ATCC OG1Rf
ng/ul 247,28 295,52 109,54 261,64

Sekil 5.46. E. faecalis suslarmin 24 saatlik biyofilm yapisindan izole edilen eDNA’larin

PicoGreen 6l¢iim degerleri

5.5.2. FARKLI OLGUNLASMA DUZEYLERINDEKI BiYOFILM
YAPILARINDAN iZOLE EDILEN EDNA’NIN MiKTARININ BELIRLENMESI

Bu calismada, E. faecalis suslari tarafindan 4, 12 ve 24 saat siireyle 35 mm’lik Petri
plakalarinda gelistirilen biyofilmlerinden fenol:kloroform yontemiyle izole edilen eDNA’lar
PicoGreen ile isaretlenerek ol¢iilmiis ve elde edilen RFU degerleri ile standart egri grafigi

kullanilarak miktar tayinleri gerceklestirilmistir.

Enterokok suslar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda, 4 ve 24 saat inkiibasyon sonrasinda en
fazla eDNA iiretimi 114 kodlu susta gergeklesirken, 12 saatlik inkiibasyon sonrasinda en
fazla eDNA iiretiminin E. faecalis 74 kodlu susta meydana geldigi saptanmistir (Sekil 5.47.-
Sekil 5.50.).
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E.faecalis 74
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4h 12h 24h
ng/pl 60,65 188,17 247,28

Sekil 5.47. E. faecalis 74 susunun farkli inkiibasyon siirelerinde olusturdugu biyofilm

yapilarindan izole edilen eDNA’larin miktarlar

E.faecalis 114
350
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100
50
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4h 12h 24h
ng/pl 108,32 114,5 295,52

Sekil 5.48. E. faecalis 114 susunun farkli inkiibasyon siirelerinde olusturdugu biyofilm

yapilarindan izole edilen eDNA’larin miktarlar
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E.faecalis ATCC 29212

112
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ng/ul

4h 12h 24h
ng/pl 99,3 109,3 109,54

Sekil 5.49. E. faecalis ATCC 29212 susunun farkli inkiibasyon siirelerinde olusturdugu

biyofilm yapilarindan izole edilen eDNA’larin miktarlari

E.faecalis OG1RF
300
250
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ng/ul
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50

4h 12h 24h
ng/ul 43,33 103,8 261,64

Sekil 5.50. E. faecalis ATCC OGIRF susunun farkli inkiibasyon siirelerinde olusturdugu

biyofilm yapilarindan izole edilen eDNA’larin miktarlari
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5.6. IZOLE EDILEN NUKLEIiK ASITLERIN DNAZ I, RNAZ A, BENZONAZ VE
PROTEINAZ K ILE MUAMELESI

Bu calismada, E. faecalis suslarindan fenol:kloroform yontemiyle izole edilen niikleik asitler
(eDNA ve gDNA) enzim uygulanmadan 6nce 20, 50 ve 100pg/ml konsantrasyonlarina diliie
edilmistir. Niikleik asitler, enzimlerle (100 U/ml DNaz I, 20 pug/ml RNaz A, 20 pg/ml
Proteinaz K ve 2 U/ul Benzonaz) muamele edilmis ve enzimlerin aktivite gdsterebilmeleri
icin enzim muamele edilmis rnekler 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresi bitiminde enzim ile muamele edilmis ve hi¢bir enzim uygulamasi yapilmamis 6rnekler
%0,7 oraninda agaroz iceren jellere yiikklenmis ve EtBr boyamasinin ardindan jeller UV 151k

altinda goriintiilenmistir (Sekil 5.51.).

eDNA Omnekleri M gDNA Ornekleri

b Gmm

1 1

Sekil 5.51. E. faecalis 74 susundan izole edilen niikleik asitlerinin, enzim muamelesi sonrasi

agaroz jel gorlintiisii

(1-5. kuyular: sirastyla DNaz I, Benzonaz, Proteinaz K, RNaz A uygulanmis ve hi¢bir enzim
uygulanmamig eDNA Ornekleri; 6. kuyu: 1kb marker; 7-11. Kuyular: sirasiyla DNaz I,
Benzonaz, Proteinaz K, RNaz A uygulanmis ve higbir enzim uygulanmamis gDNA

ornekleri)
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Izole edilen eDNA ve gDNA o6rneklerine enzim muamelesi gergeklestirdikten sonra, bu
orneklerin biyofilm yapilarina etkileri bir sonraki ¢aligmada arastirilmistir. Bu adimda ¢esitli
enzimlerle muamele edilmis ve hi¢bir enzim uygulamasina tabi tutulmamis niikleik asitlerin

etkisini kiyasliyor olmamiz, enzimlerin eDNA’lar iizerine etkisini gdrmemizi saglamistir.

577. ENZIM MUAMELESINE TABi TUTULAN NUKLEIiK ASITLERIN
BiYOFIiLM YAPISINA ETKIiSININ BELIRLENMESI

Bu denemelerde, bir 6nceki basamakta c¢esitli enzimler ile muamele edilmis farkl
konsantrasyonlardaki niikleik asitlerin 24 ve 48 saatlik biyofilm yapilarina kars1 etkileri
belirlenmistir. Her bakteri 6rnegi i¢cin optimum kosullarda, 96 kuyulu polisitren plakalar
kullanilarak 24 ve 48 saatlik biyofilm yapilar1 olusturulmustur. Enzim muamele edilmis
niikleik asitlerin biyofilm olusumuna etkisinin belirlenmesi amaci ile iki farkli kontrol grubu
olusturulmus ve bu gruplardan alinan spektrofotometrik 6l¢iimler ile karsilagtirmalar
yapilmustir. {1k kontrol grubumuz Pozitif Kontrol (PK) grubumuzdur ve izolasyondan sonra
enzim uygulanmamug niikleik asitlerin varliginda olusan biyofilm yapisini ifade etmektedir.
Diger kontrol grubumuz ise Negatif Kontrol (NK) grubudur ve disaridan niikleik asit ilavesi
yapilmaksizin olusan biyofilm yapilarimi ifade etmektedir. Enzim uygulamasindan sonra
elde edilen biyofilm miktarlarindaki degisimin absorbans (ODsos) degerleri One Way
ANOVA testine tabi tutulmustur. Absorbans miktarlar1, farkli suslara, g¢esitli enzimler
uygulanmis niikleik asitlere ve inkiibasyona siiresine gore karsilikli kiyaslamalar yapilmis
ve ANOVA testinde anlamli bulunan sonuglara “Tukey Dogruluk Onem Testi” analizi
yapilmistir ve inkiibasyona siiresi + bakteri + niikleik asitler interaksiyonuna goére bu

etkilesimlerin her biri % 0,1 (p<<0.001) oraninda anlamli bulunmustur.
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E. faecalis 74 susunun 20 pg/ml eDNA varliginda olusan 24 saatlik biyofilm yapilari
incelendiginde, enzim uygulanmamis 20 pg/ml’lik eDNA varliginda olusan biyofilm
miktarinin kontrol gruba kiyasla yaklasik 0,3 birim fazla oldugu belirlenmistir. Proteinaz K
ve RNaz A enzimleri uygulanmis eDNA 6rnekleri biyofilm olusumunu azaltirken, DNaz |
ve Benzonaz uygulanan 6rneklerin biyofilm yapisina 6nemli dlgiide etki gostermedigi tespit
edilmistir. gDNA Ornekleri incelendiginde sadece Benzonaz uygulanmis gDNA’nin
biyofilm yapisint 6nemli 6l¢iide azalttigi, pozitif kontrol 6rnekleri ve RNaz A uygulanmis
gDNA’larin eklemesinin ise biyofilm biyokiitlesini az miktarda arttirdig1 saptanmustir (Sekil
5.52)).

E.faecalis 74 Susu
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0,2
(0]
eDNA gDNA
mDNazl 1,302 1,400
HBenzonase 1,420 1,040
M Proteinaz K 1,205 1,335
W Rnaz A 1,004 1,550
PK 1,666 1,449
NK 1,389 1,389

Sekil 5.52. 20 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis 74 susu tarafindan olusturulan 24
saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis niikleik

asitlerin etkileri
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E. faecalis 74 susu tarafindan olusturulan 24 saatlik biyofilme; enzim uygulanan ve
baslangi¢ konsantrasyonu 50 pg/ml olan eDNA ve gDNA’nin etkileri arastirildiginda;
Proteinaz K ve RNaz A enzimleri uygulanmis eDNA ve gDNA oOrnekleri biyofilm
biyokiitlesini azalttigi, DNaz I ve Benzonaz uygulanmig eDNA ve gDNA Orneklerinin
biyofilm miktarin1 ¢ok diisiik diizeyde arttirdigi belirlenmistir. Enzim uygulanmamig 50
png/ml eDNA muamelesi, biyofilm olusumu {izerine herhangi bir etki gdstermezken, enzim
uygulanmamis 50 pg/ml gDNA 6rnegi varliginda olusan biyofilm miktarinda 0,15 birim bir
artis gerceklesmistir (Sekil 5.53.).

E.faecalis 74 Susu
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W DNaz | 1,480 1,550
HBenzonase 1,495 1,669
M Proteinaz K 1,231 1,289
B RnazA 1,114 1,211
PK 1,409 1,563
NK 1,41 1,41

Sekil 5.53. 50 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis 74 susu tarafindan olusturulan 24
saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis niikleik

asitlerin etkileri
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E. faecalis 74 susu tarafindan 100 pg/ml eDNA varliginda olusturulan 24 saatlik biyofilm
yapilart incelendiginde; Proteinaz K ve RNaz A enzimleri uygulanan niikleik asitlerin
biyofilm miktarinda yaklasik ~0,3 birim azalmaya, DNaz I ve Benzonaz enzimi uygulanmis
niikleik asitlerin ise ¢ok diisiik oranda (~0,1 birim) artmaya neden oldugu tespit edilmistir.
Enzim uygulanmig gDNA 6rnekleri ve enzim uygulanmamis pozitif kontrol 6rneginin ise,
test edilen tiim kosullarda biyofilm biyokiitlesini ~0,1 birim diizeyinde arttirdig1 saptanmigtir

(Sekil 5.54.).

E.faecalis 74 Susu
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H Benzonase 1,405 1,499
M Proteinaz K 1,041 1,441
HERnazA 1,084 1,384
PK 1,309 1,410
NK 1,34 1,34

Sekil 5.54. 100 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis 74 susu tarafindan olusturulan 24
saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis niikleik

asitlerin etkileri
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E. faecalis 114 susu tarafindan 20 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan 24 saatlik
biyofilm yapist incelendiginde, Benzonaz ve Proteinaz K uygulanmigs eDNA 6rneklerinin
biyofilm biyokiitlesinde ciddi bir azalmaya (sirasiyla ~0,4 birim ve ~0,7 birim) yol agtig1
saptanmigtir. Ancak Proteinaz K uygulanmis gDNA o6rnekleri, eDNA orneklerinin aksine,
biyofilm biyokiitlesinde anlamli bir degisiklige neden olmamistir. Enzim uygulanmis ve
uygulanmamis 20 pg/ml gDNA varhiginda E. faecalis 114 susu tarafindan olusturulan
biyofilm yapilarinin karsilastirilmasi sonucunda; biyofilm biyokiitlesinde en etkin diismeye
yol agan gDNA’nin, Benzonaz ile muamele edilmis 6rnek oldugu ve NK’ya kiyasla biyofilm

yogunlugunda ~0,4 birim azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Sekil 5.55).

E.faecalis 114 Susu
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M Proteinaz K 1,220 1,777
BRnazA 1,780 1,511
PK 1,754 1,691
NK 1,9 1,9

Sekil 5.55. 20 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis 114 susu tarafindan olusturulan 24
saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis niikleik

asitlerin etkileri
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E. faecalis 114 susu tarafindan 50 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan 24 saatlik
biyofilm yapilar1 incelendiginde, Proteinaz K uygulanmis eDNA ve gDNA’nin biyofilm
biyokiitlesini ~0,5 birim azalttig1 belirlenmistir. DNaz I uygulanmis niikleik asitlerin her
ikisinin de (eDNA ve gDNA) biyofilm biyokiitlesinde bir degisime neden olmadigi,
Benzonaz enzimi uygulanan 6rneklerin ise ~0,2 birim azalmaya yol actig1 tespit edilmistir.
RNaz A enzimi ile muamele edilen eDNA ve gDNA de, ayni sekilde ~0,2 birimlik bir
azalmaya yol agmistir (Sekil 5.56.).

E.faecalis 114 Susu
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M Proteinaz K 1,195 1,225
B Rnaz A 1,852 1,900
PK 1,852 1,992
NK 1,77 1,77

Sekil 5.56. 50 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis 114 susu tarafindan olusturulan 24
saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis niikleik

asitlerin etkileri
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E. faecalis 114 susu tarafindan 100 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan 24 saatlik
biyofilm yapilar1 incelendiginde; DNaz I uygulanmis niikleik asitlerin biyofilm miktarini
neredeyse hi¢ degistirmedigi, Benzonaz ve Proteinaz K ile muamele edilmis her iki niikleik
asit orneginin ise biyofilm yogunlugunda ~0,2 birimlik bir azalmaya yol a¢tig1 saptanmaistir.
Biyofilm biyokiitlesindeki en 6nemli azalma, Proteinaz K ile muamele edilmis niikleik
asitler varliginda gelistirilen biyofilm yapisinda meydana gelmistir. S6z konusu azalma NK
ile kiyaslandiginda, eDNA varliginda ~0,7 birim, gDNA i¢in ~0,6 birim olarak
gergeklesmistir (Sekil 5.57.).

E.faecalis 114 Susu
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B Rnaz A 1,662 1,644
PK 1,752 1,772
NK 1,83 1,83

Sekil 5.57. 100 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis 114 susu tarafindan olusturulan 24
saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis niikleik

asitlerin etkileri
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E. faecalis ATCC 29212 kodlu susu tarafindan 20 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan
24 saatlik biyofilm yapilart incelendiginde; DNaz I enzimi muamele edilmis eDNA
varliginda olugan biyofilm yapisinin yogunlugunun ~1.2 birim artti1, Benzonaz, Proteinaz
K ve RNaz A uygulanmis eDNA 6rneklerinin ise biyofilm yogunlugunu ~0,1 birim azalttig1
belirlenmistir. gDNA Orneklerinde ise, RNaz A uygulamasinin biyofilm yogunlugunda
hi¢bir farklanmaya neden olmadigi; DNaz I, Benzonaz, Proteinaz K ve pozitif kontrol

orneklerinin ise biyofilm biyokiitlesini 0,1 birim arttirdig tespit edilmistir (Sekil 5.58.).

E.faecalis ATCC 29212 Susu
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Sekil 5.58. 20 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan
olusturulan 24 saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis

niikleik asitlerin etkileri
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E. faecalis ATCC 29212 kodlu susu tarafindan 50 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan
24 saatlik biyofilm yapilarinda, DNaz I enzimi uygulanan ve pozitif kontrol olan 6rneklerin
biyofilm yogunlugunu ~0,1 birim arttirdig1 saptanmistir. Benzonaz, Proteinaz K ve RNaz A
enzimleri uygulanmig eDNA Ornekleri ise, biyofilm yogunlugunu diisiik oranlarda
azaltmistir. gDNA Orneklerine uygulanmis Benzonaz ve Proteinaz K enzimleri ile pozitif
kontrol 6rnekleri biyofilm biyokiitlesini ~0,15 birim azaltirken, DNaz I ve RNaz A enzimi

uygulanmis drnekler, biyofilm yogunlugunda bir degisiklige neden olmamistir (Sekil 5.59.).

E.faecalis ATCC 29212 Susu
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Sekil 5.59. 50 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan
olusturulan 24 saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis

niikleik asitlerin etkileri
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E. faecalis ATCC 29212 kodlu susu tarafindan 100 mg/ml niikleik asit varliginda olusturulan
24 saatlik biyofilm yapilarinda, DNaz I uygulanmis eDNA varliginda olusan biyofilm
yogunlugunun NK’ya kiyasla ~0,2 birim fazla oldugu belirlenmistir. RNaz A enzimi
uygulanmis her iki niikleik asit, biyofilm yogunlugunu ~0,2 birim azaltmistir. Benzonaz
enzimi uygulanmig eDNA Ornekleri biyofilm yogunlugunu ~0,1 birim azaltirken, gDNA

ornekleri biyofilm miktarinda ~<0,1 birim artis saglamistir (Sekil 5.60.).

E.faecalis ATCC 29212 Susu
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Sekil 5.60. 100 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan
olusturulan 24 saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis

niikleik asitlerin etkileri
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E. faecalis ATCC OGI1REF kodlu susu tarafindan 20 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan
24 saatlik biyofilm yapilarinda, enzim uygulanmig biitlin niikleik asitlerin biyofilm
miktarlarin1 degisen oranlarda arttirdigi tespit edilmistir. Enzim uygulanmamis pozitif
kontrol 6rneklerinde ise her iki niikleik asit i¢in de biyofilm yogunlugunda bir farklanma

olmadigini sdylemek miimkiindiir (Sekil 5.61.).

E.faecalis ATCC OG1RF Susu
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Sekil 5.61. 20 pg/ml niikleik asit varhiginda E. faecalis ATCC OGIRF susu tarafindan
olusturulan 24 saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis

niikleik asitlerin etkileri
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E. faecalis ATCC OGI1RF kodlu susu tarafindan 50 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan
24 saatlik biyofilm yogunluklarina bakildiginda, pozitif kontrol 6rnekleri dahil, enzim
uygulanmig biitiin niikleik asitlerin biyofilm miktarlarin1 diigiik diizeylerde (~0,1) arttirdig1
tespit edilmistir. gDNA i¢in de; DNaz I uygulanmis 6rnekler biyofilm yogunlugunda ~0,1
birimlik bir azalmaya, diger 6rneklerin ise ~0,1 birimlik bir artisa neden oldugu saptanmistir

(Sekil 5.62.).

E.faecalis ATCC OG1RF Susu
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Sekil 5.62. 50 pg/ml niikleik asit varhiginda E. faecalis ATCC OGIRF susu tarafindan
olusturulan 24 saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis

niikleik asitlerin etkileri
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E. faecalis ATCC OGIRF kodlu susu tarafindan 100 pg/ml niikleik asit varliginda
olusturulan 24 saatlik biyofilm degerleri incelendiginde; gDNA pozitif kontrol drneginin
biyofilm yogunlugunun, NK’ya kiyasla, ~0,5 birim daha fazla oldugu, eDNA igin ise, biitiin
uygulamalarin biyofilm yogunlugunu ~0,1 birim arttirdig1 belirlenmistir (Sekil 5.63.).

E.faecalis ATCC OG1RF Susu
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Sekil 5.63. 100 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis ATCC OGIRF susu tarafindan
olusturulan 24 saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis

niikleik asitlerin etkileri
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E. faecalis 74 susu tarafindan 20 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan 48 saatlik
biyofilm yogunluklari karsilastirildiginda; RNaz A ile muamele edilmis eDNA’nin biyofilm
yogunlugunda ~0,1 birim azalmaya neden oldugu saptanmistir. Ayni sekilde enzim
uygulanmamis eDNA’nin da biyofilm olusumunu olumsuz yonde etkiledigi tespit edilmistir.
RNaz A uygulanmis her iki niikleik asit 6rneginin biyofilm miktarlarini ~0,1 birim azalttigi,
DNaz I varliginda olusan biyofilm yogunlugunun NK’ya kiyasla ~0,1 birim fazla oldugu
belirlenmistir (Sekil 5.64.).
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Sekil 5.64. 20 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis 74 susu tarafindan olusturulan 48
saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis niikleik

asitlerin etkileri
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E. faecalis 74 kodlu susu tarafindan 50 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan 48 saatlik
biyofilm biyokiitleleri karsilastirildiginda; sadece proteinaz K ile muamele edilmis eDNA
orneginin NK’ya kiyasla ~0,2 birim kadar azaltmaya neden oldugu belirlenmistir. Benzonaz
ile muamele edilmis gDNA ornekleri de biyofilm biyokiitlesini, kontrol gruba gore ~0,1

birim azaltmistir (Sekil 5.65.).
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Sekil 5.65. 50 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis 74 susu tarafindan olusturulan 48
saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis niikleik

asitlerin etkileri
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E. faecalis 74 susu tarafindan 100 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan 48 saatlik
biyofilm yapisi incelendiginde, her iki niikleik asit 6rnegi i¢in de DNaz I ve Benzonaz enzimi
uygulamasinin biyofilm yogunlugunu azalttig1 belirlenmistir. Her iki niikleik asit ile yapilan
denemeler sonucunda Proteinaz K, RNaz A ve pozitif kontrol &rnekleri ise, biyofilm

yogunlugunu degisen oranlarda arttirdig1 saptanmistir (Sekil 5.66.).
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Sekil 5.66. 100 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis 74 susu tarafindan olusturulan 48
saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis niikleik

asitlerin etkileri
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E. faecalis 114 susu tarafindan 20 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan 48 saatlik
biyofilm yapilar1 incelendiginde, en fazla inhibisyon etkisi Proteinaz K ile muamele edilmis
niikleik asitlerde gozlenmistir (~0,2). Biitiin enzim uygulanmis eDNA 6rnekleri ve pozitif
kontrol 6rnekleri biyofilm miktarin1 degisen oranlarda azaltmistir. gDNA orneklerinin
varliginda ise Benzonaz, Proteinaz K ve pozitif kontrol uygulamalari1 sonucu biyofilm
biyokiitlesinde farkli oranlarda inhibisyon meydana gelmistir . DNaz I ve RNaz A
uygulanmig gDNA’larin uygulanmasi ise, biyofilm yapisinda bir degisiklige yol agmamistir
(Sekil 5.67.).
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Sekil 5.67. 20 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis 114 susu tarafindan olusturulan 48
saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis niikleik

asitlerin etkileri
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E. faecalis 114 kodlu susu tarafindan 50 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan 48 saatlik
biyofilm yapilar1 incelendiginde, pozitif kontrol 6rneklerinin biyofilm miktarlarini eDNA
icin ~0,45 birim, gDNA i¢in ise ~0,4 birim azalttig1 tespit edilmistir. Her iki niikleik asit
orneginde de en fazla degradasyon Proteinaz K ile muamele edilmis niikleik asitlerin

eklenmesinde gerceklestigi tespit edilmistir. (Sekil 5.68.).
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Sekil 5.68. 50 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis 114 susu tarafindan olusturulan 48
saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis niikleik

asitlerin etkileri

109



E. faecalis 114 susu tarafindan 100 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan 48 saatlik
biyofilm yogunluklar karsilagtirildiginda; DNaz I, Benzonaz ve pozitif kontrol 6rneklerinin
varliginda olusan biyofilm yogunlugunun NK’ya kiyasla daha fazla oldugu, bunun yaninda
Proteinaz K ve RNaz A uygulanmig eDNA’larin biyofilm miktarlarint ~0,1-0,2 birim
azalttig1 belirlenmistir. gDNA i¢in ise, RNaz A uygulanmis 6rnekler biyofilm miktarlarin
azaltirken, pozitif kontrol 6rneginin biyofilm miktarini arttirdig1 belirlenmistir. Diger enzim
uygulanmis gDNA o6rneklerinin biyofilm biyokiitlesinde belirgin bir farklanmaya neden

olmadigi tespit edilmistir (Sekil 5.69.).
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Sekil 5.69. 100 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis 114 susu tarafindan olusturulan 48
saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis niikleik

asitlerin etkileri
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E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan 20 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan 48
saatlik biyofilm yapilar1 incelendiginde, DNaz I, Benzonaz ve Proteinaz K uygulanmis
orneklerin biyofilm yogunlugunda artisa neden oldugu saptanmaistir. Her iki niikleik asit i¢in
de sadece RNaz A uygulanmis 6rneklerin ve enzim muamele edilmemis niikleik asitlerin

varliginda biyofilm biyokiitlesinin arttig1 tespit edilmistir (Sekil 5.70.).
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Sekil 5.70. 20 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan
olusturulan 48 saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis

niikleik asitlerin etkileri
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E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan 50 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan 48
saatlik biyofilm yapilar1 incelendiginde, RNaz A uygulanmis eDNA varliginda biyofilm
biyokiitlesinde ~0,1 birim azalma oldugu; Benzonaz, Proteinaz K ve pozitif kontrol
orneklerinin ise biyofilm yogunlugunu <0,1 birim arttirdig1 belirlenmistir. Enzim
uygulanmig tiim gDNA 6rneklerinde ve pozitif kontrol 6rneklerinde biyofilm miktarlarinda
farkli diizeylerde azalma belirlenmistir. Biyofilm biyokiitlesinde en belirgin azalmanin ise

DNaz I uygulanmis 6rneklerde (~0,2 birim) gergeklestigi saptanmistir (Sekil 5.71.).
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Sekil 5.71. 50 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan
olusturulan 48 saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis

niikleik asitlerin etkileri
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E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan 100 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan 48
saatlik biyofilm yapilar1 incelendiginde, yalniz Proteinaz K uygulanmig eDNA nin biyofilm
yogunlugunu ~0,1 birim arttirdigi saptanmistir. gDNA o6rneklerinde ise, DNaz I enzimi
disinda uygulanmis tim gDNA o6rneklerinin ve enzim uygulanmamis gDNA pozitif kontrol
orneginin biyofilm biyokiitlesinde farkli oranlarda artisa neden oldugu tespit edilmistir

(Sekil 5.72.).
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Sekil 5.72. 100 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis ATCC 29212 susu tarafindan
olusturulan 48 saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis

niikleik asitlerin etkileri
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E. faecalis ATCC OGIRF susu tarafindan 20 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan 48
saatlik biyofilm yapilar1 incelendiginde, RNaz A uygulanmigs eDNA 0Orneginin biyofilm
miktarlarin1 0,1 birim arttirdig1 belirlenmistir. gDNA 6rneklerinde ise en yiiksek diizeyde
farklanma yaklasik ~0,1 birim artis ile proteinaz K uygulanmis 6rneklerde tanimlanmistir

(Sekil 5.73.).
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Sekil 5.73. 20 pg/ml niikleik asit varhiginda E. faecalis ATCC OGIRF susu tarafindan
olusturulan 48 saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis

niikleik asitlerin etkileri
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E. faecalis ATCC OGI1RF kodlu susu tarafindan 50 pg/ml niikleik asit varliginda olusturulan
48 saatlik biyofilm yapilar incelendiginde, DNaz I ve RNaz A uygulanmis Orneklerin
biyofilm yogunlugunu <0,1 oraninda arttirdigi, Benzonaz ve pozitif kontrol 6rneklerinin
eklendigi uygulamalarin ise biyofilm biyokiitlesinde azalmaya (~0,1) neden oldugu
belirlenmistir. gDNA orneklerinde ise, en belirgin farklanma RNaz A varliginda olusan
biyofilm yogunlugunda ger¢eklesmis ve uygulama sonucunda biyofilm biyokiitlesinde ~1,7

oraninda artig oldugu tespit edilmistir (Sekil 5.74.).
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Sekil 5.74. 50 pg/ml niikleik asit varhiginda E. faecalis ATCC OGIRF susu tarafindan
olusturulan 48 saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis

niikleik asitlerin etkileri
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E. faecalis ATCC OGIRF kodlu susu tarafindan 100 pg/ml niikleik asit varliginda
olusturulan 48 saatlik biyofilm yapilar incelendiginde; DNaz I, Proteinaz K ve RNaz A
enzimi uygulanmis eDNA Orneklerinin biyofilm miktarin1 degisen oranlarda arttirdigs,
Benzonaz ve pozitif kontrol drneklerinin ise azalttigi belirlenmistir. DNaz I, Benzonaz,
Proteinaz K, RNaz A ve pozitif kontrol gDNA 6rneklerinin uygulanmasinin ise, biyofilm

miktarlarinin arttirdigi saptanmistir (Sekil 5.75.).
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Sekil 5.75. 100 pg/ml niikleik asit varliginda E. faecalis ATCC OGIRF susu tarafindan
olusturulan 48 saatlik biyofilme enzim ile muamele edilmis ve enzim muamelesi yapilmamis

niikleik asitlerin etkileri
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6. TARTISMA VE SONUC

Bu arastirmada, diinyada en tehlikeli nitelikte nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan Gram
pozitif firsat¢i enterokoklarin dominant tiyesi E. faecalis’e (132) ait 4 susta (74, 114, ATCC
29212 ve ATCC OGIRF) biyofilm olusumu iizerine eDNA’nin (hiicre dist DNA) roliiniin
belirlenmesi ve bu yolla s6z konusu hastalik etmenlerinin kaliciliginin kontroliinde etkin
stratejilerin gelistirilmesine esas teskil edecek bilgi birikiminin saglanmasi amaglanmistir.
Ayrica antibiyotik ve farkli enzimlerin tek tek ve kombine kullanimlarmin bu patojenlerin
olusturdugu biyofilmler iizerine etkinlikleri tanimlanarak, 6zellikle abiyotik yiizeylerdeki
kontaminasyonlardan korunmada kullanim potansiyeli tasiyan ajanlarin belirlenmesi

hedeflenmistir.

E. faecalis suslarinda (74, 114, ATCC 29212 ve ATCC OGI1RF) planktonik formlarin sivi
besiyerinde {irettigi (ortama saldigi) eDNA, izole edilerek genomik DNA ornekleri ile
karsilagtirllmak suretiyle dogrulanmis ve yapilan PicoGreen Olc¢limleri sonucunda

planktonik formlarinin kiiltiir ortamlarinda eDNA saliminin gergeklestigi belirlenmistir.

Enterokoklar i¢in planktonik formlarinda eDNA salimina ait ilk verileri teskil eden
bulgularimizda eDNA miktarinin ¢ok yiiksek diizeyde tespit edilmesi, eDNA’nin bu
bakterilerin planktonik formlar1 i¢in de fonksiyonel bir rolii olduguna isaret etmektedir.
Nitekim P. aureginosa planktonik kiiltiirleri ile yiiriitiilen bir ¢calismada (46) planktonik
formlarda eDNA salimimin geg¢ logaritmik fazda basladigi ve durma fazinda maksimuma
ulastig1 belirlenmistir. Arastiricilar daha sonra, bu susun yeter say1 algilama regiilasyon
sistemleri  (quorum-sensing, QS) bozulmus bir mutantinda eDNA saliminin
gerceklesmedigini saptamistir. Bu bulgudan hareketle arastiricilar, eDNA’nin planktonik
kiiltiirlerde popiilasyon sinyallerine bagli olarak fonksiyonel oldugu yorumunu yapmistir.
Bu durum Rhodovulum, Streptococcus, Reinheimera tiirlerinde de Orneklenmistir (133—
135). Ayrica planktonik bakteri formlari ile yiiriitiilen bir diger ¢alismada (118), bir 6nceki
calismadan farkli olarak, Pseudomonas ile birlikte Reinheimera, Microbacterium ve
Serratia tirlerinin planktonik kiiltiirlerinde eDNA saliminin erken ekponansiyel iireme
fazinda basladigi ve gec logaritmik iireme fazinda maksimuma ulastig1 belirlenmistir. Tiim
bu veriler, calismamizda planktonik formlarla ytiriitiillen eDNA salimi1 bulgular1 ile paralellik
gostermekte ve eDNA’nin biyofilm yapisalligi ve fonksiyonelligi iizerindeki etkinliginin

yaninda, planktonik (bagimsiz) yasam big¢imlerindeki fonksiyonlarinin belirlenmesinin de
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prokaryotik hiicre biyolojisinin ve ilireme fazlarinin regiilasyonun detayli bir sekilde

anlasilmasi agisindan 6nem tasidigina isaret etmektedir.

Calismamizin temel amact eDNA’nin Enterococcus biyofilmlerinin iiretimindeki roliinii
belirlemek oldugundan, bu asamadan sonra, ¢alisilan suslarda biyofilm iiretim diizeylerinin
ve eDNA saliminin, optimum biyofilm iiretim sicakliginda (37°C), zamana bagl (4, 12 ve
24 saat inkiibasyon siirelerinde) degisimi incelenmistir. Bu denemeler sonucunda en yiiksek
biyofilm iiretimi 12 saatte gerceklesmistir. eDNAnin yiiksek diizeyde salimi da, E. faecalis
ATCC 29212 susu harig, diger tiim suslarda maksimum biyofilm {iretim zamani ile ayni
bulunmustur. E. faecalis ATCC 29212 susunda maksimum eDNA salimi 4. saat sonunda
gerceklesmistir. Ancak 12 saat sonundaki Ol¢limler ile 4. saat sonunda gergeklestirilen
Ol¢limler arasinda sadece 5 ng/ul bir fark bulunmaktadir. Degisik ¢aligmalarda eDNA
saliminin, biyofilm olusumunun ilk asamasindan itibaren arttifi ve eDNA’nin biyofilm
matriksinde birkiminin; adhezyonda, bakteriyel agregasyonun stabilitesinde, dis etkilere
kars1 korunmada, hareketliligin regiilasyonunda, besinsel gereksinimlerin karsilanmasinda
ve genetik aktarimda rol oynadigi belirlenmistir (48,69,136—139). Biyofilm olusumunda
eDNA salimi dikkate alindiginda Enterococcus suslari i¢in elde ettigimiz veriler bu literatiir
verileri ile paralellik gostermektedir. Ancak denemelerde kullanilan E. faecalis 74 susu
harig, diger 3 susta, planktonik formlarindan salinan eDNA miktari, ayn1 bakterilerin ayni
inkiibasyon zamaninda biyofilm yapilarindan salinan eDNA miktarindan daha fazladir. E.
faecalis 74 susunda ise biyofilm yapilarinda salinan eDNA miktar1 230 ng/ul iken,
planktonik hiicrelerde 205 ng/pl olarak tespit edilmistir. Bu bulgular, eDNA ’nin s6z konusu
suslarda sadece biyofilm olusumunda degil, planktonik hiicrelerin kesikli kiiltlirlerinde
degisik iireme fazlar1 arasindaki adaptasyonda da rol aldigmin isaretleridir. Ozellikle, kesikli
bakteri kiiltiirlerinde yer alan planktonik formlarin hiicre yiizeyi ile iliskili fiber yapilar
halinde eDNA’nin belirlenmis olusu, bu tespiti destekleyen en 6nemli bulgudur (137).

Enterococcus suslariin tirettigi biyofilm yapilarinda, tespit edilen eDNA’nin, bu yapilarda
nasil bir rol oynadigmin belirlenmesine yonelik yiiriitiilen ¢aligmalarin ilk asamasinda,
Enterococcus biyofilmlerinin iizerinde farkli antibiyotiklerin ve antibiyotiklerle birlikte

DNA pargalayici enzimlerin (DNaz I ve Benzonaz) kombine etkileri incelenmistir.

Biyofilm yapilar1 iizerinde antibiyotiklerin tek tek etkilerinin incelendigi g¢alismalarda;

kanamisin antibiyotiginin biyofilm olusumuna olumlu katkida bulundugu ve bir eradikasyon
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ajani olarak kullanilamayacag agik¢a goriilmiistiir. P. aeruginosa biyofilmleri ile yiiriitiilen
caligmalarda, kanamisinin de dahil oldugu aminoglikozit grubu antibiyotiklerin, biyofilm
biyokiitlesinin artis1 iizerinde pozitif bir etkiye sahip oldugu saptanmis ve bu durumun
dogrudan ya da dolayli olarak bu antibiyotiklerin c¢-di-GMP inaktivasyonunu
gerceklestirmesi sonucu meydana geldigi one siiriilmiistiir (140). Kinolon grubundan bir
antibiyotik olan nalidiksik asit genel olarak Gram negatif bakterilerin yol actig1
enfeksiyonlara karsi kullanilmaktadir. Enterokok biyofilmlerine karsi onemli bir etki
gostermemesi bu acidan bakildiginda dogal bir durumdur. Tetrasiklin ve ampisilin ise
eradikasyon giicii bakimindan oldukc¢a zayif olmakla birlikte, diisiikk oranlarda da olsa
biyofilm iizerinde inhibisyon etkisi gdstermistir. Enterokoklarin; basta amiloglikozit ve beta
laktam grup antibiyotikler olmak iizere, farkli gruplara karsin yiiksek diizeyde dogal direng
icermeleri ve biyofilm formlarinin ayrica antibiyotik penetrasyonunu engelleme yetenekleri
nedeniyle, bu bakterilerin biyofilm yapilarinin giderilmesinde antibiyotiklerin kullanimin

engelleyen ana unsurdur (141-143).

E. faecalis’in calisgmamizda kullanilan dort fakli susunda DNaz 1 ve Benzonaz’in
antibiyotiklerle birlikte kombine edilerek kullanimi, antibiyotiklerin genel etkinlik
biciminde (biyofilmi azaltan ya da artiran etki) 6nemli bir degisime yol agcmamuistir.
Antibiyotiklerin tek tek kullanimlarinda oldugu gibi, ampisilin ve tetrasiklin, kombine
kullanimda da en yiiksek biyofilm inhibisyon etkinligini gostermistir. Ancak bu etkinlikler
bile s6z konusu bakterilerin eradikasyonunda bu kombinasyonlarin kullanimi ig¢in
Onerilebilir bir potansiyel gdstermemektedir. Benzonaz ve DNaz I enzimlerinin biyofilm
iizerine kombine etkilerinin bu suslarda beklenenden diisiik olusu, Barnes ve arkadaglarinin
(2012) bulgular ile agiklanabilir. Arastiricilar, ¢calismamizda da kullanilan E. faecalis
OGIRF susu ile yiriittiikleri ¢alismada, biyofilm igerisinde bulunan eDNA’nin bazi
bolgelerinin mukoz 6zellikte bir zarla kapli oldugunu, tam olarak bilinmemekle beraber
polisakkarit kokenli oldugu tahmin edilen bu koruyucu zarin eDNA’y1 ¢evresel sartlardan
korudugunu ileri siirmiislerdir (52). Bu bulgular DNA parcalayict enzimlerin biyofilm
yapisindaki eDNA iizerinde ve dolayist ile biyofilmin bozulmasinda neden onemli bir

etkinlige sahip olmadigini izah etmede 6nemli kanitlardir.

Calismamizin son asamasinda; arastirmada kullanilan enterokok suslarinin biyofilm {iretim
ozellikleri tlizerine eDNA’nin roliiniin tanimlanmasi gerceklestirilmistir. Bu amacla

oncelikle agaroz jel elektroforezinde E. faecalis biyofilmlerinden salinan eDNA’nin
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belirlenememesinden dolay1, oOncelikle PicoGreen yontemi ile eDNA {iretimlerinin
dogrulanmasi gerceklestirilmistir. Biyofilm olusumu siiresince eDNA’nin {iretildiginin
belirlenmesinin ardindan, fenol-kloroform yontemi ile izole edilen eDNA Orneklerinin
biyofilm yapilarinda zamana bagli miktarsal tayinleri gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler
tim sugslarda en yiiksek diizeyde eDNA {iretiminin, 24 saat sonunda gerceklestigini
gostermistir. Bu asamadan sonra 20, 50 ve 100 ng/ul eDNA ve gDNA ilave edilmis
ortamlarda 12, 24 ve 48 saat siiresince gelistirilen biyofilmlerin miktarsal tayinleri yapilarak,
her iki tip DNA’nin etkinligi ve bunun yaninda s6z konusu DNA’larin ilave edildigi
ortamlara proteinaz K, RNaz A, DNaz I ve Benzonaz ilave edilerek, bu ajanlarin kombine
etkileri tanimlanmistir. Calisma sonuglari; eDNA’nin ve gDNA’nin enterokok biyofilmleri
izerinde, sustan susa ve inkiibasyon siiresine baglh olarak degisen bir etkinlik icerdigini
gostermistir. Ornegin; eDNA ve 20 ng ve 50 ng eDNA ve gDNA uygulamalarinda E.
faecalis 74 susunda biyofilm olusumunu tesvik ederken, bu ajanlar 48 saatte iiretilen
biyofilm diizeyinde azalmaya yol agmistir. Yine enzim etkinlikleri de zamana bagli bir
degisim gostermistir. eDNA ve gDNA miktarlart bu susta 100 ng diizeyine ¢ikarildiginda
ise, s0z konusu DNA orneklerinin ve enzimlerin etkinligi bu sonuglara zit bir egilim
gostermistir. Benzer durumlar diger ii¢ enterokok susunda da saptanmistir. Buradan
hareketle eDNA ve gDNA’nin enterokoklarda sustan susa ve inkiibasyon zamanina bagl
olarak biyofilm olusumunu tesvik edebilecegi gibi, belirli diizeylerde inhibe edebilecegini
de sOylemek miimkiindiir. eDNA ve gDNA’nin farkli enzimlerle kombine edildigi sonuglar
da bu bulgularla paralellik gdstermektedir. RNaz A, DNaz I, proteinaz K ve Benzonaz
enzimlerinin biyofilm {iretimi iizerine etkinlikleri de sustan susa ve zamana bagl olarak
biyofilm kiitlesinin artigina, azalmasina ya da stabil kalmasina neden olmustur. Tiim bu
sonuglar bir arada degerlendirildiginde eDNA, gDNA ve biyofilm matriksinde yer alan
bilesenlere (RNA, DNA ve proteinler) etkili enzimlerin, E. faecalis biyofilmlerinin
inhibisyonunda, sus ve inkiibasyon zamani parametrelerine bagli olarak degisiklik
gosterdiginden, bu cinsin biyofilm yapis1 ile miicadelede kullanim olanagini ortadan
kaldirmaktadir. Yine bu ¢alismalarda eDNA ile gDNA arasinda biyofilm iiretimi tizerindeki
etkinlikleri bakimindan spesifik bir farklilik belirlenmemistir. Ozetle bu ¢alismada
kullandigimiz kontrol suslar evrensel suslar olmasina ragmen, bizim bulgularimiz;
enterokoklarda eDNA’nin biyofilm olusumunun tesvik edilmesinde kritik bir rol iistlendigi
yoniindeki literatiir verilerini (51,52,144) ve bu dogrultuda olusturulan genel kaniy1

desteklememektedir.
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Elde edilen bulgular 15181inda Enterokok biyofilmlerinde eDNA ya da gDNA varliginin
biyofilm iiretiminin tesviki ya da inhibisyonu iizerinde belirgin bir etkiye sahip olmadigi,
tanimlanan inhibisyon ya da aktivasyon etkilerini enzim denemelerinin desteklememesi
nedeniyle, net bir sekilde belirlenmistir. Bu suglarda ayrica antibiyotiklerin de biyofilm
yapilarina karst bir savagim ajami olarak kullanilamayacagi saptanmistir. Bu nedenle
enterokok biyofilmleriyle savasta bir alternatif olarak gida diizeyli biyositlerin dikkate

alinmasi ve bu biyositler iizerinde arastirmalar yapilmasi dnerilebilir.

Calismamizdan elde edilen ve evrensel literatiire katki niteligi tasiyan veriler, E. faecalis
planktonik formlarinda eDNA saliminin, biyofilm formlarindan daha yiiksek miktarda
gerceklestiginin ve eDNA’nin bu bakterilerde biyofilm yapilar1 i¢in elzem olmadig:
yoniindeki bulgularimizdir. Bu yeni bulgular, enterokok biyofilmlerinin yapisalligi ve
fonksiyonelligine yeni bir bakis ve arastirma ufku kazandiracaktir. Diger yandan
enterokoklarin planktonik formlarinda eDNA’nin, biyofilm formlarindan daha yiiksek
diizeyde salindigimin belirlenmesi eDNA ¢alismalarinin, bu bakterilerde bugiine kadar

yapilanin aksine, planktonik formlar iizerinde yogunlasmasina yol agacaktir.
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Abstract

Biofilm structures of microorganisms formed by attaching to a surface or substrate are the
most resistant microbial life form known today. Thanks to this structure. which is built by
almost every bacterium to protect itself from environmental factors, bacteria protect
themselves against extemnally applied disinfectants, antibiotics and radiation In biofilm
formation. there are many polymers released by the bacteria outside the cell. One of these
polymers is extracellular DNA (eDNA). eDNA not only usually occur from genomic DNA
fragments of the bacteria which have been lysed. but it can also occur outside of the cell
duning horizontal gene transfer. As a nucleic acid, DNA provides the flow of genetic
information with other cells in the matrix. and attach the cells to each other and those cells to
surface in the biofilm In addition, its biochemical structure can increase the biofilm
resistance to antimicrobial agents applied. Today, the importance of extracellular DNA i the
biofilm structure is known Now., as we know the structural and functional roles of eDNA in
the biofilm structure; it has become a new target to fight against biofilms. In many studies in
the literature, degradation of biofilms is aimed by destroying the structure of DNA thanks to
the endonucleases applied by targeting eDNA_ Promising results have been obtained in recent
studies and many research groups continue their research on extracellular DNA.

Keywords: Biofilm Extracellular DNA. Endonucleases
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