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GIRIiS:

Mikrobiyal biyofilmler, mikroorganizmalarin yiizeye irreversibl olarak adhere olmasi
sonras1 yapisal matriks saglayan ve adhezyonu kolaylastiran ekstraselliiler polimerlerin
tiretilmesi ile gelisirler[1]. Bakteriler, bircok canli ve cansiz ylizeye yapisir ve biyofilm
olusturarak, endiistriyel ve tibbi bir¢ok soruna neden olurlar[2]. Biyofilmler ile ilgili
calismalar 1970’ lerin sonlarindan beri yapilmaktadir. Biyofilmler, normal flora gelisiminden
endokardite, kistik fibrozdan otitis mediaya, yabanci cisim enfeksiyonlarindan {iriner sistem
enfeksiyonlarina kadar bir¢ok enfeksiyonun gelisiminden sorumludur. Biyofilm igindeki
bakteri birgok antibiyotik tarafindan oldiiriilmeye ve fagositoza direng gostererek varligim
stirdirme ozelligine sahiptir[3-5]. Yabanci cisim ve diger kronik enfeksiyonlarla,
antibiyotiklere ve konak savunmasina karsi kazanilmis direng paternleri ile ilgili ¢calismalara
dayanarak “Hastalik Kontrol Merkezi (CDC)”, tiim diinyada biyofilme bagli enfeksiyonlarin
oran1 % 65 olarak agiklamistir[6].

Biyofilm i¢indeki bakteriler, yiiksek hiicre yogunlugu ve sinirlt besin nedeniyle yavas
gelisir[7]. Bunun gibi birtakim cevresel faktorlerin etkisi ile genetik modiilasyon sonucu
ortaya ¢ikan ve “quorum sensing” olarak bilinen hiicreler arasi sinyal hipotezi, biyofilm
fizyolojisi ve gelisiminde Onemlidir[8-12]. Cesitli bakteri tiirlerinde, sekonder metabolit
liretimi, yiizme ve kiimelenme hareketi, konjugal plazmid transferi, antibiyotik direnci,
biyofilm gelisimi ve virulans gibi fizyolojik siirecler quorum sensing araciligl ile
diizenlenir[13].

Biyofilmin yapisi heniiz kesin olarak tanimlanamamis olmakla birlikte, fizyolojik
sistemlerdeki fonksiyonlarinin birgogundan yapisindaki karbonhidratlar sorumlu gibi
goriinmektedir. Siyalik asit, organizmalarda, vertebralilarda ve tiim memelilerin dokularinda
bulunan bir aminosekerdir. Siyalik asitin viicuttaki en 6nemli rolii, hiicre yilizeyindeki negatif
yiikli olusturmak ve hiicreler ile hiicreler aras1 matriks arasindaki iliskileri saglamaktir [14].
Siyalik asidin hiicre yiizeyindeki miktari; hiicrenin deformabilite, motilite ve adhezivligi gibi
ozelliklerinde, dolasan hiicrelerin immun sistem tarafindan taninmasi ve kompleman
tarafindan yok edilmesi gibi immiinolojik olaylarda maske gorevi olusturmada ve immun
sistem hiicrelerinin aktivasyonunda 6nemli bir belirleyicidir. Tiim bu 6zellikleri nedeniyle
siyalik asitin, biyofilm fonksiyonlarinda anahtar rolii olan karbonhidrat olabilecegi

distiniilmektedir.



Bu caligsma siyalik asitin bakteri adheransindaki éneminden yola ¢ikarak bu konuda
yapilacak caligmalarin bir¢ok ciddi enfeksiyonun onlenmesi ve tedavisinde hedef molekiil
olabilecegi tezine dayanilarak yapilmistir. Calismada slime olusumunun bakteri adheransi ve
antibiyotik direnci 1ile iligkisinin yamisira, noéraminidaz kullanilarak siyalik asitin
uzaklagtirllmasinin slime olusumu, bakteri adheransi ve antibiyotik direncine etkisi de

arastirilmustir.



GENEL BIiLGILER:

Biyofilm (slime) kavrami, ilk olarak 17. ylizyilda Van Leeuwenhoek’un kendi
dislerindeki plaklarda, mikroskopla saptanabilen varliklar1 gostermesi ile ortaya c¢ikmuistir.
Uzun yillar konu fiizerinde herhangi bir ¢alisma yapilmamasma karsin, biyofilmler ve
ozellikleri ile ilgili genel teori 1978’ den sonra artarak bildirilmeye baslanmistir. Bu teoriye
gore; yeterli besine sahip ekosistemlerde bakterilerin biiyiik kismi biyofilm tabakasini
olusturan matrikste biiyiirler ve bu sesil bakteriler planktonik esdegerlerinden farklilik
gostermektedirler. [15]. Biyofilmlerin varli§i derin yer alti sular1 ve okyanusun derinleri
disinda tiim dogal ekosistemlerde saptanmistir [16].

Biyofilmlerin tanimlanmasi son 30 yilda gelismistir. Marshall 1976 yilinda ¢ok ince
ekstraselliiler polimer fibrillerin bakteri yiizeyine sabitlendigini bildirmistir[17] Costertan ve
arkadaslar1 su sistemlerindeki bakteri topluluklarinin, dogal olarak polisakkarid icinde
bulunurken, yapismis bakteri topluluklarinin glikokaliks matriks i¢inde bulundugunu ve bu
matriks yapisinin adhezyona aracilik ettigini gozlemlemislerdir[15]. Costertan ve arkadaslari
1987’ de biyofilmin daha ¢ok aniyonik eksopolimer matriksden olusan oldukga hidrate yapi
icinde sesil hiicreler ve mikrokolonilerden olustugunu bildirmistir[18].

Costerton ve Lappin-Scott, adhezyonu tetikleyen gen ekspresyonunun, adhezyon ve
biyofilm formasyonu igin gerekli olan bakteriyel bilesenlerin {iiretimini kontrol ettigini
belirlemislerdir[16]. Bu da biyofilm olusumunun spesifik genler tarafindan diizenlendiginin
en 6nemli gdstergesidir. Ornegin, Pseudomonas aeruginosa ile yapilan ¢alismada, Davies ve
Geesey alginate (eksopolisakkarit) sentezini igeren, fosfomannomutazi kontrol eden genin
(algC), solid yiizeylere adhezyonu dakikalar i¢inde arttirdigin1 gdstermislerdir. Son yillardaki
caligsmalarla algD, algU, rpoS ve polifosfokinaz sentezini kontrol eden genlerin biyofilm
formasyonunda arttifi ve 45 kadar farkli gen ekspresyonunun sesil hiicreler ve onlarin
planktonik yandaslar1 tarafindan gerceklestirildigi gosterilmistir[19].

Bakteriler, yerlerini belirlemeye imkan veren kompleks sinir sistemlerinden yoksun
olmalar1 nedeniyle, sag kalmak i¢in ¢esitli stratejilere bagvururlar. Bunun sonucu olarak da,
dogal ve endiistriyel ortamlarda antibakteriyel kimyasallardan (dogal antibiyotikler dahil),
cevresel bakteriyofajlardan ve fagositik uzantilardan korunmalarini saglayan biyofilm
formunda bulunurlar. Bu nedenle kronik biyofilm enfeksiyonlar1 antibiyotik tedavisine ve

antikorlar ile fagositler gibi konak¢1 temizleme mekanizmalarina direnglidir[20].



Biyofilmler; hidrate bir matriks i¢ine gomiilii hiicrelerin olusturdugu c¢ok katmanli,
ylizeye baglh mikrobiyal topluluklardir[2]. En yeni tanim ile biyofilmler; mikroplar tarafindan
olusturulan ekstraselliiler polimerik madde yoluyla, herhangi bir ylizeye, ara ylizeye veya
birbirlerine yapisarak, biiylime oranlart ve gen transkripsiyonuna bagh olarak farkli fenotip
gosterebilen ve olusturan mikroorganizmanin iginde gomiilii olarak bulundugu matriks
olarak tanimlanmustir[20]. Polisakkarit yapidaki bu matriksin yogunlugu ve genigligi sadece
hiicresel ve hiicresel olmayan yapilar arasinda degil, ayn1 zamanda mikroorganizmalarin tiirleri
arasinda da degismektedir. Biyofilmin gelisme potansiyeli; yakin cevredeki besinlerin
kullanimi ve hiicre i¢ine alinimu, atiklarinin uzaklastirilmast ile yakin iliskili olup, bunlarin disinda
besin kisitlanmasi sonucu eksprese olan quorum sensing molekiillerinin salinimi, ortam pH',
O, perfiizyonu, karbon kaynag1 ve ozmolarite de gelisimde ¢ok etkilidir[8, 21-26].

Biyofilm iginde yasamak mikroorganizma icin avantajlidir. Oncelikle matriks, hem
fiziksel giliglere hem de kimyasal saldirilara karsi (hidrojen peroksit ve klorin gibi) koruyucu
bir bariyer saglar[27-29]. Biyofilm i¢indeki bakteri bir¢cok antibiyotik tarafindan 6ldiirtilmeye
direnclidir ve fagositoza direng gostererek immun sistemden kagar[3-5]. Bundan baska,
matriks kiiclik molekiillerin biyofilm disina difiizyonunu yavaslatir, metabolik degisim i¢in
miitkemmel bir ortam hazirlar. Bu doniisiim, farkli nutrisyonal gereksinimlere sahip birgok tiir
ya da susun biyofilm iginde bir arada olmasia izin verir[2]. Biyofilmde bakterilerin
birbirlerine yakinliginin genetik materyalin lateral transferini arttirdig1 diisiiniiliir[30].

Bakteriler, birgok canli ve cansiz yiizeye isteyerek yapisir ve biyofilm olusturarak,
endiistriyel ve tibbi bir¢ok soruna neden olurlar[2]. S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis ve P.
aeruginosa siklikla, kardiyak pacemaker, IV ve iiriner kateterler, eklem protezleri ve kalp
kapaklar1 gibi medikal araclara kolonize olur ve kronik enfeksiyonlara neden olurlar[31].
Bir¢ok olguda bu enfeksiyonlarda, ancak aracin ¢ikarilmasi ile kiir saglanabilir[1, 31, 32]. Ek
olarak, P. aeruginosa, kistik fibrozlu hastalarda, agregatlarin biofilm benzeri yap1
olusturmasiyla, akcigerde kolonize olur ve antibiyotik direncinde artig gozlenir. Kistik fibroz
hastalari, P. aeruginosa ile, bakterinin akcigerde biyofilm olusturmasina bagli olduguna
inanilan kronik enfeksiyonlara duyarlidir[33].

Binlerce bakteri tiliriiniin olusturdugu biyofilmden olusan dental plak bakterileri,
bakteriyemi ve bazen de endokardit ile sonuglanabilen dolasim enfeksiyonlarinin giris
yoludur[34].

Bakteriler tercihan olumsuz ortamlarda biyofilm yaparlar[35]. Bir¢ok kez pasajlanmig
ve adhezyon yetenegini yitirmis laboratuvar suslariyla yapilmis bakteriyel adhezyon

caligmalarinda, piiriizsiiz ylizeylerin bakteriyel adhezyondan kacabildigi saptanmistir. Buna



karsilik; pasajlanmamis ve biitiiniliyle adheran bakteriyel suslarla yapilan ¢alismalarda,
pliriizsiiz yiizeylerin piiriizlii ylzeyler kadar kolay kolonize oldugu ve yiizeyin fiziksel
ozelliklerinin bakteriyel adhezyona etkisinin minimal oldugu gosterilmistir[16]. Biyofilm
olusumu sonrasi sesil hiicreler tarafindan sentezlenen eksopolisakkarit matriks, biyofilme
viskoelastik bir yap1 kazandirir[36]. Bakterilerin uygun kosullarinin oldugu ortamlarda
olusturduklar1 biyofilmler kirilgan bir yapiya sahipken, uygun olmayan kosullarda iirettikleri
biyofilmlerin viskozitelerinin arttigt ve mekanik kirilmalara dayanikli olduklari
gosterilmistir[20].

Bakteriler Neden Biyofilm Olustururlar?

1. Savunma: Biyofilm formasyonunda strese yanit

Biyofilmler, kan akimi ve salgilarin yikayici etkisi tarafindan olusturulan gerilme
kuvvetleri gibi fiziksel kuvvetlere direnglidir. Biyofilm i¢indeki organizmalar besinsel
eksikliklere, pH degisikliklerine, oksijen radikallerine, dezenfektanlara ve antibiyotiklere
karst koymada, planktonik hiicrelerden daha basarilidirlar. Biyofilmler fagositoza da
direnclidirler ve fagositozun biyofilme zarar verme cabasi gercekte, biyofilmin kendisinden
cok cevre dokuya zarar verir. Baz1 enfeksiyonlarin kronik olmasi, esnek biyofilm yapisinin
gelismesine baghidir. Biyofilmin hasar gérmeyen yapisi tam olarak anlagilamamistir, ancak
bliyiik oranda yavas biiyiime hizi ve biyofilmdeki organizmalarin ¢esitliligi gibi biyofilme
spesifik ozelliklere bagl gibi goriinmektedir. Biyofilmin direncini arttiran diger bir 6nemli
ozellik, DNA ve diger polimerleri, 6zellikle de eksopolisakkaritleri (EPS), iceren yapiskan
matriks yapisidir[37]. EPS, biyofilmdeki total organik karbonun % 50-90’ 11 olusturur[38].
Cesitli kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip olmakla birlikte, primer olarak polisakkaritlerden
olusur[20]. Agregasyon ve biyofilm yapisindaki rolii nedeniyle eksopolisakkaritler (EPS),
bakteriyi gerilim olusturan giiclerden ve inflamatuvar hiicrelerin fagositozundan korur[39].

2. Kolonizasyon:

Insan ve hayvanlar, siirekli olarak viicutlarina yerlesmeye ¢alisan mikroorganizmalara
kars1 kompleks bir immun sistem gelistirmislerdir. Viicudun en azindan bir boliimii, bakterinin
yagsama ve gelismesi i¢in gerekli besin, su, O2 ve 1s1 gibi ortamda devamli bulunan faktorlerle
sabit bir yap1 olusturmaktadir. Tiim bunlarin sonucu viicudun immiin sistemi ile bakteri arasinda,
viicudu istila etmesine kars1 amansiz bir yaris siiregitmektedir. Baz1 durumlarda uzlasma olarak
belli bolgelerde biiylik miktarlarda kommensal bakterilerin yasamasina miisaade
edilmektedir ve bu bakterilerin cogu biyofilm olusturmaktadirlar[37].

Bakteriler viicutta kalmak i¢in ¢ok sayida strateji gelistirmislerdir. Konagin

ekstraselliiler matriks proteinlerine baglanan bakteriyel yilizey proteinleri (fibronektin,
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fibrinojen, vitronektin ve elastin), MSCRAMM (mikrobiyal yiizey komponentini taniyan
adheziv matriks molekiilleri) olarak tanimlanir ve bakterinin konakgidaki solid yiizeylere
adheransinda anahtar rol oynar[40]. Bu adherans sonrasi bir yandan c¢ogalan
mikroorganizmalar, diger yandan biyofilm olusturma o&zelliklerine gore, olusturduklar
biyofilm tabaka ile adhere olduklart bolgeye adheranslarini arttirirlar. Buna karsin biyofilm
olustugunda, bakteri popiilasyonunda adhezin ve motilite faktorlerinin salinimi baskilanir. Bu
durum, adhezin, pili ve flajellalarin baslangigtaki baglanmada esas rolii oynadigini ve
biyofilm gelistiginde proteinlerin ekspresyonunun inhibe oldugunu diisiindiirmektedir[37].

Biyofilm olusum hipotezini destekleyen diger bir bulgu da, karbon katabolitlerini
indiikleyen gen regiilasyonunun biyofilm formasyonunda kritik rol oynadigir bulgusudur.
Eksopolisakkarit ekspresyonu ve biyofilmin genislemesi, glukoz ya da diger kullanilabilir
karbon kaynaklarinin bol olmast durumunda, pseudomonaslar, V. cholerae, E. coli,
stafilokoklar ve streptokoklar gibi bazi bakterilerde onemli dlgiide artmistir[41-44]. Besin
kaynaklar1 tiikendiginde bakteri ayrilir ve planktonik duruma geger. Glukoz aracili
eksopolisakkarit iiretimi multifonksiyonal olabilir. Glukozun EPS sentez yolunda basit bir
substrat oldugu disiiniilmektedir. Glukozun, EPS yapimin1 transkripsiyonal regiilasyon
diizeyinde arttirdig1 goriilmektedir[44].

3. Topluluk Olusturmak:

Farkli bakterilerin aym1 ortama adapte olmalar1 yasadiklar1 cevre icinde siklikla
karsimiza ¢ikmaktadir. Farkli bakteriler c¢evreden aldiklari uyarilar dogrultusunda hizla
biyofilm olustururken, biyofilm olusturmus topluluklar da planktonik hale gecebilir. Bu
Ozelligini ortama gore eksprese olan genler aracilifi ile saglamaktadir. Tiim bunlar bakterinin
fenotipik farkliliklar1 olmasina karsin ayni ¢evre faktorlerine ayni yaniti vermeleri topluluk
olusturma ozelliklerinin en 6nemli gostergesidir. [37].

Topluluk olusturmak i¢in bakteriler;

a) Metabolik yiikii paylagsmak

b) Gen transferi

¢) Ozverili davranis gibi bir dizi diizenlenebilir davranislar gosterirler.
4. Yasanabilir cevre gelistirme:
Ozellikle ortamdaki glukozun bakteri tarafindan kullanilabilir olmasinin, pseudomonaslar,
V.cholerae, E. coli ve stafilokoklarin EPS ekspresyonu ve biyofilm olusturmalarini belirgin bir
sekilde arttirdig1 gosterilmistir. Karbon katabolitlerinin konak¢ida yapigmis bakterinin gen

regililasyonunu indiikleyerek biyofilm olusumunda kritik rol oynamasi, bakterinin konakg¢ida
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uygun bir ortam olusturarak kalabilmesindeki mekanizmalar icin biyofilm gerekliligi
hipotezini ciddi bir sekilde desteklemektedir [37, 41, 42].
Bakteriler Nasil Biyofilm Olusturur?

Mikroorganizmalarin canli organizmadaki bir bdlgeye adheransi sonucu oOkaryot
hiicrelerle temasa gegmesi ile mikroorganizmanin yagami igin riskli olabilecek bir seri olay
baslamaktadir. Bu yanita kars1 her seyden uzak, sakin bir yasam isteyen mikroorganizma,
algiladig1 tehditler sonucunda bir seri genin aktivasyonunu saglayarak biyofilm olusumunda
etkili olurlar. Bu genler hiicre fizyolojisindeki rolleri arastirildiginda sadece biyofilm
olusturmakta degil, adhezyonun indiiksiyon / inhibisyon, quorum sensing, hiicre duvar
yapimi, metabolizma vs de etkili olmaktadirlar. Bu genler yapisal olarak var olabildigi gibi
diger mikroorganizmalar tarafindan da aktarilma 6zelligine sahiptirler ve bir kismi biyofilm

olusumunu arttirirken bir kismi da azaltirlar.(tablo 1)

Tablo I: Biyofilm olusumunda rol oynayan genler

Gen Protein fonksiyon Tiir

Metabolizma

CCpA Karbon katobolit kontrol proteini S. mutans

cre Global karbon metabolizma regulatorii P. aeruginosa

Stress cevabi

dgk Stress cevap regulator, antibiotik regulatorii S. mutans

0"'? Sigma faktor-stress cevabini degistirmek S. aureus
S.epidermidis

purR Purine sentezi ve metabolizmasinin regiilasyonu S.epidermidis

rpoS? Yavas biiyiimenin regiilasyonu E. coli

mutT DNAm yanlis eslenmesinin onarimi S. gordonii

Plasmid

tra F plazmidin Konjugativ pilusu E. coli

atle Otolizin/adhezin S.epidermidis

aap Akiimiilasyon iliskili protein S.epidermidis

bopABCD Plastik ylzey operonlar1 lizerindeki biofilm E. faecalis

esp Enterokokal yiizey proteini E. faecalis

agn43 Agregasyonda yer alan antigen proteini E. Coli

Quorum sensing

comX Yeterlilik S. gordonii

comABCDE Yeterlilik S. mutans

luxS? Quorum sensing S. mutans

lasl 30C12-HSLquorum-sensing sinyalinin sentezlenmesi P. aeruginosa

Hiicre duvan

PBP2B Peptidoglikan sentezi S. gordonii

PBP5 Peptidoglikan sentezi S. gordonii

gimMm Peptidoglikan sentezi S. gordonii

bacA Peptidoglikan sentezi S. gordonii

brpA Otolizin muhtemel diizenleyicisi S. mutans
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I- Biyofilm Gelisim Asamalari:

Biyofilm formasyonunun olusumu rastgele bir siire¢ degildir. Bakteri bir yiizey ile
karsilastiginda, genetik olarak belirlenmis bir seri silire¢ birbirini izler. Bakteri yiizeyle
cokelme, siv1 akist ya da aktif ylizme ile karsilasti§i zaman, ilk olarak gii¢sliz ve gegici bir
baglanma olusur. Daha sonraki faz olan irreversibl baglanma hem kolonize olunan yiizeyin
ozelliklerine hem de bakteri hiicre ylizeyinin 6zelliklerine baglidir. Fizikokimyasal kosullar
(ylizeyin hidrofobisite veya hidrofilisitesi ve biriken maddelerin dogasi) uygun ise reversibl
baglanmay1 irreversibl baglanma izler. Irreversibl baglanma sirasinda tek tabakali hiicreler
ylizeye sertge baglanarak sekil alirlar. Bunu mikrokoloni gelisimi izler ve sonunda matiir
biyofilm olusur. Kosullar uzun siire uygun gitmezse hiicreler biyofilmden ayrilarak planktonik

yasama geri donebilir.(sekil ) [2].

1- Bakterinin ylizeye reversibl adheransi

2- Bakteri ekzopolimerik yapilarla ylizeye irreversibl olarak adhere olup
motilite i¢in gerekli olusumlar1 kaybetmesi.

3- Biyofilmin ilk olusma dénemi

4- Biyofilmin tamamen olgunlasarak kompleks yapiy1 olusturdugu dénem
5-Olusan mikrokolonilerden haraketli bakterilerin ortama dagilimi

Sekil I: Biyofilm gelisim asamalari
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A) Yiizeyi Algilama ve Irreversibl Baglanma:

Hareketli ve hareketsiz bakteriler kolonizasyon i¢in farkli siiregler kullanirlar. Bununla
birlikte; flagelle ve fimbria (veya pili) gibi ekler ve aym sekilde yiizey molekiilleri
(lipopolisakkarit, lipoproteinler, membran proteinleri, adhezinler vb.) gibi yiizeyle iligki kuran
yapilar tlim bakterilerin yiizeye baglanmasinda rol oynarlar[2].

1- Hareketli bakteri:
a) Flagella:

Cesitli bakteri tiirlerinde genetik taramalarda, flagellanin baglanmayi baslatmada
gerekli oldugu ve biiyilk oranda hizlandirdigi gésterilmistir. Ornegin; flagellasiz ya da
flagellas1 paralize olmus mutant Escherichia coli K 12’ nin polivinilklorid (PVC) yiizeye
baglanmada yetersizlik gosterdigi saptanmistir[45]. Her ne kadar baz1 baglanmalar gergeklesse
de, dogal suslarda biiyiik oranda 12 saatin iizerinde gecikme gortiliir.

Flagellalarin yiizeyi tamima ve baglanmay1 kolaylastirmas: ile ilgili hipoteze gore;
flagella alt tabaka ile bakteri hiicre yiizeyi arasindaki itici elektrostatik giiclerin asilmasina
yardimc1 olarak adhezyon igin gereken enerjiyi azaltir[45, 46]. Vibrio cholerae’ nin
videomikroskobik incelemesinde baglanmanin baslangic asamasinda, bakterinin yiizeye
flagellalart ile baglandig1 gosterilmistir. Bu etkilesim nazik bir yikamaya kars1 koyacak kadar
giicliidiir ve bu bakteri araciligi ile flagella formunun alt tabakayla giiglii iliskisi oldugu
gosterilmistir[47].

b) Fimbria / Pili :

Bakteriler birbirlerine ve ylizeye yapismak icin ¢esitli fimbria ve pilileri kullanirlar.
Ornegin; Vibrio cholerae’ da cesitli canli ve cansiz yiizeylere baglanma i¢in “mannoz duyarl
hemagliitinin (MSHA) tip IV pili, Vibrio cholerae El Tor i¢in mshA. [48]ve. Escherichia coli
K-12 tip I pili nin [45]baglanmada &nemli pililer olduklar1 bilinmektedir. Ozellikle Gram
negatif bakterilerde konjugatif pili sentezi i¢in gerekli genlerin ekspresyonunun direkt olarak
biyofilm olusturma yetenegi ile iliskili olmalari, adherans ile baglayan biyofilm olusumunda bir
seri 1yl dilizenlenmis genetik aktivasyonun birbirleri ile ne kadar iligkili oldugunu
gostermektedir. [2].
¢) Eksopolisakkarit:

Eksopolisakkaritler de ylizeye baglanmay1 kolaylastirirlar. Moorthy ve Watnick (2004),
karbon kaynagi olarak aminoasit igeren ortama baglanmada tamamen eksiklik gosteren bir
mshA mutantinin, ortama mannoz eklendigi zaman baglanmaya basladigin1 gostermislerdir.

Mannoz eksikliginde eksopolisakkarit (EPS) sentezinden sorumlu gen baskilanmaktadir.
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Mannoz eklenmesi ile EPS sentezine yol acan gen ekspresyonunun uyarilmasi, baglanma i¢in
MSHA’ ya olan gereksinimi ortadan kaldirir[49].

d) Diger proteinler:

Pseudomonas fluorescens WCS365° de Clp proteaz [22] ve LapA’ nm [50],
Pseudomonas aeruginosa’ da sitoplazmik bir protein olan SadB’ nin [51] baglanmada 6nemli
proteinler oldugu gosterilmistir.

2- Hareketsiz bakteri:

Hareketsiz bakterilerde biofilm formasyonu cogunlukla, implantlarla ilgili bir¢ok
enfeksiyondan sorumlu patojenler olan Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis’
de incelenmistir. Hareketsiz bakterilerde biofilm gelisimi, hareketli bakterilerle benzer
asamalar1 izler. 1k olarak yiizeye kararli baglanma gergeklesir, bunu EPS sentez ve sekresyonu
ile matiir biofilm olusumu izler[2].

Staphylococcus epidermidis’ de hidrofobik yiizeye baglanmanin, primer olarak major
otolizin olan AtIE aracilig1 ile gerceklestigi diisiiniiliir[52]. AtIE mutantlar1 cam yiizeyde
biyofilm olusturmasina karsilik polistiren ylizeyde olusturamaz ve dogal suslara gore daha az
hidrofiliktir. Staphylococcus aureus bir AtIE homologuna sahiptir; ancak bakterinin yiizeye
baglanmasinda nasil bir rolii oynadigi bilinmemektedir. Staphylococcus aureus’ un hiicre
duvarindaki teikoik asitinde D-alanin eksikligi olan dtIA mutanti, yiizeyin negatif ylikiinde
artisa neden olarak baglanmada bozukluga neden olur[53]. Bu mutantlarda, eksprese olan
genlerin kodladigi EPS sentezi i¢in gerekli proteinler etkisizdir. Bununla birlikte, dtIA
mutantina Mg iyonlar1 eklenmesi ile biofilm olusturma yeteneginin tekrar kazamilmasi,
baglanma bozuklugunun yiik dengesizliginden kaynaklandigini diistindliirmiistiir. Yiizeye
baglanmaya aracilik eden diger proteinler Staphylococcus epidermidis’ de protein benzeri
hiicre yiizey antijenleri SSP-1 ve SSP-2 [54] ve Staphylococcus aureus’ da hiicre yiizey
proteini Bap’ dir[55].

B) Matiir Biyofilm:

Baslangictaki baglanmadan matiir biyofilm olusumuna gecis sirasinda, bakteri hiicresi

anlamli degisiklikler gegirir. Bu biyofilm gelisim asamasi sonucunda siklikla, mantar-benzeri

yapilar, su kanallar1 ve porlar i¢eren, {ic-boyutlu kompleks bir mimari olusur (Sekil IT).
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Biyofilmin Yapisi:
1- Biyofilm Mimarisi ve Yapisi:

Matiir biofilm, c¢esitli mikroskobik metodlarla gosterilen kompleks bir mimariye
sahiptir. Ozellikle “Scanning confocal laser microscopy (SCLM)” noninvaziv, ii¢ boyutlu
goriintiileme ve bilgisayara aktarim ile tamamen hidrate matiir biyofilmi gosterebilmistir[2].
Lawrence ve arkadaslart (1991) bu metodu Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens ve Vibrio parahaemolyticus’ un olusturdugu biyofilm tabakasinda ¢aligmislardir.
Bu calismada her biyofilmin derinlik, yap1 ve hiicresel-hiicresel olmayan materyal oraninin
farklilik gosterdigini, buna karsilik tiim biyofilmlerde su kanallarinin bulundugunu
saptamislardir[56].

Biyofilm yap1 ve mimarisini,, 6zellikle ¢evresel besin varligi olmak {izere bir¢ok faktor
etkiler. Pseudomonas aeruginosa’ da biyofilm yapis1 “sabit faz transkripsiyon faktorii (RpoS)”
nden etkilenir[57, 58]. rpoS mutant1 dogal sus ile karsilastirildiginda daha yapisal ve derinligi
artmig bir biyofilm olusturur. Pseudomonas aeruginosa’ da rpoS ekspresyonu, besin
noksanligint da igeren c¢ok sayida stres faktorii tarafindan diizenlenir[59]. Bdylece besin
noksanligi altinda rpoS ekspresyonu aktive olarak biyofilm yapisinin degisimi ile
sonuglanabilir.

Bacillus subtilis ve Escherichia coli’ de matiir biyofilm derinligi yikim {irlinlerinin
baskilamasi ile azaltilir, ki bu da besinden zengin ¢evrenin bu bakterilerin biyofilm olusturmasi
acisindan avantajli olmadigini diisiindiirmektedir[60, 61].

Laminar ve tiirbulan akim gibi hidrodinamik durumlar biyofilm yapisimi etkiler[62].
Laminar ve tiirbulan akim altinda gelisen Pseudomonas aeruginosa biyofilminin akim tiiriine
gore olusturdugu farklilik, hidrodinamik kosullarin biyofilmin dansite ve gerilimini etkiledigini
gostermektedir[63-65]. Ilgingtir ki, biiyiime verimi ve dehidrogenaz aktivitesi gibi metabolik
yanitlar gerilim stresi ile yakindan iligkilidir. Gerilim kuvveti arttigi zaman diigiik biiylime
verimi ve yiiksek dehidrogenaz aktivitesi gézlenmistir[63].

2- Ekstraselliiller Matriks:

Biyofilm hiicreleri polisakkaritler, proteinler, DNA ve su karisimindan olusan
ekstraselliiler matrikse birlikte tutunurlar[66](81). Su, bakteriyel hiicre ya da EPS’ nin kapsiilii
icinde sinirlandirilabilir. Eksopolisakkaridin igerigi tiretildigi bakterinin tipine gore degisiklik
gosterir. Ornegin; Gram negatif bakterilerin bazilarinda eksopolisakkaritler néotraldir, oysa
digerleri D-glukuronik, D-galaktronik asit gibi lironik asitler ve mannuronik asit veya keton
bagli piruvatlar nedeniyle polianyoniktir; fosfat ya da siilfat rezidiileri polianyonik karakter

gosterirler[67]. EPS’ ye polianyonik 6zellik saglamak Ca™ ve Mg gibi iki degerli katyonlara
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baglanma ile olur ve bu yolla farkli polimer dizinler c¢apraz baglanirlar. Gram negatif
bakterilerin tam aksine, Staphylococcus epidermidis gibi Gram pozitif bakteriler siklikla
polikatyonik EPS olustururlar[68, 69]. Staphylococcus epidermidis’ in matriksi % 80 teikoik
asit ve % 20 protein karisimindan olusur[68].

Baz1 polisakkaritler hiicre yiizeyine hidrofobisite saglayan ramnoz /O-asetil metili gibi
hidrofobik gruplar tasirlar[70]. Demir varliginda EPS viskozite artisi veya jellesme
gosterir[71].

EPS sentezi karbon, nitrogen, potasyum veya fosfat gibi besinlerin varligmna baghdir.
Karbon fazlalig1 ve diger besinlerdeki sinirlilik EPS sentezini arttirabilir. Ek olarak yavas
bakteriyel biiyiime EPS {iretimini arttirabilir[67].

3- Matiir Biyofilm Gelisimi:

Matiir biyofilm gelisimi EPS iiretimi ile iliskilidir. algACD geninin kontroliinde
sentezlenen alginik asit (alginat), Pseudomonas aeruginosa’ nin mukoid suslarinda
eksopolisakkarit komponenti gibi yer alir. Ornegin; alginat yapim fazla olan mukoid suslar,
mukoid olmayan suslara gore daha organize biyofilm olustururlar. Ancak, mukoid suslar 8
saatlik inkiibasyon sonrast mukoid olmayan suslarla (PAO1) karsilagtirildiginda baglanma
defektli gibi goriinmektedir. Yine de birgok mukoid olmayan Pseudomonas aeruginosa susu
organize biyofilm olusturabilmektedir. Bundan bagka, laboratuvar kosullarinda alginat EPS’
nin énemli bir komponenti olarak bulunmamistir[72].

Whiteley ve arkadaslarinin (2001) yaptigi Pseudomonas aeruginosa’ da planktonik
hiicreler ile matiir biyofilm hiicrelerinin gen ekspresyonunun karsilastirildigi dizi analizinde,
sadece az sayida genin (toplam 73) matiir biyofilmde farkli eksprese edildigi saptanmus.
Genlerdeki farklilik, bakterilerin farkli besin kaynaklar1 ve gelisme kosullar1 tarafindan
diizenlenen birden fazla yol ile biyofilm olusturdugu yoniinde yorumlanmistir. Whiteley ve
arkadaslar1 (2001) tarafindan yapilan transkriptom analizleri, pili ve flagellalar1 kodlayan
genlerin  biyofilm hiicrelerinde baskilandigini  gostermistir.  Bu durum Pseudomonas
aeruginosa’ da matiir biyofilmin devami igin motilite ve baglanmayi igeren genlerin gerekli
olmadigint gdstermektedir[58]. Biyofilmi planktonik hiicreden ayirt edici diger genler;
bakteriyofaj genleri, metabolizma genleri, membran protein sentez genleri, sekresyon genleri,
transkripsiyon diizenleyici genler (rpoS, rpoH) dir[2].

Beloin ve arkadaslar1 (2004), matiir biyofilm ile Escherichia coli K12 gelisim fazi
kiiltiirlerinin, transkripsiyon paterni agisindan karsilagtirilmasi amaciyla DNA dizi analizi
yapmuslardir. Planktonik kiiltiirler ile karsilagtirildiginda, biyofilmde yaklasik 250 uyarict ve

188 baskilayici gen saptamislar, uyarici genlerin stres yaniti, transport, enerji ve karbonhidrat
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metabolizmasi ile ilgili, baskilayict genlerin ise aminoasit, inorganik iyon transportu ile iligkili
oldugunu gormislerdir. Hiicrenin duragan faz1 ile matiir biyofilm olusumunu
karsilastirdiklarinda, genlerin ancak yarisinin biyofilm olusumunda degistigi ve matiir biyofilm
gelisiminde rol oynadigini saptamiglardir[73].

Escherichia coli, biyofilm gelisimi i¢in énemli bir EPS olan colanic asit sentezler.
Colanic asit iiretimi defektli olan bir Escherichia coli K-12 susu, diiz ve yogun biyofilm
tiretir[74]. Escherichia coli K-12’ nin fazla curli fimbria {ireten suslar1 colanic asit iceren gok
katl bir biyofilm olustururlar, ancak colanic asit biyofilm olusumu i¢in gerekli degildir[75].
Benzer sayida yapismis hiicre, mukoid ve mukoid olmayan izojenik suslarda gozlenmis ve
colanic asitin bakteriyel yapismada rolii olmadig1 saptanmistir. Ancak bununla birlikte suslar,
biyofilm mimarisi ve kalinlig1 acisindan anlamli farklar gosterirler. Mukoid suslarda,
biyofilmdeki bakteriyel hiicreler ylizeye diizenli dagilmistir ve intraselliiler alanlar mukusla
dolmustur. Sonucta bu olusan biyofilm, mukoid olmayan suslarda olusan biyofilme goére daha
kalindir. Bu sonug; colanic asitin biyofilmin ii¢-boyutlu mimarisini etkileyerek uzaysal
diizenlenmesinde rol oynadigini, yapisan hiicre sayisini ise etkilemedigini gostermektedir[2].
Prigent-Combaret ve arkadaslart (2000), curli fimbrianin tii¢-boyutlu mimariye etkisini
inceledikleri c¢aligmalarinda, curli’nin alt tabakaya yapisan hiicreleri sabitledigi ve hiicreler
arasi iliskide aracilik ettigini gozlemlemislerdir[75]. Ayrica, plazmid-kodlayan faktorlerin
biyofilm olusumunu etkiledigi saptanmistir. Sheikh ve arkadaslar1 tarafindan entero-
aggregative Escherichia coli’ nin biyofilm olusumunu arttirdigi gosterilmistir[76, 77].

Gram pozitif bakteriler de ayni sekilde ylizeye tutunduklari zaman, ekstraselliiler
polisakkarit iiretirler. Ornegin; Staphylococcus epidermidis’ in baglanma asamasini izleyen
ikinci faz bakterilerin toplanmasidir. Bu faz biyofilm matriks polisakkaridi PIA (polisakkarid
interselliiler adhezin) aracilig1 ile olan hiicreler arasi iletisimi gerektirir[69, 78]. icaADBC (ica:
interselliiler adhezyon) operonu tarafindan kodlanan proteinler PIA biyosentezinden
sorumludur[79]. Demirden sinirli ortamda ve sabit biiyiime kosullarinda, PIA tiretimi artar[80].
Biyofilm gelisiminin son fazinda, Staphylococcus epidermidis’ in glikokaliks yapisi biyofilme

kararlilik saglar. Bununla birlikte glikokaliks biyofilm gelisimi i¢in esansiyel degildir[81].
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:Plastik mikrotitre plakta olusmus biyofilm- kristal viyole ile

Kultdr ortaminda

Koloni gérunuma

Sekil III: Biyofilmin farkli ortamlardaki goriiniimleri
4- Hiicreler arasi letisim (Quorum Sensing):

Bakteriler ¢evrelerine ¢esitli yollarla yanit verirler. Son zamanlarda dikkati ¢eken bir
yol da, biiylik miktarda bakterinin lokal birikimi ile tetiklenen davranis degisikligidir. Bu lokal
birikime yanit olarak gen ekspresyonunun diizenlenmesi quorum sensing (¢ogunlugu algilama)
olarak bilinir[82].

Biyofilm i¢indeki bakteriler, yiiksek hiicre yogunlugu ve smirli besin nedeniyle yavag
gelisir[7]. Buna dayanarak ortaya g¢ikan ve “quorum sensing” olarak bilinen hiicreler arasi
sinyal hipotezi, biyofilm fizyolojisi ve gelisiminde onemlidir[8-12]. Taslar lizerinde olusmus
suya ait biyofilmlerde yapilan arastirmalarda quorum sensing hormonu agil-homoserin lakton
(AHL) yanit1 Agrobacterium tumefaciens A136’ da saptanmistir ve bu ¢aligma dogal olarak
olusmus biyofilmlerde “kendi kendini uyarici aktivite”’yi kanitlayan ilk yayindir. Bu ¢alismada
AHL canli biyofilm ve biyofilm cikartilarinda saptanmis, biyofilm igermeyen taglarda
bulunmamaistir[25].

Cesitli bakteri tlirlerinde, sekonder metabolit iiretimi, ylizme ve kiimelenme hareketi,

konjugal plazmid transferi, antibiyotik direnci, biyofilm gelisimi ve virulans gibi fizyolojik
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siirecler quorum sensing aracihi@i ile diizenlenir[13] Ilk kez Fuqua ve arkadaslari (1994)
tarafindan kullanilan bu terim, “autoinducer” veya bazen de “pheromone olarak adlandirilan
sinyal molekiillerinin, esik konsantrasyonuna ulagmasi sonrasi, hiicre populasyon yogunluguna
bagimli olarak gen ekspresyonunun oldugu, bakteriyel hiicreler arasi iletisimin partikiiler bir
formu olarak tanimlanmistir[83] Baska bir tanimla quorum sensing; bakterilerin, salgiladiklari
“autoinducer” adi verilen kiiclik sinyal molekiillerinin konsantrasyonunu dlgerek, hiicre
populasyon yogunlugunu 6l¢meleridir[84]. Quorum sensing bakteri populasyonunda, hiicreler
bu “autoinducer” lar1 olusturur ve ekstraselliiler ortama salgilarlar. Bdylece ‘“‘eksternal
autoinducer” konsantrasyonu, hiicre populasyon yogunlugu ile koreledir. Ekstraselliiler
“autoinducer” konsantrasyonunu izleme yoluyla, bakteriler digerlerini sayabilir ve buna gore
hedef gen ekspresyonunu degistirebilirler[85]

Quorum sensing (QS) sistemi iki 6rnek grupta siniflandirilabilir [84]):

1. LuxI/Lux R tip QS (Gram negatif bakterilerde)
2. Oligopeptid / iki bilesenli QS (Gram pozitif bakterilerde)

Gram negatif bakterilerde “acil homoserin laktonlar (AHLs)” quorum sensing’ e etki
eden ana molekiildiir ve biyofilm mimarisini etkiledigi gosterilmistir[86]AHL ler, Lux I protein
ailesi tarafindan tretilen kiiciik molekiiller olup, bir lakton halkasi ile a¢il yan zincirinden
olusurlar[87]Lux I homologlari, ag¢il yan zincirlerinde yapisal cesitlilikler olan AHL ler
iiretirler[82]. Her Gram negatif bakteri tiirli, tek AHL veya -birden fazla Lux I tip proteine
sahipse- tek AHL kombinasyonu {iretir. Bunun sonucunda da sadece ayni tiiriin tiyeleri bunu
tantyarak yanit verir. Diger sinyal molekiilleri gibi AHL ler de hiicrede sabit hizla iiretilir ve
hiicrelerin bulundugu ortamda birikerek dansiteyi arttirir. Esik konsantrasyonda gen
ekspresyonunda degisikligi uyarirlar[88].

AHL ler sitoplazmaya difiize olarak ve her AHL i¢in spesifik homolog Lux R’ ye
baglanarak transkripsiyonu etkilerler. DNA-baglayan proteinlerin Lux R ailesi, korunmus bir
baslatic1 zincire baglanir ve transkripsiyonu pozitif ya da negatif yonde etkileyebilir[82]. AHL’
nin saptanmasi ve bunu izleyen gen ekspresyonu degisiklikleri, ayni cins Lux R proteinleri
araciligr ile olur[89]. Lux I yonetimindeki AHL sentezini izleyerek “autoinducer”, serbestce
hiicre i¢ine ve digina difiize olur[90]. Boylece eksternal AHL konsantrasyonu, sitoplazmik
AHL konsantrasyonu ile esit olur ve artan hiicre dansitesi ile orantili olarak artar. Bir kez esik
AHL konsantrasyonu saglaninca “autoinducer”, sitoplazmik karsiligi olan Lux R proteinine
baglanir. Aynmi1 tip AHL ile etkilesim iizerine, Lux R tip protein spesifik DNA baslatici

elemanina baglanir ve bu yonde hedef gen transkripsiyonunu aktive eder[83].



20

AHL — Lux R iligkisi oldukga spesifiktir ve buna bagli olarak da, AHL — Lux R aracili
hiicreler arasi iletisimi kullanan mikst bakteri populasyonlarinda, iliskilerin karigsmasi oldukga
siurl gibi gorlinmektedir[84]. 70° den fazla Gram negatif bakteri tiirii Lux I / Lux R quorum
sensing sistemini kullanma ac¢isindan idantifiye edilmistir.

Transkripsiyondaki degisiklikler vasitastyla AHL ler, ramnolipid {iretimini kontrol eden
rhlIAB dahil birgok operonun kontroliinii etkiler[91]. rhIAB  mutasyonunun olusturdugu
biyofilm, sap ve baglhigi ile mantar benzeri yap1 gosteren dogal tip biyofilm ile
karsilastirildiginda, mimari olarak diiz ve ayrimlagsmamistir[92]. Son yillarda Lequette ve
Greenberg, ramnolipidlerin 6nemi {iizerine ¢alismis ve bunlarin govdede ifade edilmesine
karsilik, mantar benzeri yap1 gosteren biyofilm bas kisminda olmadigini bulmuslardir. Bu
arastirmacilarin hipotezlerine gore; AHL quorum sensing dzellikle sap kisminda sentezlenen,
surfaktan gibi davranip hiicre alt grubunun c¢ekme hareketi ile baslik yapmasini saglayan,
ramnolipid olusumu ile sonug¢lanir[93].

Ortam bilesenleri gibi, ¢evre kosullar1 ve duragan sisteme karsi akigkan sistem,
Pseudomonas aeruginosa’ da quorum sensing diizenlenmesini ve biyofilm gelisimini etkiliyor
gibi goriinmektedir. De Kievit ve arkadaslar1 (2001), Pseudomonas aeruginosa’ da biyofilm
icin sik kullanilan iki besiyeri ortamini karsilagtirmislardir. Glukoz ve karbon iceren M9
ortaminda duragan sistemde inkiibasyon sonrasi, asil kokenlerin tipik mimarili kalin bir
biyofilm tabakasi olusturmasina karsin, lasl ve rhll mutantlar1 sadece birka¢ hiicre derinlikte
mikrokoloniler olusturmaktadir[94]. Buna karsilik sitrat ve karbon igeren baska bir ortamda,
tim suglar biyofilm olusumunda defekt gostermistir. Her iki ortamdaki biyofilm gelisimi
akiskan sistemde karsilagtirildiginda, biyofilmler arasinda anlamli fark gdézlenememistir. Ek
olarak, lasI mutant biyofilme sahip bakteriler biyosidlere daha duyarlidir ve bir deterjan olan
sodyum dodesil siilfata maruz kaldiktan sonra yilizeyden ayrilir[8].

Laboratuvarda gelisen biyofilmlerde Pseudomonas aeruginosa, normal biyofilm
olusumu i¢in lasR-lasl sistemine gereksinim duyar[8]. lasI gen {irlinii, bilinen iki P. aeruginosa
“autoinducer” indan biri olan N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine lacton olusturur. Her ne
kadar lasl mutant1 cam yiizeye tutunup c¢ogalsa da, mutant biyofilm dogal tipe gore daha ince
olusur. Bundan baska, dogal tip biyofilmde, su kanallar1 ile ayrilmig hiicre gruplar
karakteristik iken, mutant biyofilmde bu tipik mimari eksiktir. Mutant biyofilm iceren ortama
N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine lacton eklendigi zaman biyofilm daha kalin bir hal alir ve
hiicre yogunlugu dogal tip biyofilm ile benzer form kazanir. Bu da N-(3-oxododecanoyl)-L-
homoserine lacton’ un Pseudomonas aeruginosa’ daki matiir biyofilm mimarisinden sorumlu

oldugunu diistindiirtir[2].
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Pseudomonas aeruginosa kistik fibroz hastalarinda akcigerlerde siklikla Burkholderia
cepacia ile birlikte mikst biyofilm formunda bulunur. Burkholderia cepacia K56-2’ nin quorum
sensing sistemi; AHL sentaz, N-octanoylhomoserine lacton sentezleyen Cepl ve N-
octanoylhomoserine lacton’ a baglandiktan sonra farkli genlerin transkripsiyonunu aktive eden
ya da baskilayan CepR’ yi icerir[95]. “Cep” sistemindeki defektif mutantlar cam yiizeyde dogal
suglarla benzer sekilde mikrokoloniler olustururlar, ancak bu mikrokoloniler matiir biyofilm
gelistirmede yetersiz kalirlar[96].

Gram negatif bakterilerin tam tersine, Gram pozitif bakterilerde AHL-aracili quorum
sensing kullanimi gosterilmemistir[84]. Gram pozitif bakteriler quorum sensing i¢in peptid
temelli sinyalleri kullanirlar[82]. Gram pozitif bakteriler, oligopeptid “autoinducer” larin1 yapar
ve cevrelerine tasirlar. Bunlar “oligopeptidler autoinducing peptidler (AIPs)” olarak bilinirler
ve tipik olarak 5-17 aminoasitten olugmakla birlikte, bazen alisilmigin disinda yan zincir
modifikasyonlari igerirler[97]. Bunun yanisira, AHL sinyalinden farkli olarak, bakteri hiicre
membrant AIPs karsi gegirgen degildir. Bu da extraselliller ortama AIPs salgilanmasini
kolaylastirmak i¢in hiicre ylizeyine 6zgii oligopeptid tasiyicilarimi gerekli kilmistir. AIPs
saptanmast, iki komponentli duysal iletim sistemi araciligi ile olur[84].

Bu iki komponentli sistem, ¢ok cesitli Gram negatif ve Gram pozitif bakteride vardir.
Bu dongiiler, ¢ok cesitli ekstraselliiler sinyallerin dalgalanmalarini belirlemekten ve bu
sensoriyal bilgiyi, degisen c¢evre sartlarina yanit olarak, gen ekspresyonunu dogru sekilde
ayarlayabilmek i¢in hiicre i¢ine tagimaktan sorumludurlar[98]. Tiim bakteriyel iki komponentli
sistemler, bir “sensor kinaz” ve yanit diizenleyici ¢ift i¢eren kapali fosforilasyon kaskadlar
seklinde fonksiyon goriirler. “Sensor kinaz”lar sabit histidin rezidiileri, yanit diizenleyiciler ise
sabit aspartik asit rezidiileri igerirler ve fosforilasyon bu rezidiilerde gerceklesir[99]. ki
komponentli dongiiniin modiiler bolge diizenlemesi degisebilir, bu dongilide iki, li¢ veya dort
protein ortaktan olusabilir. Dongiiniin son komponenti (yanit diizenleyicisi), genellikle fosforile
oldugunda hedef gen ekspresyonunu degistiren bir DNA baglayan proteindir[98]. Mevcut
icerikte AIPs, iki komponentli “sensor kinaz”lar i¢in liganddir ve fosforilasyon kaskadi, hiicre
icinde populasyon yogunlugu ile ilgili bilgiyi tekrar olusturur.

Patojen Staphylococcus aureus, artan hiicre populasyon yogunluguna yanit olarak,
virulans faktorii iiretimini diizenlemek igin, bir tiyolakton halkasi igeren modifiye AIP’ yi
kullanir[100-102]. Logaritmik ¢ogalmanin ge¢ doneminde spesifik AIP birikiminin, S. aureus’
un baglanmay1 kolaylastiran yiizeyle iliskili faktorlerinin azalmasina ve gesitli toksinleri iceren
proteinlerin salgilanmasinin artmasina neden oldugu saptanmistir[103]. Genlerin karsilikli

kontroliiniin, baglanma ve toksin sekresyonunu belirleyerek, S. aureus’ un yiizeye kolonize
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olmak suretiyle konaga invaze olmasina izin verdigi tahmin edilmektedir[84] .S. aureus AIP
iiretimine gore dort gruba ayrilabilir: AIP-I, AIP-II, AIP-III, AIP-1V.

Insanlarda cesitli hastaliklara yol agma o&zelligini gelistirmek ve konagmn bircok
hiicresini isgal etmek i¢in stafilokoklar, hiicreler arasi iletisimi saglayan ve bir¢ok kolonizasyon
ve virulans faktoriinii diizenleyen quorum sensing sistemini gelistirmislerdir. Staphylococcus
aureus quorum sensing sistemi, agr (accessory gene regulator) bolgesi tarafindan kodlanir
(agrBDCA). Stafilokokal aksesuvar gen diizenleyici (agr) quorum sensing sistemi, in vitro
olarak bircok hiicre ylizey proteininin salinimini azaltirken, logaritmik biiyiime fazindan
duragan faza geciste salgilanan virulans faktorlerinin salinimini arttirir[104, 105]. Agr sistemi,
iki kopyalanmis tlniteden olusacak sekilde ayrilmistir: RNAII ve RNAIII. Kopyalanmalari
gorece olarak P2 ve P3 uyaricilar1 tarafindan yiiriitiiliir[2]. Staphylococcus aureus’ un duragan
biyofilm sistemindeki argD mutant1 dogal susdan daha genis biyofilm olusturur[106]. Bu suslar
tarafindan akiskan hiicrelerde olusturulan biyofilm, yap1 ve kalinlik agisindan anlamli fark
gostermez([2].

Agr  salinnmmin, bir¢ok enfeksiyon modelinde stafilokokal patogeneze katkida
bulundugu saptanmistir. Bunun Ornekleri; kobaylarda subkutan abse[107] ve artrit[108]
gelisimi, yine tavsanlarda endokardit[109] gelisimidir. Ayni sekilde agr salinimi epitelyal
hiicrelerin invazyon ve apopitozunda rol oynamaktadir[110]. Ilging olarak, salinan sinyallerin
iretim ve taninmasindaki farklilikla belirlenen farkli agr gruplari, agirlikli olarak belli
hastaliklarla ilgilidir[105]. Agr gruplar1 ile enfeksiyon tipi arasindaki bu iliskinin nedeni heniiz
acikliga kavusmamistir, ancak stafilokokal hastaliklarin epidemiyolojisinin anlagilmast bu
fenomenin daha iyi anlagilmasina katkida bulunabilir[111].

Stafilokokal biyofilm olusumu, diger tiim biyofilm olusumlar1 gibi iki asamada
tanimlanmustir. Ilk asama adhezyon, ikinci asama ise matriks gelisimidir. Bu asama,
ekstraselliiler matriksin bileseni olan polisakkarit interselliiler adhezin (PIA) dahil
ekstraselliiler faktorlerin tiretimi ile ilgilidir[111].

Agr fenotipi ve salinim modeli, yiizeye baglanma, biyofilm ayrilmasi gibi biyofilm
davraniginin bir¢cok yoniinii ve biyofilm ile ilgili enfeksiyonlarin kronik dogasini etkileyebilir.
Gergekte; a-toksin, yiizey-iligkili adhezin, 8-hemolizin ve otolizin At1E (S. epidermidis) gibi
biyofilmin gelisimiyle iligkili bir¢ok iiriin, agr sistemi tarafindan diizenlenir.

Invaziv tibbi gereglere bagli bircok enfeksiyon S. epidermidis’ den kaynaklanir ve
organizmanin sahip oldugu bazi eksotoksinlerle, biyofilm olusturma yetenegi, primer virulans
faktorleri olarak kabul edilir[112]. Voung ve arkadaslari, S. epidermidis’ in agr bolgesindeki

bozulmanin, bakterinin polistirene baglanmasinin artmasi, biyofilm olusumunun artmasi ve
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cansiz yiizeylere baglanmayi arttiran At1E’nin daha fazla salgilanmasi ile sonug¢landigini
bulmuslardir[113].

Bu kosullarda bile agr, biyofilm olusumuna ve gelismesine katkida bulunmaz, ancak
biyofilm bakterilerinin virulansini etkileyebilir[114]. Agr bolgesi tarafindan kodlanan ve
surfaktan ozelligi tasiyan bir molekiil olan &-hemolizin’ in, hem S. aureus hem de S.
epidermidis biyofilmlerinden hiicre ayrilmasma katkida bulunabilir[113, 115]. Bu durumun
onemli klinik uzantilar1 vardir. Agr eksprese eden ve aktif olarak biyofilmden ayrilan hiicreler,
ek enfeksiyon alanlar1 olusturabilecekleri gibi, akut stafilokok enfeksiyonlar1 ile iligkili
toksemiyi de kolaylastirabilirler. Bu hiicreler, S. aureus’ un siiperantijenik toksini dahil
virulans faktorlerini eksprese edebilirler. Diger yandan, biyofilm i¢inde kalan ve agr eksprese
etmeyen hiicreler, 6zellikle S. epidermidis olgularinda persistansa ve diisiik diizey enfeksiyona
katkida bulunabilirler[111].

Tiim bu ¢alismalar, salgilanan virulans faktorlerinin enfeksiyonun akut fazinda 6nemli
olabilecegi, agr fonksiyon kaybinin stafilokoklarin konakta uzun siire sag kalmasini arttiracagi
ve bu nedenle de enfeksiyonlarin persistansina katkida bulunacagi fikrini olusturmustur. Agr
mutantlarinin sagkaliminin artmasi, siiperantijenler gibi immunstimulan faktérlerin {iretiminin
azalmasi ve protein A gibi immun-kacinma faktorlerinin ekspresyonunun artmasma baglh
olabilir[111].

Bir oneri olarak, farkli agr gruplarmna ait stafilokoklar tarafindan tretilen AIP gibi agr-
inhibitér maddelerin kullanimi, akut stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde faydali
olabilir[105]. Boyle tedaviler, normal olarak agr ekspresyonu tarafindan arttirilan virulans
faktorlerinin iiretimini azaltabilir. Ancak, agr aktivitesinin kaybi, akut enfeksiyonun basta
biyofilm enfeksiyonlar1 olmak iizere, kronik enfeksiyonlara doniisiimii ile sonuglanabilir.
Gergekten de, agr aktivitesinin inhibisyonu, hem S. aureus hem de S. epidermidis’ in
polistirene baglanmasini ve biyofilm olusumunu arttirie[113, 115].

Konak Savunmasindan Korunma Mekanizmalari:

Biyofilmler dogalar1 geregi konak savunmasindan ve antibiyotiklerden korunurlar.
Biyofilm matriksi, biyofilm bakterilerinin konak savunmasindan korunmasinda anahtar rol
oynar[116]. Voung ve arkadaslari, polisakkarit interselliiler adhezini (PIA) yikici mutasyon
gecirmis bakterilerde, polimorfoniikleer 16kositlerle fagositoz ve Oldiirmenin arttigini
bildirmiglerdir[117]. Shiau ve Wu, S. epidermidis tarafindan {iretilen ekstraselliiler slime
faktoriin, makrofaj fagositik aktivitesine engel oldugunu saptamislardir[118]. Meluleni ve
arkadaglari, kronik kistik fibrozisli hastalara ait opsonik antikorlarin, biyofilm

mikrokolonilerinde gelisen bakteriyel hiicrelerin fagositozu ve eliminasyonunda etkisiz
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oldugunu gostermislerdir[119]. Yasuda ve arkadaslari, biyofilm i¢inde gelisen E. coli
hiicrelerini, fagositoza duyarli biyofilm dis1 bakteriler ile slispanse etmis ve in vitro olarak
insan polimorfoniikleer 16kositlerinin dldiirticii aktivitesine karst daha az duyarli olduklarini
saptamiglardir. Buna dayanarak fagositoza direngteki artigin, biyofilm bakterilerinin
polimorfoniikleer 16kositlerdeki oksijen ile oldiiriilmeye direngli tlirler sonucu ortaya ¢iktigi
hipotezini 6ne siirmiislerdir. Bu sonuca gore; medikal araclar veya kronik enfeksiyonlardaki
biyofilmlerden ayrilan organizmalar immun sistemi asarak enfeksiyon olusturmaya daha
hazirdirlar[120].

Biyofilm ve Antibiyotik Direnci:

Dogal ve kazanilmis immun yanit1 saglam bireylerde bile, biyofilme bagli enfeksiyonlar
nadiren diizelir. Gergekte, biyofilme bitisik dokular, immun kompleks ve ndtrofillerin istilasina
bagli yandas hasar gecirebilir[121]. In vitro biyofilm modellerinde ¢alisilan duyarlilik
testlerinde, minimal inhibitér konsantrasyonun yiizlerce hatta bin kati konsantrasyonda
antibiyotik tedavisi sonrasi1 bakteriyel biyofilmin sagkalimi gdsterilmistir[122]. In vivo olarak
antibiyotikler, bagli populasyondan dokiilen serbest bakterileri o6ldiirerek enfeksiyon
semptomlarin1 baskilayabilirler, ancak halen biyofilme gomiilii olan bakteriyel hiicreleri
eradike etmekte yetersizdirler. Biyofilm, antibiyotik tedavisi sonlandirildiginda enfeksiyonun
tekrart i¢in bir odak olusturur. Biyofilm enfeksiyonlari, kolonize ylizeyin cerrahi olarak
cikarilmasina kadar siklikla tekrar eder[4].

Biyofilm i¢indeki bakteriler antibiyotiklere planktonik yandaslarindan yaklasik 1000 kat
daha direnclidirler[123]. Antibiyotik direncinin effluks pompasi, enzim modifikasyonu ve
hedef mutasyonu gibi bilinen mekanizmalart biyofilmdeki bakterinin korunmasinda rol
oynamaz. Hatta genetik olarak direngli olmadig1 bilinen bakteriler bile biyofilm formunda
bulunduklarinda azalmis duyarhilik gosterirler. Bakteriler biyofilmden ayrildiklar1 zaman
siklikla antibiyotiklere duyarli hale gelirler[124, 125], bu da biyofilmdeki bakterilerin
mutasyon veya tasinabilir genetik parcalar yoluyla diren¢ kazanmadigini diisiindiiriir.

Bakteriyel biyofilmlerin antibiyotik direncinde ilk hipotez, antibiyotiklerin biyofilm
icine yavaslamis ya da yetersiz gecisidir[4]. Biyofilm matriksi antibiyotiklerin biyofilm
boyunca diflizyonunu sinirlayan, molekiillerin biyofilmde 6ldiirmek igin yetersiz birikimi ile
sonuglanan fiziksel bir bariyer rolii oynayabilir. Ancak antibiyotikler gibi kii¢iilk molekiiller
icin, matriks diflizyon sinirlamas1 gostermez [126] ve gergekte bircok antibiyotik biyofilm
boyunca serbestce gegebilir[127, 128]. Diger yandan negatif yiiklii olan biyofilm matriksi,
pozitif yiik tasiyan aminoglikozidler gibi bazi antibiyotiklerin gegisini geciktirir. Ornegin,

tobramisinin P. aeruginosa biyofilmi boyunca penetrasyonu 36 saatlik deneyin ilk 12 saati
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sliresince tamamen gecikmis, buna karsilik siprofloksasin biyofilm boyunca ilk 12 saatte tam
olarak gec¢mistir. Yine de 36 saatte tobramisinin % 40’ min diflize olmasi, dnce matriksin
baglanma kapasitesinin asildig1 ve serbest diflizyonun bunu izlediginin gostergesidir[129]. B-
laktam antibiyotikler, -laktamaz iireten biyofilm bakterileri tarafindan aktif olarak azaltilirlar
[127]. Bir g¢alismada, ampisilinin, B-laktamaz mutant K. pneumoniae tarafindan yapilan
biyofilmden difiize olurken, B-laktamaz {iireten suslara ait biyofilmden difiize olmamasinin,
antibiyotigin enzim ile azaltilmasinin biyofilme difiizyonundan daha hizli oldugunu
distindiirmiistiir[ 130]. Biyofilmin fiziksel bariyer olusturma 6zelliginin, 6zellikle vankomisin
ve teikoplanin gibi glikopeptidlerin gegisinin engellenmesi ve vankomisinin, gentamisin ile
olan sinerjistik etkisinin bozulmasinda en 6nemli mekanizma oldugu gosterilmistir[131].

Ikinci hipotez biofilm icindeki degismis kimyasal mikrogevreye dayanir. Bu hipotez,
besin ve oksijen kisitlhlig1 sonucunda biyofilmde yavas biliyiime ve diisiik metabolik aktivitenin
antibiyotik toleransina yol agtigin1 6ne siirer. Mikroelektrod ile yapilan calismalar géstermistir
ki, oksijen biofilmin ylizey tabakalarinda tamamen tiiketilir ve bu durum biofilmin derin
tabakalarinda anaerobik ortam olusumuna yol acar.. Boylece derin katlardaki biyofilm anaerob
bir c¢evrede yasar[129, 130]. Anaerob kosullar hem aminoglikozidlerin hem de
florokinolonlarin etkinligini azaltir[132, 133] ki bu da oksijen kisithiliginin antibiyotik
toleransini kolaylastirabilecegine isaret eder. Ek olarak, asidik artik iiriinlerin lokal birikimi
esas sivi ile biofilmin i¢i arasinda 1’den fazla pH farkliligina yol acar ve direkt olarak
antibiyotik etkisini antagonize eder. Bundan bagka, biofilm icindeki osmotik c¢evre
degistirilebilir ve bdylece osmotik stres yaniti indiiklenir[134]. Bdyle bir yanit porinlerin
oranin1 degistirip hiicre zarfinin antibiyotiklere gecirgenligini azaltarak antibiyotik direncine
katkida bulunabilir[4].

Antimikrobiyal ajanlara karsi biofilm direncini agiklayan ii¢lincli hipotez, biofilm-
iliskili hiicrelerin planktonik hiicrelerden anlamli olarak daha yavas biiylidiigii ve sonug olarak
antimikrobiyal ajan1 daha yavas tuttugu seklindedir. Bir substratin yoklugu ya da inhibitor bir
artik iirlinlin birikmesi bazi bakterilerin gelisiminin durmasina ve dldiiriilmekten korunmasina
yol acar. Ornek olarak; hiicre duvari sentezini hedefleyen penisilin antibiyotikler yalnizca
biiyiimekte olan bakterileri oldiirebilirler[4].DuGuid ve arkadaslar1 S. epidermidis biofilm
biiylime hizlarinin antibiyotik duyarliligini kuvvetle etkiledigini; hiicre biiyiime hiz1 ne kadar

yiiksekse, siprofloksasinle inaktivasyon hizinin o kadar yiiksek oldugunu gostermislerdir[135].
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Biyofilm Yapisinda Siyalik Asitin Rolii:

Biyofilmin yapisi ve fizyolojik sistemlerdeki fonksiyonlarina bakildiginda, halen tam
tanimlanamamis olan karbonhidrattan zengin yapisinin bu fonksiyonlarda en muhtemel anahtar
yapt oldugu disiiniilmektedir. ~Karbonhidratlarin ~ bilinen islevleri gdz Oniinde
bulunduruldugunda, siyalik asidin en fonksiyonel molekiil olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
konu ile ilgili heniiz ¢ok sinirli sayida ¢alisma mevcuttur[136].

Siyalik asit; organizmalarda, vertebralilarda ve tiim memelilerin dokularinda bulunan
bir aminosekerdir. Bu aminoseker grubu hiicrede glukokonjugatlar olarak bulunur. Memeli
hiicrelerinde en sik bulunan siyalik asitler; N-asetil ndraminik asit ve N-glikolilndraminik asit
iken, sadece N-asetil noraminik asit insan hiicrelerinde bulunur[137]. Bu hiicrelerde siyalik
asitler, genellikle hiicre ylizeylerindeki oligosakkaridlerin terminal seker kalintilar1 seklinde
bulunurlar. Serumda ise, glikoprotein ve glikolipidlere bagl karbonhidrat zincirinin azot (N) ve
oksijen (O) baglarinin indirgenmemis ucunda, terminal pozisyonda bulunurlar[138] (Sekil IV).
insan plazma glikoprotein ve glikolipidleri iizerinde en sik bulunan siyalik asit, 5-N asetil
noraminik asittir ve ¢ogunlukla galaktoz a-2,3 bagi ile baglantihidir. Plazmadaki siyalik asidin
biiylik kismi protein ve lipide bagli olarak, a-1 antitripsin, haptoglobiilin, seruloplazmin,
komplement proteinleri, fibrinojen ve transferin gibi ¢esitli akut faz reaktanlarinin yapisinda

bulunurken, serbest kisim ¢ok diisiik miktarda bulunur[139] [140]
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Sekil IV: Siyalik asitin yapisi

Siyalik asit kompleksindeki siyalik asit kalintilariin, asialoglikoproteinlere
transferinden sorumlu enzimler sialitransferazlardir. Bu enzimlerin, alict glikokonjugatlarin

ozelligine gore, a-glikozidik baglanmadaki farklilik gosteren degisik tipleri vardir. Siyalik asit
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konakta serbest olarak bulunmaz ve genellikle a(2—3), a(2—6) ve a(2—38) tipinde glikozid
baglari ile diger sekerlere baglanir[141].

Yapilan c¢alismalarda siyalik asitin One siirilen fonksiyon ve gorevleri arasinda;
glikoproteinlerin ve hiicre membranlarinin uyumunu stabilize ederek, hiicrelerin birbirini
tanimasina ve hiicreler arasi iligkiye yardim etme, doku ve viicut sivilarinda kimyasal haberci
olarak gorev alma, transmembran tagima mekanizmasinda etki gosterme, antikorlar, enzimler
ve mikroorganizmalar i¢in membran reseptér molekiillerinin fonksiyonlarini etkileme, kan
dolasimindaki glikoproteinlerin yasam siiresini, fonksiyonlarini ve stabilizasyonlarini etkileme
ve glomeriil bazal mambran gecirgenliginin kontrolii sayilmaktadir[139].

Ozetle; siyalik asitin viicuttaki en ©6nemli rolii, hiicre yiizeyindeki negatif yiikii
olusturmak ve hiicreler ile hiicreler aras1 matriks arasindaki iliskileri saglamaktir[14]. Siyalik
asit negatif yliklii olup, memeli hiicrelerinin hiicre membraninin dis ylizeyinde, glikoprotein ve
gangliozidazlarin regiilatorii olarak bulunur ve cesitli biyolojik fonksiyonlara katilir. Hiicre
ylizeyinin negatif yiikiinden biiylik oranda siyalik asit ve daha az oranda da glutamat ve
aspartat gibi negatif yikli aminoasitler sorumludur[142]. Siyalik asitlerin ¢ift yonli
fonksiyonu vardir. Bunlar, ya taninma bdélgelerini maskelerler ya da bir regiilator protein, lektin
araciligr ile taninmay1 saglayacak sekilde ligand veya reseptorlerle esleserek biyolojik hedef
olustururlar[143]. En Onemli o&zellikleri olan negatif yiikleri nedeniyle siyalik asitler;
farmosotikleri de igeren pozitif yiiklii molekiillerin baglanma ve transportunda, bunun yaninda
hiicre ve molekiillerin ¢ekilmesi ve itilmesinde gérev almaktadirlar. Ozellikle kiiltiir ortaminda,
siyalik asitin elektrostatik itme giiclinden dolayr trombositler, eritrositler ve kanser
hiicrelerinde hiicre agregasyonunu o6nledigi gézlenmistir. Bu yolla, glikoproteinlerin bileseni
olarak siyalik asitler, epiteli koruyan ve kaplayan misinlerin viskositesine katkida
bulunmaktadirlar. Siyalik asitlerin bu fizyolojik 6zellikleri, bilesenlerin O-asetil veya O-metil
gruplar1 gibi hidrofobik gruplara doniismesi ile ya da N-asetil gruplarinin hidroksilasyonu ile
yonlendirilir. Bu sekerlerin negatif yiikii ayrica, glikoproteinlerdeki antiproteolitik etkiye
katkida bulunurken, bunun yaninda bazi endoglikozidazlarin etkisini inhibe eder. Siyalik
asitlerin taninmay1 engelleyici etkileri, hidrofilik gruplar ile kombinasyonda negatif yiikleri
nedeniyle aciklanir. Desiyalizasyon ilk olarak galaktoz spesifik lektinler tarafindan taninmayi,
ikinci olarak da makromolekiiller ve hiicrelerin kompleman veya immun sistem tarafindan
taninmasin1 saglayabilir. Bu etkinin amaci; molekiillerin ve hiicrelerin belirli bdlgelere
hedeflenmesi ve fizyolojik veya patolojik dnemi olan degredasyonun pekistirilmesidir[143].
Cesitli biyolojik fonksiyonlara katilan siyalik asitlerin, bulundugu en énemli yapilardan biri de

glikanlardir ve buna 6nemli bir 6rnek, selektinler icin major bir baglant1 olusturan siyali-Lewis
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yapisidir. Selektinler, endotelyuma gelen kan akimindan 16kositlerin yakalanmasi ve taginmasi
icin Ozellesmis iic hiicre adhezyon molekiilii (L,E ve P-selektinleri) ailesinden olusur. Bu,
l6kosit ekstravazasyonuna neden olan molekiiller arasi1 etkilesimde ilk basamaktir.
Graniilositler ya da lenfositler gibi immun sistem hiicrelerinde, siyalik asitin N-a¢il yan
zincirlerinin temel rolii gosterilmistir[144]. Karbonhidrat rezidiilerinin, kapiller damarlari
sinirlayan hiicrelerin lenfositleri tanimasinda ve bunun lenfositlerin kandan lenfoid dokuya
gecislerini kontrol etmesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir[143]. L,E ve P-selektin olarak
isimlendirilen tiim hiicre adhezyon molekiilleri, immun sistem hiicreleri ve endotel hiicreleri
arasinda ilk temas1 saglar. Bunlar, hiicrelerin yuvarlanma hareketine ve kan damar duvarina
hiicrelerin yapigsmasina katkida bulunarak sonugcta hiicrelerin aktivasyonunu saglarlar. Endotel
hiicrelerine gii¢lii yapismay1 saglayan bu aktivasyonu, inflamasyon dokusu igerisine ICAMs ve
integrin olarak isimlendirilen diger hiicre adhezyon molekiilleri araciligi ile, 16kositlerin
seferberligi ve transmigrasyonu izler[144].

Siyalik asit tizerine yapilan pek ¢ok calisma; hiicre korumasi, fertilizasyon, hiicre
farklilagsmasi, hiicre adhezyonu, immiinoloji, inflamasyon ve tiimorler {izerine odaklanmustir.
Siyalik asitin, fizyolojik durumlarda toksik hidrojen peroksiti (H,O,) tiikettigi gdsterilmistir.
Hiicre kiiltiirlerinde siyalik asit ile HO,’ nin detoksifikasyonu, H,O,’ nin olusturdugu hiicre
Olimiiniin, siyalik asit yoluyla doza bagimli bir sekilde baskilandigini gostermistir. Bu
sonuglar, reaktif oksijen kurtarici olarak siyalik asitin roliinii agiklar[145].

Okaryotik hiicrelerde, siyalik asitin hiicre-hiicre iliskilerinde belirleyici bir rolii vardir.
Biyolojik sistemlerdeki gorevi regiilasyondur. Glikolizasyon diizeyi ligandin hiicresel reseptor
ile iligkisini etkilemektedir. Bu tip modiilasyonlar, hormonlar [human chorionic gonodotrophin
(HCG) ve eritroprotein gibi], sitokinler, immiinoglobulinler, adhezin molekiilleri ve toksinler
icin tariflenmistir[146]. Hiicreler aras1i kontakt inhibisyon, malign hiicrelerin metastatik
potansiyeli ve immun sistem hiicrelerinin aktivasyonu gibi hiicre davraniglarinin
regiilasyonunda da siyalik asit gorev alir. Siyalik asit, sirkiilasyonda dolasan hiicreleri
bagisiklik sisteminin etkilerinden bir biyolojik maske gibi korur. T-lenfositler iizerindeki
protein ve lipidler, siyalik asitin baglanmasi, hiicre-hiicre iligkisi ve hiicre aktivasyonu
esnasinda 6nemli bir rol oynamaktadir[147]. Selliiler aktivasyonun yoklugunda, mononiikleer
hiicrelerin desiyalizasyonunun, HIV-I’ in yayilmasin1 provoke ettigi de gosterilmistir[148].
Ayrica, germinal hiicre diferansiyasyonunda rol oynayan molekiillerin yiiksek miktarda
karbonhidrat igerigi ve myeloid hiicrelerde izlendigi gibi, bu hiicrelerin olgunlastik¢a siyalik

asitlerini kaybettigi de tespit edilmistir[ 149]. Bundan bagka, tlimor hiicre yiizeylerindeki artmis
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siyalik asit miktarinin, tiimor hiicrelerinin invazif ve metastatik karakteri ile de dogru orantili
oldugu gosterilmistir[150].

Ozetle, siyalik asidin hiicre yiizeyindeki miktari; hiicrenin deformabilite, motilite ve
adhezivligi gibi Ozelliklerinde, hiicrenin kontakt inhibisyonu ve malign hiicre metastatik
potansiyeli gibi hiicre davranisinda, dolasan hiicrelerin immun sistem tarafindan taninmasi ve
kompleman tarafindan yok edilmesi gibi immiinolojik olaylarda maske gorevi olusturmada ve
T ile B hiicreleri arasindaki iliski, antijen sunan hiicre ve hiicre iligkisinin diizenlenmesi gibi
immun sistem hiicrelerinin aktivasyonunda dnemli bir belirleyicidir. Bunun yaninda; reseptor-
hormon (HCG, eritroprotein), reseptor-sitokin (MIF), reseptor-Ig, reseptor-adhesin (H. pylori,
H. influenza) ve toksin-hedef hiicre (V. cholera) arasindaki iligskide, ligandlarin siyalasyonu ve
desiyalasyonu énemli rol oynamaktadir.

Tiim bunlar, reseptdr-ligand ve hiicre-hiicre iligkisinde ylizey siyalik asit miktarinin ne
kadar onemli oldugunu gdstermektedir. Her canli hiicre yiizeyinde yogun olarak bulunan
siyalik asidin, simdiye kadar yapilan ¢alismalar sonucu biiyiik bir biyolojik 6éneminin oldugu
gosterilmesine karsin, daha bir¢ok fonksiyonlarinin gosterilmesi i¢in yogun ¢alismalara
gereksinim vardir.

Sonug olarak, siyalik asidin bakteri adheransinda 6nemli bir hedef molekiil oldugu ve
bu konuda yapilacak ¢aligmalar sonucu bir¢ok ciddi enfeksiyonun olusumunun engellenmesi ve
tedavisinde hedef molekiil olabilecegi diisiintilmektedir.

Siyalik asidin hiicre yiizeyindeki durumu, ndéraminidaz (memelilerde siyalidaz olarak
adlandirilir) ve siyalotranferaz tarafindan kontrol edilir. Noraminidaz, siyalik asiti hiicre
yiizeyinden uzaklastirirken; siyalotranferazlar ise siyalik asitin hiicre yiizeyindeki
glukokonjugatlara  tekrar  yerlestirilmesini  saglar[141].  Siyalotranferazlar,  diger
glikosyltransferazlar gibi tip II glikoproteinler olup, ekspresyonlar: hiicre diferansiyasyonu ve
embriyonik gelisim esnasinda regiile edilmekte ve yiliksek derecede doku spesifitesi
gostermektedirler[151].

Siyalidaz enzimi ise; siyalokonjugatlarin a-bagli siyalik asid rezidiilerini ayiran bir
ekzoglukozidazdir. Siyalillenmis glikokonjugatlardaki 2-3 baglarin1 hizli, 2-6 baglarim ise
yavas hidrolize etme oOzelligine sahiptir. Siyalik asid kalintilarinin uzaklastirilmasindan
sorumlu siyalidaz enzimi, bu 06zelligi ile siyalillenmis glikokonjugatlarin yasam siireleri,
antijenik 6zellikleri ve reseptor tarafindan taninma ya da taninmama gibi fonksiyonlari {izerine
biyolojik etki gosterir. Siyalidaz, biiyiime ve farklilasma, yaslanma ve neoplastik degisim
gelisimini igeren hiicresel kanitlara katkida bulunur. Siyalidazlarin yerlesme yeri 6zelliklerine

gore baslica dort tipi tanimlanmig olup bunlar; intralizozomal, sitozolik ve membrana bagl
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siyalidaz tip I ve tip II dir. B-adrenerjik stimiilasyon siyalidaz aktivitesini arttirarak, hiicre
membranlarinda siyalik asit bilesenlerinin yikimini arttirir.
Biyofilmler ile flgili Enfeksiyonlar:

Biyofilmler ile iliskili enfeksiyonlar i¢in dogru bir prevalans ve insidans modeli

belirlemek giictiir. Ancak biyofilmlerin, dental plak, iist solunum yolu enfeksiyonlari, peritonit,
iirogenital enfeksiyonlar ve yabanci cisim enfeksiyonlar1 gibi birgok durum ile ilgili olduklar
sOylenebilir [18, 152-159].
Yabanci cisim ve diger kronik enfeksiyonlarla, antibiyotiklere ve konak savunmasina kars
kazanilmig direng paternleri ile ilgili ¢aligmalara dayanarak “Hastalik Kontrol Merkezi
(CDC)”, tim diinyada biyofilme bagli enfeksiyonlarin oranin %65 olarak agiklamistir[160].
Tablo II’ de insanlarda biyofilm ile iliskili enfeksiyonlarin listesi goriilmektedir.

Tablo II: Insanlarda biyofilm ile iliskili enfeksiyonlar

Enfeksiyonun tiirii Biyofilm olusturan mikroorganizma
YBU’ de gelisen pndmoni Gram-negatif basiller

Cerrahi siitiirler S. epidermidis ve S. aureus
Arteriyovendz santlar S. epidermidis ve S. aureus

Kontakt lensler P. aeruginosa ve Gram-pozitif koklar
Uriner kateterler, sistit E. coli ve diger Gram-negatif basiller
Peritoneal dializ (CAPD) peritoniti Cesitli bakteri ve mantarlar

Intrauterin araglar Actinomyces israelii ve digerleri
Endotrakeal tiipler Cesitli bakteri ve mantarlar

Hickman kateterleri S. epidermidis ve Candida albicans
Santral venoz kateterler S. epidermidis ve digerleri

Mekanik kalp kapaklari S. aureus ve S. epidermidis

Vaskiiler greftler Gram-pozitif koklar

Ortopedik araglar S. aureus ve S. epidermidis

Penil protezler S. aureus ve S. epidermidis

Dental protezler Asidojenik Gram-pozitif koklar (Streptokoklar)
Periodontit Gram-negatif anaerobik oral bakteriler
Otitis media Haemophilus influenzae

Iskelet-kas enfeksiyonlar Gram-pozitif koklar (6rn. stafilokoklar)
Nekrotizan fasiit Grup A streptokoklar

Safra yolu enfeksiyonlar Enterik bakteriler (6rn. E. coli)
Osteomyelit Cesitli bakteri ve mantarlar — siklikla mikst
Bakteriyal prostatit E. coli ve diger Gram-negatif basiller
Dogal kapak endokarditi Viridans streptokoklar

Kistik fibroz pnomonisi P. aeruginosa ve Burkholderia cepacia




31

Biyofilmlerin karakteristik 6zellikleri, dogal kapak endokarditi gibi kronik bakteriyel
enfeksiyonlarda goriildiigii gibi, sapin gerilim kuvvetleri asildigi zaman, tek basina
mikrokolonilerin pargalanmasi ve/veya kopmasidir. Antibiyotik direngli fenotiplere sahip,
sekillenmemis bu mikrokolonilerin ayrilmasi, ilk kapiller yatakta karsilagilan infektif emboliler
icin ¢ok ciddi risk igerir. Sekillenmemis biyofilmlerden kalp kapaklarina mikrokolonilerin bu
dokiilmesi, inme ya da agir pulmoner sekellere yol acabilir[39].

Dogal Kapak Endokarditi:

Dogal kapak endokarditi (NVE), genellikle mitral, aort, trikiispit ve pulmoner kalp
kapaklarinin vaskiiler endoteli ile kan dolagimindaki bakteri ya da funguslar aras1 iliski sonucu
meydana gelen bir durumdur[161]. NVE’ ye neden olan mikroorganizmalar oldukg¢a ¢esitlidir.
Tunkel ve Mandell, 2345 infektif endokardit nedeni belirtmistir, bunun %56’ si streptokoklar
(viridans = streptokoklar, enterokoklar, pnomokoklar ve Streptococcus bovis), %25’ ini
stafilokoklar (%19 koagiilaz pozitif ve % 6 koagiilaz negatif) ve bunu dengeleyen Gram negatif
bakteri ve funguslar (Candida ve Aspergillus spp.).olusturur[162].

Normal olarak mikroorganizmalar saglam endotele zayif olarak adhere olurlar. Bununla
birlikte endotel hasarlandig1 zaman, platelet, fibrin ve bazen kirmizi kan hiicrelerinin birikimi
sonucu olusan trombiis, hasar noktasinda nonbakteriyel trombotik endokardit (NBTE)
olusturur. Vaskiiler hasara yanit olarak fibroblastlardan, plateletlerden ve endotel hiicrelerinden
salgilanan fibronektin, kalp kapaklarindaki trombotik lezyonlardan idantifiye edilmistir[39].

Staphylococcus aureus ve streptokoklarin birgok tiirii de dahil olmak {izere, bircok
bakteri fibronektin reseptorleri icerir[161]. Streptokoklarin ¢ogu ayni zamanda, NBTE’ de
trombiisiin yiizeyine adheransi arttiran yiiksek molekiiler agirlikli dekstranlari yapar[163].
Gram negatif bakteriler, Gram pozitif bakteriler kadar iyi adhere olamazlar[164].

Her ne kadar bakterilerin ¢gogu NBTE kenarindaki 16kositler tarafindan sindirilse de, bir
kisim bakteri sindirilmeyerek vejetasyon kenarina adhere olur. Bu bakteriler saatler icinde
cogalir ve bakteri mikrokolonileri platelet-fibrin kapsiil gelistirir. Bakteri kolonileri fibrin
kapsiil gelistirmeleri sonucu l6kositlerden korunurlar. Durack ve Beeson, ylizeydeki biyofilm
bakterilerinin metabolik aktivitesini incelemis, trombiisiin derinlerindeki kolonilerin inaktif
oldugunu gostermislerdir. Ayni1 zamanda, vejetasyondaki bakterilerin ¢ogunlugunun
enfeksiyonun ikinci giiniinde istirahat durumuna girdiklerini gézlemlemislerdir[165].

Dogal kapaklardaki biyofilmler kapak dokusunda hasara ve emboli olusumuna neden
olurlar. Serbest hiicreler ya da hiicre kiimeleri ile NBTE komponentleri dogal kapak

endokarditi biyofilmlerinin sonucu olarak kan dolasiminda bulunabilir Bu emboliler tiim
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viicutta ciddi komplikasyonlara neden olabilir. Mantarlar daha biiylik ve gevsek vejetasyonlar
yaptiklar1 i¢in daha stk emboli olusumuna neden olurlar[39].

Bir¢ok hekim dental ya da diger invaziv girisimler dncesi endokardit icin yliksek risk
altinda olan hastalara profilaktik antibiyotik tedavisi Onerirler. Bu tedavinin dolasimdaki
planktonik organizmalar1 baglanmadan oOnce oOldiirmesi beklenir. Biyofilm bir kez kalp
kapaginda olusursa, tedavi, vejetasyona gegisin sinirliligi ve biyofilm organizmalarinin dogal
direnci nedeniyle az etkili olur[39].

Otitis Media:

Otitis media, orta kulagin mukoperiosteal siirinin inflamasyon ile karakterize
hastaligidir. Cocukluk ¢aginda oldukg¢a siktir. Akut ya da kronik olabilir. Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, grup A beta-hemolitik
streptokoklar, enterik bakteriler, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa ve diger birgok organizma etken olabilir[166]. Bir¢ok kronik otitis
media vakasinda, orta kulakta yiiksek viskoziteli sivi bulunur (effiizyonlu otitis media) [167].
Bu durumda timpanostomi tiipiiniin implante edilmesi basing artisini ve isitme kaybini
yatistirir.

Timpanostomi tiipleri kontaminasyon objesidir ve biyofilmler bunlarin i¢ ylizeyinde
geligirler. Biedlingmaier ve arkadaslari, triptik soya besiyerinde Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis kolonizasyonunu Armstrong silikonlu,
floroplastik, iyonize modifiye silikon ve giimiis oksid kapli Armstrong silikonlu tiiplerde
arastirmistir. Arastirmacilar her {i¢ organizmanin da Armstrong silikon ve giimiis oksid kapl
Armstrong silikon tiiplerinde, Pseudomonas aeruginosa’ nin ayrica floroplastik tiipte biyofilm
olusturdugunu saptamislardir. Sadece iyonize silikon tiipte kontaminasyon ve biyofilm
gelismemistir[ 168].

Gergekte biyofilm icindeki organizmalar antibiyotiklere anlamli 6l¢lide direnglidirler.
Buna ek olarak biyofilm tabakasinin bulundugu otitis media vakalarinda antibiyotikler orta
kulak sivisina ¢ok diisiik diizeylerde penetre olur[39].

Krause ve arkadaslari, serdz otitis mediasi olan ¢ocuklarda orta kulak sivis1 ve serumda
amoksisilin, sefaklor, eritromisin-siilfisoksazol ve trimetoprim-siilfametaksazol
konsantrasyonlarini karsilastirmiglardir. Tek oral dozun verilmesinden 15-240 dakika sonra
ornekler toplanmis ve orta kulak sivisindaki antibiyotik diizeyleri, serumdakinden anlamli
oranda diisiik saptanmistir[169].

Bir istisna olarak Hayes ve arkadaslari tarafindan yayimlanan tek bir raporda otitis

mediada orta kulaktaki mukozal ylizeyde biyofilm gelisimine ait ¢ok kiiclik bir kanit
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bildirilmistir. Bu ¢alismada kiiltiirden organizma injekte edilen kobaylarin orta kulak mukozal
yiizeylerinde scanning eclektron mikroskobu ile H. influenzae biyofilminin kanitlari
saptanmugtir[170].

Kronik Bakteriyel Prostatit:

Prostat bezi liretradan asendan olarak veya infekte idrarin prostat kanalina refliisii ile
infekte olabilir[171]. Bakteriler prostat kanallarina ve asinuslara girince hizla ¢cogalmaya ve
konak yanit1 olusturmaya baslarlar. Enfeksiyonun erken akut déneminde bakteriler antibiyotik
tedavisi ile kolayca eradike edilebilirler[172]. Bakteriler kalic1 oldugunda, kanal sisteminin
epitelyal hiicrelerine adhere olarak sporadik mikrokoloniler ve biyofilm olustururlar. Kronik
bakteriyel prostatitten izole edilen mikroorganizmalar E. coli (en sik izole edilen), Klebsiella,
enterobacteriaceae, Proteus, Serratia, Pseudomonas aeruginosa, koagiilaz negatif stafilokoklar,
coryneformlar ve Enterococcus faecalis’ tir[171].

Nickel ve Costerton, kronik bakteriyel prostatit oykiisii olan 20 erkegi, degerlendirmis
ve infekte prostat dokusundan biyopsi ornekleri toplayarak besiyerine ekmiglerdir. Histolojik
ornekler scanning elektron mikroskobu ve transmission elektron mikroskobu ile incelenmistir.
Sonugta duktus duvarma bakteriyel baglanma, ozellikle de P. aeruginosa igin
gosterilmistir[173]. Nickel ve Costerton ayrica, biyopsi orneklerini kullanarak intraduktal
alanda sporadik koagiilaz negatif stafilokok kolonileri gostermislerdir. Mikrokoloniler
dehidrate slime matriksi ile kaplanmistir[174].

Nickel ve Costerton, semptomlar1 uzun siireli antibiyotik tedavisi ile gerilemeyen
kronik bakteriyel prostatitli 20 erkekte c¢alismislardir. Arastirmacilar, doku biyopsi
orneklerinde bakteri iiremesinin sistitli hastalarin bakteri kiiltiirlerine oranla anlamli 6l¢lide
uzun siire (96 saat) devam ettigini saptamiglardir. Bu c¢alisma, biyofilmlerin metabolizmay1
degistirerek organizmalarin dokuda tiredigi sonucuna isaret etmektedir[173].

Kistik Fibroz:

Kistik fibroz siklikla kalitimsal olan, alt solunum sisteminin kronik bir hastaligidir.
Normal mukosiliyer temizleme sisteminde, inhale edilen partikiiller alttaki sulu sistemle
serbestce hareket eden silialarla mukus tabakasi ile direkt olarak yukari itilir ve
bronkopulmoner epitel temizlenir. Kistik fibrozda sudaki defisit nedeniyle mukus tabakasinin
yukarit dogru hareketi bozulmustur. Sekresyonun azalmasi ve elektrolit absorbsiyonunun
artmasi dehidratasyona yol acar ve respiratuvar epiteli kaplayan sekresyonlar koyulasir[175].

Bu hastalarda S. aureus siklikla ilk saptanan pulmoner izolattir[176]. Normal olarak
antibiyotiklerle kontrol edilen S. aureus ve H. influenzae enfeksiyonlari, kistik fibrozdan

etkilenen akcigerde P. aeruginosa kolonizasyonuna neden olur. Burkholderia cepacia ayni
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sekilde kistik fibrozlu akcigerde oldiiriicii sonucglara yol acan enfeksiyon etkenlerindendir,
ancak P. aeruginosa’ nin %80 olan kolonizasyon oranina ulasamaz[177].

Kistik fibrozda P. aeruginosa kolonizasyonunun tam mekanizmasi bilinmemektedir.
Respiratuvar epitelde artmis pseudomonal reseptorlere ait kanitlar, bozulmus mukosiliyer
temizleme olast nedenlerdendir[177]. Baglangigtaki kolonizasyon sirasinda organizmalar
mukoid degildir. Hastalarda organizmanin akcigerde sebat etmesi sonucunda mukoid fenotip
gelisir[175]. P. aeruginosa’ nin baslangi¢ kolonizasyonu ile mukoid forma degisimi arasindaki
stire net degildir, aylar hatta yillar alabilir.

Mukoid fenotip ilk olarak Lam ve arkadaglar tarafindan, infekte akciger dokusuna ait
postmortem  Orneklerde ve infekte hastalara ait bronkoskopi  materyallerinde
gosterilmistir[178]. Mukoid materyalin polisakkarit materyal oldugu gosterilmis ve alginat
olarak tanimlanmistir. Mukoid fenotipe doniisiimii tetikleyen kosullar aragtirllmigtir. May ve
arkadaslari, besin kisitliligi, surfaktan eklenmesi ve suboptimal antibiyotik diizeyleri gibi
birgok durumun in vitro mukoiditeye katkida bulundugunu bildirmislerdir. Mukoiditenin
ortama etanol eklenmesiyle olusturulabilmesi, bu fenotipin dehidratasyona yanit olabilecegini
diistindiirmektedir[176].

Kistik fibrozlu hastalarin akcigerlerinden alinan balgam c¢ogunlukla yiiksek sayida
polimorfoniiveli 16kositle (PMN) doludur ve bu hastalardaki mukoid P. aeruginosa’ ya karsi
inflamatuvar savunma mekanizmasini baskin olarak PMN ve antikorlar olusturur[179]. P.
aeruginosa’ dan farkli olarak B. cepacia genellikle alginat benzeri madde iiretmez, ancak bazi
arastirmacilar diger eksopolisakkaritlerin iiretimini bildirmislerdir. B. cepacia’ da mukoid
koloni morfolojisi hem g¢evresel hem de klinik suslarda nadirdir. Burkholderia biyofilm ya da
mikrokolonilerinin varligi yalmizca bu organizma ile kolonize olmus hastalarda
bildirilmemistir[177].

Mukoid P. aeruginosa enfeksiyonlarinin immun sistem tarafindan temizlenmeye karsi
ni¢in bu kadar direngli oldugu sorusu pek ¢ok calismacinin dikkatini ¢gekmistir. Koch ve Hoiby,
biyofilm formunda gelismenin organizmay1 antimikrobiyal ajanlardan ve konak savunmasindan
korudugunu bildirmislerdir[175]. Mukoid suslardaki alginat tabakasi antikor kaplanmasini
engeller ve opsonik fagositoz i¢in gereken immunolojik bilesenleri engeller gibi
goriinmektedir[180] [176] [119]. Alginatin, mukoid suslarin solunum yolundaki epitelyal

hiicrelere yapismasini sagladigi ve boylece temizlenmesini engelledigi kanitlanmistir[176].
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Periodontit:

Periodontal hastaliklar disin destekleyici dokularini i¢eren enfeksiyonlardir, disetlerinin
(gingiva) hafif ve geri doniisiimlii inflamasyonundan periodontal dokularin (gingiva,
periodontal ligaman, alveolar kemik) kronik hasarlanmasina uzanan genis bir yelpaze gosterir.
Dis kokii ve gingiva arasindaki subgingival yarik olarak adlandirilan kanal, periodontal
enfeksiyonlarin birincil yeridir ve hastaligin ilerlemesi ile periodontal cep igine derinlesir.
Moore ve arkadaslari, periodontit hastalarindan izole edilen organizmalari Fusobacterium
nucleatum, Peptostreptococcus micros, Eubacterium timidum, Eubacterium brachy,
Lactobacillus spp., Actinomyces naeslundii, Pseudomonas anaerobius, Eubacterium sp. D8
susu, Bacteroides intermedius, Fusobacterium sp., Selenomonas sputigena, Eubacterium sp.
D6 susu, Bacteroides pneumosintes, ve Haemophilus aphrophilus olarak bildirmislerdir[181].
Periodontit hastasinin subgingival bolgelerinde bulunan baskin organizmalar saglikli kisilerde
bulunmaz.

Dislerin temizlenmesinden hemen sonra oral kavite i¢indeki dis ylizeyinde kazanilmig
zar ad1 verilen protein igeren bir film tabakasi olusur. Bu zar alblimin, lizozim, glikoproteinler,
fosfoproteinler, lipidler ve gingival yarik sivisi igerir. Zar olustuktan sonraki birkag saat icinde
normal ag1z floras1 mensubu Gram pozitif kok ve basiller bu yiizeylere kolonize olurlar. Baskin
olarak streptokoklar, Actinomycetes spp. ve daha az sayida Haemophilus bulunur[182]. Birkag
giin i¢inde Actinomycetes spp. baskin hale gelir ve biyofilmin karakteristik polisakkarit
matriksi olusmaya baslar. Bu erken biyofilmdeki organizmalar koagregasyon siireci baslatirlar.
Bu siire¢ biyofilm ic¢indeki organizmalarin genetik olarak farkli bakterileri tanidig1 ve adhezin
yardimi ile yapistig1 bir hiicrelerarasi tanima siirecidir[183]. 2-3 hafta i¢inde biyofilm toplulugu
plak adi verilen 50-100 um kalinligindaki en biiyiik biyofilmi olusturur[184]. Kalsiyum ve
fosfat iyonlari ile mineralize olan plak, tartar olarak adlandirilir[ 185]. Dis yiizeylerinin yani sira
plak, dislerin arasinda ve gingival yarikta da olusur. Bu korunakli bolgelerdeki plak yiikiiniin
artig, tikiiriigiin yararli tampon ve antimikrobiyal ozelliklerinin dis enameline ulagsmasini
engelleyerek dis clirigli ve periodontal hastaliklarin olugmasina yol agar.

Biyofilmler ve Yabanci Cisim Enfeksiyonlar::

Mikrobiyal biyofilmler, mikroorganizmalarin yiizeye irreversibl olarak adhere olmasi
ve yapisal matriks saglayan ve adhezyonu kolaylastiran ekstraselliiler polimerlerin {iretilmesi
ile gelisirler. Bu yiizey hareketsiz, cansiz bir materyal ya da canli doku olabilir[1].

Yabanci cisimlerdeki biyofilmler, Gram pozitif veya Gram negatif bakterilerden ya da
mayalardan olusabilir. Izole edilen bakteriler Gram pozitiflerden Enterococcus faecalis,

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Streptococcus viridans; Gram
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negatiflerden Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis ve Pseudomonas
aeruginosa’ yi1 igerir. Biyofilmler kullanilan araca ve hastada kalma siiresine bagli olarak tek
tiir ya da ¢ok tiirden olusabilir[1]. Biyofilmlerin ayirt edici 6zellikleri, hiicreleri ¢evreleyen ya
da tamamen Orten, esas olarak polisakkaritlerden olusan ekstraselliiler polimerik yapilarin
varligidir[1]. Biyofilm volimiiniin bircogu gergekte hiicrelerden ¢ok bu ekstraselliiler
polimerik yapilardan olusurlar, ki bu durum ruthenium kirmizisi boyama ile transmisyon
elektron mikroskobisinde dogrulanmistir [186]. Bu biyofilm matriks, mineralleri[187] veya
konakta iiretilen serum komponentlerini tutan bir filtre gibi hareket eder[188]. Anwar ve
arkadaslari, MIC degerini ¢ok asan tobramisin diizeyleri ile tedavi edilen hastalarda P.
aeruginosa i¢in biyofilm hiicrelerindeki sayica azalma 2 log iken, aymi dozda planktonik
hiicrelerde 8 log azalmanin saglandigin1 géstermislerdir[189].

Yabanci cisim enfeksiyonlariin olusumunda sirasi ile gelisen olaylar sunlardir: a)
bakterinin materyale primer olarak yapismasi, b) ekstraselliiler stimiiksii bir yapmin yardimi ile
hiicrelerin yapismasi ile ¢ok katli bakteri kiimelerinin olusumu[20, 190].

Yerlestirilen yabanci cisim mikroorganizma ile kontamine oldugunda bir¢ok degisken
biyofilm gelisimini belirler. Oncelikle, mikroorganizmalarin irreversibl baglanmalari igin
yabanci cismin yeterince uzun bir siire maruz kalmasi gereklidir. Tutunan hiicre orani, yabanci
cismin i¢inde bulundugu sividaki hiicre say1 ve tipine, yabanci cisim i¢inden gegen sivinin
akiskanlik oranmna ve ylizeyin fizikokimyasal karakteristiklerine baghdir. Sivi igindeki
komponentler ylizey 0Ozelliklerini degistirebilir ve baglanma oranini etkileyebilirler. Bu
hiicreler oncelikle irreversibl olarak baglanir ve biyofilmi gelistirmek i¢in ekstraselliiler
polisakkaritler iretirler. Biiylime hiz1 akigkanlik oranindan, mediumun besin igeriginden,
antimikrobiyal ila¢ konsantrasyonundan ve ortam 1sindan etkilenir[1].

Yapismadan hemen sonra ekstraselliiler polisakkaritler olusturulur ve biyofilm olusumu
baglar. Ekstraselliiler polimerler mikroorganizmalarin adezyonunu arttirir. Canli ve cansiz
dokulardan olusan bu yapida bulunan mikroorganizmalar biyofilm i¢inde veya serbest
olarak bulunurlar. Ayn1 mikroorganizma tiirlerinin farkli 6zellikler tasiyan bu iki toplulugunun
serbest olan iiyelerine genel olarak planktonik mikroorganizmalar denir[20] [190] [1].

Yabanci cisim enfeksiyonlarindan en sik izole edilen gram pozitiflerden olan
S.epidermidis'in S.aureus gibi ¢ok sayida ekzotoksini yoktur. Bu nedenle biyofilm en 6nemli
viriilans faktoriidiir. S.epidermidis'in yabanci cisim yiizeyine yapigsmasit hemen olmaz. Siireg
icinde geliserek spesifik veya nonspesifik faktorler ile yapisir. S.aureus ise iyi bilinen adezinleri
ile yapisir ama yapigmast daha cok fibronektin, fibrinojen ve kollagen gibi konak-doku

ligandlarina baglidir. S.aureus bu yapilara mikrobiyal yiizey proteinleri ile yapisir. Stafilokoklar
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yabanci cisim yiizeyine yapistiktan sonra ¢ogu teikoik asit ve sekerden olusan ekstraselliiler
matriksi tretir. Bakteri kiimeleri ¢ok tabakali biyofilm i¢inde bulunur. Koagiilaz negatif
stafilokoklarda (KNS) polisakkarit interselliiler adezin biyofilm olusumunda 6nemli rol oynar.
Yine bu mikrorganizmalarda ¢ok katl biyofilm olusumunda 6nemli rolii olan ica geni beta laktam
direncine katkida bulunur ve bu gen enfekte eden suslarda kontaminasyona yol aganlara gore
daha sik saptanir. Koagiilaz negatif stafilokoklarda antibiyotiklerin farkli bazi yollardan
biyofilm olusumunu ve adherans mekanizmasini etkiledigi gdsterilmistir. Quinupristin / dalfopristin
veya tetrasiklinin subinhibitdér konsantrasyonu polisakkarit interselliiler adezini eksprese eden ica
ADBC operonunun ekspresyonunu arttirir.  Penisilin, oksasilin, klindamisin, gentamisin,
ofloksasin, vankomisin ve teikoplaninin subinhibitér konsantrasyonlarinin etkisi yoktur.
Vankomisin ve teikoplaninin subinhibitér konsantrasyonda polisteren ve silikon ylizeylere
yapismay1 arttirdigr  gosterilmistir. Siprofloksasinin subinhibitér konsantrasyonlart bu
antibiyotige direncli S.aureus' da fibronektin baglayici proteinlerin ekspresyonunu arttirir ve
katetere adheransin artisina neden olur. S .epidermidis vankomisine olduk¢a duyarli olmasina
ragmen biyofilm i¢indeki bakteri i¢cin ayni seyi sdylemek miimkiin degildir. Vankomisinin molekiil
biiytikliigli bu azalmis duyarliliktan sorumlu tutulmaktadir. Teikoplaninin rifampisin veya
amikasin ile kombine edilmesi biyofilm igindeki bakterilere duyarlilig1 arttirabilir. Ancak hizli
diffiizyona ve yiiksek seviyelerde vankomisin ve rifampisin konsantrasyonuna ragmen 72 saat
sonra bakteri hala canlidir. Quinupristin/dalfopristin ve siprofloksasin biyofilm iginde sesil bakteriyi
yavas yavas Oldiirlir. Baz1 ¢alismalarda biyofilmin kendisinin glikopeptid aktivitesini azalttigi
one siiriilmektedir. Rifampisin aktivitesi ise degismez. Ote yandan katetere kolonize KNS
diisiik dozda verilen klaritromisin ile eradike edilmistir. Linezolid ise biyofilm igindeki
konsantrasyonu diisiik bile olsa bakteri ytikiinii %91 azaltmistir[191] [168] [192].

Pseudomonas aeruginosa kistik fibrozis ve diger kronik akciger hastaliklarinda ve
yabanci cisimlerde biyofilm olusumunda etkilidir. Makrolidlerin biyofilm olusumunu engelleyici
etkisine en fazla konu olan mikroorganizmadir[193].

1. Ortopedik Protez Enfeksiyonlari:

Protez ile iligkili enfeksiyonlar, klinikte kullanilan biyomateryallerle ilgili en ciddi
komplikasyonlar olarak karsimiza g¢ikmaktadir. S. aureus ve S. epidermidis biyomateryal
merkezli enfeksiyonlarda en sik etiyolojik ajanlardir S. epidermidis’ in protez
kolonizasyonundaki major mekanizma polisakkarid slime tiretimidir[194]. S. aureus i¢in daha
cok bildirilen spesifik karakterde matriks proteinlerine baglanma yetenegidir. Konak matriks
proteinlerine baglanmada aracilik eden ve MSCRAMM (mikrobiyal yilizey komponentini

tantyan adheziv matriks molekiilleri) [40] olarak da adlandirilan adhezinler, fibronektin,
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fibrinojen, elastin, osteopontin ve kollajene baglanirlar [195] [196] [197] [198] [199].
Ortopedik implantlar kollajenle kolayca kaplanabilirler ve boylece cna (kollajen adhezin gen)
pozitif stafilokok suslariyla adhezyona meyillidirler. Montanaro ve arkadaslar1 ortopedik protez
enfeksiyonlarindan elde ettikleri 35 S. aureus susunda PCR yontemi ile cna varligini ve slime
pozitifligi ile iliskisini ¢alismislar ve slime-pozitif suslarin agirlikli olarak kollajene bagli cna-
pozitif suslar oldugunu saptamislardir[200].

2. Santral Venoz Kateterlerde Biyofilm:

Biyofilm olugsmadan 6nce santral venoz kateterlerin hemen hepsi biyofilm yapan bakteri
ile kolonizedir. Scanning ve transmisyon elektron mikroskobu, hemen hemen tiim santral
vendz kateterlerin biyofilm matriks i¢ine gOmiilii mikroorganizmalar ile sarili oldugunu
gostermistir[201]. Kateter biyofilminden siklikla izole edilen organizmalar; Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae ve Enterococcus faecalis’ dir[202] [203].

Bu organizmalar hastanin cilt florasindan, saglik personelinin eksojen mikroflorasindan
veya kontamine infiizattan kaynaklanir. Bu organizmalar kateter disindaki ciltten migrasyonla
eksternal olarak veya kateter agz1 ya da porttan internal olarak katetere ulasirlar. Bu cisimlere
kolonizasyon 24 saat i¢inde hizla ortaya ¢ikar ve konake1 tarafindan iiretimi sart olan filmlerin
(platelet, plazma ve doku proteinleri) fonksiyonu olabilir. Raad ve arkadaslari, santral vendz
kateterlerde biyofilm formasyonunun her yani kapladigini, ancak biyofilm formasyonunun
biiyilikliik ve yerlesiminin kateterizasyon siiresine bagli oldugunu bulmuslardir; kisa stireli
kateterler (< 10 giin) dis yiizde daha biiyiikk biyofilm formasyonuna sahipken, uzun siireli
kateterler (30 giin) kateter i¢ yiiziinde daha ¢ok biyofilm formasyonuna sahiptir[203]. Santral
vendz kateterden verilen sivilarin igerigi mikrobiyal iiremeyi etkileyebilir; Gram pozitif
organizmalar (S. epidermidis, S. aureus) intravenoz sivilarda iyi biiyliyemez, buna karsilik suda
yasayan Gram negatif organizmalar (P. aeruginosa, Klebsiella spp, Enterobacter spp, Serratia
spp ve Pantoea spp) giiglii bir sekilde biiytirler[204] [205] [206] [207] [208]. Bu soliisyonlarin
cogu besinsel olarak sinirli olduklari i¢in bakteriyel tireme ile nadiren bulaniklik olugur
(<10’CFU/ml).

Candida tiirleri de intravaskiiler kateterlerde biyofilm olusturur. Ancak bakteriyel
biyofilmler gibi heniiz ¢ok arastirilmamustir. C.albicans tarafindan olusturulan biyofilm likid veya
agar ortamdan cok yabanci cisim yiizeyine yapisir yapismaz olusur. ilk olusan bazal tabaka
biyofilmin gelisiminde énemli rol oynar. Bu biyofilm icinde siklikla bakteriler de bulunur. Bu

biyofilmlerin, bakteriyel olanlar gibi, i¢inde barindirdiklart mikroorganizmalar antimikrobiyallere
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direnglidir ve konak savunma sisteminden korunurlar. C.albicans'm yaninda benzer
ozelliklerde biyofilm C.dubliniensis'de saptanmistir

Bu cisimlerdeki biyofilm formasyonunu kontrol eden cesitli antimikrobiyal tedavi
tiplerinin etkisini inceleyen birgok calisma vardir. Freeman ve Gould, sol atrial kateterlerde
dekstroz-heparin yikamasina sodyum metabisiilfit eklenmesinin mikrobiyal kolonizasyonu
elimine ettigini bulmuslardir [209]. Darouiche ve ark minosiklin ve rifampin emdirilmis
kateterlerde, klorheksidin ve glimiis siilfadiazin emdirilmis kateterlerden daha az kolonizasyon
oldugunu saptamiglardir[210]. Maki santral vendz kateterler {izerinde biyofilm olusumunun
kontrol edilmesini onlemek icin birka¢ yol Onermektedir: takma sirasinda aseptik tekniklerin
kullanilmasi, topikal antibiyotiklerin kullanilmasi, kateterizasyon siiresinin azaltilmasi,
intravendz sivi i¢in filtre kullanilmasi, katetere yapisan mikroorganizmalarin geri donisiinii
onlemek i¢in mekanik bariyer olusturulmasi, antimikrobiyal bir ajanla kateterin i¢ liimeninin
kaplanmasi ve kontamine kateterin ¢ikarilmasi[211].

3. Mekanik Kalp Kapaklarinda Biyofilm:

Mikroorganizmalar, mekanik kalp kapaklarinin komponentlerine ve kalbi ¢evreleyen
dokuya baglanir ve biyofilm olusturarak protez kapak endokarditi olarak bilinen duruma yol
acarlar. Bu durumdan sorumlu primer organizmalar Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Gram negatif basiller, difteroidler, enterokoklar ve
Candida spp.” dir. Bu organizmalar ciltten, santral vendz Kkateterler gibi diger yabanci
cisimlerden veya dental islemlerden kaynaklanabilir[188]. Mekanik kalp kapagi implantasyonu
doku hasarina neden olur ve dolasimdaki trombosit ve fibrinler kapagin baglandigi yere
birikme egilimindedir. Mikroorganizmalar da bu lokalizasyona kolonize olmaya artmis
hassasiyet gosterirler[188]. Bunun sonucunda biyofilmler kapagin kendisinden ¢ok, protezi
cevreleyen dokuda veya protez siitiirleri ¢evresindeki dokuda gelisir[212] [213] [214]. Diger
yabanci cisimlerde oldugu gibi, gorece az hastada tek basina antibiyotik tedavisi biyofilm
enfeksiyonlarinda kiir saglayabilir[215]

4. Uriner Kateterlerde Biyofilm:

Uriner kateterler yerlestirildikleri zaman i¢ ve dis yiizeylerinde biyofilm olusumuna
hazir, tiibiiler lateks veya silikon araglardir. Hem dis hem de i¢ yiizeylerinde biyofilm
olusabilir. Organizmalar siklikla cismi kontamine eder ve biyofilm S. epidermidis, E. faecalis,
E. coli, P. mirabilis, P. aeruginosa, K. pneumoniae ve diger Gram negatif organizmalarla
gelisir[187]. Uriner Kateterizasyonun uzamasi durumunda bu organizmalarm biyofilm
gelistirme egilimleri artar ve iiriner sistem enfeksiyonu ile sonuglanir. Ornegin; kisa siireli (7

giin) liriner kateterizasyon uygulanan hastalarin % 10 — 50’ si infekte olurken, uzun stireli (> 28
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giin) iiriner kateterizasyon uygulanan hastalarin hemen hemen tamamu infekte olur[187]. Uriner
kateter biyofilmleri baslangicta tek tiirden olusurken, uzamis maruziyet kaginilmaz olarak ¢ok
tiir iceren biyofilmlere neden olur[187]. Brisset ve arkadaslari, kateter materyaline adhezyonun
hem organizmanin hem de ylizeyin hidrofobisitesine bagli oldugunu saptamislardir[216].
Kateter genis bir cesitlilikte organizmanin baglanabilecegi hidrofobik ve hidrofilik alanlar
gosterir. Divalant katyonlar (kalsiyum ve magnezyum) ve iiriner pH artar. Bu da bakteriyel
yapigsmanin artisina yol acar. Bu kolonizasyon silikon, poliuretan, hidrojel kapli materyaller
gibi tek bir materyal ile engellenemez[217].

Bundan bagka; belli bazi mikroorganizmalar tarafindan iiretilen iireaz, hastanin
idrarindaki iireyi amonyum hidrokside hidrolize eder. Idrar - biyofilm arasindaki yiizeyde artan
pH, sutrivit ve hidroksiapatit gibi minerallerin presipitasyonuna yol agar. Bu mineral igeren
biyofilmler kabuklanmaya yol acar ve kateterin i¢ kismi tamamen tikanir. Bakteriler 1-3 giin
icinde igten yukar1t mesaneye dogru tirmanir[218].

Gram negatifler pozitiflere gére daha az yapisirlar. Proteus stuartii genellikle uzun siireli
kalan triner kateterlere siki baglanir. Bu baglanma tip 3 fimbria ile olur. E.coli'nin iriner
kateterlere baglanmasi daha az sikhikta olur. Urolojik yabanci cisimlere E.coli'nin baglanmasi
kateterin konuldugu yere ve belli bakteri suglarmin lokal predominansina gore degisir. Tip 1
fimbriast olan E.coli suslar1 daha sik olarak mesaneyi infekte ederken P fimbriast olanlar bobregi
infekte eder[193].

Uriner Kkateterlerde biyofilm olusumunun engellenmesi igin birka¢ ©6nlem &ne
striilmiistiir: ~ Antimikrobiyal kremler, yaglar, mesane irrigasyonu; toplayici torbaya
antimikrobiyallerin verilmesi, antimikrobiyal emdirilmis kateterler ve sistemik antibiyotik
kullanim gibi[219]. Cogu etkisiz kalmistir. Ancak giimiis kaph kateter bakteriiiriyi 4 giine kadar
geciktirmistir. Bazi Gram negatif bakterilerin kolonizasyonu mandelik asit + laktik asit ile
azaltilmistir[220]. Yine siprofloksasin igeren lipozomlar ile kaplanan hidrojel igeren Foley
kateterlerde bakteriiiri gelismesi iki kat daha az bulunmustur[221].

5. Kontakt Lensler:

Kontakt lensler, materyalin yapisina, tasarimina, dokusuna ve kullanim siiresine gore
siniflandirilirlar. Yumusak kontakt lensler hem hidrojel hem de silikon igerirler ve lens
materyali boyunca oksijen diflizyonuna izin vererek korneaya oksijen saglarlar. Sert kontakt
lensler “polymethylmethacrylate”dan olusurlar ve titresim hareketi ile, oksijen igeren
gbzyasimin lensin altindan akisina izin verirler[222]. Bakteriler her iki tip lense de adhere

olabilir[223] [224] [225].
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Miller ve Ahearn, P. aeruginosa’ nin hidrofilik kontakt lenslere (hidrojeller)
baslangigtaki baglanmasini incelemisler ve adherans oraninin su igerigi ve polimer bilesimine
bagh olarak degisiklik gosterdigini bulmuslardir. Baglanmanin derecesi, substratin yapisi, pH,
elektrolit konsantrasyonu, polimerlerin iyon yiikii ve bakterinin dayaniklilig1 gibi ¢ok sayida
faktore bagli bulunmustur. Calismanin sonuglar1 hidrofobik ylizeylere ve mnoniyonik
polimerlerden olusan lenslere daha fazla adherans oldugunu géstermistir[223].

Kontakt lenslere adhere oldugu gosterilen organizmalar P. aeruginosa, S. aureus, S.
epidermidis, Serratia spp., E. coli, Proteus spp. ve Candida spp. dir[222]. P. aeruginosa’ ya
bagli keratit olgularindan ¢ikarilan lenslerde scanning elektron mikroskobu ile biyofilm
tabakasi (genis eksopolimer matriks) gosterilmistir[224].

6. Intrauterin Aragclar:

Siklikla kullanilan intrauterin araglar iki tiptir: Baryum siilfat emdirilmis polietilen gibi
emici olmayan materyalden yapilanlar ve bakir ya da progestasyonel madde gibi kimyasal aktif
bir madde serbestleyenler. Intrauterin araclar genellikle ¢ikarilmalarini kolaylastiran bir kuyruk
igerirler. Bu yap1 naylon kilif ile ¢evrili plastik bir monofilamenttir[226].

Intrauterin araglarin pelvik inflamatuvar hastaliga (PID) yol actig1 gdsterilmistir[226]
[227] [228]. Herhangi bir yakinmasi olmayan kadinlardan ¢ikarilan intrauterin araglarda yogun
S. epidermidis, enterococcus spp. ve anaerob laktobasil kontaminasyonu gosterilmistir[228].
Marrie ve Costerton ise, Lactobacillus plantarum, S. epidermidis, Corynebacterium spp., grup
B streptokok, Micrococcus spp., Candida albicans, S. aureus ve Enterococcus spp izole
etmislerdir[229]. Ek olarak PID olgularindan c¢ikarilan intrauterin araclarda beta hemolitik
streptokoklar, S. aureus, E. coli ve bazi anaerob bakteriler bulunabilir[228].

Intrauterin araglardaki biyofilme ait kanitla scanning elektron mikroskobu ve
transmission elektron mikroskobu ile [230] [231] [229] ve zenginlestirilmis besiyeri
kiiltiirlerinde [229] [232] [228] gosterilmistir. Scanning elektron mikroskobu kullanarak Marrie
ve Costerton biyofilmde insan I6kositleri ve hiicre kalintilarin1 gostermislerdir[229].

Intrauterin araglarin kuyruk kisimlar1 birincil kontaminasyon kaynagidir. Bir calismada
servikste kuyruk uzantist igermeyen intrauterin ara¢ Orneklerinin yaklasik yarisi steril
bulunmustur. Baska bir ¢aligma kuyrugun agirlikli olarak vajinal floraya maruz kalan distal

parcasinin kontamine oldugunu gostermistir [230].
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GEREC VE YONTEM:

Calismada, ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 63 adet koagiilaz negatif stafilokok, ve
91 adet Enterococcus spp izolati kullanildi. Kullanilan suslarin koloni morfolojileri,
mikroskobik goriiniimleri, katalaz ve koagiilaz reaksiyonlari, safra eskiilin agar ve % 6,5 NaCl’
e etkileri incelendi. Slime faktoriin belirlenmesinde standart tiip yontemi ve kantitatif
mikroplak test yontemi kullanildi.

Bakterilerin Idantifikasyonu:

% 7 insan kanli agarda 35,5° C’ de bir gece inkiibe edilen klinik 6rneklerin, Gram
boyama mikroskobisinde Gram olumlu goriilen ve katalaz olumlu saptanan kolonilere koagiilaz
testi yapildi. Koagiilaz testi tlip yontemiyle, insan kan plazmasi kullanilarak yapildi. Bu amacla
1 ml insan plazmas1 4 ml distile su ile sulandirildi ve her bir tiipe 1 ml kondu. Steril bir 6ze ile
stafilokok kolonilerinden alinarak tiipteki plazmada ezilerek dagitildi. Plazmadaki bakteri
stispansiyonu 35,5° C’ de 24 saatlik inkiibasyon sonrasi degerlendirildi. Tiipteki plazmada
pihtilagma olmasi koagiilaz pozitifligi olarak degerlendirildi. Piht1 olusturmayan izolatlar
koagiilaz negatif stafilokok olarak kabul edildi.

Enterokoklarin idantifikasyonu i¢in; % 7 insan kanli agarda 35,5° C’ de bir gece inkiibe
edilen klinik 6rneklerden gri, parlak goriiniimde olup alfa hemolitik, beta hemolitik olan ya da
hemoliz yapmayan, Gram boyama mikroskobisinde Gram olumlu goriinen kolonilere katalaz
testi yapildi. Katalaz olumsuz saptanan kolonilerden safrali eskiilinli agar kati besiyerine
(Oxoid) ekim yapild1 ve 35,5° C’de de bir gece inkiibe edildi. Besiyeri plaginda siyah renk
olusmas1 bakterinin safrali eskiilini hidrolize ettigi yoniinde degerlendirildi ve izolatlar
Enterococcus spp kabul edildi.

Tiim bakteriler % 10 gliserinli triptic soy broth (Oxoid) siv1 besiyerinde —20° C’ de
saklandi. Bakterilerin canlilig1 pasajlarla kontrol edildi.

Slime Uretiminin Saptanmasi:

Bakterilerin slime tiretimi kalitatif tiip yontemi ve kantitatif mikrodiliisyon plak yontemi
ile saptandi.

I. Standart Tiip Yontemi:

Bu yontemle slime varligmin saptanmasi Christensen ve arkadaslarmin belirledigi
sekilde yapildi[233, 234]

% 7 insan kanli besiyerinde bir gece inkiibe edilmis bakteriler, 2 ml % 0,25 glikoz

iceren triptic soy broth (Oxoid) siv1 besiyerine ekildi. 35,5° C’ de bir gece inkiibasyon sonrasi
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1/40 oraninda % 0,25 glikoz igeren triptic soy broth (Oxoid) siv1 besiyeri ile diliie edilerek
35,5° C’ de 48 saat inkiibe edildi. Daha sonra test tiipiiniin icerigi bosaltildi ve iki kez yikandi.
Tiipler ters gevrilerek havada kurutulduktan sonra 2 ml % 0,25 lik safranin boyasi1 konuldu ve 2
dakika siire ile beklendikten sonra, tiip icerigi bosaltilarak 2 kez nazikge yikandi. Tiipler ters
cevrilerek kurutma kagidi iizerinde bekletildi. Tiipiin i¢ ¢eperinde goriiliir ince film tabakasi,
slime tiretimi yoniinde degerlendirildi. Olusan tabakanin kalinligina gére sonuclar (+), (++),

(+++) olarak degerlendirildi. Siv1 ile hava birlesim yerinde halka olusumu, slime olusumu

gostergesi olarak kabul edilmedi.

Sekil V: Standart tiip yontemi ile slime pozitifligi

Sekil VI: Slime pozitifliginin derecelendirilmesi

II. Kantitatif Mikrodiliisyon Plak Yontemi:

Bu yontemde izolatlar, % 7 insan kanli besiyerinde 35,5° C’ de bir gece inkiibe
edildikten sonra, %0,25 glikozlu triptic soy broth (Oxoid) s1v1 besiyerine ekildi. 35,5° C’ de bir
gece inkiibe edildi. Tekrar % 0.25 glikozlu triptic soy broth (Oxoid) sivi besiyerinde 1/40
oraninda ekim yapildiktan sonra, 96 kuyucuklu U tabanli steril polistiren plaklarin her bir
kuyucuguna 200 ul bakteri siispansiyonu, her bakteri iki kuyucuga ekilerek ve 35,5° C’ de 48
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklari i¢i bosaltild: ve iki kez 200 pl nazikce
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yikandi. Havada kurutulduktan sonra her bir kuyucuga 200 pl % 1 kristal viole eklenerek 15 dk
boyanmasi i¢in beklendikten sonra icerik bosaltildi ve iki kez yikanarak kuyucuklar i¢inde
kalan kristal viole uzaklastirildi. Havada kurutulduktan sonra, etanol-aseton (80/20) ile
cozdiriildii. 595 nm dalga boyunda mikroplak okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro)
okunarak optik dansitesi 1’ den biiyiik olan izolatlarin slime olusturdugu kabul edildi[22].
Antibiyotik Duyarhliklarinin Saptanmasi:

Izolatlarin antibiyotik duyarliliklar;; NCCLS M2-A8 ve M100-S13 (M2) [235]onerileri
dogrultusunda disk difiizyon yontemi ile ve NCCLS M7-A6 ve M100-S13 (M7) [236]0nerileri
dogrultusunda mikrodiliisyon sivi yontemi ile minimal inhibitér konsantrasyonlar1 (MIC)
bakilmak suretiyle belirlendi.

Disk difiizyon yontemi icin; bakterilerin 24 saatlik genc kiiltiirlerinden izole edilen
mikroorganizmalarin triptic soy broth (Oxoid) sivi besiyerinde 0.5 Mc Farland bulaniklig
spektrofotometrik olarak (625 nm’ de OD 0,1) belirlendikten sonra, Mueller Hinton (Oxoid)
kat1 besiyerine ekildi. Uzerine 2 cm araliklarla antibiyotik diskleri NCCLS M2-A8 ve M100-
S13 (M2)[235] onerileri dogrultusunda yerlestirildi. 35,5° C’ de 24 saat inkiibe edildikten
sonra, diskler etrafindaki inhibisyon zonlar1 Slgiilerek NCCLS M100-S13 (M2)[235]" de
belirtilen zon g¢aplarina gore antibiyotik duyarliliklar1 belirlendi. Disk difiizyon yonteminde
kullanilan antibiyotik diskleri; stafilokoklar i¢in oksasilin, penisilin, eritromisin, klindamisin,
vankomisin, gentamisin, rifampisin, siprofloksasin ve kloramfenikol; enterokoklar igin
penisilin, ampisilin, gentamisin (120 pg hk disk), vankomisin, teikoplanin, rifampisin ve
siprofloksasin olarak belirlendi.

MIC degerlerinin belirlenmesi i¢in 96 kuyucuklu U tabanli steril polistiren plaklara,
NCCLS M7-A6 ve M100-S13 (M7)[236] Onerileri dogrultusunda hazirlanan antibiyotik
diliisyonlart 100 pl olarak ekildi. Bunun iizerine 0,5 Mc Farland bulaniklig1 spektrofotometrik
olarak belirlenmis olan bakteri siispansiyonu 100 pl olarak eklendi. Her bir dizide kontrol
kuyucugu olarak 100 ul % 0,9 NaCl ile 100 pl bakteri siispansiyonu ekildi.

KNS’larda Noraminidazin Slime Olusumuna, Adheransa ve Antibiyotik Direncine
Etkisinin Arastirilmasi:

Bu c¢alismada bakterinin noraminidaz ile birlikte ekildiginde adheransa, slime
olusumuna, ve antibiyotik direncine etkisinin goriilmesi amaclandi. Bu amagla slime-pozitif ve
slime-negatif KNS suslar1 belirlendi. % 7 insan kanli besiyerine ekilen KNS suslar1 bir gece
inkiibe edildikten sonra, % 0,25 glikozlu triptic soy broth (Oxoid) besiyerine pasajlandi. 35,5°
C’ de 24 saat inkiibe edildikten sonra % 0,25 glikozlu triptic soy broth (Oxoid) besiyerinde
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spektrofotometrik olarak 0,5 Mc Farland bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlandu.
Antibiyotik olarak; disk difiizyon ve mikrodiliisyon sivi yontemi ile direngli suslarin
saptanmas1 ve Ozellikle yabanci cisim enfeksiyonlarinda sik kullanilan bir antibiyotik olmasi
nedeniyle siprofloksasin ile ¢alisildi. Siprofloksasin 32 — 16 -8 -4 -2 -1-0,5 — 0 pg/ml
diliisyonlarinda hazirlandi. Noraminidaz son konsantrasyonu 100 IU/ml olarak belirlendi.
Bundan sonra bakteriler iki grup olarak c¢aligildu.

I. Grup: 96 kuyucuklu U tabanli steril polistiren plaga her sirada bir bakteri susu olacak sekilde,
plagin bir yarisinda 100 ul antibiyotik diliisyonu + noraminidaz, 100 pl bakteri siispansiyonu
olacak sekilde alt1 sira ekim yapildi. Diger yarisina 100 pl antibiyotik diliisyonu, 100 pl bakteri
stispansiyonu olacak sekilde ekim yapildi. Esit konsantrasyonun saglandigini gérmek amaciyla
plaklar 625 nm dalga boyunda mikroELISA otomatik okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro)
okutuldu. 35,5° C’ de 24 saat inkiibe edildikten sonra tekrar 625 nm dalga boyunda
mikroELISA otomatik okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro) okunarak minimal inhibitor
konsantrasyon Tlzerine etki tespit edildi. Plak igerikleri bosaltildiktan sonra planktonik
durumdaki bakterilerin uzaklastirilmasi amaciyla iki kez plaklar nazik¢e yikandi. Plaklarin
havada kurutulmasinin ardindan, % 1’ lik kristal viyole ile 15 dakika muamele edildi. Boyanin
bosaltilmasinin ardindan iki kez, boya artiklarini uzaklastirmak amaciyla plaklar nazikge
yikandi. Havada kurutulduktan sonra etanol — aseton (80/20) ile ¢ozdiirtildii ve 595 nm dalga
boyunda mikroELISA otomatik okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro) okunarak slime
olusumu tizerine etki tespit edildi.

II. Grup: 96 kuyucuklu U tabanl steril polistiren plaga her sirada bir bakteri susu olacak
sekilde, alti siralik iki grup olarak bakteri silispansiyonlart 200 pl olarak ekildi. Esit
konsantrasyonun saglandigini gérmek amaciyla plaklar 625 nm dalga boyunda mikroELISA
otomatik okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro) okutuldu. 35,5° C’ de 24 saat inkiibe
edildikten sonra tekrar 625 nm dalga boyunda mikroELISA otomatik okuyucuda (Thermo
Multiscan Spectro) okunarak tiremenin oldugu dogrulandi. Plak igerikleri bosaltildiktan sonra
planktonik durumdaki bakterilerin uzaklastirilmas1 amaciyla iki kez plaklar nazik¢e yikandi.
Plagin bir yarisinda 200 pl antibiyotik diliisyonu + ndraminidaz, diger yarisina 200 pl
antibiyotik diliisyonu olacak sekilde ekim yapildi. 35,5° C* de 24 saat inkiibe edildikten sonra
tekrar 625 nm dalga boyunda mikroELISA otomatik okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro)
okunarak bakteri adheransi iizerine etki tespit edildi. Plak icerikleri bosaltildiktan sonra
planktonik durumdaki bakterilerin uzaklastirilmas1 amaciyla iki kez plaklar nazik¢e yikandi.

Plaklarin havada kurutulmasinin ardindan, % 1 lik kristal viyole ile 15 dakika muamele edildi.
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Boyanin bosaltilmasinin ardindan iki kez, boya artiklarini uzaklastirmak amaciyla plaklar
nazikce yikandi. Havada kurutulduktan sonra etanol — aseton (80/20) ile ¢ozdiirtildii ve 595 nm
dalga boyunda mikroELISA otomatik okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro) okunarak slime
olusumu iizerine etki tespit edildi.

Enterokoklarda Noraminidazin Slime Olusumuna, Adheransa ve Antibiyotik Direncine
Etkisinin Arastirilmasi:

Bu c¢alismada bakterinin néraminidaz ile birlikte ekildiginde slime olusumuna,
adheransa ve antibiyotik direncine etkisinin goriilmesi amaclandi. Bu amagla slime pozitif ve
slime negatif Enterokok suslar1 belirlendi. % 7 insan kanli besiyerine ekilen Enterokok suslari
bir gece inkiibe edildikten sonra, % 0,25 glikozlu triptic soy broth (Oxoid) besiyerine
pasajlandi. 35,5° C’ de 24 saat inkiibe edildikten sonra % 0,25 glikozlu triptic soy broth
(Oxoid) besiyerinde spektrofotometrik olarak 0,5 Mc Farland bulanikliginda bakteri
slispansiyonu hazirlandi. Antibiyotik olarak; disk difiizyon ve mikrodiliisyon sivi yontemi ile
vankomisine az hassas (VIRE) enterokok suslarinin saptanmasi nedeniyle vankomisin
kullanildi. Vankomisin 16 — 8 — 4 — 2 — 1 — 0 pg/ml diliisyonlarinda hazirlandi. Néraminidaz
son konsantrasyonu 100 IU/ml olarak belirlendi. Bundan sonra bakteriler iki grup olarak
calisild1.

I. Grup: 96 kuyucuklu U tabanl steril polistiren plaga her sirada bir bakteri susu olacak sekilde,
plagin bir yarisinda 100 ul antibiyotik dilisyonu + ndéraminidaz, 100 ul bakteri siispansiyonu
olacak sekilde alt1 sira ekim yapildi. Diger yarisina 100 ul antibiyotik diliisyonu, 100 pl bakteri
slispansiyonu olacak sekilde ekim yapildi. Esit konsantrasyonun saglandigini gérmek amaciyla
plaklar 625 nm dalga boyunda mikroELISA otomatik okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro)
okutuldu. 35,5° C’ de 24 saat inkiibe edildikten sonra tekrar 625 nm dalga boyunda
mikroELISA otomatik okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro) okunarak minimal inhibitor
konsantrasyon {lizerine etki tespit edildi. Plak igerikleri bosaltildiktan sonra planktonik
durumdaki bakterilerin uzaklastirilmasi amaciyla iki kez plaklar nazikg¢e yikandi. Plaklarin
havada kurutulmasinin ardindan, % 1’ lik kristal viyole ile 15 dakika muamele edildi. Boyanin
bosaltilmasinin ardindan iki kez, boya artiklarii uzaklagtirmak amaciyla plaklar nazikge
yikandi. Havada kurutulduktan sonra etanol — aseton (80/20) ile ¢ozdiirtildii ve 595 nm dalga
boyunda mikroELISA otomatik okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro) okunarak slime
olusumu tiizerine etki tespit edildi.

II. Grup: 96 kuyucuklu U tabanl steril polistiren plaga her sirada bir bakteri susu olacak

sekilde, alti siralik iki grup olarak bakteri silispansiyonlar1 200 pl olarak ekildi. Esit
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konsantrasyonun saglandigin1 gérmek amaciyla plaklar 625 nm dalga boyunda mikroELISA
otomatik okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro) okutuldu. 35,5° C’ de 24 saat inkiibe
edildikten sonra tekrar 625 nm dalga boyunda mikroELISA otomatik okuyucuda (Thermo
Multiscan Spectro) okunarak iiremenin oldugu dogrulandi. Plak igerikleri bosaltildiktan sonra
planktonik durumdaki bakterilerin uzaklastirilmas1 amaciyla iki kez plaklar nazik¢e yikandi.
Plagin bir yarisinda 200 pl antibiyotik diliisyonu + ndraminidaz, diger yarisina 200 pl
antibiyotik diliisyonu olacak sekilde ekim yapildi. 35,5° C* de 24 saat inkiibe edildikten sonra
tekrar 625 nm dalga boyunda mikroELISA otomatik okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro)
okunarak bakteri adheransi ilizerine etki tespit edildi. Plak icerikleri bosaltildiktan sonra
planktonik durumdaki bakterilerin uzaklastirilmas1 amaciyla iki kez plaklar nazik¢e yikandi.
Plaklarin havada kurutulmasinin ardindan, % 1 lik kristal viyole ile 15 dakika muamele edildi.
Boyanin bosaltilmasinin ardindan iki kez, boya artiklarim1 uzaklagtirmak amaciyla plaklar
nazikc¢e yikandi. Havada kurutulduktan sonra etanol — aseton (80/20) ile ¢ozdiiriildii ve 595 nm
dalga boyunda mikroELISA otomatik okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro) okunarak slime
olusumu iizerine etki tespit edildi.

Istatistiksel Inceleme:

Calismada slime pozitifligi ile antibiyotik duyarliliklar1 arasindaki iligki Chi-square (ki-
kare) testi ve Fisher’s exact test (Fisher kesin testi) ile karsilastirildi. Noraminidazin slime
olusumu ve bakteri ¢ogalmasma etkisi i¢in, GraphPad (Prism) versiyon 2.01 bilgisayar
programi ile One-Way ANOVA yontemi kullanilarak istatistiksel karsilastirma yapildi.

Istatistiksel analiz i¢in p<0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.
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BULGULAR:

Koagiilaz Negatif Stafilokoklar:
A) Antibiyotik duyarhliklar1 ve slime olusturma iliskisi:

Calismaya alinan 63 bakterinin % 41,3’ i (n=26) slime negatif, % 58,7’ si (n=37) slime
pozitif olarak saptandi (Tablo III). Bakterilerin slime olusturma ozelliklerine gore antibiyotik
duyarhiliklarinin istatistiksel anlamlilig1 karsilastirildi (Tablo IV -V

Slime-pozitif 37 KNS susundan 22 (% 59,5) tanesi oksasiline direngli, 15 (%40,5)
tanesi hassas iken, 26 slime-negatif KNS susunda bu oran sirastyla 14 (%53,8) ve 12 (%46,2)
olarak gozlendi. Direngli bakterilerin slime olusturma 6zelikleri incelendiginde 36 oksasiline
direncli KNS susunda slime-pozitif olanlar 22 (% 61,1) iken slime-negatif olanlar 14 (% 38,9)
olarak bulundu. Bu bulgularla slime-pozitif ve slime-negatif suslarda oksasiline duyarliliklar
karsilastirildiginda herhangi bir farklilik saptanmadi. Fakat direngli bakterilerin slime
olusturma ozelliklerine bakildiginda slime—pozitif ~bakterilerin  direnglilikleri  slime—
negatiflerden fazla olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir ()(2 =0,196,p =
0,658).

Slime-pozitif 37 KNS susundan 19 (%51,4) tanesi siprofloksasine direncli, 18 (%48,6)
tanesi hassas iken, 26 slime-negatif KNS susunda bu oran sirastyla 12 (%46,2) ve 14 (%53.,8)
olarak gobzlendi. Direngli bakterilerin slime olusturma o6zelikleri incelendiginde 31
siprofloksasine diren¢li KNS susunda slime-pozitif olanlar 19 (%61,3) iken slime-negatif
olanlar 12 (%38,7) olarak bulundu. Bu bulgularla slime-pozitif ve slime-negatif suslarda
siprofloksasine duyarliliklar1 karsilastirildiginda herhangi bir farklilik saptanmadi. Fakat
direngli bakterilerin slime olusturma Ozelliklerine bakildiginda slime—pozitif bakterilerin
direnclilikleri slime—negatiflerden fazla olmasina karsin istatistiksel olarak anlaml
bulunmanustir (3 =0,165, p = 0,685).

Slime-pozitif 37 KNS susundan 8 (%21,6) tanesi gentamisine direncgli, 29 (%78,4)
tanesi hassas iken, 26 slime-negatif KNS susunda bu oran sirasiyla 3 (%11,5) ve 23 (%88.5)
olarak gdzlendi. Direngli bakterilerin slime olusturma 6zelikleri incelendiginde 11 gentamisine
direncli KNS susunda slime-pozitif olanlar 8 (%72,7) iken slime-negatif olanlar 3 (%27,3)
olarak bulundu. Bu bulgularla slime-pozitif ve slime-negatif suslarda gentamisine duyarliliklar
karsilastirildiginda herhangi bir farklilik saptanmadi. Fakat direngli bakterilerin slime

olusturma ozelliklerine bakildiginda slime—pozitif bakterilerin direnglilikleri  slime—
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negatiflerden fazla olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (Fisher kesin testi
ile p=10,502).

Slime-pozitif 37 KNS susundan 6 (%16,2) tanesi rifampisine direncli, 31 (%83,8) tanesi
hassas iken, 26 slime-negatif KNS susunda bu oran sirasiyla 5 (%19,2) ve 21 (%80,8) olarak
gozlendi. Direngli bakterilerin slime olugturma 6zelikleri incelendiginde 11 rifampisine direngli
KNS susunda slime-pozitif olanlar 6 (%54,5) iken slime-negatif olanlar 5 (% 45,5) olarak
bulundu. Bu bulgularla slime-pozitif ve slime-negatif suslarda rifampisine duyarliliklar
karsilastirildiginda herhangi bir farklilik saptanmadi. Direngli bakterilerin slime olusturma
ozelliklerine bakildiginda slime—pozitif bakterilerin direnglilikleri ile slime—negatif bakterilerin
direnglilikleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (Fisher kesin testi ile
p =0,750).

Slime-pozitif 37 KNS susundan 7 (%18,9) tanesi kloramfenikole direngli, 30 (%81,1)
tanesi hassas iken, 26 slime-negatif KNS susunda bu oran sirastyla 2 (%7,7) ve 24 (%92,3)
olarak gozlendi. Direngli bakterilerin slime olusturma oOzelikleri incelendiginde 9
kloramfenikole direncli KNS susunda slime-pozitif olanlar 7 (%77,8) iken slime-negatif olanlar
2 (%22,2) olarak bulundu. Bu bulgularla slime-pozitif ve slime-negatif suslarda kloramfenikole
duyarhiliklart karsilagtirildiginda herhangi bir farklilik saptanmadi. Fakat direncli bakterilerin
slime olusturma ozelliklerine bakildiginda slime—pozitif bakterilerin direnglilikleri slime—
negatiflerden fazla olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Fisher kesin testi
ile p=0,286).

Slime-pozitif 37 KNS susundan 14 (%37,8) tanesi klindamisine direncli, 23 (%62,2)
tanesi hassas iken, 26 slime-negatif KNS susunda bu oran sirasiyla 7 (%26,9) ve 19 (%73,1)
olarak gozlendi. Direngli bakterilerin slime olusturma 6zelikleri incelendiginde 21 klindamisine
direncli KNS susunda slime-pozitif olanlar 14 (%66,7) iken slime-negatif olanlar 7 (%33,3)
olarak bulundu. Bu bulgularla slime-pozitif ve slime-negatif suslarda klindamisine
duyarliliklart karsilastirildiginda herhangi bir farklilik saptanmadi. Fakat direngli bakterilerin
slime olusturma Ozelliklerine bakildiginda slime—pozitif bakterilerin direnclilikleri slime—
negatiflerden fazla olmasma karsin istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (x> = 0,819, p =
0,366).

Slime-pozitif 37 KNS susundan 21 (%56,8) tanesi eritromisine direncli, 16 (%43,2)
tanesi hassas iken, 26 slime-negatif KNS susunda bu oran sirasiyla 17 (%65,4) ve 9 (%34,6)
olarak gdzlendi. Direngli bakterilerin slime olusturma 6zelikleri incelendiginde 38 eritromisine
direncli KNS susunda slime-pozitif olanlar 21 (%55,3) iken slime-negatif olanlar 17 (%44,7)

olarak bulundu. Bu bulgularla slime-pozitif ve slime-negatif suslarda eritromisine duyarliliklar
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karsilagtirildiginda herhangi bir farklilik saptanmadi. Fakat direncli bakterilerin slime
olusturma Ozelliklerine bakildiginda slime—pozitif bakterilerin  direnglilikleri  slime—
negatiflerden fazla olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (3> = 0,475, p =
0,491).

Slime-pozitif 37 KNS susundan 29 (%78,4) tanesi penisiline direncli, 8 (%21,6) tanesi
hassas iken, 26 slime-negatif KNS susunda bu oran sirasiyla 23 (%88,5) ve 3 (%11,5) olarak
gozlendi. Direngli bakterilerin slime olusturma 6zelikleri incelendiginde 52 penisiline direngli
KNS susunda slime-pozitif olanlar 29 (%55,8) iken slime-negatif olanlar 23 (%44,2) olarak
bulundu. Bu bulgularla slime-pozitif ve slime-negatif suslarda penisiline duyarliliklar
karsilastirildiginda herhangi bir farklilik saptanmadi. Direngli bakterilerin slime olusturma
ozelliklerine bakildiginda slime—pozitif bakterilerin direnglilikleri ile slime—negatif bakterilerin
direnglilikleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (Fisher kesin testi ile
p=0,502).

Incelenen suslarin tiimii vankomisine duyarli bulundu.
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Tablo I'V:KNS antibiyotik hassasiyetlerinin slime olusturma 6zelliklerine gore karsilagtirilmasi
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Tablo V: KNS antibiyotik direnclerinin slime olusturma 6zelliklerine gore karsilastirilmasi.
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B) Noraminidazin slime olusumu, bakteri adheransi ve bakteri cogalmasina etkisi:

KNS suglarinin  slime olusturma Ozelliklerine goére adherans ve c¢ogalmasi
incelendiginde, slime-pozitif bakterilerin slime-negatif bakterilerden daha fazla adhere olarak
cogaldiginin saptanmasina (p<0,0001) karsin, néraminidazin slime olusturan ve olusturmayan

KNS lerin adherans ve ¢ogalmasina higbir etkisinin olmadigi saptanmistir (Tablo VI).
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Tablo VI: Slime olusturma oOzelliklerine gére KNS larin bakteri adheransi ve ¢ogalmasi ile
NANase’in etkisi karsilastirildiginda; sadece besiyer (beyaz bar) ve NANase (100mU/ml)
(siyah bar) ile muamele edilmis gruplar arasinda herhangi bir farklilik tesbit edilmezken slime-
pozitif KNS lerin polistren mikroplaklara yapisma ve ¢ogalmasinin istatistiki olarak anlamli
diizeyde fazla oldugu tesbit edilmistir (*,**: p<0,0001)

Noraminidazin slime olusumuna etkisi incelendiginde, slime pozitif KNS suslarinda
néraminidazin slime olusumunu azalttig1 saptanmis ve bu sonug istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur (p<0,03) (Tablo VII).
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Tablo VII: Slime (+) KNS larda NANase in Slime olusumuna etkisi. *, iki grup
karsilastirildiginda NANAse in slime olusumunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

azalttigini belirtmektedir (p<0,03).
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C) Noraminidazin siprofloksasinin ile birlikte uygulanmasinin slime olusumu ve bakteri
adherans iizerine etkisi

Slime pozitif KNS’ larda sadece artan doz siprofloksasin ve ndraminidaz ile artan doz
siprofloksasin uygulamasi karsilastirildiginda, ndéraminidazin artan doz siprofloksasin ile
birlikte uygulandiginda slime olusumunun azaldig1 saptanmistir. Bu sonug istatistiksel olarak

anlamli  bulunmustur (p<0,05) (Tablo VIII). Fakat bakteri

adheransina hicbir etkisi

goriilmemistir.
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Tablo VIII: Slime (+) KNS larda (A) artan doz siprofloksasinin, (B) NANase ve artan doz
siprofloksasinin slime olusumuna etkisi. *, kontrol grubu (beyaz bar) ile karsilagtirildiginda

slime olusumunun istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigini1 belirtmektedir (p<0,05).

Enterokoklar:
A) Antibiyotik duyarhliklar: ve slime olusturma iliskisi

Calismaya alinan 91 bakterinin % 19,8’ 1 (n=18) slime negatif, % 80,2 si (n=73) slime
pozitif olarak saptandi. Enterokok suslarinin alt tiplerine ve slime olusturma 6zelliklerine gore
dagilimlar1 yapildi (Tablo IX).

Tablo IX: Enterokok alt tiplerinin slime olusturma ozelligine gore dagilimi

Alt tip Slime (+) Slime (-) Toplam
Enterococcus faecalis 40 (% 90,9) 4(%9,1) 44
Enterococcus faecium 5% 71,4) 2 (% 28,6) 7
Enterococcus durans 1 - 1
Enterococcus spp 27 (% 69,2) 12 (% 30,8) 39
Toplam 73 18 91

* Satir ylizdesi alinmistir
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Bakterilerin slime olusturma 6zelliklerine gore antibiyotik duyarliliklarinin istatistiksel
anlamlilig karsilastirildi (Tablo X — XI — XII)

Slime-pozitif 73 enterokok susundan 5 (%6,8) tanesi ampisiline direncli, 68 (%93,2)
tanesi hassas iken, 18 slime-negatif enterokok susunda bu oran sirasiyla 9 (%50) ve 9 (%50)
olarak gozlendi. Direngli bakterilerin slime olusturma 6zelikleri incelendiginde 14 ampisiline
direncli enterokok susunda slime-pozitif olanlar 5 (%35,7) iken slime-negatif olanlar 9 (%64,3)
olarak bulundu. Direngli bakterilerin slime olusturma 6zelliklerine bakildiginda slime—pozitif
bakterilerin direnglilikleri slime—negatiflerden daha az saptandi ve bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (Fisher kesin testi ile p = 0).

Slime-pozitif 73 enterokok susundan 17 (%23,3) tanesi yiiksek doz gentamisine
direncli, 56 (%76,7) tanesi hassas iken, 18 slime-negatif enterokok susunda bu oran sirasiyla 10
(%55,6) ve 8 (%44,4) olarak gozlendi. Direncli bakterilerin slime olusturma o6zelikleri
incelendiginde 27 yiiksek doz gentamisine direngli enterokok susunda slime-pozitif olanlar 17
(%63) iken slime-negatif olanlar 10 (%37) olarak bulundu. Bu bulgularla slime-pozitif ve
slime-negatif suglarda yiiksek doz gentamisine duyarliliklar1 karsilastirildiginda herhangi bir
farklilik saptanmadi. Direngli bakterilerin slime olusturma o6zelliklerine bakildiginda slime—
pozitif bakterilerin direnglilikleri slime—negatiflerden daha fazla saptandi ve bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (X2 =17,205, p=10,007).

Slime-pozitif 73 enterokok susundan 6 (%8,2) tanesi penisiline direngli, 67 (%91,8)
tanesi hassas iken, 18 slime-negatif enterokok susunda bu oran sirasiyla 9 (%50) ve 9 (%50)
olarak gozlendi. Direncli bakterilerin slime olusturma 6zelikleri incelendiginde 15 penisiline
direncli enterokok susunda slime-pozitif olanlar 6 (%40) iken slime-negatif olanlar 9 (%60)
olarak bulundu. Direngli bakterilerin slime olusturma 6zelliklerine bakildiginda slime—pozitif
bakterilerin direnglilikleri slime—negatiflerden daha az saptandi ve bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (Fisher kesin testi ile p = 0).

Slime-pozitif 73 enterokok susundan 67 (%91,8) tanesi rifampisine direncli, 6 (%8,2)
tanesi hassas iken, 18 slime-negatif enterokok susunda bu oran sirastyla 15 (%83,3) ve 3
(%16,7) olarak gozlendi. Direncgli bakterilerin slime olusturma 6zelikleri incelendiginde 82
rifampisine direngli enterokok susunda slime-pozitif olanlar 67 (%81,7) iken slime-negatif
olanlar 15 (%18,3) olarak bulundu. Bu bulgularla slime-pozitif ve slime-negatif suslarda
rifampisine duyarhiliklart karsilastirildiginda herhangi bir farklilik saptanmadi. Direncli
bakterilerin slime olugturma 6zelliklerine bakildiginda slime—pozitif bakterilerin direnglilikleri
slime—negatiflerden daha fazla saptanmakla birlikte ve bu fark istatistiksel olarak anlaml

bulunmamistir (Fisher kesin testi ile p = 0,373).



54

Incelenen suslarm tiimii disk difiizyon testi ile siprofloksasine direngli saptandi. Ancak
mikrodiliisyon yontemi ile minimal inhibitér konsantrasyonlarina bakildiginda suslarin 23
tanesi siprofloksasine hassas (% 25,3), 64 tanesi siprofloksasine direngli (%70,3), 3 tanesi
siprofloksasine az hassas (% 3,3) bulundu. Direngli suslarin 49 tanesi slime-pozitif (%76,6), 15
tanesi slime-negatif (23,4) olarak saptandi. Hassas suslarin 20 tanesi slime-pozitif (% 87) iken,
3 tanesi slime-negatif (% 13) olarak saptandi. 3 tane siprofloksasine az hassas olan susun
slime-pozitif oldugu gozlendi. Direncli suslarda slime pozitifligi daha yiiksek saptanmasina
karsilik, istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Fisher kesin testi ile p=0,378).

Disk diflizyon testi ile vankomisine direngli saptanan 2 susun mikrodiliisyon yontemi
ile minimal inhibitér konsantrasyonlarina bakildi ve vankomisine hassas olduklar1 gozlendi.
Disk difiizyon yontemi ile vankomisine az hassas saptanan 36 enterokok susundan 35 tanesinin
slime-pozitif oldugu gozlendi. Vankomisine az hassas saptanan suslarin mikrodiliisyon yontemi
ile minimal inhibitor konsantrasyonlarina bakildiginda sadece 3 enterokok susu vankomisine az
hassas bulundu ve tiimiiniin slime-pozitif oldugu goézlendi.

Incelenen suslarin tiimii teikoplanine hassas bulundu .
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Tablo XI: Enterekok antibiyotik direnglerinin slime olusturma o6zelliklerine gore
karsilastirilmasi.
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Tablo XII: Enterekok antibiyotik hassasiyetlerinin slime olusturma Ozelliklerine gore

karsilastirilmasi
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B) Noraminidazin slime olusumu, bakteri adheransi ve bakteri cogalmasina etkisi:
Enterokok suslarinin slime olusturma o6zelliklerine gore, adherans ve ¢ogalmasi

incelendiginde, slime-pozitif bakterilerin slime-negatif bakterilerden daha fazla adhere olarak

cogaldigr saptanmis (p<0,003), buna karsilik, ndraminidazin slime olusturan ve olusturmayan

enterokoklarin adherans ve ¢ogalmasina higbir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir (Tablo XIII).
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Tablo XIII: Slime —pozitif bakterilerin adherans ve bakteri ¢ogalma oranlar1 slime-negatif
bakterilerden fazla bulunmus ancak NANase in her iki grupta adheransa herhangi bir etkisi
olmamistir. *,** slime-negatif bakterilerin polistren materyale adheransinin istatistiksel olarak
anlaml diisiisiinti gostermektedir (p< 0,003)

Noraminidazin slime olusumu iizerine etkisi incelendiginde, slime-pozitif enterokok
suslarinda noraminidazin slime olusumunu azalttii saptanmis ancak bu sonug istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir.

C) Noraminidazin vankomisin ile birlikte uygulanmasimin slime olusumu ve bakteri
adheransi iizerine etkisi:

Slime pozitif enterokoklarda sadece artan doz vankomisin ve ndraminidaz ile artan doz
vankomisin uygulamasi karsilastirildiginda, néraminidazin artan doz vankomisin ile birlikte
uygulandiginda slime olusumunu azalttig1 saptanmis ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir. Noraminidazin bakteri adheransina ise etkili olmadig1 saptanmustir.
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TARTISMA:

Bakteriler, birgok canli ve cansiz ylizeye yapisir ve biyofilm olusturarak, endiistriyel ve
tibbi bircok soruna neden olurlar[2]. Biyofilmler; hidrate bir matriks i¢cine gomiilii hiicrelerin
olusturdugu c¢ok katmanli, ylizeye bagli mikrobiyal topluluklardir[2]. Bakteriler; konak
savunmasi ve antibiyotiklere direng, yasam i¢in gerekli ortam olusturabilme, adhezyon ve
kolonizasyon saglama gibi amagclarla biyofilm olustururlar[37].

Biyofilmler mevcut genetik yap1 ile diizenlenebilecegi gibi, ortamdaki diger
patojenlerden aktarilan genler aracilifi ile de mikroorganizmalar biyofilm olusturabilme
yetenegi kazanabilirler[37].

Biyofilmler, mikroorganizma tiirleri arasinda farklihlk gostermekle birlikte,
karbonhidrattan zengin “glikokaliks™ olarak da adlandirilirlar[160]. Halen yapist tam olarak
tanimlanamamis olan biyofilmin karbonhidrat igeriginin kendisine saglamis oldugu birtakim
ozellikler goz Ontline alindiginda yakin zamanda biyofilm yapisinda var oldugu gdosterilen
siyalik asitin  biyofilmin Ozelligini saglayan en fonksiyonel molekiill oldugunu
diistindiirmektedir[136].

Hiicre ylizeyinde glukokonjugat olarak bulunan siyalik asit, hiicrenin yiizey elektrik
yiikiinilin saglanmasi, bulundugu hiicredeki miktarina gore deformabilite, adherans ve motiliteyi
diizenleme gibi 6zellikleri vardir[139].

Bu bilgiler 15181 altinda biyofilm tabakasinin karbonhidrat igeriginde siyalik asitin
bulunabilecegi ve bakterinin adheransi ile antibiyotik direncinde etkili olabilecegi hipotezinden

yola ¢ikarak planladigimiz bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler degerlendirildiginde;

Slime olusturma o6zelligi ile antibiyotik direngleri arasindaki iliskiye bakildiginda,
koagiilaz negatif stafilokoklarda slime-pozitif bakterilerin antibiyotik direncinin daha fazla
oldugu gozlenirken, bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Enterokoklarda ise; su ana
kadar belirtilen kuramdan farkli olarak, ampisilin ve penisilin direncinin slime-negatif suslarda
daha fazla olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunurken, rifampisin ve siprofloksasin

direncinin slime-pozitif suslarda daha fazla olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Biyofilm bakterileri antibiyotiklerin etkilerine c¢esitli yollarla direng gosterirler. Bu
yollarin baglicalar1 antibiyotigin biyofilm icine difiizyonunun kisith olmasi, biyofilm igindeki
bakterilerin farkli biiylime hizlari ve mikrogevre degisikliklerinin antibiyotiklere olumsuz

etkisidir. Souli ve arkadaslar1 slime-pozitif KNS suslarinda 22 antimikrobiyal ajanin etkinligini
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inceledikleri ¢alismada, rifampisin diginda tiim ajanlarin etkinliginde istatistiksel olarak anlaml
azalma saptamiglardir. Aynm1 ¢alismada etkinligi en ¢ok azalan ajanlar sirasiyla; pefloksasin
(%30), teikoplanin (%52) ve vankomisin (%63) olarak bildirilmistir [237]. Kotilainen ve
arkadaslar koagiilaz negatif stafilokoklarin etken oldugu 60 sepsis hastasindan elde edilen kan
kiiltiiri izolatlarinda slime pozitifligi ile antibiyotik direnclerine incelemisler. Calismada 10
antibiyotik kullanilmis ve slime-pozitif S. epidermidis suslarinda MICyy ve/veya MICs
degerlerinin slime-negatif suslara gore anlamli oranda fazla oldugunu saptamislardir. Ayni
calismada tobramisin, gentamisin ve rifampisin i¢in slime {iretimi ile diren¢ arasinda
istatistiksel anlamlilik saptamislardir[238]. Bizim caligmamizda da istatistiksel anlamlilik
saptanmamakla birlikte, antibiyotik direnci saptanan suslarin siklikla slime-pozitif suslar
oldugu goriildii.

Hem koagiilaz negatif stafilokok hem de enterokok suslarinin slime olusturma
ozelliklerine gore adherans ve ¢ogalmasi incelendiginde, slime-pozitif bakterilerin slime-
negatif bakterilerden daha fazla adhere olarak ¢ogaldig: saptandi ve sonugclar istatistiksel olarak
da anlamli bulundu. Yiizey siyalik asitini uzaklastirmak amaciyla yapilan ndraminidaz
uygulamasi sonucu koagiilaz negatif stafilokok suslarinda néraminidazin slime olusumunu
azalttig1 saptand1 ve bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulundu. Enterokok suslarinda ise
ndraminidazin slime olusumunu azalttifi gozlenmekle birlikte, bu sonug istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. Her iki grupta da néraminidazin, bakterilerin adherans ve ¢ogalmasina
hicbir etkisinin olmadig: goriildii.

Siyalik asitin biyofilm yapisindaki bulundugunu gosteren ¢ok az sayida g¢aligma
vardir[136]. Yiizey siyalik asiti uzaklastirmak amaciyla noraminidaz kullandigimiz
calismamizda, noraminidazin KNS suslarinda slime olusumunu azalttigin1 ve bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli oldugunu saptadik. Enterokok suslarinda ise noraminidazin slime
olusumunu azalttigin1 goérmekle birlikte, bu sonucun istatistiksel olarak anlamli olmadigini
saptadik. Biyofilm yapist ile virulans arasindaki iliski Enterococcus faecalis’ de
bildirilmistir[20] [239]. Ancak enterokoklardaki biyofilmin yapist ve 6zellikleri ile ilgili kisith
sayida c¢alisma vardir. Bu anlamda c¢alismamiz, enterokoklarda yiizey siyalik asitinin
néraminidaz ile uzaklastirmanin biyofilm olusumuna etkisinin izlendigi ilk ¢alismadir.

E. faecalis biyofilmi dis kokii [240], iiretral kateterler [241], tiretral stentler [242] ve
kalp kapaklarinda [39] gbzlenmistir. E. faecalis’ in biyofilm olusturma yeteneginin virulans
icin esansiyel oldugu agiklik kazanmamis olmakla birlikte, klinik izolatlarin ¢ogu in vitro
biyofilm olusturma o&zelligine sahip gibi goriinmektedir[243] [244]. Caligmamizda

inceledigimiz 91 enterokok susunun 44 tanesi (%48,3) E. faecalis olarak saptandi. Bu suslarin
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da 40 tanesi (%90,9) slime-pozitif bulundu.E. faecalis’ e ait patojenik faktorler ile ilgili bilgiler
kisithdir. Enfeksiyon ile iliskili E. faecalis suslarinda bir¢ok virulans molekiilii tanimlanmistir.
Bunlardan bazilar1 sitolizin [245] [246] [247], agregasyon maddesi [248] [249] [250],
ekstraselliiler siiperoksit [251] [252], ylizey karbonhidratlar1 [253] [254] ve Ace [255], EfaA
[256], Esp [257] gibi ylizey proteinleridir. S. aureus’ un biyofilm ile iligkili bir aminoasidi olan
Bap ile E. faecalis’ in yiizey proteini olan Esp arasindaki yapisal benzerlikten yola ¢ikilarak
yapilan bir ¢alismada Esp’ nin E. faecalis izolatlarinda biyofilm olusumu ile ilgili olabilecegi
saptanmistir [244]. Tendolkar ve arkadaslar1 (2004), Esp ekspresyonunun biyofilm olusumunu
anlamli Ol¢lide arttirdigini saptamiglardir[258]. Buna karsilik Sandoe ve arkadaslar1 70 kan
kiiltiirii izolatinda yaptiklar1 calismada Esp ile biyofilm olusturma yetenegi arasinda bir iligki
saptamamiglardir[259].

Bakterilerin biyofilm olusturma ozellikleri ile adherans yetenekleri arasindaki iliski,
ozellikle stafilokoklarla yapilan ¢alismalarda pek ¢ok kez gosterilmistir [260-262]. Christensen
ve arkadaslar intravaskiiler kateter ile iliskili sepsis olgularindan elde ettikleri S. epidermidis
izolatlarinda yaptiklar1 caligmada, transmisyon ve elektron mikroskobu ile slime-pozitif
suslarin  kateter yiizeyine adhezyonunu gosterirken, slime-negatif suslarda adhezyon
saptamamiglardir[234]. Aguilar ve arkadaslari, inek ve koyunlardaki mastit olgularindan izole
edilen S. aureus suslarinda slime olusumunun adherans ile iligkisini arastirdiklar
caligmalarinda, adheransin slime olusturan suslarda arttigini tespit etmislerdir[263]. Biz de
calismamizda her iki grup bakteride, slime-pozitif bakterilerin slime-negatif bakterilerden daha
fazla adhere olarak ¢ogaldigini ve bu sonucun istatistiksel olarak anlamli oldugunu saptadik.
Ancak her iki grupta da ndraminidazin, bakterilerin adherans ve ¢ogalmasina herhangi bir etki
gostermedigini saptadik.

Noraminidazin antibiyotik ile birlikte uygulamasi sonrasi slime olusumu ve bakteri
adheransina etkisinin incelenmesi sonucu; koagiilaz negatif stafilokoklarda néraminidazin artan
doz siprofloksasin ile birlikte uygulanmasinin slime olusumunun azalttig1 saptandi ve bu sonug
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Enterokoklarda ise ndraminidazin artan doz vankomisin ile
birlikte uygulanmasinin slime olusumunu azalttig1 saptandi ancak bu sonug istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. Her iki grupta da uygulamanin bakteri adheransina herhangi bir etkisi
goriilmedi.

Antimikrobiyal ajanlarin, biyofilm gelisimine ve bakteri adheransina etkinligini
arastiran caligmalar da yapilmistir. Hatch ve Schiller P. aeruginosa’ dan izole edilen %2’lik
alginat siispansiyonunun gentamisin ve tobramisin difiizyonunu inhibe ettigini ve bu etkinin

alginat liyaz kullanarak geri dondiiriilebilecegini gostermislerdir[264]. Anwar ve arkadaglari,
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10 giinden eski P. aeruginosa biyofilminin tobramisin ve piperasiline 2 giinden yeni
biyofilmlerden anlaml 6l¢iide daha direngli oldugunu bulmuslardir. Arastirmacilar 500 pg/ml
piperasiline ek olarak 5 pg/ml tobramisin hem planktonik hem de yeni biyofilm hiicrelerini
tamamen inaktive ettigini, buna karsilik eski biyofilm hiicre sayisinin bu dozda ancak yaklasik
% 20 oraninda azaldigimi bildirmislerdir[189]. Benzer sonuclar ¢ok sayida farkli bakteri ve
antibiyotik kombinasyonlar1 ile elde edilmistir[265] [266] [267]. Reid ve arkadaslari, oral
siprofloksasin ve ofloksasin verilen iiriner kateterli hastalarda biyofilm gelisimini inceledikleri
calismada ortalama bir haftalik izlem sonucunda higbir kateterde biyofilm
saptamamigslardir[268]. Biz ¢alismamizda, néraminidazin slime olusumunu azaltmasindan yola
cikarak antibiyotik ile birlikte uygulandiginda bakterinin antibiyotik duyarliligina ve adheransa
etkisini arastirdik. Florokinolonlar yiiksek diizeyde penetrasyonlar1 nedeniyle kemik ve ekleme
ait enfeksiyonlarda tercih edilen ajanlardir. Ozellikle Gram pozitif koklarm etken oldugu
yabanci cisim enfeksiyonlarinda rifampisin ile kombine olarak kullaniminin etkinligi
bilinmektedir[269] [270] [271]. Florokinolonlarin Gram negatif bakterilerde polisakkarid
kapsiil olusumunu, biyofilm gelisimini ve adheransi azalttig1 gosterilmistir[272] [273]. Buna
karsilik koagiilaz negatif stafilokoklarin biyofilm tiretimini azalttigi yoniinde sinirli sayida
yayin mevcuttur ve bunlar adherans iizerine olan etkiyi 6lgmemektedir[274] [275]. Rupp ve
arkadaslarinin slime-pozitif S. epidermidis suslar1 ile yaptiklar1 ¢alismada ise; mikrodiliisyon
stvi yontemi ile vankomisin, sefazolin, ofloksasin, L-ofloksasin ve D-ofloksasin’ in biyofilm
olusumu ve adheransa etkileri incelenmigler ve adheransa etkili olmadiklarini
saptanmistir[276]. Tum bu verilerin 1s18inda ¢alismamizda koagiilaz negatif stafilokok
suslarinda néraminidaz ile birlikte artan doz siprofloksasin kullandik ve slime olusumunun
azaldigimi saptadik. Bu sonug istatistiksel olarak da anlamli bulundu. Buna karsilik bakteri
adheransina higbir etkisi goriilmedi.

Diger yandan enterokoklara ait biyofilmler ve antibiyotik direnci ile iligkisi iizerine
yapilan kisith sayida calismada, enterokoklarin olusturdugu biyofilm enfeksiyonlarinin
tedavisinde in vitro olarak cok yiiksek konsantrasyonlarda antibiyotik gerekliligi (Minimal
biyofilm eradike edici konsantrasyon = MBEC) saptanmistir[277]. Raad ve arkadaslar ise,
vankomisine direngli E. faecium (VREF) suslarindaki Esp geninin kateter kaynakli bakteriyemi
ve biyofilm olusumu ile iligkili olmadigini bildirmislerdir[278]. Calismamizda disk difiizyon
yontemi ile saptanan ve mikrodiliisyon sivi yontemi ile dogrulanan vankomisine az hassas 3
enterokok susunun da slime-pozitif olmasi dikkat ¢ekicidir. Vankomisin ve teikoplanin yiiksek
molekiil agirliklart nedeniyle ekstraselliiler mukopolisakkaritler tarafindan tutularak biyofilm

icine gecisleri engellenir. Calismamizda néraminidazin slime tabakasi {izerine etkisinden yola
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cikarak, vankomisine az hassas enterokok suslarini saptamamiz nedeniyle enterokoklarda
noraminidaz ile birlikte vankomisin kullandik. Slime pozitif enterokoklarda sadece artan doz
vankomisin ve ndraminidaz ile artan doz vankomisin uygulamasi karsilastirildiginda,
néraminidazin artan doz vankomisin ile birlikte uygulandiginda slime olusumunu azalttig
saptadik ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Noraminidazin bakteri
adheransina ise etkili olmadiginmi gordiik.

Sonug olarak koagiilaz negatif stafilokoklarda biyofilm olusumu ve adherans arasindaki
iliskiyi gosteren bir¢ok calisma mevcuttur. Buna karsilik gerek slime yapisindaki siyalik asitin
varlig1 ve néraminidazin etkilerini, gerekse florokinolonlarin koagiilaz negatif stafilokoklarin
biyofilm gelisimine etkisini gosterir ¢ok az sayida calisma vardir. Bu tez caligmasinin,
antibiyotiklerin biyofilme etkinligini arttirmada néraminidazin roliinii gdstermesi bakimindan,
gelecekteki caligmalar ig¢in yol gdsterici oldugu diisiincesindeyiz. Enterokoklarda ise,
biyofilmin yapis1 ve oOzellikleri ile ilgili kisith sayida calisma vardir. Caligmamiz,
enterokoklarda noraminidazin biyofilm olusumuna etkisinin izlendigi ilk ¢alisma olup, bu

konuda yeni ¢alismalar yapilmasinin gerekliligini ortaya koymaktadir.
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SONUC:

Biyofilmler normal floranin olusumundan, kronik enfeksiyonlara kadar ¢ok genis bir
yelpazede enfeksiyon patogenezinde rol oynamaktadirlar. Biyofilmlerin 6éneminin anlasilmasi
ile son 30 yildir bu yondeki ¢aligmalar hiz kazanmistir. Bu g¢aligmalar arasinda biyofilm
olusumunu belirleyen genetik modiilasyonlar kadar, biyofilm enfeksiyonlarini tedavi etmeye ve
biyofilmi eradike etmeye yoOnelik caligmalar 6nemli yer tutmaktadir. Biyofilm olusumu; S.
aureus, S. epidermidis, viridans streptokoklar, enterokoklar, aktinomigesler, E. coli, P.
aeruginosa,B. cepacia, V. cholerae, Klebsiella spp.ve Candida spp. gibi birgok
mikroorganizmada gosterilmistir.

Biyofilm olusturan bakterilerin ylizeylere adheransinin, biyofilm olusturmayan
bakterilere oranla daha fazla oldugu bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda da bu yonde daha 6nce
yapilmis ¢caligmalar ile benzer sonuglara ulasilmistir.

Biyofilm olusturan mikroorganizmalar antibiyotiklerin etkilerine karsi korunurlar. Bu
konuyu aciklayan bugiin i¢in gecerli ili¢ hipotez vardir. Yapilan calismalar biyofilm
bakterilerini eradike etmek icin minimal inhibitér konsantrasyonunun 1000 katina ulasan
konsantrasyonlarda antibiyotik dozunun gerekebildigini gdstermistir. Bu ¢alismada da
antibiyotiklere direngli suslarin daha ¢ok biyofilm olusturan suslar oldugu dikkati gekmektedir.

Biyofilmin kesin yapisi belirlenememekle birlikte, karbonhidratlarin biyofilm yap1 ve
fonksiyonlarinda basrolii oynadigi diisiiniilmektedir. Son zamanlarda yapilan calismalar bu
karbonhidratlar icinde siyalik asiti 6ne ¢ikarmistir. Siyalik asiti uzaklastirmanin biyofilme ve
biyofilm fonksiyonlarina olan etkisini incelemek amaciyla planlanan bu g¢aligma sonucu,
ndraminidazin bakteri adheransina herhangi bir etkisi olmazken, biyofilm olusumunu azalttig
saptanmistir. Yine ndraminidazin antibiyotik soliisyonlar ile birlikte uygulanmasinin da ayni
sekilde biyofilm olusumunu azalttifi goézlenmistir. Bu anlamda biyofilm eradikasyonunu
saglamak i¢in ndraminidazin, toksik antibiyotik dozlarmma ulasilmadan antibiyotik etkisinin
saglanmasinda yardimc1 olabilecegi diislintilmektedir. Ancak bu konuda ¢ok sayida ¢aligmaya
gereksinim vardir.

Calismanin 6nemli bir 6zelligi de enterokoklardaki biyofilmin yapisi1 ve 6zellikleri ile
ilgili kisith sayidaki ¢aligmadan biri olmasidir. Diger yandan enterokoklardaki yiizey siyalik

asitinin néraminidaz ile uzaklastirmanin biyofilm olusumuna etkisinin izlendigi ilk ¢aligmadir.
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OZET:

Giris: Biyofilmler irreversibl olarak herhangi bir yiizeye, ara ylizeye veya birbirlerine bagh
mikrobiyal topluluklardir. Biyofilm olusturan mikroorganizmalarin adhezyon yetenekleri,
virulans1 ve biyofilm olusumu ile konak savunmasindan kagmasi ve antibiyotiklerin
etkilerinden korunmasi, biyofilm infeksiyonlar1 ile miicadelede yeni ve etkili yontemlerin
gerekliligini ortaya koymaktadir.

Amag: Biyofilmin yapisi tam olarak tanimlanamamis olmakla birlikte, biyofilm tabakasinin
karbonhidrat igeriginde siyalik asitin bulunabilecegi ve bakterinin adheransi ile antibiyotik
direncinde etkili olabilecegi diisiinlmektedir. Bu calismada noéraminidazin slime olusum,
bakteri adheransi ve antibiyotik direncine etkisinin incelenmesi amaclanmistir p

Gerec¢ ve Yontem: Calismada, c¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 63 adet koagiilaz negatif
stafilokok, ve 91 adet Enterococcus spp izolatt kullanildi. Bakterilerin slime {iretimi,
Christensen yontemi (kalitatif tiip yontemi) ve kantitatif mikrodiliisyon plak yontemi ile
saptandi. Kantitatif mikrodiliisyon plak yonteminde ise 595 nm dalga boyunda mikroplak
okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro) optik dansitesi 1’ den biiylik olan izolatlarin slime
olusturdugu kabul edildi. izolatlarin antibiyotik duyarliliklar;; NCCLS M2-A8 ve M100-S13
onerileri dogrultusunda disk difiizyon yontemi ve mikrodiliisyon sivi yontemi ile belirlendi.
Noraminidazin, slime olusumuna ve antibiyotik direncine etkisinin goriilmesi amaci ile;
bakteriler (0,5 Mc Farland), néraminidaz ile artan diliisyonlarda antibiyotik ve ndraminidaz
karisimi ile birlikte 96 kuyucuklu U tabanli polistiren plaklara ekildi. Slime olugumunun
izlenmesi i¢in plaklar kristal violet ile boyanarak 595 nm.” de, antibiyotik direnci i¢in 625 nm.’
de spektrofotometrik olarak degerlendirildi.

Bulgular: Calismanin sonucunda hem KNS hem de enterokok suslarinin slime olusturma
ozelliklerine gore adherans ve ¢ogalmasi incelendiginde, slime-pozitif bakterilerin slime-
negatif bakterilerden daha fazla adhere olarak ¢ogaldig1 saptandi ve sonuglar istatistiksel olarak
da anlamli bulundu. Slime olusturma Ozelligi ile antibiyotik direngleri arasindaki iligkiye
bakildiginda, koagiilaz negatif stafilokoklarda slime-pozitif bakterilerin antibiyotik direncinin
daha fazla oldugu gozlenirken, bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Enterokoklarda
ise; ampisilin ve penisilin direncinin slime-negatif suslarda daha fazla olmasi istatistiksel
olarak anlamli bulunurken, rifampisin ve siprofloksasin direncinin slime-pozitif suslarda daha
fazla olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Noraminidaz uygulamas: sonucu KNS
suslarinda slime olusumunun azaldig: saptandi ve bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Enterokok suslarinda ise noraminidazin slime olusumunu azalttigi gozlenmekle birlikte, bu
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sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. . Her iki grupta da néraminidazin, bakterilerin
adherans ve c¢ogalmasmma etkili olmadigr goriildi. Koagiilaz negatif stafilokoklarda
ndraminidazin artan doz siprofloksasin ile birlikte uygulanmasinin slime olusumunun azalttig1
saptandi ve bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulundu. Enterokoklarda ise néraminidazin
artan doz vankomisin ile birlikte uygulanmasinin slime olusumunu azalttig1 saptandi ancak bu
sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Her iki grupta da uygulamanin bakteri
adheransina herhangi bir etkisi goriilmedi.

Sonuc¢: Bu tez calismasinda, néraminidazin slime olusum, bakteri adheransi ve antibiyotik
direncine etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Noraminidazin antibiyotikle veya antibiyotik
olmaksizin bakterilerin slime olusturmasina etkili oldugu agiktir. Bu sonug, siyalik asitin slime
tabakasinin karbonhidrat igeriginin 6nemli bir bileseni oldugunu ve siyalik asit ile yapilacak
caligmalarin slime lireten bakterilere bagli kronik infeksiyonlarin tedavisinde hedef molekiil
olabilecegini diisiindiirmektedir ve bu konuda daha ¢ok caligmaya gereksinim vardir. Ayrica bu
calisma, enterokoklarda noraminidazin biyofilm olusumuna etkisinin izlendigi ilk c¢alisma
olmasi acisindan da dnem tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: Biyofilm, adherans, néraminidaz, siyalik asit
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SUMMARY:

Introduction: Biofilms are microbially derived sessile community characterized by cells that
are irreversibly attached to a substratum or interface or to each other. They embedded in a
matrix of extracellular polymeric substances that they have produced, and exhibit an altered
phenotype with respect to growth rate and gene transcription.

Aim: Biofilm’s structured is not well defined, carbohydrate content may plays an important
role in biofilm’s functions in physiological systems. We hypothesized that sialic acid may take
part in carbohydrate structure of slime and may play a critical role in antimicrobial resistance
and bacterial adherence.

Material and Methods: In this study we examined 63 coagulase negative staphylococci (CNS)
and 91 Enterococcus spp obtained from various clinical isolates. The production of slime from
all strains was studied by means of two different methods: the Christensen method (qualitative
tube method) and quantitative microdilution plate. Optical density (OD) of well content was
determined at 595 nm (OD595) using a microplate reader and strains which optical density was
greater then 1 consider that slime positive. The antibiotic susceptibility of strains was
determined that disc diffusion and microdilution broth methods which recommended that
NCCLS M2-A8 and M100-S13. To determine neuraminidase effect on slime formation and
antibiotic resistance, bacteria (0.5 McFarland) were treated with neuraminidase and/or
neuraminidase with increasing dose of antibiotics in 96 well U bottom plates. For slime
formation plates were stained with crystal violet and examined at 590 nm and for antibiotic
resistance directly examined at 625 nm spectrophotometrically.

Results: Adherence of slime-forming CNS and enterococcus were greater than non-slime
forming bacteria. Antibiotic resistance in slime-forming CNS is greater than non-slime forming
CNS group. In enterococcus group, antibiotic resistance to ampicillin and penicillin in slime-
forming bacteria was statistically significant. Rifampicin and ciprofloxacin resistance in slime-
forming enterococcus was greater than non-slime forming enterococcus but statistically was
not significant. Surface sialic acid mobilization by neuraminidase reduce slime formation in
CNS and statistically significant. This reduction also seen in enterococcus group but it’s not
statistically significant. In both group neuraminidase did not effect on bacterial adherence and
growth. Treatment of bacteria with neuraminidase and increasing dose of ciprofloxacin in CNS
decreased the slime formation, on the other hand in enterococcus treatment of neuraminidase
with increasing dose of vancomycin had not effect in slime formation and in both group,

neuraminidase treatment with antibiotics did not effect bacterial adherence.
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Conclution: The aim of the study was to show the neuraminidase effect on slime formation,
bacterial adherence and antibiotic resistance. It’s obvious that the neuraminidase has limited
effect on slime formation of bacteria with or without antibiotics. We speculate that this results
indicate, the sialic acid is one of the carbohydrate contents of slime and modulation of sialic
acid may potential therapeutic target for chronic infections calls by slime-forming bacteria and
need more studies on this subject. Also this study is the first study in literature that shows
neuraminidase effect on enterococcus biofilm formation.

Key words: Biofilm, adherance, neuraminidase, sialic acid
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