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BAKTERILERIN CANLI AMA KULTURDE URETILEMEYEN FORMLARI

VIABLE BUT NON-CULTURABLE FORM OF BACTERIA

Olcay OZCAKIR'

OZET: ilk defa 1982 yilinda kltirde Greyebilme &zelliklerini kaybettikleri halde,
metabolik aktiviteleri devam eden ve uygun kosullarda tekrar klltirde UGreyebilme
yetenegine kavusan bakterilerin varliginin ortaya konulmasi ile “canli ama kultirde
Uretilemeyen bakteri (VBNC; viable but non-culturable)” kavrami tanimlanmistir.
Son yillarda yapilan calismalarda, pek ¢ok insan patojeninin (Campylobacter spp.,
E.coli, Francisella tularensis, Helicobacter pylori, Legionella pneumophila, Listeria
monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp.,
Shigella spp., Vibrio cholerae, V.parahaemolyticus, V.vulnificus) bu forma sahip oldugu
saptanmistir. Bakterilerin VBNC formunun sitln pastérizasyonu ve suyun klorlanmasi
gibi bazi dezenfeksiyon islemleri ile de ortaya ciktiginin gdsterilmesi, konuya olan
ilgiyi artirmigtir. Bu formdaki bakterilerin; tekrarlayan, direncli ve etkeni gosterilemeyen
enfeksiyonlarda roll olabilece@i dustnllmektedir. Ancak bakterilerin bu formunun
patojeniteleri ve antibiyotik direnci ile tekrarlayan enfeksiyonlardaki roltint géstermek
icin ileri calismalar yapilmalidir. Bu derleme yazida, canli ama kultirde Uretilemeyen
bakterilerin 6nemi, morfolojileri, metabolik ve genetik 6zellikleri, patojeniteleri, yeniden
kiltirde Ureyebilme 6zelligini kazanmalari ve tanimlama yontemleri tartigsiimistir.

Anahtar sézctikler: Canl, kiiltirde (iretilemeyen bakteri, morfoloji, genetik, patojenite,
tanimlama.

ABSTRACT: Viable but non-culturable (VBNC) bacteria concept has been defined
in 1982 when it has been shown that there exists bacteria whose metabolic activity
continue and which can have the ability to reproduce in suitable conditions although
they have lost their capability to reproduce in culture. Recent studies have shown
that most of the human pathogens (Campylobacter spp., Escherichia coli, Francisella
tularensis, Helicobacter pylori, Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes,
Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Shigella spp.,
Vibrio cholerae, V.parahaemolyticus, V.vulnificus) have VBNC form. The interest on this
subject has increased due to the detection of some disinfection procedures such as
pasteurization of milk and chlorinization of water, cause bacteria to switch to VBNC form.
It is thought that, the bacteria in this form may have an important role in recurrent and
drug resistant infections as well as infections of unknown origin. However, advanced
studies should be done to clarify the role of VBNC bacteria in the setting of recurrent
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infections, together with their pathogenity and antibiotic resistance. In this review article,
the importance of viable but non-culturable bacteria, their morphology, metabolic and
genetic properties, pathogenity, resuscitation and identification have been discussed.

Key words: Viable non-culturable bacteria, morphology, genetic, pathogenity,
identification.

GiRiS

Cevremizdeki mikroorganizmalarin %99’undan fazlasinin kaltaru
yapilamamaktadir'2, Klasik klinik mikrobiyoloji bilgilerine gére ise mikroorganizmalar
Ureyip kultUrleri yapilabildigi strece canl kabul edilmektedirler's. Ancak son
yillarda patojen mikroorganizmalarin da canli olduklar halde bazen kulturlerinin
yapilamadiginin fark edilmesi ile, bu konu Uzerinde yapilan galismalar hiz
kazanmistir. Cevreye uyum ve cevre baskisindan kagabilmek icin bu yolla bir
adaptasyon mekanizmasi gelistiren bakteriler, “canli ama kulttirde Uretilemeyen
bakteriler (viable but non-culturable, VBNC)” olarak adlandinimiglardir*s. VBNC
kavrami ilk kez 1982 yilinda, Amerika Birlesik Devletleri Maryland Universitesi’'nden
Rita Colwell tarafindan kulttiirde treyebilme ézelliklerini kaybettikleri halde,
metabolik aktiviteleri devam eden ve uygun kosullarda tekrar kultdrde tUreyebilme
yetenegine kavusan bakterilerin varligini ortaya koymasi ile tanimlanmistir®.

VBNC BAKTERILERIN ONEMi

Bazi bakteriler; aclik, 1s1 degisikligi, osmotik basing artisi ve oksijen
konsantrasyonunda artis gibi cevresel baskilara maruz kaldiklarinda fizyolojik
olarak VBNC formuna girmektedirler. Bu konu ile ilgili en édnemli bulgulardan
birisi, sttlin pastdrizasyonu ve suyun klorlanmasi gibi islemlerin de bakterilerin
VBNC formuna gegmesine sebep oldugunun gosterilmesidiré”. Ayrica gidalarda
bulunan bakteriler, gidalara uygulanan isitma, kurutma, dondurma, tuzlama gibi
islemler sonucunda VBNC formuna gecebilmekte ve bu formdaki bakteriler
klasik kulttir yontemleriyle tespit edilemediginden halk saghdi icin potansiyel
bir tehlike olusturmaktadir®.

VBNC bakterilerin klinik mikrobiyolojik énemi ise, pek ¢ok insan
patojeninin de [Campylobacter spp., E.coli (EHEC suslari da dahil), Francisella
tularensis, Helicobacter pylori, Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes,
Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp.,
Shigella spp., Vibrio cholerae, V.parahaemolyticus, V.vulnificus] bu formunun
oldugunun gosterilmesidir®.

VBNC BAKTERILERIN MORFOLOJIK, METABOLIK VE
GENETIK OZELLIKLERI

VBNC formuna giren bakterilerin boyutlarinda genel olarak kiclilme
g6rulmektedir. Basil seklindeki gram negatif bir bakteri VBNC forma gectiginde
kok veya kokobasil sekle doniusmektedir®'°. Elektron mikroskopla yapilan
taramalarda, VBNC formdaki bir Campylobacter pylori susunun kuiltirde
Ureyebilen C.pylori susundan daha kisa ve ince oldugu gdsterilmistir''. VBNC
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formundaki bir E.coli susunda peptidoglikanda gapraz baglarin arttigi, DAP-DAP
capraz baginin t¢ kat arttigi, lipoprotein tasiyan muropeptidlerin arttigi, glikan
zincirinin boyunun kisaldigi ve yuksek molekll agirlikl PBP (penisilin baglayan
proteinler) 1A, 1B, 2 ve 3’ Un kayboldugu gosterilmistir'2, VBNC formundaki
Enterococcus feacalis ile yapilan galismalarda ise, bakterinin mekanik hasara
daha dayanikl bir hiicre duvari oldugu saptanmisg, peptidoglikan capraz baginda
artis ve oligomerlerin dimerlere gore sayisal artisi izlenmistir'®. Teikoik asit ve
lipoteikoik asidin yapisinda degisiklik olmazken, miktarinin arttid@i belirtiimektedir.
Yine yapilan calismalarda, O-asetilasyonun arttii ve sitoplazmik membranin
yag asidi kompozisyonunda degisiklikler oldugu ifade edilmektedir4.

VBNC bakterilerin metabolik aktivitelerinde de azalma olmaktadir;
besin transportu, respirasyon oranlari ve makromolekul sentezinin azaldigi
gosterilmistir®'s. Buna karsin biyosentez kaybolmamakta ve soguk sok proteinleri
dretimektedir'e. Ol ya da élmek (izere olan hiicrelerde azalan ATP dizeyleri,
VBNC hucrelerde yuksek dizeyde kalmaktadir. VBNC htcrelerin otolitik
aktiviteleri, aktif olarak cogalan hlcrelerden daha yuksektir®.

Uzerinde en cok tartisilan konu, VBNC bakterilerin 6liim &ncesi hali mi,
yoksa baskidan korunma amaciyla genetik olarak programlanmis hicreler mi
oldugudur. Yapilan calismalar, VBNC formuna gegisin genetik programlama
ile ilgili oldugunu dustnduirmektedir’”. VBNC formunda gen ekspresyonunun
devam ettigi gosteriimis ve plazmidlerin korundugu belirtilmistir®.

Anaerobik metabolizma geni olan anr geninin, oksijenin az oldugu
ortamlarda mikroorganizmanin adaptasyonunu sagladigi bilinmektedir. Bu
genin, Pseudomonas fluorescens’in spontan rifampisin direngli mutanti olan
CHAO-Rif’in, oksijenin az oldugu ortamlarda VBNC hale gegmesinde 6nem
tasidigi belirtiimektedir'®. algU ve gacA genlerine sahip VBNC bakterilerin
fizyolojik olarak cevresel baski faktérlerine adaptasyon goésterdigi de ortaya
konmustur'®. RpoS (KatF) geni ise, bakterilerin durgunluk fazina gegmesini ve
coklu baski faktérlerine direncini saglayan bir gendir. Aerobik hilicre Gremesinde
ve disUk ozmolaritede, RpoS’in kaybedilmesiyle durgunluk fazindaki hiicrelerin
kiltirde Gremesinde azalma olmaktadir®®. Ayrica PpGpp ve RpoS proteinlerinin
varliginda, durgunluk fazinda kultirde Greme 6zelliginin, logaritmik faza gore
daha fazla oldugu ortaya konmustur?.

VBNC BAKTERILERIN PATOJENITESI

VBNC formundaki bir bakterinin patojenitesini koruyup korumadigina dair
celiskili yayinlar vardir. Bu konunun klinik mikrobiyoloji acisindan en énemli
yon(, bu formda iken bakterilerin insanlarda hastaliga neden olup olmadigidir.
Daha da 6nemlisi, VBNC formunda insanlara bulasan bir bakterinin insan
vicudunda uygun kosullar bulup tekrar kiltirde Ureyebilen forma ge¢cmesi ve
hastaligi baslatip baslatamayacagidir. Hayvan ve gonulli insan calismalarinda,
deneklere VBNC formunda Vibrio cholerae igirilmis ve sonra diskidan ayni
bakterinin kaltlrl yapilabilmistir?. Oliver ve Bockian??, 5°C’de inklibe ederek
VBNC formuna doénusturdikleri V.vulnificus’u fareye inoklle ettikten sonra
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farenin 6lduguni ve hem kan hem de periton boslugundan ayni bakterinin
izole edildigini bildirmiglerdir. Ancak bu calismalarda bakterilerin VBNC haline
gectikten hemen sonra deneklere verildigi, bu ylizden de VBNC degil de hasar
gbérmus hucrelerin enfektif olabileceginden bahseden calismalar da vardir?’.

Rahman ve arkadaslar®® S.dysenteriae tip 1 ile yaptiklar calismalarda,
bakterinin VBNC formunun HelLa hucre kultirinde sitopatojenik oldugunu
ve ayrica intestinal epitel hiicrelerine tutunarak Shiga toksini olusturdugunu
goOstermislerdir. Pruzzo ve arkadaslari®* VBNC formundaki E.faecalis hicrelerinin
kalp ve Uriner sistem hicre kultlrlerine tutunabildigini, ancak bu tutunmanin aktif
olarak cogalan hiicrelere gére %50-70 az oldugunu belirtmisler; bakterilerin aktif
forma gegmesiyle tutunmanin tekrar normale déndigini vurgulamiglardir.

1998’de Japonya’'daki som baligi kaynakl E.coli O157:H7 salginini inceleyen
Makino ve arkadaslar®, salgina yol agan susun VBNC formunda oldugunu
ifade etmislerdir. Helicobacter pylori’'nin de kultirde Uretilemeyen ve bulastan
sorumlu oldugu dusunulen kokoid seklinin, bakterinin VBNC formu oldugu ve
uygun bir konaga girinceye kadar dogada bu sekilde kaldigi belirtiimektedir?®.
Ayrica bu formun antibiyotiklere direncli olup, tekrarlayan enfeksiyondan sorumiu
olabilecegi de dusunUlmektedir®. Yapilan bir baska galismada, hem fare hem
de insandan alinan idrar érneklerinde, VBNC formundaki bakterilerin bulundugu
ve bunlarin tekrarlayan Uriner sistem enfeksiyonlarinin bir aciklamasi olabilecegi
bildiriimektedir?”. Legionella pneumophila ve Campylobacter jejuni’nin de VBNC
formuna gectikten sonra virGlansini korudugu gdsterilmistir?®2,

VBNC BAKTERILERIN YENIDEN UREYEBILME OZELLiGi KAZANMASI

Canli ama kdltirde Uretilemeyen (VBNC) bakteri formlarinin tekrar kaltara
yapilabilen forma dénlslt konusunda iki farkli gérus bulunmaktadir. Bunlardan
birincisine gore, bakteri populasyonunda az sayida VBNC hale gecmemis
hdcreler mevcuttur ve bunlarin dremesiyle populasyondaki kulttrt yapilabilir
hiicre sayisinda artis olmaktadir (re-growth; yeniden reme). ikinci gérise
goére, VBNC forma gecmis olan bakteriler, tekrar kultirde Ureyebilir forma
gecebilmektedirler (resuscitation; yeniden canlanma)®. Pek ¢ok bakterinin VBNC
formuna gectigi gosterilmis olsa da, yeniden Ureyebilme 6zelligine kavustugu
kanitlanan az sayida bakteri vardir. Resusitasyonun gdsterilmesinin zor olmasi,
her bakteri icin farkli resusitasyon sartlarinin gerekli olmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Ornegin L.pneumophila besin kisitlamasi ile kolaylikla VBNC formuna
gecerken, resusitasyonu ancak Acanthamoeba castellani isimli amip turd ile birlikte
inklbe edildiginde gerceklesmektedir®'. Resusitasyon ile ilgili calismalar en cok
V.vulnificus ile yapilmigtir. Ocak ve Subat aylarinda sudan alinan 6rneklerdeki
bakterilerin sicakligin disik oldugu zamanlarda (<15°C) VBNC hale gegtikleri
g6rulmustare. Buna karsin VBNC formundaki ayni bakterilerin, suyun sicak oldugu
(21°C) Agustos ve Temmuz aylarinda ayni suya konuldugunda hizlica kuiltirde
Ureyebilir hale gectikleri in vivo, in vitro ve in situ olarak goésterilmistir®.

Resusitasyonla ilgili ilgin¢ bir nokta da, besin kisittamasinin VBNC forma
gecise sebep olmasina ragmen, VBNC popllasyonuna besin eklenmesinin,
tekrar kulturG yapilabilir forma gecisi saglamamasidir'”. VBNC bakterilerde



MiKROBIYOLOJi BULTENI 481

resusitasyon iki basamaktan olusmaktadir®?; resusitasyon faktérinun varhiginda
VBNC hiicreler duragan fazdan uyariimakta veya hasar onarilmaktadir. Daha
sonra da hiicre gcogalmaya baslamaktadir. Resusitasyonun uyariimasinda; isida
yukselme, i1si sok proteinleri, amonyum tuzlarinin varlidi, kan trtnleri gibi 6zel
besinlerin bulunmasi ve molekuler sinyallerin etkili oldugu dustniimektedir.
Resusitasyon faktorleri (ic kategoride siniflanabilir: 1. Gevresel baskinin ortadan
kaldinimasi (uygun sicakligin ayarlanmasi, konak organizmaya ulasiimasi gibi);
2. Hasarin tamiri ve replikatif fonksiyonun aktivasyonu (i1s1 sok proteinleri
ve amonyum tuzlarn gibi); 3. Fizyolojik durumlar regule eden ve stimulator
olan sinyal molekdllerin varh@i®. Gram pozitif ve negatif bakterilerde varlig
gosterilen ve substrat olarak peptidoglikani kullanan Rpf (Resusitation promoting
factor)’n bakteriler icin potent bir uyandirici molekll oldugu belirtiimektedir.
Rpf'in muralitik aktivitesinin oldugu, lizozim ve litik transglikozidazlar ile zayif
dizi sekans homolojisinin bulundugu ve peptidoglikan hidrolizi ile duvarin
yeniden yapilanmasini saglayarak canlanmayi baslattigi distntlmektedir®.
Yeniden canlanmada Rpf'Un aktivitesi, kesin olarak sadece Micrococcus
luteus ve mikobakterilerde g&sterilmistir®®. Rpf'U kodlayan M.luteus’ta bir gen,
M.tuberculosis’de ise bes gen tanimlanmistir. Ayrica M./uteus’un Rpf’'andn
M.tuberculosis’e de etkili oldugu belirlenmistir.

Resusitasyonla ilgili oldugu dusuUnudlen Sps (Stationary phase survival)
proteini E.coli’de, YeaZ proteini ise Salmonella, E.coli ve Thematoga maritima’da
tanimlanmistir. YeaZ’'nin yapisinin Rpf’e benzemedigi ve Rpf'in tersine tarler
arasi capraz aktivitenin de olmadigi belirtiimektedir. YeaZ'nin yapisinin Gcp
isimli, glikoporin A ve I6kosit antijeni gibi glikozillenmis hicre ytzey proteinlerini
yikan bir sialoglikoproteaza benzedigi gésterilmistir33,

VBNC FORMUNDAKi BAKTERILERIN TANIMLANMASI

Canli oldugu halde kultirde uretilemeyen ve koloni olusturmayan
bakterilerin canliiginin ispat edilmesi icin, hicrenin bGtlinlGgind, aktivitesini
ve cevap verebilirligini gosteren alternatif yéntemler gelistirilmistir. Akim (flow)
sitometri ve floresan boyama tekniklerinin birlikte kullaniimasiyla, membran
potansiyeli [Rhodamin 123, DIBAC,(3)], membran batunlagu (SYTO 9/
propidyumiodin/GFP), DNA ve RNA varligi (SYTO), solunum aktivitesi (CTC),
cevreye ve substrata cevap gibi parametreler incelenebilmektedir®*. Floresan
boyama igin, normal sartlarda floresans vermeyip, saglam hiicre membranindan
gecgerek hucre ici esterazlar tarafindan pargalandiginda aktifleserek floresans
veren boyalar [ChemChrome B, fluorescein diasetat (FDA), calcein acetoxymetil
ester (Calcein-AM), karboksi- fluorescein diasetat (CFDA)] da kullanilabilir3+.

Canliligin belirlenmesinde molekdiler yéntemlerden 6zellikle ters transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ve nukleik asit dizi temelli amplifikasyon
(NASBA) yontemleri kullaniimaktadir. PCR kullanildiginda, uzun hedeflerin kisa
hedeflere gore canliigin daha iyi bir gbstergesi oldugu ispatlanmistir. Ayrica
mRNA’nin daha hassas ve kisa yari 8murlt bir molekul olmasi nedeniyle DNA'ya
gb6re canlihgr goéstermede daha gergekgi sonuglar verdigi gosterilmistir®.
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Bakterilerin kultirde Uremeyen formlarinin tanimlanmasinda metagenom
teknolojisi kullanilmaktadir®. Metagenom yaklasiminda, pek cok bakteriden elde
edilen genlerin hepsi tek bir genom gibi degerlendirilir. Topraktan ayristirilan
bakteri toplulugunun DNA dizisi buyutk parcalara ayrilip, bu DNA dizileri yapay
bir tasiyici moleklle enzimler yardimiyla eklenir. Yapay tasiyici E.coli ‘ye
yerlestirilir ve E.coli’ nin yeni eklenen genlerin kodladigi proteinleri sentezlemesi
saglanir. Son olarak da sentezlenen proteinler incelenir. Bu teknoloji sayesinde
dogadaki bakteriler tarafindan sentezlenen antimikrobiyal etkili maddelerin ve
cevre kirliligini 6nleyici enzimlerin de bulunabilecegi belirtiimektedir3s=¢.

SONUG

Bakterilerin canl ama kultirde dretilemeyen (VBNC) formlarinin, tekrarlayan,
direncli ve etkeni gosterilemeyen enfeksiyonlardaki roli ve halk saghgi agisindan
Onemi giderek 6nem kazanmaktadir. Ancak simdiye kadar kultir temelli
calismalarin, gerek salgin hastaliklari dnlemede gerekse enfeksiyon etkenlerini
tanimlamada yeterli olmasi, bakterilerin bu formlarinin rutin laboratuvar iglemleri
icinde pahal yéntemler kullaniimak suretiyle tanimlanmasina gerek olmadigini
gbstermektedir. Bununla birlikte, VBNC formundaki bakterilerin patojeniteleri
ve antibiyotik direnci ile tekrarlayan enfeksiyonlardaki roliini gdéstermek igin
ileri calismalarin yapilmasi gereklidir.
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