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OZET

Stafilokok enfeksiyonlarinin patogenezinde, stafilokoklarin yabanci cisim ylizeylerine yapisma ve bu
yuizeylerde biyofilm (slime) olusturma yetenekleri rol oynamaktadir. Yiizeye baglanmada mikroorganiz-
ma ile ylizey arasindaki hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglari da 6nemlidir. Bu calismada, biyofilm
olusturan ve olusturmayan Staphylococcus aureus klinik izolatlarinin hidrofobik 6zelliklerinin arastiriimasi
amaclanmistir. Calismaya, Mayis 2006-Haziran 2007 tarihleri arasinda yogun bakim Unitesinde yatmak-
ta olan hastalarin kan kiltirlerinden izole edilen, timu metisiline direncli ve 5'i biyofilm olusturan 10
S.aureus sugu dahil edilmistir. Calismada standart sus olarak S.aureus ATCC 25923 kullaniimis; “slime”
retimi Christensen yontemi ile, metisilin direnci sefoksitin disk diflizyon ve oksasilin tuz agar tarama tes-
ti ile belirlenmis ve suslarin hicbirisinin otoagregasyon géstermedigi saptanmistir. izolatlarin hidrofobik
yuizeylere yapisma 0zelligi, hidrofobik etkilesim kromatografisi (HIC; Hydrophobic Interaction Chroma-
tography) ile arastiriimig ve HIC yonteminde kati faz olarak t¢ farkli hidrokarbon (biitil-sefaroz, oktil-se-
faroz ve fenil-sefaroz; Amersham Bioscience, isvec) kullaniimistir. Calismamizda, biyofilm olusturan izo-
latlarin bdtil- ve oktil-sefaroz ile kromatografisi sonunda iki fraksiyona (sirasiyla; %40 ve %96 etanol);
olusturmayan suslarin ise tg fraksiyona [sirasiyla; fosfat tamponu (PBS), %40 ve %96 etanol] ayrildigi
saptanmistir. Buna karsin “slime” pozitif ve negatif S.aureus suslarinin fenil-sefaroz kromatografisi sonun-
da iki fraksiyon (sirasiyla; %40 ve %96 etanol) elde edilmistir. Hidrofobisite calismalarinda, ortamin pH
ve is1 degisimlerinin sonuclar tzerindeki etkisinin arastirilmasi amaciyla da, tim islemler 4°C’de ve pH 6-
9 arasi degerlerde tekrarlanmis ve bu 1si ve pH degerlerinde kromatografik paternlerin degismedigi go-
rilmastur. Sonug olarak, biyofilm olusturan S.aureus izolatlarinin, olusturmayan izolatlara gére daha hid-
rofobik oldugu belirlenmistir. Ayrica verilerimiz, saf S.aureus kiltlrleri icerisinde dahi farkl hidrofobik
baglanma kuvvetine sahip heterojen fraksiyonlar bulunabilecegini ve bu heterojen fraksiyonlar arasinda
hidrofobik yiizey proteinlerinin salgilanma derecelerinin farkli olabilecegini distindtirmistir. Ancak, fark-
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I fraksiyonlarda yer alan suslarin daha iyi karakterize edilmesi ve enfeksiyon olusturma yeteneklerinin or-
taya konmasi icin ileri calismalara gereksinim vardir.

Anahtar sézciikler: Staphylococcus aureus, biyofilm, slime, hidrofobisite, kromatografi.

ABSTRACT

The ability of staphylococcus to adhere certain structures and to form biofilm (slime) layer plays an
important role in the pathogenesis of staphylococcal infections. Hydrophobic interactions and hydrogen
bonds are important factors that play role in adherence. This study was designed to compare the
hydrophobic properties of slime positive and negative Staphylococcus aureus strains isolated from blood
cultures. Ten methicillin-resistant S.aureus isolates (five of them being slime positive) obtained from blo-
od cultures of patients at intensive care unit of a university hospital, between May 2006 and June 2007,
were included in the study. Slime production of the isolates was determined by Christensen’s method.
Methicillin resistance was determined by cefoxitin disc test and oxacillin salt agar test. It was determi-
ned that the test strains did not exhibit any autoaggregation. The adherence of strains to the three dif-
ferent hydrocarbons as solid phases (butyl-sepharose, octyl-sepharose and phenyl-sepharose; Amersham
Bioscience, Sweden) were studied by using hydrophobic interaction chromatography (HIC) method. Af-
ter butyl- and octyl-sepharose chromatography, it was determined that slime negative S.aureus strains
were separated into three fractions eluted with phosphate buffered saline (PBS), 40% and 96% ethanol,
while slime positive strains were separated into two fractions eluted with 40% and 96% ethanol, respec-
tively. By phenyl-sepharose chromatography analysis; both slime negative and positive strains were se-
parated into two fractions eluted in 40% and 96% ethanol. Hydrophobicity tests were repeated at 4°C
and pH 6-9 to evaluate the effect of changing conditions on hydrophobicity. However, no changes we-
re observed at these temperature and pH values. According to these analysis it was concluded that; (a)
S.aureus strains consist heterogeneous fractions with distinct hydrophobic binding strengths; (b)
hydrophobic surface protein secretion may be different in heterogeneous groups, and (c) slime positive
S.aureus strains were more hydrophobic than non-slime producing strains. Further research is required
in order to characterise the eluted fractions and to evaluate their pathogenic capacities.

Key words: Staphylococcus aureus, biofilm, slime, hydrophobicity, chromatography.

GiRisS

Polar 6zellik tasimayan molekiillerin sivi ortamda kendiliginden bir araya gelme egili-
mi, hidrofobik etkilesim olarak isimlendirilmektedir. Bu etkilesimin arkasindaki itici gic,
hidrofobik gruplarin etrafini cevreleyen su molekillerinin yer degistirmesinden kaynak-
lanan entropi artisidir. Hidrofobik etkilesimlerin biyolojik sistemlerdeki en biyiik 6nemi,
mikroorganizmalarin ylizeylere tutunmasini ve burada ¢ogalip enfeksiyonlara neden ol-
masini kolaylastirmasidir'”. Stafilokok enfeksiyonlarinin patogenezinde de, yabanci ci-
simlerin ylizeylerine yapisma ve bu yiizeylerde biyofilm (slime) olusturma yetenekleri rol
oynamaktadir. Yiizeye baglanmada mikroorganizma ile ylizey arasindaki hidrofobik etki-
lesimler ve hidrojen baglan etkilidir. Hastane enfeksiyonlari yoniinden patojen mikroor-
ganizmanin, vicut icine yerlestirilen cihazlara yapismasi ilk asamayi olusturmaktadir.

Cesitli mikroorganizmalarin hidrofobik ylizeylere baglanma dereceleri gesitli yontem-
lerle arastinlmistir’- 1%, Bu yéntemlerden birisi olan hidrofobik etkilesim kromatografisi
(HIC; Hydrophobic Interaction Chromatography), hareketli bir tasiyici faz ile hareketsiz
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bir sabit faz arasinda, karisim bilesenlerinin hidrofobik etkilesim derecelerine gore ayril-
masi temeline dayanir. Bu islemde; bakteri sispansiyonu (hareketli faz), hidrofobik bir
ortamdan (sabit faz) gecirilmekte, bakteri stspansiyonu icinde hidrofobisite dereceleri
acisindan farklilik gosteren elemanlar kolonu farkli zamanlarda terk etmektedir. Bu sekil-
de sabit fazdan cikan bilesenler uygun bir bicimde birbirinden ayrilabilir''-'*. Yapilan ca-
lismalar, cogunlukla Staphylococcus epidermidis’in biyofilm olusturmasi ve hidrofobik
ozellikleri ile iliskili iken; Staphylococcus aureus ile bu konuda yapilan calismalar daha az
sayidadir>>6819 Hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda ilk siralarda yer alan S.aureus
suslarinda, farkli hidrofobik ylizeylere baglanma acisindan heterojen gruplarin mevcut
olup olmadigi ve HIC paternleri henliz tam olarak bilinmemektedir. Bu calismada, biyo-
film olusturan ve olusturmayan S.aureus klinik izolatlarinin hidrofobik 6zelliklerinin HIC
yontemiyle belirlenmesi ve hidrofobisite calismalarinda ortamin pH ve 1s1 degisimlerinin
etkisinin arastirilmasi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Mayis 2006-Haziran 2007 tarihleri arasinda Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Mer-
kezi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda gerceklestirilen bu calismaya, yogun bakim tnitesin-
de yatmakta olan hastalarin kan kiilttrlerinden patojen etken olarak izole edilen 10 S.au-
reus susu dahil edildi. izolatlar, mannitol tuzlu agarda tireme, koloni gériniimleri, Gram
boyama, koagiilaz ve “clumping factor” olusturma &zeliklerine gére'® ve API Staph Re-
agent Kit (BioMerieux, Fransa) yardimi ile tanimlandi. Metisilin direnci “Clinical and La-
boratory Standards Institute (CLSI)” 6nerileri dogrultusunda, sefoksitin disk diflizyon tes-
ti ve oksasilin agar tarama testi ile belirlendi'>. izolatlar calisilincaya kadar %20 gliserin
iceren beyin-kalp inflizyon (BHI) besiyerinde ve -70°C’de saklandi. Kontrol susu olarak
S.aureus ATCC 25923 kullanildi.

Suslarda biyofilm olusumu Christensen yéntemi ile belirlendi'®. Kanl agarda (ireyen
kolonilerden bir 6ze dolusu alinarak, icinde 5 ml triptik soy buyyon (Fluka BioChemika,
Almanya) bulunan cam tiip icine aktarildi ve 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda tip icerigi yavasca bosaltildi ve %0.25'lik safranin-O soltsyonu (Merck, Alman-
ya) ile boyandi. Biyofilm saptanmamasi “slime” negatif olarak kabul edildi'®.

Orneklerin kendiliginden kiimelesme (autoaggregation) gosterip gostermediklerini
belirlemek icin; taze bakteri kolonisinden alinan bir 6ze dolusu 6rnek fosfat tamponlu so-
lisyon (0.1 M PBS, pH 7.5) ile lam Uzerinde ve oda isisinda karistirildi, bir dakika icinde
aglutinasyon meydana gelip gelmedigi degerlendirildi.

Calismada, standart sus olarak kullanilan S.qureus ATCC 25923, adi agar besiyerine
ekilerek (Biolife, italya) 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda bol miktar-
da bakteri alinarak PBS icinde 5000xg’de 3 kez 10’ar dakika yikandi'’. Yikama sonunda
orneklerin 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 ve 4 McFarland bulanikhk ayarlari BD BLL
CrystalSpec nefelometre (Becton Dickinson, ABD) ile yapildi. Hazirlanan stispansiyonla-
rin absorbanslari 492 nm’de (MiniLyser, Tekan) 6lcildi ve McFarland bulanikhgina kar-
si absorbans grafikleri cizildi. Cizilen bu grafikten, izolatlarin McFarland ayarlari yapilir-
ken faydalanildi. Hidrofobik ozellikleri arastirilacak ornekler optik dansitesi (OD) 492
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nm‘de 0.5-1.0 olacak sekilde PBS icinde sulandirildi’®. Kolonda kalabilecek olan bakteri-
lerin sizintlye gecmesini saglamak icin oncelikle etil alkoliin degisik sulandirnmlari ile
denemeler yapildi. Kolondan bakteriyi ayirmak icin etil alkoliin %40 ve %96'lik soliisyon-
lari ile en iyi sonucun alindigi belirlendi ve calismada bu sulandinmlar kullanildi.

HIC yonteminde kati faz olarak tg farkh hidrokarbon (bitil-sefaroz, oktil-sefaroz ve fe-
nil-sefaroz; Amersham Bioscience, Isve¢) kullanildi. Hazirlanan her bir bakteri stispansi-
yonundan 1.5 ml (ortalama 1500 x 10° bakteri/ml) alinarak kolondan gecirildi. Bakteri
stspansiyonunun ardindan kolondan sirasiyla, steril PBS, %40’lik etil alkol ve %96’lik etil
alkol gecirildi (akim hizi T ml/dakika olarak ayarlandr). Stzlintl, mikroplaklardaki kuyu-
cuklar icinde toplandi ve 492 nm dalga boyunda OD’leri 6l¢lldi (Amersham Pharmacia
Biotech, Isveg).

Ist ve pH degisimlerinin kromatografi sonucunu etkileyebilecegi goz oniline alinarak,
tim iglemler 4°C’de ve pH 6-9 arasi degerlerde tekrarlandi.

BULGULAR

Calismamizda, 10 S.aureus klinik izolatinin 5’inin biyofilm olusturdugu ve timdinin
metisiline direncli oldugu belirlenmis; klinik izolatlarin ve kontrol susunun otoagregas-
yon gostermedigi saptanmistir. HIC yontemi ile biyofilm olusturan ve olusturmayan
S.aureus suslarinin eliisyon profilleri Sekil 1-3’te gosterilmistir.

“Slime” pozitif S.aureus 6rneklerinin hem biitil- hem de oktil-sefaroz kromatografisin-
de PBS ile OD’lerinin degisim gostermedigi, ancak kolondan 6nce %40’lik etanol ve da-
ha sonra da %96'lik etanol gecirildiginde stziintinin OD’sinin arttigi saptanmustir. “Sli-
me” negatif orneklerin biitil- ve oktil-sefaroz ile kromatografisi yapildiginda tg¢ pik olus-
tugu saptanmustir. Birinci pik PBS ile, ikinci ve tglincu pik ise sirasiyla %40 ve %96'hk
etanol ile elde edilmistir.

Tim orneklerin fenil-sefaroz ile kromatografisi sonucunda; PBS ile stziintliye bakteri
gecmemis, bakterileri kolondan stzlintiiye gecirmek icin dnce %40’lik ve daha sonra da
%96'lik etanol kullanilmasi gerekmistir.

Soliisyonlarin pH’si 6, 7, 8 ve 9 olacak sekilde ayarlanarak tiim kromatografi islemleri
bu pH degerlerinde tekrarlandiginda sonucun degismedigi saptanmistir. Ortam 1sisinin
sonuclar tzerindeki etkisi icin de islemler 4°C’de tekrarlanmis ve yine kromatografik pa-
ternlerin degismedigi gorilmustur.

TARTISMA

Son yillarda mikroorganizmalarin cesitli ylizeylere adezyonlarinin mekanizmasi tGzerin-
de calismalar yapilmaktadir. Bilindigi gibi epitel hiicreleri, fagositik hiicreler, dis yizeyi ve
cerrahi implantlar tzerine bakterinin adezyonu, bakterilerin patogenezinde ilk basama-
g1 olusturmaktadir. Hiicre ylizeyinin elektrik ylki, hidrofobisitesi, hiicre disina salinan
polisakkaridler ve bakterinin flajellasi bu olayda etkili faktorlerdir'-2%11:20-24  #Slime”
olusturan mikroorganizmalar ile kronik enfeksiyonlarin iliskili oldugu ve bu mikroorga-
nizmalarin ortamdan temizlenmesinin zor oldugunu gésteren calismalar vardir®%7,
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Sekil 1. S.aureus suslarinin biitil-sefaroz ile hidrofobik etkilesim kromatografisi. A: Biyofilm olusturan suslarin
eliisyon profili; B: Biyofilm olusturmayan suslarin eliisyon profili (baslangic tamponu: 1 mM PBS (pH 7.5); eliis-
yon tamponu: %40 etanol ve %96 etanol; fraksiyon hacmi: 0.3 ml; akis hizi 1 ml/dakika; absorbans 492 nm;
K: Biyofilm olusturmayan S.aureus ATCC 25923).

Huicre ylizeyi adezinlerinin salinimi ve “slime” olusumunun, bakterinin logaritmik lre-
me doéneminde oldudu bilinmektedir. Daha 6nce yapilan kinetik calismalar, stafilokoklar-
da “slime” olusumunun inkiibasyondan 7-12 saat sonra (logaritmik tGireme fazinin orta-
larina denk gelen siire) basladigini géstermistir>2!. Hidrofobisite, bakteriyel adezyonda
rol oynayan diger onemli bir faktordir. Mikroorganizmayi olusturan bazi yapilar, 6rne-
gin hticre duvari, fimbria, bazi lipid bilesikleri, lipoteikoik asit ve dig zarda yer alan fosfo-
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Sekil 2. S.aureus suslarinin oktil-sefaroz ile hidrofobik etkilesim kromatografisi. A: Biyofilm olusturan sugslarin
eliisyon profili; B: Biyofilm olusturmayan suslarin eltisyon profili.

lipidler hidrofobik 6zelliktedir. Bazi mikroorganizmalarda hidrofobik etki ile enfeksiyon
arasindaki iliski gosterilmis; bazi S.aureus suglarinin da uretildikleri besiyerine hidrofobik
ozellikte maddeler salgiladigi bildirilmistir®®.

Mikroorganizmalarda hiicre ylzeyinin hidrofobik 6zelliklerini arastirmak icin cesitli
yontemler kullanilmistir. Bunlar arasinda; CAM (Contact Angle Measurement), HIC
(Hydrophobic Interaction Chromatography), MATH (Microbial Adhesion To Hydrocar-

226 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Ay S, Glldur T, Tekerekoglu MS, Otlu B.

A
0.257
0.2
%40 Etanol %96 Etanol
0.154
OD,9,
0.1
0.05+
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23
Fraksiyonlar
B
0.25 A
PBS %40 Etanol %96 Etanol
0.2
——F
0.15 o G
A H
OD 9, |
0.1+
+J
% \‘% —
-1 O (o] / 0] (@)
S NS et o
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

Fraksiyonlar

Sekil 3. S.aureus suslarinin fenil-sefaroz ile hidrofobik etkilesim kromatografisi. A: Biyofilm olusturan suslarin
eliisyon profili; B: Biyofilm olusturmayan suslarin eltisyon profili.

bon), SAT (Salt Aggregation Test) ve TPP (Two Phase Partitioning) yontemleri sayilabi-
lir2416.18,20.24 "By calismada, klinik S.aureus suslarinin biitil-, oktil- ve fenil-sefaroza bag-
lanma agisindan bir farkhlik gosterip gostermedigi HIC yontemi ile arastiriimis, hidrokar-
bona baglanan mikroorganizmalarin uzaklastiriimasi icin sirasiyla PBS, %40’lik etanol ve
%96'lik etanol kullanilmistir. TUm “slime” pozitif S.aureus 6rnekleri biitil- ve oktil-sefaroz
iceren kolonlardan gecirildiginde, PBS ile hidrokarbondan ayrilmadigi, ancak etanol ile
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muamele sonunda iki fraksiyona ayrildigi go6zlenmistir. Bu fraksiyonlardan birincisi
%40’lik etanol ile stizlintliye gecen ve orta derecede baglanan fraksiyon, ikincisi ise hid-
rokarbona kuvvetli baglanan ve ancak %96’lik etanol ile siiziinttiye gecen fraksiyon ola-
rak degerlendirilmistir. Bu bulgular, “slime” pozitif S.aureus suslari icinde hidrokarbona
baglanma dereceleri acisindan farkliliklar olabilecegini dustindirmektedir. Buna karsin
“slime” negatif S.aqureus suslarinin butil- ve oktil-sefaroz ile tg farkh fraksiyona ayrildig
gorulmustdr. Bu fraksiyonlardan birincisi; PBS ile sliziintiiye gecen ve hidrokarbona bag-
lanmayan fraksiyon, ikincisi hidrokarbona orta derecede baglanan ve %40’k etanol ile
stziintiye gecen fraksiyon ve Uclincist hidrokarbona kuvvetli baglanan ve ancak
%96'lik etanol ile stiziintliye gecen fraksiyon olarak degerlendirilmistir. Buna gore “sli-
me” negatif S.aureus suslarinin da farkl derecelerde baglanma kuvvetine sahip oldugu
ve bu nedenle hidrofobik acidan heterojen oldugu soylenebilir.

Yapilan calismalarda, biyofilm olusturan S.aureus suslarinin, olusturmayan suslara go-
re daha hidrofobik oldugu bildiriimektedir?®. Bizim calismamizda da, biyofilm olusturan
izolatlarin daha hidrofobik oldugu, bununla birlikte biyofilm olusturan suslar icinde hid-
rokarbona orta derecede ya da siki olarak baglanan farkli fraksiyonlar bulundugu saptan-
mustir.

Biyofilm olusturan ve olusturmayan izolatlarin fenil-sefaroz ile kromatografisinde orta
derecede baglanan ve kuvvetli baglanan olmak Uzere iki fraksiyon ayrilmistir. Bu hidro-
karbonda hem “slime” pozitif hem de “slime” negatif izolatlar ayni sekilde hareket etmis-
tir. Bu derece yuksek hidrofobisitenin saptanmis olmasi, S.aureus suslari ile fenil ligandla-
r arasindaki TeTT etkilesimi ile aciklanabilir'>131819 S qureus’un hidrofobik 6zelliklerinin
arastinldigi daha onceki calismalarda, hidrofobik ylizeylere baglanma oranlari belirlenmis
ve degerler yiizde olarak verilmistir’. Bu calismalarda farkli hidrofobik yiizeylere baglan-
ma acisindan, heterojen gruplarin mevcut olup olmadigi ve HIC paternlerini gosteren bir
bulguya rastlanilmadigindan, sonuglar karsilastirma olanagdi bulunamamistir.

Diger yandan, bircok stafilokok susunun otoagregasyon 6zelligi nedeniyle oldukga
biyik kiimeler olusturduklar bilinmektedir. Boyle buiylik kiimeler HIC ortamindan gece-
medigi icin ylzey hidrofobik 6zelliginin arastinldigi calismalarda dogru 6l¢lim yapilma-
sini engelleyebilir®®. Calismamizda, S.aureus 6rneklerinde PBS ile otoagregasyon goriil-
mediginden bir sorun teskil etmemistir.

Protein HIC'iInda pH degisimlerinin énemli etkisi oldugu bilinmektedir*'*. Calisma-
mizda farkli pH derecelerinde (pH: 7-9) tekrarlanan testlerde elde edilen sonuclar arasin-
da bir farkhhk olmadigi belirlenmistir. Ancak pH derecelerinin 7'nin altinda ya da 9un
Uzerinde olmasi halinde, mikroorganizmanin yapisinin bozulabilecegi ve bu nedenle
dogru sonug alinamayacag distinildigiunden daha ug pH dereceleri denenmemistir. Is-
lemler 4°C’de tekrarlandiginda da sonucun degismedigi saptanmistir. Ancak cok yiiksek
ve cok dustk isilarda farkli sonuclar elde edilebilecegi 6ngorilebilir.

Sonug olarak calismamizda, biyofilm olusturan S.aureus izolatlarinin, olusturmayan
izolatlara gore daha hidrofobik oldugu belirlenmistir. Ayrica verilerimiz, saf kiltiirden ha-
zirlanan S.aureus suslarinin icinde farkh hidrofobik baglanma kuvvetine sahip heterojen
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fraksiyonlar bulunabilecegdini ve bu heterojen fraksiyonlar arasinda hidrofobik yiizey pro-
teinlerinin salgilanma derecelerinin farkli olabilecegini distindiirmektedir. “Slime” pozi-
tif S.aureus suslarinin iki, “slime” negatif suslarin ise U¢ fraksiyona ayrildigi belirlenen ca-
lismamizda, bu fraksiyonlarin daha ileri testler yardimi ile karakterize edilmesi ve enfek-
siyon olusturma kapasitelerinin daha ayrintili olarak incelenmesine gereksinim oldugu
sonucuna varilmistir.
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