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ÖZET

Stafilokok enfeksiyonlarının patogenezinde, stafilokokların yabancı cisim yüzeylerine yapışma ve bu
yüzeylerde biyofilm (slime) oluşturma yetenekleri rol oynamaktadır. Yüzeye bağlanmada mikroorganiz-
ma ile yüzey arasındaki hidrofobik etkileşimler ve hidrojen bağları da önemlidir. Bu çalışmada, biyofilm
oluşturan ve oluşturmayan Staphylococcus aureus klinik izolatlarının hidrofobik özelliklerinin araştırılması
amaçlanmıştır. Çalışmaya, Mayıs 2006-Haziran 2007 tarihleri arasında yoğun bakım ünitesinde yatmak-
ta olan hastaların kan kültürlerinden izole edilen, tümü metisiline dirençli ve 5’i biyofilm oluşturan 10
S.aureus suşu dahil edilmiştir. Çalışmada standart suş olarak S.aureus ATCC 25923 kullanılmış; “slime”
üretimi Christensen yöntemi ile, metisilin direnci sefoksitin disk difüzyon ve oksasilin tuz agar tarama tes-
ti ile belirlenmiş ve suşların hiçbirisinin otoagregasyon göstermediği saptanmıştır. İzolatların hidrofobik
yüzeylere yapışma özelliği, hidrofobik etkileşim kromatografisi (HIC; Hydrophobic Interaction Chroma-
tography) ile araştırılmış ve HIC yönteminde katı faz olarak üç farklı hidrokarbon (bütil-sefaroz, oktil-se-
faroz ve fenil-sefaroz; Amersham Bioscience, İsveç) kullanılmıştır. Çalışmamızda, biyofilm oluşturan izo-
latların bütil- ve oktil-sefaroz ile kromatografisi sonunda iki fraksiyona (sırasıyla; %40 ve %96 etanol);
oluşturmayan suşların ise üç fraksiyona [sırasıyla; fosfat tamponu (PBS), %40 ve %96 etanol] ayrıldığı
saptanmıştır. Buna karşın “slime” pozitif ve negatif S.aureus suşlarının fenil-sefaroz kromatografisi sonun-
da iki fraksiyon (sırasıyla; %40 ve %96 etanol) elde edilmiştir. Hidrofobisite çalışmalarında, ortamın pH
ve ısı değişimlerinin sonuçlar üzerindeki etkisinin araştırılması amacıyla da, tüm işlemler 4°C’de ve pH 6-
9 arası değerlerde tekrarlanmış ve bu ısı ve pH değerlerinde kromatografik paternlerin değişmediği gö-
rülmüştür. Sonuç olarak, biyofilm oluşturan S.aureus izolatlarının, oluşturmayan izolatlara göre daha hid-
rofobik olduğu belirlenmiştir. Ayrıca verilerimiz, saf S.aureus kültürleri içerisinde dahi farklı hidrofobik
bağlanma kuvvetine sahip heterojen fraksiyonlar bulunabileceğini ve bu heterojen fraksiyonlar arasında
hidrofobik yüzey proteinlerinin salgılanma derecelerinin farklı olabileceğini düşündürmüştür. Ancak, fark-
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lı fraksiyonlarda yer alan suşların daha iyi karakterize edilmesi ve enfeksiyon oluşturma yeteneklerinin or-
taya konması için ileri çalışmalara gereksinim vardır.

Anahtar sözcükler: 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. 

GİRİŞ

Polar özellik taşımayan moleküllerin sıvı ortamda kendiliğinden bir araya gelme eğili-
mi, hidrofobik etkileşim olarak isimlendirilmektedir. Bu etkileşimin arkasındaki itici güç,
hidrofobik grupların etrafını çevreleyen su moleküllerinin yer değiştirmesinden kaynak-
lanan entropi artışıdır. Hidrofobik etkileşimlerin biyolojik sistemlerdeki en büyük önemi,
mikroorganizmaların yüzeylere tutunmasını ve burada çoğalıp enfeksiyonlara neden ol-
masını kolaylaştırmasıdır1-7. Stafilokok enfeksiyonlarının patogenezinde de, yabancı ci-
simlerin yüzeylerine yapışma ve bu yüzeylerde biyofilm (slime) oluşturma yetenekleri rol
oynamaktadır. Yüzeye bağlanmada mikroorganizma ile yüzey arasındaki hidrofobik etki-
leşimler ve hidrojen bağları etkilidir. Hastane enfeksiyonları yönünden patojen mikroor-
ganizmanın, vücut içine yerleştirilen cihazlara yapışması ilk aşamayı oluşturmaktadır. 

Çeşitli mikroorganizmaların hidrofobik yüzeylere bağlanma dereceleri çeşitli yöntem-
lerle araştırılmıştır7-10. Bu yöntemlerden birisi olan hidrofobik etkileşim kromatografisi
(HIC; Hydrophobic Interaction Chromatography), hareketli bir taşıyıcı faz ile hareketsiz
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bir sabit faz arasında, karışım bileşenlerinin hidrofobik etkileşim derecelerine göre ayrıl-
ması temeline dayanır. Bu işlemde; bakteri süspansiyonu (hareketli faz), hidrofobik bir
ortamdan (sabit faz) geçirilmekte, bakteri süspansiyonu içinde hidrofobisite dereceleri
açısından farklılık gösteren elemanlar kolonu farklı zamanlarda terk etmektedir. Bu şekil-
de sabit fazdan çıkan bileşenler uygun bir biçimde birbirinden ayrılabilir11-14. Yapılan ça-
lışmalar, çoğunlukla Staphylococcus epidermidis’in biyofilm oluşturması ve hidrofobik
özellikleri ile ilişkili iken; Staphylococcus aureus ile bu konuda yapılan çalışmalar daha az
sayıdadır2,5,6,8,10. Hastane enfeksiyonu etkenleri arasında ilk sıralarda yer alan S.aureus
suşlarında, farklı hidrofobik yüzeylere bağlanma açısından heterojen grupların mevcut
olup olmadığı ve HIC paternleri henüz tam olarak bilinmemektedir. Bu çalışmada, biyo-
film oluşturan ve oluşturmayan S.aureus klinik izolatlarının hidrofobik özelliklerinin HIC
yöntemiyle belirlenmesi ve hidrofobisite çalışmalarında ortamın pH ve ısı değişimlerinin
etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Mayıs 2006-Haziran 2007 tarihleri arasında İnönü Üniversitesi Turgut Özal Tıp Mer-
kezi Mikrobiyoloji Laboratuvarında gerçekleştirilen bu çalışmaya, yoğun bakım ünitesin-
de yatmakta olan hastaların kan kültürlerinden patojen etken olarak izole edilen 10 S.au-
reus suşu dahil edildi. İzolatlar, mannitol tuzlu agarda üreme, koloni görünümleri, Gram
boyama, koagülaz ve “clumping factor” oluşturma özeliklerine göre1,3 ve API Staph Re-
agent Kit (BioMerieux, Fransa) yardımı ile tanımlandı. Metisilin direnci “Clinical and La-
boratory Standards Institute (CLSI)” önerileri doğrultusunda, sefoksitin disk difüzyon tes-
ti ve oksasilin agar tarama testi ile belirlendi15. İzolatlar çalışılıncaya kadar %20 gliserin
içeren beyin-kalp infüzyon (BHI) besiyerinde ve -70°C‘de saklandı. Kontrol suşu olarak
S.aureus ATCC 25923 kullanıldı.

Suşlarda biyofilm oluşumu Christensen yöntemi ile belirlendi16. Kanlı agarda üreyen
kolonilerden bir öze dolusu alınarak, içinde 5 mI triptik soy buyyon (Fluka BioChemika,
Almanya) bulunan cam tüp içine aktarıldı ve 37°C’de 48 saat inkübe edildi. İnkübasyon
sonunda tüp içeriği yavaşça boşaltıldı ve %0.25‘lik safranin-O solüsyonu (Merck, Alman-
ya) ile boyandı. Biyofilm saptanmaması “slime” negatif olarak kabul edildi16. 

Örneklerin kendiliğinden kümeleşme (autoaggregation) gösterip göstermediklerini
belirlemek için; taze bakteri kolonisinden alınan bir öze dolusu örnek fosfat tamponlu so-
lüsyon (0.1 M PBS, pH 7.5) ile lam üzerinde ve oda ısısında karıştırıldı, bir dakika içinde
aglutinasyon meydana gelip gelmediği değerlendirildi. 

Çalışmada, standart suş olarak kullanılan S.aureus ATCC 25923, adi agar besiyerine
ekilerek (Biolife, İtalya) 37°C’de 24 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonunda bol miktar-
da bakteri alınarak PBS içinde 5000xg’de 3 kez 10’ar dakika yıkandı17. Yıkama sonunda
örneklerin 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 ve 4 McFarland bulanıklık ayarları BD BLL
CrystalSpec nefelometre (Becton Dickinson, ABD) ile yapıldı. Hazırlanan süspansiyonla-
rın absorbansları 492 nm’de (MiniLyser, Tekan) ölçüldü ve McFarland bulanıklığına kar-
şı absorbans grafikleri çizildi. Çizilen bu grafikten, izolatların McFarland ayarları yapılır-
ken faydalanıldı. Hidrofobik özellikleri araştırılacak örnekler optik dansitesi (OD) 492
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nm’de 0.5-1.0 olacak şekilde PBS içinde sulandırıldı18. Kolonda kalabilecek olan bakteri-
lerin süzüntüye geçmesini sağlamak için öncelikle etil alkolün değişik sulandırımları ile
denemeler yapıldı. Kolondan bakteriyi ayırmak için etil alkolün %40 ve %96’lık solüsyon-
ları ile en iyi sonucun alındığı belirlendi ve çalışmada bu sulandırımlar kullanıldı.

HIC yönteminde katı faz olarak üç farklı hidrokarbon (bütil-sefaroz, oktil-sefaroz ve fe-
nil-sefaroz; Amersham Bioscience, İsveç) kullanıldı. Hazırlanan her bir bakteri süspansi-
yonundan 1.5 mI (ortalama 1500 x 106 bakteri/ml) alınarak kolondan geçirildi. Bakteri
süspansiyonunun ardından kolondan sırasıyla, steril PBS, %40’lık etil alkol ve %96’lık etil
alkol geçirildi (akım hızı 1 ml/dakika olarak ayarlandı). Süzüntü, mikroplaklardaki kuyu-
cuklar içinde toplandı ve 492 nm dalga boyunda OD’leri ölçüldü (Amersham Pharmacia
Biotech, İsveç).

Isı ve pH değişimlerinin kromatografi sonucunu etkileyebileceği göz önüne alınarak,
tüm işlemler 4°C’de ve pH 6-9 arası değerlerde tekrarlandı.

BULGULAR

Çalışmamızda, 10 S.aureus klinik izolatının 5’inin biyofilm oluşturduğu ve tümünün
metisiline dirençli olduğu belirlenmiş; klinik izolatların ve kontrol suşunun otoagregas-
yon göstermediği saptanmıştır. HIC yöntemi ile biyofilm oluşturan ve oluşturmayan
S.aureus suşlarının elüsyon profilleri Şekil 1-3’te gösterilmiştir. 

“Slime” pozitif S.aureus örneklerinin hem bütil- hem de oktil-sefaroz kromatografisin-
de PBS ile OD’lerinin değişim göstermediği, ancak kolondan önce %40’lık etanol ve da-
ha sonra da %96’lık etanol geçirildiğinde süzüntünün OD’sinin arttığı saptanmıştır. “Sli-
me” negatif örneklerin bütil- ve oktil-sefaroz ile kromatografisi yapıldığında üç pik oluş-
tuğu saptanmıştır. Birinci pik PBS ile, ikinci ve üçüncü pik ise sırasıyla %40 ve %96’lık
etanol ile elde edilmiştir.

Tüm örneklerin fenil-sefaroz ile kromatografisi sonucunda; PBS ile süzüntüye bakteri
geçmemiş, bakterileri kolondan süzüntüye geçirmek için önce %40’lık ve daha sonra da
%96‘lık etanol kullanılması gerekmiştir. 

Solüsyonların pH’sı 6, 7, 8 ve 9 olacak şekilde ayarlanarak tüm kromatografi işlemleri
bu pH değerlerinde tekrarlandığında sonucun değişmediği saptanmıştır. Ortam ısısının
sonuçlar üzerindeki etkisi için de işlemler 4°C’de tekrarlanmış ve yine kromatografik pa-
ternlerin değişmediği görülmüştür.

TARTIŞMA

Son yıllarda mikroorganizmaların çeşitli yüzeylere adezyonlarının mekanizması üzerin-
de çalışmalar yapılmaktadır. Bilindiği gibi epitel hücreleri, fagositik hücreler, diş yüzeyi ve
cerrahi implantlar üzerine bakterinin adezyonu, bakterilerin patogenezinde ilk basama-
ğı oluşturmaktadır. Hücre yüzeyinin elektrik yükü, hidrofobisitesi, hücre dışına salınan
polisakkaridler ve bakterinin flajellası bu olayda etkili faktörlerdir1,2,9,11,20-24. “Slime”
oluşturan mikroorganizmalar ile kronik enfeksiyonların ilişkili olduğu ve bu mikroorga-
nizmaların ortamdan temizlenmesinin zor olduğunu gösteren çalışmalar vardır3,6,7.
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Hücre yüzeyi adezinlerinin salınımı ve “slime” oluşumunun, bakterinin logaritmik üre-
me döneminde olduğu bilinmektedir. Daha önce yapılan kinetik çalışmalar, stafilokoklar-
da “slime” oluşumunun inkübasyondan 7-12 saat sonra (logaritmik üreme fazının orta-
larına denk gelen süre) başladığını göstermiştir2,21. Hidrofobisite, bakteriyel adezyonda
rol oynayan diğer önemli bir faktördür. Mikroorganizmayı oluşturan bazı yapılar, örne-
ğin hücre duvarı, fimbria, bazı lipid bileşikleri, lipoteikoik asit ve dış zarda yer alan fosfo-
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lipidler hidrofobik özelliktedir. Bazı mikroorganizmalarda hidrofobik etki ile enfeksiyon
arasındaki ilişki gösterilmiş; bazı S.aureus suşlarının da üretildikleri besiyerine hidrofobik
özellikte maddeler salgıladığı bildirilmiştir2,9. 

Mikroorganizmalarda hücre yüzeyinin hidrofobik özelliklerini araştırmak için çeşitli
yöntemler kullanılmıştır. Bunlar arasında; CAM (Contact Angle Measurement), HIC
(Hydrophobic Interaction Chromatography), MATH (Microbial Adhesion To Hydrocar-
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bon), SAT (Salt Aggregation Test) ve TPP (Two Phase Partitioning) yöntemleri sayılabi-
lir2,4,16,18,20,24. Bu çalışmada, klinik S.aureus suşlarının bütil-, oktil- ve fenil-sefaroza bağ-
lanma açısından bir farklılık gösterip göstermediği HIC yöntemi ile araştırılmış, hidrokar-
bona bağlanan mikroorganizmaların uzaklaştırılması için sırasıyla PBS, %40’lık etanol ve
%96’lık etanol kullanılmıştır. Tüm “slime” pozitif S.aureus örnekleri bütil- ve oktil-sefaroz
içeren kolonlardan geçirildiğinde, PBS ile hidrokarbondan ayrılmadığı, ancak etanol ile
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muamele sonunda iki fraksiyona ayrıldığı gözlenmiştir. Bu fraksiyonlardan birincisi
%40’lık etanol ile süzüntüye geçen ve orta derecede bağlanan fraksiyon, ikincisi ise hid-
rokarbona kuvvetli bağlanan ve ancak %96’lık etanol ile süzüntüye geçen fraksiyon ola-
rak değerlendirilmiştir. Bu bulgular, “slime” pozitif S.aureus suşları içinde hidrokarbona
bağlanma dereceleri açısından farklılıklar olabileceğini düşündürmektedir. Buna karşın
“slime” negatif S.aureus suşlarının bütil- ve oktil-sefaroz ile üç farklı fraksiyona ayrıldığı
görülmüştür. Bu fraksiyonlardan birincisi; PBS ile süzüntüye geçen ve hidrokarbona bağ-
lanmayan fraksiyon, ikincisi hidrokarbona orta derecede bağlanan ve %40’lık etanol ile
süzüntüye geçen fraksiyon ve üçüncüsü hidrokarbona kuvvetli bağlanan ve ancak
%96’lık etanol ile süzüntüye geçen fraksiyon olarak değerlendirilmiştir. Buna göre “sli-
me” negatif S.aureus suşlarının da farklı derecelerde bağlanma kuvvetine sahip olduğu
ve bu nedenle hidrofobik açıdan heterojen olduğu söylenebilir. 

Yapılan çalışmalarda, biyofilm oluşturan S.aureus suşlarının, oluşturmayan suşlara gö-
re daha hidrofobik olduğu bildirilmektedir23. Bizim çalışmamızda da, biyofilm oluşturan
izolatların daha hidrofobik olduğu, bununla birlikte biyofilm oluşturan suşlar içinde hid-
rokarbona orta derecede ya da sıkı olarak bağlanan farklı fraksiyonlar bulunduğu saptan-
mıştır.

Biyofilm oluşturan ve oluşturmayan izolatların fenil-sefaroz ile kromatografisinde orta
derecede bağlanan ve kuvvetli bağlanan olmak üzere iki fraksiyon ayrılmıştır. Bu hidro-
karbonda hem “slime” pozitif hem de “slime” negatif izolatlar aynı şekilde hareket etmiş-
tir. Bu derece yüksek hidrofobisitenin saptanmış olması, S.aureus suşları ile fenil ligandla-
rı arasındaki π-π etkileşimi ile açıklanabilir12,13,18,19. S.aureus’un hidrofobik özelliklerinin
araştırıldığı daha önceki çalışmalarda, hidrofobik yüzeylere bağlanma oranları belirlenmiş
ve değerler yüzde olarak verilmiştir7-9. Bu çalışmalarda farklı hidrofobik yüzeylere bağlan-
ma açısından, heterojen grupların mevcut olup olmadığı ve HIC paternlerini gösteren bir
bulguya rastlanılmadığından, sonuçları karşılaştırma olanağı bulunamamıştır.

Diğer yandan, birçok stafilokok suşunun otoagregasyon özelliği nedeniyle oldukça
büyük kümeler oluşturdukları bilinmektedir. Böyle büyük kümeler HIC ortamından geçe-
mediği için yüzey hidrofobik özelliğinin araştırıldığı çalışmalarda doğru ölçüm yapılma-
sını engelleyebilir25. Çalışmamızda, S.aureus örneklerinde PBS ile otoagregasyon görül-
mediğinden bir sorun teşkil etmemiştir. 

Protein HIC‘ında pH değişimlerinin önemli etkisi olduğu bilinmektedir2,14. Çalışma-
mızda farklı pH derecelerinde (pH: 7-9) tekrarlanan testlerde elde edilen sonuçlar arasın-
da bir farklılık olmadığı belirlenmiştir. Ancak pH derecelerinin 7’nin altında ya da 9’un
üzerinde olması halinde, mikroorganizmanın yapısının bozulabileceği ve bu nedenle
doğru sonuç alınamayacağı düşünüldüğünden daha uç pH dereceleri denenmemiştir. İş-
lemler 4°C’de tekrarlandığında da sonucun değişmediği saptanmıştır. Ancak çok yüksek
ve çok düşük ısılarda farklı sonuçlar elde edilebileceği öngörülebilir.

Sonuç olarak çalışmamızda, biyofilm oluşturan S.aureus izolatlarının, oluşturmayan
izolatlara göre daha hidrofobik olduğu belirlenmiştir. Ayrıca verilerimiz, saf kültürden ha-
zırlanan S.aureus suşlarının içinde farklı hidrofobik bağlanma kuvvetine sahip heterojen
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fraksiyonlar bulunabileceğini ve bu heterojen fraksiyonlar arasında hidrofobik yüzey pro-
teinlerinin salgılanma derecelerinin farklı olabileceğini düşündürmektedir. “Slime” pozi-
tif S.aureus suşlarının iki, “slime” negatif suşların ise üç fraksiyona ayrıldığı belirlenen ça-
lışmamızda, bu fraksiyonların daha ileri testler yardımı ile karakterize edilmesi ve enfek-
siyon oluşturma kapasitelerinin daha ayrıntılı olarak incelenmesine gereksinim olduğu
sonucuna varılmıştır.
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