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Biyofilm birlikte yasayan ve birbirleriyle haberlesen bakterilerin
olusturdugu bir organizasyondur. Biyofilm bakterileri, antibiyotik, dezenfektan,
agir metal gibi olumsuz kosullara direnglidirler ve boylelikle hastalik olugturma
riskleri de daha fazladir.

Calismamizda API kitine gére Metisiline Duyarli S. aureus oldugu tespit
edilen MSSA10 ve MSSA20 suslariin biyofilm olusum sartlari aragtirilmistir.
Ayrica olusan biyofilmin antibiyotik penetrasyonu inhibisyon etkisi ve bakteriyel
EPS’nin antibiyofilm aktivitesi incelenmistir. Saflagtirilan EPS’nin XRD, TGA,
SEM ve SAXS analizleri yapilarak suslarin olusturdugu biyofilm ve EPS yapisi
hakkinda bilgi edinilmeye calisiimistir.

Bakteriyal biyofilm olusumunda en iyi sartlarin tespitinde pH (6.0, 7.0,
8.0, 9.0 ve 10.0), sicaklik (37 °C ve 42 °C), karbon kaynaklar1 (fruktoz, glikoz,
mannitol ve sukroz) ve tuz konsantrasyonlar1 (0.2-8 mg/L) arastirtlmistir. Her iki
bakteri i¢in de besiortaminin alkali (pH=8) ve sicakligin 37 °C olmas1 biyofilm
olusumunu 6nemli derecede hizlandirmistir. MSSA 10 i¢in karbon kaynagi ve tuz
ilavesi biyofilm iretimini olumlu yonde etkilerken, MSSA 20’nin biyofilm
olusturmasin1 olumsuz etkilemistir. En iyi sartlarda tiretilen biyofilmin patojen
bakterilere antibiyotik penetrasyonunu engelledigi ve biyofilm konsantrasyonu
arttikca inhibisyon yiizdesinin de arttig1 tespit edilmistir.

XRD analizine goére, EPS’nin yapisinin karbonhidrat (kitosan) ve
proteinden olustugu tespit edilirken, TGA analizi ile zayif kristal yapida oldugu
belirlenmistir. SAXS analizleri sonucunda EPS’nin iki tabakali kompakt bir
yapida oldugu ve hiicrelerin EPS igerisine gomiilii oldugu bulunmustur. SEM
analizinde hiicrelerin EPS matriksi ylizeyinde topluluklar halinde veya tek
hiicreler seklinde oldugu goriilmiistiir. EPS matriksi yogun tabaka halinde veya
iplikler seklindedir ve hiicreleri birbirlerine baglamiglardir.

Ayrica sunulan bu tezde, saf EPS’nin antibiyoflm etkisi de incelenmistir.
Her iki susun EPS’si de en iyi E. coli ATCC 11230 susunun biyofilm olusumunu
engellemistir. Genel olarak, MSSA 10’un EPS’si MSSA 20’ye kiyasla daha iyi
antibiyofilm etkiye sahiptir.

ANAHTAR KELIMELER: Biyofilm, MSSA, EPS, SAXS, XRD



ABSTRACT

BACTERIAL BIOFILM FORMATION
MSC THESIS
DIiCLE ARAR
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR:PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)

DENIZLi, JULY 2015

Biofilm is an organization formed by bacteria living together and
communicating with each other. Biofilm bacteria are resistant environmental
conditions such as heavy metals, antibiotics, disinfectants and so are more at risk
of causing disease.

In our study, the biofilm forming conditions of MSSA10 and MSSA20
identified as Methicillin-sensitive S. aureus determined according to APi Kits
were investigated. The effect of the antibiotic penetration inhibition of biofilm and
antibiofilm activity of EPS was also examined. The analysis of pure EPS was
performed XRD, TGA, SEM and SAXS analyzes were performed to obtain
information about the structure of the biofilm and EPS.

To determining of the best conditions of biofilm forming, pH (6.0, 7.0, 8.0,
9.0 and 10.0), temperature (37 °C and 42 °C), carbon sources (fructose, glucose,
mannitol and sucrose) and salt concentrations (from 0.2-8 mg/L) were
investigated. Alkaline medium (pH=8) and temperature of 37 °C increased
significantly the formation of biofilm in strains. While the biofilm forming of
MSSAI10 increased to addition carbon source and salt, the biofilm forming of
MSSAZ20 inhibited. It was determined that the bacterial biofilms of two strains
formed under optimal conditions inhibited antibiotic penetration against pathogen
bacteria and also the increasing biofilm concentration increased inhibition rate.

According to XRD analysis, it was identified that the carbonhydrate and
(chitosan) and protein were found in the structure of EPS and it was a weak
crystal structure with TGA analysis. As a result of SAXS analysis, the bacterial
EPS is an bilayer and the compact structure, and it was found that the cells
embedded in EPS. SEM investigations of EPS show that MSSA10 and 20 cells
are found both single and dense clusters within the polymeric carbohydrate
matrix. The cells connected each other’s with thin EPS fibers or filaments. EPS
matrix was shown as mostly condensed lamellas and rarely rolled layers.

In present thesis, the antibiofilm effect of pure EPS was also investigated
against pathogen bacteria. EPSs of both strains prevented biofilm formation of E.
coli ATCC 11230. In general, the EPS of MSSA10 was more effect than EPS of
MSSA20.

KEYWORDS:Biofilm, MSSA, EPS, SAXS, XRD
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1. GIRIS

Biyofilm, bir yiizeye geri doniisiimsiiz olarak tutunmus halde yasayan
mikroorganizma kolonileri ve onlarin Ttrettikleri ekstraselliiler polisakkaritler
(EPS), proteinler, ¢evreden absorblanan organik ve inorganik maddelerden olusan
bir topluluktur (Prigent-Combaret ve dig. 1999). Biyofilmin temel birimi olan
mikrokolonilerde kiif, maya, alg, protozoon, viriis ve bakteriler saf kiiltiirler
halinde bulunabildigi gibi karisik mikroorganizma topluluklar1 seklinde de
bulunabilir. Biyofilm, hiicre dis1 polimerik maddeler (EPS) salgilayip cansiz ya da
canli bir yiizeye tutunmus bir¢ok mikroorganizmanin bir araya gelmesiyle olusan,
“mikroplar sehri” olarak tanimlanmistir (Watnick ve Kolter 2000; Lindsay ve Von
Holy 2006; Kumar ve dig. 2011). Biyofilmin {i¢ boyutlu yapisinin olusumuna
‘Quarum sensing” (QS) sinyal molekiilleri, otoindiikleyiciler veya EPS’nin
salgilanmasina neden olan islemler yol agar (Lawrence ve dig. 1991; Hammer ve
Bassler 2003). Planktonik hiicreler ile karsilastirildiginda fenotipik 6zellikleri,
iireme hizlari, antimikrobiyallere, antibiyotiklere ve konagin immiin sistemine
kars1 direng oranlari, gen transkripsiyonlari ve diger hiicrelerle etkilesimleri
farklidir (Sihorkar ve Vyas 2001; Kikuchi ve dig. 2005; Allesen-Holm ve dig.
2006).

Biyofilmler ¢esitli ekolojik ortamlarda koruyucu ve fonksiyonel olarak rol
oynarlar. Ornegin, endiistriyel alanlarda, farkli bakteri tiirlerinin olusturdugu
biyofilmler, insan ve fabrika atiklarinin biyoremediasyonunda kullanilmaktadir
(Vu ve dig. 2009). Ayrica, insan bagirsak epiteline tutunan bakterilerin
olusturdugu biyofilmler gida kaynakli patojenlere karst koruyucu gorevi
gormektedir. Iyi yonlerinin yam1 sira &nemli ekonomik problemlere de yol
agmaktadirlar. Ornegin, endiistriyel metal yiizeylerde siilfiir indirgeyen ve
oksitleyen bakteri tiirlerinin olusturdugu biyofilm yapist korozyona sebep
olmaktadir. Ayrica bazi biyofilmler gidalarin bozulmasina, patojenik bakterilerin
gidalarin yiizey ile etkilesip kontaminasyonuna neden olurlar. Bu durum, gidalarin
raf Omriiniin kisalmasina, gida kaynakli hastaliklara ve bunlarin sonucunda

ekonomik kayiplarin artmasina neden olmaktadir (De Beer ve dig. 1994).
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Insan ve hayvanlarda firsat¢1 patojen olan Staphylococ tiirleri, deri, ter bezi
kanallar1 ve membranlarda dogal olarak bulunmaktadir. Micrococcaceae familyasi
iginde 0.5-1.5 mm c¢apinda diizensiz kiimeler, tetrad, ikiserli kok ya da tek tek kok
seklinde goriilen Gram (+) bakterilerdir (Schierholz ve Beuth 2001).

Staphylococcus aureus akut veya kronik infeksiyonlara neden olmaktadir.
S. aureus suslarmin patojenitesi; aderans ozellikleri, ¢esitli toksinler, enzimler,
yapisal ve ekstraselliiler faktorler gibi 6zelliklerine baglidir. Slime faktor iiretmesi
ve biyofilm olusumu da patojenite faktorlerindendir. S. aureus viicut bolgelerine
uygulanan tibbi aletle iligkili infeksiyonlardan en sik izole edilen
mikroorganizmalardandir (Lowy 1998; Vancraeynest ve dig. 2004). S. aureus
bakterileri antibiyotiklerden korunarak, sepsis ve kronik infeksiyonlara da neden

olmaktadir (Amorena ve dig. 1999).

Her gecen giin gelisen biyosit ve dezenfektan direncliligi nedeniyle kontrol
edilmesi zorlagan biyofilm bakterileri dogaya yayilarak insan ve c¢evre sagligi
acisindan Onemli sorunlara neden olmaktadir. Hi¢ kuskusuz biyofilmlerle
miicadelede, biyofilm olusumu ile ilgili tiim kiiltiirel sartlarinin anlasilmasinin

onemi biiytiktiir.

Bu yiiksek lisans tezinin ana amaci, bazi patojen bakterilerin biyofilm
olusturma sartlarin1 arastirmaktir. Bu amagla, Denizli Devlet Hastanesi’nden
temin edilen hasta orneklerinden izole edilen ve PAU Bakteriyoloji Laboratuari
kiltir stoklarinda mevcut olan Metisiline Direngli Staphylococcus aureus
(MRSA) ve Metisiline Sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) suslar ile
indikator patojen bakteriler kullanilmigtir. Calismamizda patojen bakterilerin
biyofilm olusum mekanizmasini etkileyen kiiltiir sartlar1 belirlenmistir. Ayrica
biyofilm matriksinin temelini olusturan EPS ve biyofilm yapisinin SAXS, XRD,
SEM ve termal analizleri yapilarak, biyofilm yapisi hakkinda bilgi edinilmeye
calistlmistir. Buna ilaveten, bakteri biyofilminin antibiyotik penetrasyonunu

onleme 6zelligi ve EPS’nin antibiyofilm etkisi de incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1  Biyofilmin Tammm

Biyofilm, bir yiizeye yapisarak bakterilerin uyumlu ve yapisal biitiinliik
igerisinde yasadig1r kompleks bir organizasyondur (Ciftci ve dig. 2005; Kumar ve
dig. 2011). Biyofilm igerisinde bulunan bakteriler birbirleriyle haberleserek
varliklarmin devami i¢in gerekli olan yasamsal islevlerini yerine getirirler (Vu ve

dig. 2009).

Biyofilm canli dokularda, dis iinitelerinde, medikal aletlerde, endiistriyel
veya su sistemlerinde, siticilar ve dogal akuatik sistemler gibi c¢ok cesitli
yiizeylerde meydana gelebilmektedir (Subramani ve dig. 2009). Biyofilmin
gelistigi gevreye baglh olarak, biyofilm olusumunda matrikste mineral kristalleri,
korozyon, kil veya ¢amur parcaciklari, kan bilesenleri bulunabilir (Hallam ve dig.

2001; Donlan 2002).

Yapilan aragtirmalar, biyofilmlerin sadece yiizeye yapismis durumda
bulunan ve igerisinde mikroorganizmalarin bulundugu homojen bir tabakadan
ibaret olmadigini, birbirlerine yapigmalarini saglayan, biiylime oranini arttiran
ekstraseliiler polimerik maddeden olusmus matriks i¢ine gomiilii belirli bir
koordinasyon yeteneginde ayrica gen transkripsiyonlar ile fenotipik farkliliklar
gosteren bakterilerin olusturdugu biyolojik sistemler olarak tanimlanmistir
(Donlan 2002). Igerisinde bulunan organizmaya bagl olarak biyofilm matriksi
farkli ozellikler tasiyabilir. Gram negatif bakterilerin notral veya polianyonik
biyofilmler, gram pozitif bakterilerin ise katyonik matriksler olusturdugu

bilinmektedir (Ciftgi ve dig. 2005).

Biyofilm olusumu; su aktivitesi, besin ihtiyaci, antimikrobiyal madde
igerigi, potansiyel hidrojen (pH) degeri, asidite, oksijen degiskeni ve elektriksel
degiskenlik gibi i¢ faktorler ile ylizey materyali, ylizey alani, ylizey diizgiinligi,



stvinin akis hizi, sinirli besin maddesi gibi dis faktorlere de baglidir (Donlan ve

Costerton 2002; Douglas 2003).

Donlan ve Casterton biyofilm tanimini,

- Hicreler irreversibl olarak substrata, ara yiizeye veya birbirlerine
tutunmuslardir,

- Hiicreler kendi iirettikleri ekstraselliiler polimerik maddeden olusan bir
matriks icerisinde gémiiliidiirler,

- Biiylime hizlar1 ve gen transkripsiyonlar1 agisindan serbest dolasan

tiirdesleri ile aralarinda farkliliklar vardir,

gibi 6zelliklere sahip mikrobiyal hiicrelerden olusan hareketsiz bir topluluk olarak
tanimlamiglardir. Bu tanim; bir yiizeyde koloniler halinde tutunarak yasayan bazi
mikroorganizmalarin olusturdugu her tabakaya “biyofilm” denilmemesi agisindan
cok onemlidir. Aslinda biyofilm tabakasi olmayan bu topluluklar, bulunduklari
yiizeyde planktonik hiicre davranigi sergilemeye devam etmektedirler. Bu
topluluklarda gercek biyofilm igerisindeki bakterilerde izlenen direng ve
irreversible yapisma gibi Ozellikler gozlenmez. Bununla beraber, biyofilm
igerisindeki  bakteriler zamanla matriksten koparak planktonik formda
olduklarinda bile, ayrildiklar1 toplulugun tiim rezistans karakterilerini

tasimaktadirlar (Ciftgi ve dig. 2005).

2.2  Biyofilmin Tarihgesi

Biyofilm ilk olarak 17. yiizyilda Antoni van Leeuwenhoek tarafindan basit
mikroskop kullanarak tanimlamistir. Disinin {izerindeki plaktan aldig: siirlintiiyii
inceleyerek mikrobiyal kiimelerin varligini bulmasina ragmen buldugu seyin

biyofilm oldugunun farkinda olmamistir (Donlan 2002).

1970’li yillarin basinda Costerton, daglardaki akarsularin igerisinde
yasayan bakterilerin %99,99’u bir yiizeye yapisarak yasadiklarii ortaya
koymustur (Donlan 2002).



1973’de Characklis, endiistriyel su sistemlerindeki mikrobiyal topluluklar1
inceleyerek yilizeye kuvvetle tutunan toplulugun ayni zamanda klor gibi

dezenfektanlara kars1 ¢ok direngli olduklarini da géstermistir (Donlan 2002).

Marshall ise 1976 yilinda ¢ok ince ekstraselliiler polimer fibrillerin bakteri
yiizeyine sabitlendigini bildirmistir (Sakarya 2005).

Costerton ve arkadaslarinin 1978’de dis plaklar1 ve nehirlerdeki hiicre
topluluklarimi tanimlamak amaciyla ilk defa ‘biyofilm’ terimini kullanmistir. Bu
caligmalarinda  mikroorganizma  topluluklarinin,  ekolojik  ortamlardan
faydalandiklarini tespit etmistir. Yeterli besine sahip ekosistemlerde bakterilerin
biiyiik kisminin biyofilm tabakasini olusturan matrikste tiredikleri ve biyofilm
bakterilerinin planktonik bakterilere gore farklilik gosterdikleri belirtilmistir.
Tespit ettikleri analizler sayesinde ekolojik ortamda biyofilmler iizerine yapilan

caligmalar halk sagligi ile iligkili bulunmustur (Sakarya 2005).

Heukelekson ve Heller, suda yasayan mikroorganizmalarin dnce ylizeye
tutunduklarint ve tutunduktan sonra aktivite ve biiylime hizlarinin arttig1

belirlenmistir (Vu ve dig. 2009).

Zobell su icerisinde yasayan biyofilm yapisina katilan bakterilerin su
icerisinde serbest dolasan bakteri sayisindan ¢ok daha fazla oldugunu ortaya
koymustur (Vu ve dig. 2009).

Isik mikroskobundan daha yiiksek ¢oziiniirliigii olan ve daha biiyiik
goriintiileri saglayan elektron mikroskobunun kullanilmasiyla biyofilm yapisi
daha da aydmlatilmistir. Jones ve arkadaslart atik su isleme {initesi filtreleri
tizerinde tutunmus hiicreleri taramali ve gecirimli elektron mikroskobu ile farkl
morfolojideki mikroorganizma gruplarini, biyofilm yapisini, morfolojisini
incelemislerdir. Ruthenium kirmizisi spesifik polisakkarit boyasi ile boyayip,
osmium tetroksitle fikse edip incelediklerinde biyofilm yapisinda tutunmay1
saglayan hiicreyi cevreleyen matriksin polisakkarit oldugunu kanitlamiglardir

(Sakarya 2005).

Biyofilm yapisi son 20 yilda taramali elektron mikroskobu ve standart

mikrobiyolojik kiiltlir yontemleriyle incelenmektedir. Son 10 yilda yapilan iki
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calisma biyofilmler hakkinda bilinenlere biiyiik katkida bulunmustur. Bu
calismalar;, lazer taramali konfokal mikroskobu kullanilarak biyofilmin
ultrastriiktiirel yapisinin belirlenmesinde, biyofilm olusumunda hiicrelerin

birbirlerine tutunmasinda rol oynayan genlerin arastirilmasidir (Davey ve O’Toole

2000).

Giiniimiize kadar biyofilm yapilarini goriintiilemek i¢in 151k mikroskopisi,
gecirimli  ve  taramali  elektron  mikroskopisi  kullanilmistir.  Elektron
mikroskobunda incelemede, biyofilm preparati hazirlanmasinda dehidrasyon ve
deformasyon gibi morfolojik degisiklikler ve fiksasyon esnasinda hacimde %50
ye varan kiiclilmeler ortaya ¢ikabilmektedir.  Biyofilm  yapisinin
goriintiilenmesinde kullanilan en yeni teknik ise lazer taramali konfokal
mikroskopisidir. Bu teknikte, gegirimli veya taramali elektron mikroskopisinde
goriilen istenmeyen morfolojik degisiklikler gozlenmemektedir (Davey ve
O’Toole 2000).

2.3  Biyofilmin Yapis1

Biyofilm, bakterinin c¢evresinde diizensiz bir sekilde dagilan
polisakkaritten olusan bir matrikstir. Biyofilmde polisakkaridler bakteri hiicre
ylizeyine tutunmus olan ince seritler halinde ve hiicrenin etrafinda kompleks bir
ag olusturmus seklinde gozlemlenir (Leriche ve dig. 2000; Sutherland 2001).
Matriksin igerigi olan ekzopolisakkaridler hem fiziksel hem de kimyasal 6zellikler
acisindan farkliliklar gosterir. Polisakkaridler uzun, ince molekiiler zincirlerdir ve
0,5-2,0x106 Da’luk bir molekiiler yapiya sahiptirler. Ayrica matriksin yogunlugu
ve genisligi hiicresel ve hiicresel olmayan yapilar ile mikroorganizmalarin tiirleri
arasinda da farkliliklar gostermektedir. Tiim biyofilmlerin biiyiik bolimi (%73 —
98) su igermektedir (Donlan ve Costerton 2002). Biyofilmin yapist mikroskobik
olarak incelendiginde matriksin besin ve oksijen tasinmasini saglayan ‘su
kanallar1’ na sahip heterojen bir yapiya sahiptir (Flemming ve Windenger 2010).
Biyofilmin mercan kayalik goriiniimlii yogun ve kopmleks yapisi, ortamdaki

organik ve inorganik molekiillerin ekstraselliiler yapisinda toplanmasiyla olusur.

Biyofilmin gelisme orani yakin g¢evredeki besinlerin hiicre i¢ine alinimi, atik



maddelerin ise hiicreden uzaklastirilmasi ile yakindan iligkili olup, bunlarin
disinda besin kisitlanmasindan  dolay1 eksprese olan Quorum-sensing
molekiillerinin salinimi, ortam pH’1, O, perfiizyonu, karbon kaynagi ve ozmolarite

de gelisimde ¢ok etkilidir (Bothwell ve dig. 2003; Sakarya 2005).

Son yillarda bakteriler tarafindan salinan ve hiicreler arasi sinyal iletimini
saglayarak bakterinin gen ekspresyonunu diizenleyen molekiiller araciligi ile
biyofilm yapiminin diizenlenebileceginin gosterilmesi biyofilmin patojenite ve

¢evreye adaptasyonunda 6nemini artirmistir (Sakarya 2005).

2.4  Mikroorganizmalarin Biyofilm Olusturma Nedenleri

Mikroorganizmalarin  biyofilm olusturmas1 gereken durumlar vardir.
Biyofilm olusturanlar planktonik bakterilerden farklilik gosterirler. Bakterilerin

biyofilm olusturma nedenleri:

2.4.1 Savunma

Bilindigi gibi biyofilm, bakterilerde stres faktoriidiir ve bir takim fiziksel
giiclere karsi dayanikliligi vardir. Biyofilme sahip organizmalar, besin
yoksunlugu, pH degisiklikleri, oksijen radikalleri, dezenfektanlar, fagositoza ve
antibiyotiklere kars1 planktonik hiicrelerden daha direnclidir. Bu nedenle biyofilm
endiistriyel alanda bu 6zelligi kazandiran 6nemli bir faktor olarak bilinmektedir.
Biyofilmin biiyiik bir boliimiinii olusturan ekzopolisakkaritler (EPS) savunmada
onemlidir. EPS bulundugu bakteriyi giic alanlarindan (elektrik ¢ekimi)
uzaklagtirarak inflamatuar hiicrelerin fagositozundan korurlar (Donlan ve
Costerton 2002). Antibiyotik etkisinden de bakteriyi korurlar (Lewis 2001).
Cevreden almis oldugu sinyaller sonucunda tehlikede oldugunu algilayan bakteri

mevcut genler ile biyofilm olusturarak kendini koruma altina almaktadir.



2.4.2  Adhezyon ve Kolonizasyon

Yasam icin gerekli ortamda kalabilmenin en bilinen yolu biyofilm
olusturmaktir. Mikroorganizmalar, insan ve hayvanlarda immiin sistemin
gelismesinden sorumludur. Canli viicudu, bilindigi gibi bakterilerin yasamasi igin
¢ekici bir ortam olup, bakterinin bu bolgede biyofilm olusturarak yasamasi igin
primer bir motivasyon olusturmaktadir. Bakterinin viicudun herhangi bir
bolgesinde sabit kalabilmesini saglamak i¢in bir takim stratejileri vardir. Bakteri
ylizey proteinleri, konak¢inin fibrinojen, fibronektin, vitronektin, elastin gibi
ekstraseliiller matriks proteinlerine yapisirlar. Bu adhesin ve matriks proteinleri
konakg1 ile bakterinin adheransinda anahtar rol oynarlar (Wolz ve dig. 2002).
Adherans sonrasi bu bolgeye yerlesen bakteriler bir yandan belli bir populasyona
ulasmak i¢in c¢ogalirken diger yandan da biyofilm olusturma ozelligine gore
biyofilm yapimina baglarlar. Diger taraftan biyofilm bakterinin adheransini
arttirirken, biyofilm olusumunun baglamasi ile birlikte bakteri adhezyon ve
hareketliligi gibi faktorlerin ekspresyonunda da bir baskilama olmaktadir

(Svensater ve dig. 2001; Gilmore ve dig. 2003).

2.4.3 Yasanabilir Cevre Gelistirmek

Karbon kaynaklarinin biyofilm olusumuna etkisi lizerine ¢ok sayida
arastirma mevcuttur. Ozellikle glukozun, Pseudomonas’lar, V. cholerae, E. coli ve
Staphylococcus’da EPS ekspresyonunu ve biyofilm olusumunu belirgin sekilde
arttirdig1 gosterilmistir. Karbon katabolitlerinin konakc¢ida yapismis bakterinin
gen regiilasyonunu indiikleyerek biyofilm olusumunda kritik rol oynamasi,
bakterinin konak¢ida uygun bir ortam olusturarak kalabilmesindeki mekanizmalar
icin biyofilm gerekliligi hipotezini ciddi bir sekilde desteklemektedir
(Ammendolia ve dig. 1999; Jefferson ve dig. 2004).

2.4.4 Kommunite Olusturmak

Bakterilerin ortama adaptasyonundaki beraberlik biyofilm olusturmada

siklikla goriilmektedir. Bakteriler biyofilm olusturduklar: gibi ortamdan aldiklar
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uyaranlar (besin, pH, 1s1 vs.) sonucu hizla da planktonik hale gecebilmektedirler.
Boylece bu uyum ortama uygun olarak eksprese ettikleri genler araciligi ile
olmaktadir. Tiim bakterilerin ¢evre faktorlerine ayni yaniti vermis olmalar1 ve
fenotipik degisiklikler sergilemeleri kominal yasamlarinin en 6nemli gdstergesidir

(Oztiirk ve dig. 2008).

2.5  Biyofilm Olusum Basamaklari

Biyofilm gelisimini saglayan bir¢ok gen, genomik ve proteomik ¢alismalar
sayesinde bulunmustur. Bu genler hiicre fizyolojisinde adezyon, ‘quorum
sensing’, hiicre duvar yapimi, metabolizma, stres cevabi ve plazmide baglanmada
etkilidirler.  Biyofilm olustuk¢a c¢evredeki goriilen degisiklikler gen
ekspresyonlarinda da degisiklikler olmasina sebep olarak biyofilmin olusumunu
hizlandirmaktadir. Biyofilm olusumuna etkili genlerin bir kism1 biyofilm
olusumunu arttirirken bir kismi1 da azaltmaktadir. Biyofilm olusturan genetik
materyal plazmidler aracilif ile kolaylikla aktarilmaktadir. Biyofilm olusumu bes

evrede gerceklesmektedir (Vuong ve Otto 2002).

2.5.1 Tutunma

Biyofilm olusumu bakterinin yiizeye tutunmasi ile baslayan dinamik bir
olaydir. Tutunma sonucu bir dizi genetik islem ile biyofilmin fenotipi ortaya
cikmaya baglar. Mikroorganizmalarin bir yiizeye tutunabilmesi i¢in yiizeyle kesin
olarak temasa gegctiklerini anlamasi1 gerekmektedir. Bakterilerin bir alicit ve bir
vericiden olusan diizenleyici sistemleri sayesinde g¢evresel uyarilart fenotipik
farkliliklara ¢evirir. Tutunma isleminden sonra biyofilm olusturmak yoniinde
farklhilasma isleminin baslamasi, ‘quorum-sensing’ sistemi denilen haberlesme
sisteminden gelen yanita baglhdir. Bu sistem ile bakteriler ¢evresindeki bakteri
populasyonunun yogunlugunu belirler. “Quarum sensing” sisteminde yiizeye
tutunan her bakteri, ortama “ben buradayim” mesaji veren bir molekiil salgilar.
Yiizeye tutunan bakteri sayisi arttikca sinyalin ygunlugu artmaktadir. Bu sinyal

molekiiliiniin yogunlugunda ki artis ile birlikte, biyofilm olusumuna yonelik bir



dizi islem baslatiimis olur. Boylelikle biyofilm icerisindeki bakteriler intraselliiler,
diisik molekiil agirliklarina sahip habercilerle haberlesip biyofilmin gelismesini
arttirirlar (Shrout ve dig. 2011).

2.5.2 Yapisma

Bakterilerin ylizeye yapismalari veya kuvvetli bir sekilde tutunmasi

gerceklesir.

2.5.3 Toplanma

Bakteriler bu evrede mikrokoloniler halinde kiimelesirler.

2.5.4 Olgun Biyofilm

Mikrokoloniler biiyiiyiip olgunlagarak kompleks mantar seklinde yapilara
veya kulelere doniisiir. Farkli yiiksekliklerden olusan kuleler mikrokoloniler
arasinda, besinlerin ve oksijenin ulastirilmasi ve metabolik artiklarinin
uzaklastirtlmasini saglayan ilkel bir dolasim sistemi olarak gorev yapan su
kanallari bulunmaktadir (Watnick ve Kolter 1999; Danese ve dig. 2000).

255 Kopma veya Ayrilma

Bakteri veya bakteri kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak ortama
yayilir. Bu ayrilma islemi EPS miktarinda azalis gibi dis kuvvetlerin etkisiyle
olabilecegi gibi, biyofilm olusum siiresinin bir pargasi olarak tek bir hiicrenin

veya hiicre kiimesinin kopmasinin bir sonucudur (Oztiirk ve dig. 2008).
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2.6  Biyofilm Olusturma Avantajlar

Bakteriler, canli veya cansiz yiizeylerde biyofilm olusturduklarinda bir¢cok
avantaja sahip olurlar. Biyofilm bakterileri planktonik bakterilerden nem, 1s1, pH
degisiklikleri ve UV 1s1gmma maruziyet gibi cevresel degisimlere gore daha
dayaniklidirlar. Ayrica biyofilm besinleri konsantre eder ve atiklarin kolayca
atilmint  saglar. Biyofilmdeki bakterilerin  kiimelesmesi, hiicreler arasi
etkilesimleri  kolaylastirir.  Biyofilm yapisi, bakteriyi konak savunma
mekanizmasina karsi direngli hale getirir. Cilinkii EPS ile g¢evrelenmis hiicre
kiimelerinin  olusturdugu biyofilm yapist biiylik oldugu ic¢in fagositoz
olamayacaktir ve  boylece konagin  bagisiklik  sistemi  tarafindan

yakalanamayacaktir.

Klinik acidan avantaji ise, biyofilm bakterileri antibiyotiklere kars1
planktonik bakterilere kiyasla binlerce kat daha direngli olmalaridir (Ceri ve dig.
1999; Wand ve dig. 2012). Oncelikle EPS matriksin, antimikrobiyal maddeleri
absorbe ettigi veya difiizyonunu engelledigi disiiniiliirken, arttk cogu
antibiyotigin biyofilm tabakasini kolayca penetre ettigi kanitlanmistir. Bu olayin
en olas1 aciklamas: biyofilmlerdeki bakterilerin fenotipik degisiklikler gecirmesi
kendisini korumasina ve antibiyotiklere karsi direngli olmasinda rol
oynamaktadir. Bir¢cok antibiyotik hizla boéliinen bakterileri hedefledigi igin,
biyofilmin derin tabakalarinda bulunan, azalmis metabolik ve boliinme hizlar
sergileyen bakterilere antibiyotikler etkili olamamaktadir. Bu sebeple,
antibiyotigin etkisi ile biyofilmlerin yiizeyine yakin olan bakterilere mikrobisidal
etki gosterirken biyofilmin derinlerinde kalan bakteriler ise hayatta kalarak tekrar

gelismeleri i¢in ortam olustururlar (Ciftei ve dig. 2005).

2.7 Biyofilm Antimikrobiyallere Kars1 Direnci

Dogal ve endiistriyel ¢evrelerde gelisen biyofilmlerin bakteriyofaj, amipler
ve ¢esitli kimyasal biyosidlere karsi duyarli olduklart bilinmektedir. Tibbi alanda
ise, hareketsiz bakteriyel hiicreler konak savunma mekanizmalarina karsi
koyabilmekte ve planktonik formda olan bakterilere oranla, antibiyotiklere ¢ok
daha fazla diren¢ gostermektedirler (Amorena ve dig. 1999).
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Biyofilmlerin bu dirence multiple (¢oklu) mekanizmalar araciligiyla sahip

olduklari diisiiniilmektedir:

1. Antimikrobiyal ajanin biyofilmin tiim tabakalar1 boyunca penetrasyon
gostermemesi. Biyofilm matriksi icerisindeki polimerik maddelerin antibiyotik
diffizyonunu  giiclestirdigi  bilinmektedir. Bu durum yeterli antibiyotik

konsantrasyonuna asla ulasilamamas1 anlamina gelmektedir.

2. Biyofilm igerisindeki hiicrelerden en azindan bir kismi1 besin yetersizligi

yasamakta ve bu nedenle yavas biiylime fazina girmek zorunda kalmaktadirlar.

3. Yavag biiyliyen veya biiyiime gostermeyen hiicreler birgok
antimikrobiyal maddeye karsi duyarli degildirler ve Dbirgogu hayatta

kalabilmektedirler.

4. Biyofilm igerisindeki bakteriler arasinda diren¢ genlerinin degisimi s6z

konusudur (Ciftci ve dig. 2005).

2.8 Ekzopolisakkarit (EPS)’nin Yapisi1 ve Ozellikleri

Mikroorganizmalar hiicre i¢inde bulundugu konumlarina gore; intraseliiler
(depo) polisakkaritler, yapisal formdaki polisakkaritler ve ekstraseliiler (EPS)
polisakkaritler olmak iizere 3 ayri polisakkarit tiirli sentezlemektedirler (Cerning
1990; Ruas-Madiedo ve dig. 2002). Intraseliiler polisakkaritler sitozol i¢inde yer
alir, gorevi karbon ve enerji kaynagi olmaktir. Yapisal formdaki polisakkaritler
peptidoglikanlar ve teikoik asitler gibi c¢eperde yer alirlar. Ekstraseliiler
polisakkaritler ise hiicre icinde olusup hiicre duvari ile birlesen kapsiile veya

hiicre duvar1 disinda birikerek kiiltiir ortamina bagimsiz olarak salgilanirlar (Mc
Groarty 1994).

In vitro ¢alismalarda EPS’lerin varlign kati besi ortamlarinda mukoid
koloni, s1v1 besi ortamlarinda ise olduk¢a viskoz bir gériiniim olusturmaktadirlar
(Gugliandola ve dig. 2003). Bakterinin dis yiizeyini kaplayan EPS kapsiil veya
slim formda olabilir. Kapsiiler EPS, bakteri hiicre yiizeyindeki fosfolipid veya
lipid-A molekiillerine kovalent bag ile baglanmaktadir (Costerton ve dig. 1994).
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EPS’ler suda c¢oziinen polimerlerdir ve dogada iyonik ya da iyonik
olmayan yapilarda bulunabilirler (Calazans ve dig. 1997). EPS glikozid baglar ile
birbirine baglanan seker {initelerinden olusmaktadir. Bakteriyel EPS’lerin
cogunlugu diizenli oligosakkaridlerin tekrarlanan birimlerinden olusan
heteropolisakkarid yapida olmalarina ragman bazi bakteriyel EPS’ler ise tek tip
sekerden  olusan  homopolisakkarid  yapidadirlar.  EPS’yi  olusturan
homopolisakkaridlerin gogunlugu nétiirdiir ama bazi bakteriyel EPS’ler ise negatif
yiik tasir ve yiiksek kiitleye sahiptirler (Kenne ve Lindberg 1983). EPS hidrofilik
Ozellik tasimakla birlikte cogu polimerler lipofilik, hidrofilik ve biyofilm
yapisinda olabilen hetorojenlerdir. EPS’deki yapisal ve diizenleyici genlerin
tretimi kromozomal veya plasmid DNA kodlu olabilir. EPS iiretiminin
diizenlenmesi oldukc¢a karmasiktir. Ayrica hem pozitif hem negatif regiilatorler
icerir. Bu regiilatorlerden bazilar1 kiiresel regiilatorlerdir. Bunlar hiicre disi
enzimler gibi diger hiicre metabolizmalarinin sentezini de diizenlemektedir.
Ozmolarite ve dehidrasyon gibi digs wuyarilarin etkisiyle EPS iiretimi
etkilenmektedir (Shankar ve dig. 1995).

EPS’ler bakterinin olumsuz c¢evre sartlarindan korunmasmi ve cesitli
yiizeylere tutunmasii saglamaktadir. Polisakkaritler, iiretici suslar tarafindan
katabolize  edilemediklerinden  enerji  kaynagi  olarak  kullanilmazlar.
Mikroorganizmayr veya ortami kurumaya karsi korur, zararlhilari ortamdan
uzaklastirirlar (Ophir ve Gutnick 1994). Uretici susun azalan su aktivitesine, faj
ataklarina, fagositoza, protozoa yagmalamasina, toksik bilesiklere, antibiyotiklere
ve ozmotik basinca karsi korumasinin yani sira metal iyonlarin hiicreye
alinmasinda da gorevlidirler. EPS’nin bir diger onemli 6zelligi de hiicrelerin
taninmasini, yiizey ortamina tutunmasinda yapistirict gérevi goriir. Ayni zamanda
cesitli ekosistemlerin kolonizasyonunu kolaylastiran biyofilmlerin
olusturulmasinda da rol oynar (Ruas-Madiedo ve dig. 2002). Biitiin bu 6zellikler
EPS iireten bakteriye bulundugu ortamda kararli olarak kalabilme ve baskin
olarak biiyiime 6zelligi kazandirmaktadir (Stiles ve Holzapfel 1997).
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2.9  EPS’nin Onemi

Son yapilan bilimsel ¢alismalar da goriildiigii gibi EPS iireten baz1 bakteri
suslarinin insan saglig1 tizerinde olumlu etkilerinden dolay1 6zellikle yogurt gibi
fermente siit TUriinlerinde fonksiyonel starter kiiltiir olarak kullanildig:
bildirilmektedir (Degeest ve dig. 2001). Bu bakteriler asit gelisiminden OGtiirii
mikrobiyal bozulmalara kars1 gidalar1 korudugu gibi, gidalarda aroma, goriiniis,
tat ve viskozite gibi birgok yararindan dolayr gida endiistrisinde kullanimi

yayginlagmaktadir.

Sentezlenen EPS miktar1 ve karakteri, pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi
gibi ortam kosullarindan etkilenmekte, ortamdaki substrat miktar1 ve
kompozisyonuna gore de degiskenlik gosterebilmektedir (Fajardo-Lira ve dig.
1997). EPS’lerin bilesiminde en fazla galaktoz ve glikoz bulunmakta, cogu kez de
ramnoz bu yapida yer almaktadir (Cerning 1990).

EPS’ler genellikle monosakkarit kompozisyonu, elektrik yiikii, lniteler
aras1 baglar (bunun sonucunda molekiiliin sikilig1) ve tekrarlanan yan zincirlerin
varligina bagli olarak farklilik gostermektedirler. Ayrica, zincir uzunlugu ve zincir
dallanmasinin siklig1 EPS’nin kompakt yapisini etkiledigi i¢in reolojik 6zellikleri
giiclii sekilde etkilemektedir (Perry ve dig. 1997; Duboc ve Mollet 2001;
Broadbent ve dig. 2001). Ayrica jel iginde eksopolisakkaritlerin yeri de
viskoziteyi etkileyen dnemli bir faktordiir (Sodini ve dig. 2004).

EPS antitiimor, antiiilser, bagisiklik sistemini diizenleyici veya kolestrol
diistiricii aktivite gostererek insan sagligina olumlu katkida bulunabilmektedirler

(Ruas-Madiedo ve dig. 2002).

2.10 Kiiciik A¢1 X-Istm1 Sag¢ilma (SAXS) Yontemi

Nano boyutlu yapilarin tiretimi yaninda bu maddelerin karakterizasyonu da
¢ok Onemlidir. Karakterizasyonda sadece yapi analizleri yapilmakla kalmayip,
maddelerin dinamik davranislarinin da analiz edilmesi gerekmektedir (Orujalipoor

2012). Bu yiizden birgok alanda nano boyutlu malzemelerin analiz edilmesine
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imkan saglayan yontemlerden bir tanesi olan SAXS yontemidir. Bu yontemle toz,
jel, kristalin orneklerin yan1 sira kolloid c¢ozeltiler, polimerler, biyolojik
molekiiller de incelenebilir. Bir yapmin analizi en derinlemesine X-1s1n1, ndtron
ve elektron kirmimi yontemleriyle gergeklestirilebilir. Bu yontemlerde temel
olarak ayni kirimim prensipleri gegerlidir. Kirinim, pargaciklardan belirli
dogrultularda sagilan dalgalarin girisimiyle gergeklesir. incelenecek 6rnek iizerine
distiriilen X-151m1 maddedeki elektronlarla etkilesecektir. Elektronlardan sagilan

dalgalarin genlikleri toplanarak sag¢ilan 1sinin siddetine ulasilir.

Yap1 analizinde kullanilan X-151n1 yontemlerinden biri olan, kiiciik ag1 X-
1511 sagilma (SAXS) yontemi ile incelenen drnekten kiiclik acida sagilan X-151m1
siddetleri, sacilma acisinin bir fonksiyonu olan, sacilma vektoriiniin biiyiikliigiine
gore elde edilerek bu verilerden yapi ile ilgili bilgiye ulasilir. Kiicliik ac1
sacilmalarinda da, tipki X-igmlart kiriniminda oldugu gibi, sagilma yapidaki
elektronlar tarafindan gergeklestirilir. Bu nedenle yontem elektron yogunlugu
farkinin algilanmasi temeline dayanir. SAXS‘1 diger yontemlerden farkli kilan en
onemli 6zellik, angstromdan (A) nanometreye (nm) kadar uzanan biiyiikliikte,
homojen olmayan elektron yogunluklarina duyarli olmasidir. X-1smlart kirinimi
yontemi, kat1 kristal, kristalin, film, toz v.b. formlara sahip 6rnekleri incelemede
kullanilirken, artik sivi, jel, yogun gaz gibi farkli formlara sahip Ornekler ile
biyolojik dokularinda ayrintili bir bi¢imde incelenebilmesi, X-1s1mn1 sagilma

yontemi ile miimkiin hale gelmistir.

2.10.1 Bir SAXS Egrisinin Analizi

Tipik bir SAXS egrisi Sekil 1°deki gibidir. Incelenen 6rnegin yapist bu
egriden yola cikilarak belirlenir. Degisik o degerleri uzunluk Olgiisiine sahip
hayali bir pencereden bakarak 6rnegin igyapisinin incelenmesine olanak tanir. qg
degeri kiiciildiikkge Ornegi incelemeye olanak taniyan pencere biiyiiyeceginden
ornek igindeki sagicilarin birbirleriyle etkilesmesi hakkinda da bilgi alinir. qo
degeri biiyiidiik¢ce pencere kiictlilecektir. Boylece sagicilarin kendi biiyiikliikleri ve
sekilleri hakkinda bilgiye ulasilacaktir. Daha da bliyiik qo degerleri, sagicilar ile
icinde bulunduklari ortam arasindaki ara yiizey hakkinda bilgi verir (Batat 2008).
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Amin Yo Omax

Sekil 1: SAXS egrisinin analizi

Kiiciik A¢1 Sagilmasi deneylerinde sacilma egrisi 3 bolgede incelenir. Bu

lic bolge sirasi ile asagida agiklanmistir.
Biiyiik q bolgesi

Bu boélgede, daha 6nce de bahsedildigi gibi pencere oldukea kiigliktiir. Bu
da sadece iki ortami birlestiren ara ylizeyi incelemeye imkan verir. Bu bolgeye

“Porod bolgesi” denir. Iki farkli fazdan olusan bir sistem hacmin ifadesidir.

Sonug olarak, en kiiciik q degerinde elde edilen veri 1(0) degerinin bir
gostergesi olup, bu deger ne kadar biiylikse, ornek icindeki sagici elektron

yogunlugunun da o kadar biiyiik oldugu belirlenir.
Orta bolge

Heterojen karigimlarda parcacik boyutlarinin belirlenmesi ve sekillerinin
tespiti  Onemlidir. Eger pargacitk boyutu Ipum civarindaysa goriiniir 151k
sacilmasiyla biitiin bilgilere ulasilabilir. Fakat daha kiigiik -nano- boyutta
pargaciklar igeren sistemlerde kiiciik a¢1 x-1g1n1 sagilmasi daha ayrintili bilgiye
ulagsmada oldukga etkindir. Kiigiik a¢1 sagilmas1 yontemiyle boyut ve sekil analizi
yapilirken yine sagici malzeme igindeki elektron yogunluklarimin farkindan
yararlanilir. Bu bdlge nono maddenin boyutu, sekli ve icyapisi bilgilerine

ulasilabilir.
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Kiiciik q bolgesi

Bu bolgede, orneklerin yapisim1 inceledigimiz yapay pencere oldukca
bliyiir. Boylece sagicilarin birbirlerine gore konumlart ve uzakliklarinin
dagilimlar1 da bulunabilir. Deneysel sacilma egrisine uygun kuramsal egri
belirlenerek ornek igin S(q) yapr faktori bulunur. S(q) yapr faktorii, sagict
olusumlarin yap1 icinde birbirlerine gore nasil dagildiklarinin gostergesi olan

matematiksel bir ifadedir.

2.11  X-asmi Kirmim (XRD) Yoéntemi

X-1s11 kirinimi (XRD) yontemi ile maddenin yapisi (amorf, yari-kristalin,
kristalin), atom ya da atom diizlemleri arasindaki mesafeler (dhkl, A) ve kristalin
maddenin kristallik derecesi belirlenebilir. XRD yontemi inorganik kristalin
maddelerin yani sira, bir¢ok biyolojik molekiil, ilag, protein, niikleik asit ve

vitaminlerin yapisinin incelenebilmesini de saglamaktadir.

Kristal yapiy1 olusturan atomlar, degisen 6 acis1 ile gelen X-151n1 demetini
biitiin yonlerde sacar. Bu sa¢ilma sirasinda belli yonlerdeki i1sinlardan bazilari
birbirini yok ederken (negatif veya yikici girisim), bazi isinlar birbirini
kuvvetlendirerek yapict veya pozitif girisim olusturur ve kirinima (difraksiyon)
neden olurlar. Kristalin maddenin X-iginlart kirinimi deseni (patern) her kristal

tiirli i¢in 0zel olup, kristallerin tanimlanmasinda kullanilir.

2.12  Termogravimetrik Analiz (TGA) Y ontemi

Termal analizde bir maddenin sicakligin fonksiyonu olarak fiziksel
ozelliginin (kiitle kayb1) dl¢timii yapilir. Termogravimetrik 6lgiimler polimerlerde,
ila¢ iretiminde, killerde, minerallerde, metal ve alasimlarda kalite kontrol ve

arastirma uygulamalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

TGA (termogravimetrik analiz) isleminde bir 6rnegin kiitlesi, kontrollii

atmosfer altinda, Ornegin sicaklig1 siirekli artarken (genellikle zamana karsi
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dogrusal artig) sicakligin veya zamanin fonksiyonu olarak kaydedilir. Zamana
kars1 kiitle veya kiitle ylizdesi grafigi termogram veya termal bozunma egrisi

olarak adlandirilir.

TGA cihazi termobalans olarak adlandirilan hassas mikrobalans, firin,
bazen inert bazen de reaktif gaz atmosferi saglayan temiz gaz sistemi, cihazin
kontrolii, veri alma ve isleme islemleri i¢in bilgisayar sisteminden olusur. 1
mg’dan 100 g’a kadar degisen Ornek tutma hazneli termobalanslar mevcuttur.
Genellikle 1-100 mg arast kullanilir. Balanslar kiitledeki 0,1pug degisimleri
kaydedebilir. Firinlar 1000°C sicakliga kadar ¢ikabilirler. Isitma segenekleri
0,1°C/dk’dan 100 °C/dk arahiginda degisebilir. Izolasyon ve sogutma i¢ bdlgesinin
balansla 1s1 aligverisinin olmamasin1 saglar. Ar ve N2 gazlart Ornegin

oksidasyonunu 6nlemek i¢in kullanilan temizleme gazlaridir.

Ornekler genellikle platin, aliiminyum veya aliimine kaplara konur. Platin
kolay temizlenebilmesi ve inertliginden dolayr yaygin olarak kullanilir. Kap
hacimleri degisik boyutlarda olabilir. TGA sicaklikla degisen analitin kiitlesi
hesaplanabildiginden kantitatiftir fakat dekompozisyon, oksidasyon, buharlagma,
stiblimlesme ve desorpsiyon verileri hakkinda smirlidir. TGA’nin en 6nemli

uygulamalari ¢ok bilesimli sistemlerin bilesimsel analiz bozunma 6rnekleridir.
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3. YONTEM

3.1 Calismada Kullamilan Bakteriler:

Bu calismada kullanilan patojen bakteriler ve Metisiline Direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) suslari, Pamukkale Universitesi Bakteriyoloji
Laboratuvari kiiltiir stoklarindan temin edilmistir. Kullanilan bakterilerin isimleri

ve kodlar1 Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1: Calismada kullanilan bakteriler

PATOJEN BAKTERILER MRSA IZOLATLARI
Escherichia coli ATCC 25922 MRSA 1
Bacillus cereus RSKK 863 MRSA 2
Bacillus cereus F2 MRSA 3
Cowan liyofili MRSA 4
Salmonella tphimurium ATCC 14028 MRSA 5
Listeria monocytogenes Samsun izolati MRSA 6
Morganella morgana MRSA 7
Yersinia enterocolitica RSKK 1501 MRSA 8
Staphylococcus aureus ATCC 25923 MRSA 9
Proteus vulgaris RSKK 96026 MRSA 10
Listeria monocytogenes ATCC 7644 MRSA 11
Staphylococcus aureus ATCC 33862 MRSA 12
Bacillus pumilus NRRL BD 142 MRSA 13
Escherichia coli ATCC 11230 MRSA 14
Proteus vulgaris NRRL B-123 MRSA 16
Bacillus cereus 12 MRSA 17
Micrococcus flavus MRSA 18
Enterococcus faecalis ATCC 19433 MRSA 19
Bacillus cereus NRRL B 3711 MRSA 20
Bacillus subtilis NRRL B 209 MRSA 21
Staphylococcus aureus ATCC 29213 MRSA 22
Escherichia coli 0157H7 MRSA 23
Pseudomanas fluorescens ATCC 55241 MRSA 24
Pseudomanas stutzeri P40 MRSA 25
Micrococcus luteus NRLL-B 1013 MRSA 26
Enterobacter cloacae ATCC 28355
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3.2  MRSA izolatlarin Tiplendirilmesi

Izolatlarin tiir diizeyinde tiplendirilmesi icin 16S rRNA sekans analizi
yapilmistir. 16S rRNA analizi Gazi Universitesi Yasam Bilimleri Uygulama ve
Aragtirma Merkezi’nde (Ankara, Tirkiye) yaptirilmistir. Ayrica 16S rRNA
analizine ek olarak MRSA’lar igin ¢ok 6zel olan API KiTI (Slidex MRSA

Detection) kullanilmstir.

API KIT icin Triptic Soy Broth (TSB) besiyerinde gelistirilen saf kiiltiirler
Kanli Agar plagina inokiile edilerek 18-24 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda mikrosantrifiij tiipiinde bir 6ze dolusu bakteri, 4 damla R3
reaktifi ile homojenize edilmistir. 100 °C’de 5 dakika bekletildikten sonra iizerine
1 damla R4 reaktifi eklenmis ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifuj edilerek
siipernetant kism1 kullanilmigtir. Bu sekilde hazirlanmig her 6rnek i¢in dairenin
birine 1 damla duyarhlastirilmig lateks (R1), bir diger daireye negatif kontrol
lateks (R2) eklenmistir. Uzerlerine 50 ul numune konularak degerlendirilmistir.
Degerlendirmede; R1 ile agliitinasyon yapip R2 ile agliitinasyon yapmayan suslar
MRSA, latekslerle agliitinasyon yapmayan suslar MSSA, sadece R2 ile

agliitinasyon yapan suslar ise belirsiz olarak nitelendirilmistir.

3.3  Biyofilm Olusturan Bakterilerin Se¢imi

% 8’lik Kongo Kirmizisi ilave edilmis Brain Heart Infusion Agar (BHIA,
BioLab)’a tiim bakterilerin ¢izgi ekimleri yapilmistir. Besiyerinde siyah koloni
olusturan bakteriler biyofilm pozitif olarak degerlendirilmistir (Jain ve Agarwal
2009).

3.4  Antibiyotik Direnclilik Profillerinin Belirlenmesi

Bakterilerin antibiyotiklere direnglilik profili disk diflizyon yontemi ile
belirlenmigstir (CLSI). Calismada kullanilan antibiyotikler sirasi ile sOyledir:
Vancomycin (30mcg), Ofloxacin (5mcg), Tobramycin (10mcg), Chloramphenicol

(30mcg), Ciprofloxacin (5mcg), Piperacillin (100mcg), Azitromycin (15mcg),
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Gentamicin (30mcg), Ampicillin (10mcg), Penicillin G (liu), Erythromycin
(15mcg), Amikacin (30mcg).

3.5  Biyofilm Olusumunun Kalitatif Tayini

Calismada kullanilan bakterilerin biyofilm olusturma yetenekleri kalitatif
olarak "Standart Tiip Yontemi" modifiye edilerek arastirilmistir (Bhowmick ve
dig. 2011). Bakteriler 5 ml’lik TSB besiyeri iceren tiiplere 10 ul ekilerek 12 saat
37 'C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra pH 7,3 olan fosfat tamponu (PBS) ile
tipler yikanmis ve % 0,1’lik kristal viyolet konularak oda sicakliginda
bekletilmistir. Boya sollisyonu bosaltilarak tiipler PBS soliisyonu ile tekrar
yikandiktan sonra filtre kagidi {izerine ters cevrilerek kurumaya birakilmistir.
Tiipiin ¢eperlerinde renkli bir film tabakasinin olusumu pozitif ve tiipilin ¢eperinin
renksiz olusu negatif olarak degerlendirilmistir. Pozitif sonuglar, bu renkli
tabakanin yogunluguna gore (+), (++) ve (+++) olarak yorumlanmistir. Siv1 ile
hava birlesim noktasinda olusan halkalar ise biyofilm olusumunun gostergesi

olarak kabul edilmemistir.

3.6  Biyofilm Olusumunun Kantitatif Tayini

Izolatlarm biyofilm olusumlarmin kantitatif tayini, Jain ve Agarwal (2009)
tarafindan bildirilen yontem modifiye edilerek gergeklestirilmistir. Mikroplaka
kuyularina diliie edilmemis TSB ile 1/100 ve 1/200 oranlarinda diliie edilmis
TSB’lerden 200 pl konulmus ve 37 °C’de aktiflestirilen bakterilerden 30 pl ilave
edilmistir. Optimal sicaklikta 12, 24, 48, 72, 96, 120 ve 144 saat inkiibe edilen
ornekler steril PBS ile 3 kez yikanarak havada kurutulmustur. Mikroplakalardaki
kuyular, % 0,1°lik kristal viyolet ile boyanarak 15 dakika bekletilmis ve tekrar
PBS ile yikanmistir. Son olarak, her bir kuyuya, % 33’liikk glasiyal asetik asit ilave
edilmistir. Mikroplakalar Mikroplate Okuyucusunda (Optic Ivymen Sistem 2100-
C) 600 nm’de okunarak biyofilm artislar1 asagidaki formiille hesaplanarak yiizde

olarak belirlenmistir:

% =100 X (ODso, — ODj ) / ODy
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3.7  Biyofilm Olusumuna Etki Eden Optimal Sartlarin Belirlenmesi

Kalitatif ve kantitatif analiz sonuglarina goére en yiiksek biyofilm olusum
yetenegine sahip iki bakteri se¢ilmis ve optimizasyon calismalar1 bu bakteriler ile
yapilmistir. Biyofilm olusumuna etki eden sartlarin belirlenmesi amaciyla farkli
karbon kaynaklar1 (glikoz, siikkroz, mannitol ve fruktoz), farkli tuz
konsantrasyonlart (0,2-8 mg/L), farkli sicaklik (37 ve 42 °C) ve farkli pH
dereceleri (6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0) taranmistir. Deneyler sonucunda bakterilerin

biyofilm olusturma kapasiteleri kantitatif olarak belirlenmistir (Jain ve Agarwal
2009).

3.8  Biyofilmin Antibiyotik Penetrasyonu Uzerine Etkisi

Antibiyotik penetrasyonu, Anderl ve dig. (2000) ile Singh ve dig.
(2010)’nin  agikladiklar1 metoda gore modifiye edilerek belirlenmistir.
Polikarbonat membran (Sartorius stedim biotech 25 mm ¢apinda siyah renkli
membran) iizerinde bakteri biyofilmi gelistirilmistir. Indikatér patojen bakteri
olarak S. aureus ATCC 25923, B. subtilis NRRL-B-209, Cowan liyofili, E.
cloacae ATCC 28355, L. monocytogenes ATCC 7644, M. flavus kullanilmustir.
Indikator bakterilerin bir gecelik kiiltiirleri gelistirilerek TSA yiizeyine 100 ul
yayilmistir. Uzerinde bakteri biyofilmi gelistirilen polikarbonat membran ve 24 pl
steril ultra saf su ile 1slatilan antibiyotik diskleri iist iiste yerlestirilerek plaklar 24
saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. Deney modeli Sekil 2°de sematize edilmistir.
Kontrol olarak biyofilm icermeyen membran diizenegi ve antibiyotik diski
kullanilmigtir. Test ve kontrol grubunun inhibisyon zon ¢aplart mm cinsinden
olciilmiistiir.  Inhibisyon zonlari, ‘biyofilmin  antibiyotik penetrasyonu
inhibisyonu’ olarak ifade edilmistir ve sonuglar ‘inhibisyon yiizdesi’ seklinde

hesaplanmastir.
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Sekil 2: Biyofilmin antibiyotik penetrasyonu iizerine etkisinin deneysel sematik

gorinimii

3.9  EPS’nin Antibiyofilm Etkisi

Projemizde farkli konsantrasyonlarda (50-1000 mg/L) toz EPS’nin
antibiyofilm etkisi de arastirilmigtir. Calismanin ilk asamasinda, kullanilacak
indikator bakterilerin (B. cereus RSKK 8632, E. coli ATCC 11230, E. faecalis
ATCC 19433, M. flavus, P. fluorescens ATCC 55241, P. vulgaris RSKK 96026,
S. aureus ATCC 33862, S. typhimurium, Y. enterecolitica RSKK 1501) biyofilm
olusturma ozellikleri Kongo Kirmizis1 yontemi (bknz.3.3) yardimiyla
belirlenmistir. Daha sonra ise, biyofilm pozitif patojen bakterilerin biyofilm
olusturma yetenekleri {izerindeki inhibisyon etkisi, biyofilm olusumunun kantitatif
tayin yontemi (bknz. 3.6) ile incelenmistir. TSB’de gelistirilen bakteri kiiltiirleri
ve arzu edilen EPS konsantrasyonu, kuyucuklara son hacim 230 ul olacak sekilde

ilave edilerek 48 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 630

nm’de Mikroplate okuyucuda okunmustur.

3.10 Bakteriyal EPS’nin Karakterizasyonu

3.10.1 EPS Saflastirma

EPS saflastirmasi, etanol-metanol ile c¢oktiirme-saflastirma ydntemi

kullanilarak yapilmistir (Hung ve dig. 2005). Bakteri kiiltlirleri inkiibasyon
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sonrasinda 100 °C’de 15 dakika su banyosunda bekletildikten sonra santrifiij
edilerek siipernatant ve pellet toplanmistir. Bakteriyel EPS siipernatant ve
pelletten ayri saflagtirilmistir. Siipernetanttan elde edilen EPS ‘¢6ziinen EPS’ ve

pelletten elde edilen EPS ise ‘membrana bagli EPS olarak isimlendirilmistir.

Toplanan siipernetant i¢ine son konsantrasyon 0,5 mg/L olacak sekilde
proteinaz K ilave edilmis ve 370C’de 12 saat 70 rpm’de bekletilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda soguk etanol-metanol karisimi ilave edilerek buzdolabinda
cokelti olusmasi icin bekletilmistir. Olusan c¢okelti 0,22um gozenek capli
membran (millipore membran filtre HAWP04700) kullanilarak, Sartorius marka
membran filtrasyon diizenegi ile toplanmistir. Elde edilen presipitat, son
konsantrasyon 30g/L olacak sekilde NaCl ilave edilerek tekrar etanol-metanol
karigimi ile muamele edilmistir. Bu islem ii¢ kez tekrarlanmistir. Son presipitat
10-20 ml dH2O ile ¢oziilerek suya kars1 diyaliz edilmistir. Saf EPS liyofilize

edilerek toz halinde derin dondurucuda saklanmastir.

Toplanan pellet iizerine son hacim 100 ml olacak sekilde steril dH20O ilave
edilmistir. 3 gr NaCl eklenip manyetik karistirict da 1 saat karistirilmistir. Stire
sonunda santrifiij edilerek siipernetant toplanip iizerine ethanol-metanol karigimi

ilave edilerek yukarida agiklanan saflagtirma yontemi uygulanmustir.

3.10.2 Toplam Seker Tayini

Elde edilen toz EPS’de ki toplam karbohidrat miktar1 fenol-stilfiirik asit
metodu ile belirlenmistir (Dubois ve dig. 1956; Frengova ve dig. 2000). Standart

olarak glukoz kullanilmstir.

Fenol-Siilfiirik asit metodu: 0,5 mg toz EPS tartilip 1 ml dH,O igerisinde

iyice c¢oziildiikten sonra tzerine % 80’lik 500 pl Fenol ve 5 ml H;SO4
konulmustur. 10 dk oda sicakliginda ve 20 dk 30 °C’de etiivde bekletilerek 490
nm’de UV spektrofotometre (Hach Lange DR 5000) ile okunmustur.
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3.10.3 Toplam Protein Tayini

EPS’deki toplam protein miktar1 modifiye Lowry (Lowry ve dig. 1951,
Hartree 2004) metoduna gore 650 nm’de UV spektrofotometrede kolorimetrik
olarak belirlenmistir. Standart olarak sigir serum albumini (Sigma, P0834)

kullanilmistir.

Modifiye Lowry Metodu: 1 ml toz EPS c¢ozeltisi 10 dakika 50 °C su

banyosunda bekletildikten sonra iizerine 0,9 ml sodyum-potasyum tartarat-NaCOs3

reaktifi eklenmis ve 50 °C su banyosunda 10 dakika inkiibe edilmistir. Siire
sonunda, oda sicakligna gelene kadar karanlik bir ortamda sogumaya birakilan
EPS ¢ozeltisi iizerine 0,1 ml sodyum-potasyum tartarat-CuSO,.5H,0 reaktifi
eklenmistir. Vorteks ile karstirildiktan sonra 10 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Stre sonunda 3 ml Folin-Ciocolteu reaktifi ilave edilip
karistirildiktan sonra 50 °C su banyosunda 10 dakika inkiibe edilmistir. Daha
sonra Ornekler oda sicakligina gelinceye kadar karanlik ortamda bekletilerek 650

nm dalga boyunda UV spektrofotometrede okunmustur.

3.10.4 Uronik Asit Miktar: Belirleme

Yaklasik 0,5 mg toz EPS iizerine 0,4 ml dH,O ilave edilmistir. Uzerine
2M 40 pl sulfamik asit eklenerek iyice karistirtlmis daha sonra konsantre siilfiirik
asit ile hazirlanan 75 mM sodyum tetra borattan 2,4 ml ilave edilip, 100 °C su
banyosunda 10 dakika isitilmistir. Oda sicakligina kadar soguduktan sonra %
0,15’1ik 30 pl m-hidroksifenil eklenip 525 nm’de UV spektrofotometrede
absorbanst okunmustur. Toplam iironik asit konsantrasyonunu hesaplamada

glukuronik asit ile olusturulan standart egri kullanilmistir (Hung ve Santchi 2001).

3.11 Taramah Elektron Mikroskobunda (SEM) Gériintiileme

SEM, polimerlerin yilizey morfolojisinin belirlenmesi i¢in kullanilan
yontemlerden biridir. Bu yontemde hizlandirilmis elektronlar 6rnegin ylizeyine

carptirilarak ornekten yansiyan ikincil elektronlar (SE), algilayici (dedektor)
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yardimiyla ii¢ boyutlu goriintii elde edilmistir. Bakterilerin biyofilm olugumunu
dogrulamak ve EPS yilizey morfolojisi hakkinda bilgi edinmek i¢in SEM analizi
yapilmistir. Altin ile kaplanan 6rnekler, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii’nde
(Izmir, Tiirkiye) QUANTA FEG 250 Taramali Elektron Mikroskop kullanilarak

incelenmistir.

3.12 SAXS Yontemi ile Yapilan Analizler

Ekzopolisakkaritler, (EPS) c¢ozelti formunda laboratuvar tipi HECUS
SYSTEM3 SWAXS sistemi kullanilarak incelenmistir. Orneklerin 6l¢iimler igin
hazirlanma asamasinda Orneklerin sulu ¢ozeltileri (% 0,5 g/L) kapiler tiiplere
enjekte edilmistir. Orneklerin sulu ¢ozeltileriyle doldurulan ince kapiller tiipler
Small Angle X-Ray Sacettering (SAXS) kamerasi boliimiindeki 6rnek tutucu
haznesine yerlestirilip sistem yazilimi (ASA3 Programi) calistirilmistir. Detektor
gaz ayarlart ve Olglim araliklar belirlenerek dnce hizlandirma gerilimi, ardindan
tiip akimi artirilmistir. Her bir 6rnek igin 600 s dlglim siiresi sabit tutulmustur.
SAXS analizlerinin ikinci asamasinda, incelenen O6rnekler su ve serum alblimin
cozeltileri i¢inde ¢oziillip, stvi Ornekler icin kullanilan kapiler tiiplere enjekte
edilerek 23 °C de olgimler alinmistir. Su ve Serum albiimin ¢6ziiciisiiniin yap1
lizerine etkileri incelenmistir. Olgiimler sonucunda, yapisal farkliliklarin daha

rahat gozlemlemek i¢in log (I) — log (q) grafikleri ¢izilmistir.

3.13 X-Ismlar1 Kirinimi (XRD)

Calismamizda XRD yontemi ile bakterilerden elde edilen EPS’nin
karakterizasyonu (amorf veya kristalin yapi tayini) i¢in kullanilmistir. XRD
yontem kristal yapisi bilinmeyen bir maddenin atom diizlemleri (dhkl) arasindaki
mesafenin Ol¢limiinii esas almakta olup, pikler Bragg yasas olarak bilinen 26
acilarina karsilik gelen (dhkl) degerleriyle ifade edilir (d = A / 2 Sin®, A =
1.54056 A). XRD incelemelerinin bir kismi Istanbul Teknik Universitesi Jeoloji
Miihendisligi Béliimii laboratuvarlarinda Bruker D8 model, bir kism1 ise Izmir

Ileri Teknoloji Enstitiisii Malzeme Arastirma Merkezi Laboratuvarlari’nda Philips
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marka X’Pert Pro model cihazlarla CuKo 1smimli (A = 1.54056 A) X-1sinlart
Difraktometresi’nde yapilmis olup, ¢cekim kosullart 40 mA, 40 kV, tarama hizi
0.005° olarak uygulanmistir.

3.14 Termal Analizler (TGA)

Termo-Gravimetrik Analiz (TGA), malzemelerin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin sabit 1sitma orani ile artan sicaklik ile degisimlerini Slgen bir
yontemdir. Genel olarak bagli polimer malzeme calismalari igin ayrigsma,
oksidasyon ya da (6rnegin, nem gibi) ucucu kaybi, kiitle kayb1 veya kazanci
sergileyen malzemelerin secilen 6zelliklerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Bu
calismada, TGA incelemeleri izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii’nde Perkin Elmer
SlI-Elmas TG-DTA termal analiz sistemi Uizerinde, azot atmosferinde 30-1000 °C

sicaklik araliginda 10 °C dk-1 1sitma hiz1 uygulanarak bir yiirtitilmiistir.
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4. BULGULAR

41  MRSA bakterilerinin tiplendirilmesi

Izolatlarm API identifikasyon Kiti sonucuna gére 25 bakteriden 19’u
MRSA ve 6’s1 MSSA olarak tanimlanmistir. Sonuclar Tablo 2’de verilmistir. API
KIT degerlendirilmesi olan agliitinasyon gdsterimi i¢in M16 ve M17’ye ait

sonuglar da Sekil 3’te verilmistir.

Tablo 2: API identifikasyon kiti sonuglari

MRSA kodlan API KIiT sonuglan
MRSA 1 MRSA
MRSA 2 MRSA
MRSA 3 MSSA
MRSA 4 MSSA
MRSA 5 MRSA
MRSA 6 MRSA
MRSA 7 MRSA
MRSA 8 MRSA
MRSA 9 MRSA
MRSA 10 MSSA
MRSA 11 MRSA
MRSA 12 MRSA
MRSA 13 MRSA
MRSA 14 MRSA
MRSA 16 MSSA
MRSA 17 MRSA
MRSA 18 MSSA
MRSA 19 MRSA
MRSA 20 MSSA
MRSA 21 MRSA
MRSA 22 MRSA
MRSA 23 MRSA
MRSA 24 MRSA
MRSA 25 MRSA
MRSA 26 MSSA
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Sekil 3: MRSA 17’nin API KiT pozitif agliitinasyonu (A) ve MSSA 16 nin
negatif agliitinasyonu (B). Pozitif kisma R1 reaktifi negatif kismi ise R2 reaktifi

damlatilmustir.

4.2 Biyofilm Olusturan Bakterilerin Secimi

Biyofilm olusturan bakterilerin se¢iminde PAU Biyoloji Boliimii
Bakteriyoloji Laboratuvari kiiltiir stoklarinda bulunan patojen indikator bakteriler
ve MRSA suslar1 kullanilmigtir. Tiim bakterilerin Kongo Red igeren agarli
besiyerine ¢izgi ekimleri yapilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda siyah koloni olusturan bakteriler biyofilm pozitif, renk degisimi
gozlemlenmeyen koloniler ise biyofilm negatif olarak degerlendirilmistir. Kongo
Red ile tarama sonuglarina gore 25 MRSA susundan 3 tanesi biyofilm pozitifken,
24 indikator patojen bakterinin 10 tanesi biyofilm pozitif oldugu tespit edilmistir.

Sonuglar Tablo 3’te ve koloni olusumlart Sekil 4’te gosterilmistir.
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Tablo 3: Bakterilerin Kongo Red metoduna gére tarama sonuglari

PATOJEN BAKTERILER SONUCLAR | MRSA SONUCLAR
IZOLATLARI

Escherichia coli ATCC 25922 - MRSA 1 -
Bacillus cereus RSKK 863 - MRSA 2 -
Bacillus cereus F2 - MSSA 3 -
Cowan liyofili - MSSA 4 -
Salmonella typhimurium ATCC 14028 + MRSA 5 -
Listeria monocytogenes Samsun izolati - MRSA 6 -
Morganella morgana - MRSA 7 -
Yersinia enterocolitica RSKK 1501 + MRSA 8 -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 - MRSA 9 -
Proteus vulgaris RSKK 96026 - MSSA 10 +
Listeria monocytogenes ATCC 7644 + MRSA 11 -
Staphylococcus aureus ATCC 33862 + MRSA 12 -
Bacillus pumilus NRRL BD 142 - MRSA 13 -
Escherichia coli ATCC 11230 - MRSA 14 -
Proteus vulgaris NRRL B-123 - MSSA 16 -
Bacillus cereus 12 - MRSA 17 -
Micrococcus flavus - MSSA 18 +
Enterococcus faecalis ATCC 19433 + MRSA 19 -
Bacillus cereus NRRL B 3711 - MSSA 20 +
Bacillus subtilis NRRL B 209 - MRSA 21 -
Staphylococcus aureus ATCC 29213 + MRSA 22 -
Escherichia coli 0157H7 - MRSA 23 -
Pseudomanas fluorescens ATCC 55241 + MRSA 24 -
Pseudomanas stutzeri P40 + MRSA 25 -
Micrococcus luteus NRLL-B 1013 + MSSA 26 -
Enterobacter cloacae ATCC 28355 +
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Sekil 4: Besiyeri ylizeyinde siyah koloni (B) biyofilm pozitif, renk degisimi
gozlenmeyen (A) biyofilm negatif

4.3 MRSA’larin Antibiyotik Direnclilik Profilleri

Metisiline  direngli ~ Staphylococcus aureus (MRSA) bakterilerin
Vancomycin (30mcg), Ofloxacin (5mcg), Tobramycin (10mcg), Chloramphenicol
(30mcg), Ciprofloxacin (5mcg), Piperacillin (100mcg), Azitromycin (15mcg),
Gentamicin (30mcg), Ampicillin (10mcg), Penicillin-G (liu), Erythromycin
(15mcg) ve Amikacin (30mcg) antibiyotiklerine direnglilik profilleri disk
difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Sonuglar Tablo 4’te verilmistir. Bakterilerin
calismada kullanilan tiim antibiyotiklere yiiksek boyutlarda direngli olduklari

bulunmustur.
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Tablo 4: MRSA izolatlarinin antibiyotik direnglilik profilleri (inhibisyon zon ¢api: mm)

Bakteri ad1 Chloramphenicol Gentamicin | Ampicillin Erythromycin Penicillin Azithromycin Ofloxacin Piperacillin Vancomycin Amikacin Tobramycin Crprofloxacin
MRSA1 11.2 2.7 255 5.65 : 755 : 3.05 7.3 26 16 .
MRSA 2 95 21 0.8 11.03 - 8.2 - 215 5.9 2,65 19 .
MSSA3 9.8 23 1075 335 : 23 : 1 5.3 32 15 .
MSSA 4 11.2 258 175 26 : 335 : 19 5.4 3.75 2 -
MRSAS 10.6 2,05 11 25 - 35 - 1.825 6.3 3.05 2 -
MRSA 6 0.85 11 0.75 3.05 : 365 : 11 6.7 2.05 19 .
MRSA7 9.9 3.25 0.65 40 ; 33 ; 145 65 275 2 :
MRSA 8 9.35 1.85 - 10.65 : 8.65 : 2 6.6 2.2 17 .
MRSA9 10.7 255 0.65 6.85 : 1045 ; 11 6.3 27 22 ;
MSSA 10 23 ] ] ] ] ] ] ] o1 ] ] -
MRSA 11 103 5 - - - - - - 8 9.78 2.7 :
MRSA 12 9.8 26 225 126 - - ) 3.355 47 29 15 :
MRSA 13 9.6 23 165 48 : 465 - 13 5.85 2.45 2 :
MRSA 14 145 145 8.6 - 5.75 - 126 8.1 9.4 134 5.6 14
MSSA 16 106 : 6.95 11.2 155 10 10.1 6.85 6.1 9.4 43 :
MRSA 17 10 2.95 165 12,68 - - - 2.1 5.65 3.4 165 :
MSSA 18 9.4 3.95 10.25 8.9 - 5.425 - 11.25 6 - 35 7
MRSA 19 103 263 0.75 12.25 : 9.1 105 1 56 3.45 14 :
MSSA 20 s ] ] ] ] ] ] ] 5 ] Lo -
MRSA 21 9.6 26 1375 14.85 - 12 - 11 5.9 3.5 145 :
MRSA 22 9.9 25 ) - - 135 . 3275 6.45 275 16 .
MRSA 23 11 25 18 13.55 - 11.88 ) 18 5.9 3.25 15 :
MRSA 24 8 2.2 19 14.65 : 13.95 - 18 46 2.68 19 :
MRSA 25 10.2 183 205 155 - 13.45 - 285 6.2 328 13 -
MSSA 26 75 19 2.2 10.55 - 8.1 - 2.2 45 33 15 :
- : Inhibisyon yok
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4.4  Biyofilm Olusumunun Kalitatif Tayini

Biyofilm olusumunun Kkalitatif tayini olarak tiip dilusyon yontemi
kullanilmistir. Deney 5 giinliik taramalar halinde yapilip kristal viyole ile boyama
sonrasinda, tiipiin i¢ ¢eperinde biyofilm olusturan bakterilerin sivanti olusturdugu
goriilmektedir (Sekil 5A). Tiip lizerinde hava ile temasindan dolay: halka olusumu
biyofilm varhigim1 gostermemektedir (Sekil 5B). Tiip diliisyon yontemi ile
degerlendirme az sivanti (+), sivanti olusturan (++), yogun sivanti olusturan (+++)

olarak degerlendirilmistir. Tarama sonuglart Tablo 5’te verilmistir.

Bu metot, biyofilm olusturan bakterilerin se¢imi igin yapilan kongo red
yontemi ile kiyaslandiginda, her iki yontemin birbirini dogrular nitelikte oldugu
tespit edilmistir. Tip dilusyon yonteminin zaman alict olmasi nedeniyle

giiniimiizde kongo red ile biyofilm taramas1 daha hizli gerceklestirilmektedir.

(A) (B)

Sekil 5: Tiip diliisyon yontemine gore biyofilm olusumunun belirlenmesi.
Biyofilm pozitif MSSA 18 (A) ve biyofilm negatif MRSA 13 (B).
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Tablo 5:

Tiip diliisyon yontemi ile biyofilm olusumu

ngtgri 24.saat 48.saat 72.saat 96.saat 120.saat
ismi
MRSA 1 + + ++ ++ +
MRSA 2 + + ++ + +
MSSA 3 + ++ ++ ++ ++
MSSA 4 ++ ++ - + +
MRSA 5 ++ +++ ++ ++ ++
MRSA 6 +++ ++ + - +
MRSA 7 - + + + -
MRSA 8 +++ ++ +++ + +
MRSA 9 +++ ++ +++ + -
MSSA 10 +++ +++ +++ + -
MRSA 11 ++ + ++ + +++
MRSA 12 +++ ++ + ++ +++
MRSA 13 + + + +++ +++
MRSA 14 + ++ + + ++
MSSA 16 +++ +++ +++ +++ +++
MRSA 17 + ++ - ++ +++
MSSA 18 + ++ ++ ++ +
MRSA 19 + + - + ++
MSSA 20 + ++ + ++ ++
MRSA 21 + + - ++ ++
MRSA 22 + ++ + - ++
MRSA 23 + + + + ++
MRSA 24 ++ - - ¥ +
MRSA 25 +++ + ++ ++ ++
MSSA 26 +++ - + - ++

34




45 Biyofilm Olusumunun Kantitatif Tayini ve Biyofilm

Olusumuna Optimal Sartlarin Belirlenmesi

45.1 Biyofilm Olusumuna pH’mn Etkisi

Biyofilm olusumu {izerine etki eden fiziksel, kimyasal ve c¢evresel
faktorlerin belirlenmesi, biyofilmin olumsuz etkilerinin bertaraf edilmesi
acisindan 6nemlidir. Bu amagla optimizasyon c¢aligsmalarinda MSSA 10 ve MSSA
20 kodlu izolatlar se¢ilmis ve ¢alismanin ilk basamaginda farkli pH’larin etkisini
arastirmak amaciyla bu calismada pH’s1 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0’a ayarlanan
TSB, 1/100 ve 1/200 dilue edilmis TSB kullanilmistir ve 37 °C’de inkiibe
edilmisgtir. Mikroplakalar giinliikk araliklarla okunarak degerlendirilmistir.
Biyofilm olusumu iizerine baslangi¢ pH’nin etkisi Tablo 6 ve Tablo 7°de

verilmigtir.

Tablo 6: MSSA 10 susunun biyofilm olusumuna pH’nin etkisi

Besiyeri Inkiibasyon pH
siiresi 6 7 8 9 10
(saat)
12 - 247,05 -
24 - 43,97 -
48 - 281,23 -
TSB
72 - 100,56 -
96 30,79 - 159,66 - 20,28
120 28,75 - 287,67 - 18,73
144 26,34 - 285,99 - 16,25
12 46,26 15,9 -
24 69,65 34,27 42,12 54,07
48 24,37 24,38 45,42 28,96
1/100
72 55,72 1,06 153,11 2,57
96 166,66 51,76 47,25 51,5
120 69,65 23,67 256,41 23,17
144 24,87 23,67 165,2 4,72
12 48,77 73,25 0,56
24 73,77 37,03 102 0,56 12,26
48 30,73 65,02 78,66 41,35 56,6
1/200
72 40,98 28,39 228,66 10,9 82,07
96 85,45 62,55 96,66 10,9 58,25
120 7.78 11,52 320 12,21 22,64
144 7,78 68,31 258,66 12,21 22,64
- : Biyofilm olusumu yok
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Tablo 7: MSSA 20 susunun biyofilm olusumuna pH’nin etkisi

Besi yeri | Inkiibasyon pH
stiresi (saat) 6 7 8 9 10
12 - - 185,43 - -
24 - - 228,57 - -
48 - - 253,78 - -
=B 72 - - 147,61 - -
96 - - 70,3 - -
120 - - 77,59 - -
144 - 37,29 131,93 - -
12 44,52 53 25,27 37,33 -
24 65,67 26,5 19,89 37,33 -
48 48,75 33,88 21,61 37,33 -
1/100 72 107,96 40,63 81,31 80,25 -
96 104,97 21,02 27,47 49,14 -
120 104,97 21,02 173,26 22,96 -
144 59,2 21,02 203,29 22,96 -
12 64,54 79,21 28 - -
24 50,2 42,59 62,66 - -
48 37,9 76,74 37,33 59,96 -
1/200 72 29,71 91,56 148 46,24 -
96 28.48 15,63 53,33 51,87 -
120 28,48 12,55 187,33 159,39 -
144 56,35 66,46 248,66 24,43 -

Sonuglara gére MSSA 10’da biyofilm iiretimi maksimum pH 8’de tespit
edilirken, pH 9 ve 10’da biyofilm olusumunun hemen hemen inhibe oldugu
goriilmiistiir (Tablo 6). En iyi iiretim pH 8’de gerceklesmistir. MSSA 20’nin
sonuglaria gore pH 8’de en iyi biyofilm iiretimi bulunmustur. Ayn1 zamanda pH
10°da biyofilm olusumu gozlenmemistir (Tablo 7). Maksiumum biyofilm tiretimi

pH 8’de tespit edilmistir.

Bundan sonraki ¢alismalarda besiyerinin baslangi¢ pH’s1 8’e ayarlanmustir.
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4.5.2 Biyofilm Olusumuna Sicaklik ve Tuzun Etkisi

Calismamizda segilen bakteriler insanlarda hastalik olusumundan sorumlu
patojen bakterilerdir. Bu tlir bakterilerin optimal gelisim sicakliklar1 insan viicut
sicaklig1 olan 37 °C’dir. Ayrica insan patojeni bakteriler insanlarda yiiksek ates
gibi  Kklinik durumlara sebep olmaktadirlar. Bu nedenle ¢alisgmamizin bu
asamasinda 37 °C ve 42 °C’ler dikkate alinmistir. Farkli tuz konsantrasyonun
etkisini belirlemek igin ise 0,2-8,0 mg/L araligi ¢alisilmistir. Sicaklik ve tuzun

etkisi ile ilgili sonuglar Tablo 8 ve Tablo 9 da goriilmektedir.

Tablolarda da goriildiigii gibi MSSA 10 susu i¢in en 1yi sicaklik 42 °C’dir.
Tuz konsantrasyonlarda en iyi biyofilm etkisi 1 mg/L (% 372.45) 144. saat 1/100
diliie TSB’ de gézlenmistir. Genel olarak MSSA 10 susunda sicaklik, tuz ve besin

stresi biyofilm olusumunu arttirdig1 gézlemlenmistir.

MSSA 20 susunun biyofilmi tuzsuz 1/100 dilue edilmis TSB ortaminda 42

°C’de 144.saatte (%83.64) maksimum olusum gostermistir.

4.5.3 Biyofilm olusumuna karbon kaynaklarinin etkisi

Biyofilm olusumu {izerine karbon kaynaklarimin etkisini gézlemlemek
amaciyla bakteriler 37 °C ve 42 °C’de ve farkli tuz igeren besiyerlerinde
gelistirilmistir. Tek karbon kaynagi olarak besiyerlerine fruktoz, glikoz, mannitol
veya sukroz ilave edilmistir. Sonuglar MSSA 10 susu i¢in Tablo 10, Tablo 11,
Tablo 12,Tablo 13’te verilmistir. MSSA 20 i¢in ise Tablo 14, Tablo 15, Tablo 16,
Tablo 17°de verilmistir.
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Tablo 8: MSSA 10’nun biyofilm olusumuna farkl sicaklik ve tuzun etkisi

37°C 42°C
Besiyeri :EE:S?EZZZS Tuz konsantrasyonu (mg/L) Tuz konsantrasyonu (mg/L)

TUZSUZ | 02 0.4 06 08 10 2,0 40 80 | Tuzsuz | 0.2 04 06 08 10 | 20 | 40 | 80

12 13961 | 3359 | 74 - - - - 67,82 | 1473 6,65 9,82 - 2456 | 2,69 - 459 | 253 | 645

24 34,45 683 | 562 | 3914 | 2868 | 348 31,22 | 2123 | 4199 | 1076 | 6228 - 665 | 876 - 6,26 | 16,64 | 4532

48 3445 | 1885 | 485 | 2836 | 3566 | 5,38 31,22 | 7765 | 4476 106 32,8 - 665 | 897 - | 2346 | 4421 | 3586

TSB 72 59,9 4817 | 485 | 2091 | 5688 | 142 22,5 2789 | 5938 | 10584 | 2012 | 1711 | 3687 | 1014 | 11,25 | 39,93 | 200,95 | 22,18
96 2107 | 18145 | 56 | 6513 | 859 | 8415 | 8811 | 3074 | 973 9429 | 3407 | 1505 | 567- | 11,25 | 3546 | 56,73 | 124,89 | 11,9

120 16434 | 15118 | 645 | 5546 | 15578 | 4437 | 11315 | 7527 | 14421 | 11347 | 553 | 4469 | 4088 | 69,88 | 4992 | 6196 | 5229 | 7321

144 271,94 | 11093 | 80,03 | 5847 | 9461 | 5467 | 18605 | 4167 | 32155 | 102,21 | 11521 | 6624 | 111,09 | 4516 | 102,37 | 2567 | 832 | 100

12 4786 | 61,22 | 19,25 | 29,94 | 60,96 50 16631 | 5427 | 6229 | 3877 | 14625 | 939 | 261,76 | 9411 | 47,59 | 4331 | 73,79 | 61,76

24 159,35 | 19946 |23368| 129,14 | 8582 | 11149 | 12067 | 11577 | 10882 | 7379 | 12165 | 18048 | 157,75 | 60,96 | 6524 | 6363 | 77,27 Mf &

48 30,74 | 7807 | 12,03 | 5534 | 2673 | 4224 | 10454 | 5802 | 1256 | 6176 | 79,67 | 109,94 | 8454 | 10347 | 87,16 | 57,75 | 1631 | 7352

1/100 72 96,25 | 15080 | 377 | 100 | 1871 | 877 | 14679 | 9572 | 92,24 | 5026 | 11122 | 1032 | 931 | 4893 | 1024 | 7379 | 101,87 | 409
96 7941 | 32272 | 639 | 1155 | 3636 | 12566 | 23395 | 13600 | 19572 | 5802 | 137,43 | 11053 | 132,62 | 855 | 52,67 | 2,13 | 10855 | 6,14

120 25962 | 201,87 | 52,67 | 105,88 | 20347 | 17834 | 17352 | 18502 | 26818 | 31,81 | 12673 | 12352 | 107,75 | 6844 | 10454 | 47,05 | 121,12 | 44,91

144 10026 | 231,81 | 1155 | 108,82 | 91,97 | 10213 | 29385 | 1147 | 2147 | 32058 | 23048 | 16336 | 121,65 | 171,39 | 37245 | 71,65 | 266,04 | 86,36

12 13642 | 69,14 | 57,3 | 15545 | 3549 | 2436 | 4524 | 1206 | 5939 754 | 11392 | 22,04 | 227,37 | 287,47 | 49,88 10; 81 4686 | 5011

24 18097 | 14965 | 9373 | 14431 | 4802 | 11902 | 6542 | 7656 | 935 | 6566 | 18051 | 6751 | 8250 | 67.05 | 522 |8863 | 3200 | 0P

48 15475 | 1638 | 13,68 | 104,17 | 14153 | 59,39 | 161,02 | 30255 | 117,63 | 54,75 | 9048 | 3094 | 39,67 | 4872 | 4315 |6102| 573 |5313

1/200 72 109,04 | 14153 | 3526 | 72,15 | 1392 | 7146 70,3 7888 | 60,78 | 51,97 | 12023 | 3457 | 3526 | 4385 | 56,84 | 47,00 | 80,74 | 4825
96 80,04 | 26357 | 67,28 | 7911 | 8375 | 22064 | 12877 | 16635 | 10371 | 9002 | 9976 | 3526 | 106,72 | 3294 | 67,05 | 1508 | 8213 | 17,86
120 20928 | 14872 | 13967 | 27,61 | 18538 | 10046 | 9559 | 67,74 | 13573 | 8445 | 1167 | 27,61 | 61,48 | 6426 | 7911 | 4918 | 10371 | 62,64

144 161,02 | 157,77 | 9651 | 116 | 7587 | 4315 | 12459 | 10858 | 79,35 | 130,16 | 151,74 | 10371 | 80,27 | 3248 | 1348 | 99,07 | 19883 | 48,25
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Tablo 9: MSSA 20’nin biyofilm olusumuna farkli sicaklik ve tuzun etkisi

37°C

Inkiibasyo 42°C
Besiyeri n(:i;:)si Tuz konsantrasyonlari (mg/L) Tuz konsantrasyonu (mg/L)
TUzZsuz 02 04 06 08 1.0 2,0 TUZSUZ 02 04 06 038 1,0 20

12 - 10,77 - - - - - 16,95 13,31 2535 - 15,37 9,66 26,3
24 22,34 13,45 - - - - 6,97 60,06 50,55 26,94 38,82 29,79 56,25 35,02
48 33,16 39,61 - 16,48 2,06 17,9 4,43 47,06 33,59 33,91 2947 66,87 23,93 51,34

TSB 72 57,21 33,71 58,95 21,39 24,88 11,09 19 38,98 33,75 33,01 34,38 55,54 2047 30,58
96 47,54 39,46 32,64 23,61 19,96 12,83 21,23 20,28 33,32 33,32 32,48 4543 2047 1553
120 20,12 39,5 32,64 24,51 19,49 7,29 10,77 20,28 335 335 30,28 4023 2047 1553
144 15,86 39,5 30 24,51 19,49 7,29 1077 19,96 34,64 34,64 30,28 42,34 29,47 15,53
12 - 14,43 - - - - - ) ] . . ) _ .
24 - 6,95 - - - - - 19,6 9,35 - - - - -
48 - 8,55 - - - - - 19,6 25,13 - - - - -

1/100 72 - 16,04 - - - - - 20,89 155 . . ) . .
96 - 11,22 - - - - - 40,69 9,89 - - - - -
120 - 15,77 - - - - - 63,82 6.41 . . ) . .
144 - 20,05 08 - - - - 83,64 7,75 11,22 - 11,49 - 347
12 - 17,16 - - - - - ) ] . . ) . .
24 4,17 17,45 - - - - - 16 16,47 . . ] . .
48 7,85 21,57 - - - - - 154 15,98 . . ) . .

1/200 72 7,85 12,62 - - - - - 154 23.04 . . ] . .
96 8,35 10,44 - - - - - 14,87 25,05 . . ] . .
120 89 23,62 - - - - - 10,72 15,33 . . ) . .
144 9,65 27,14 - - - - - 858 17,19 . . ] . .
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Tablo 10: MSSA 10 biyofilm olusumuna fritktozun etkisi

37°C 42°C
Besiyeri iﬁﬂﬁﬁg Tuz konsantrasyonu (mg/L) Tuz konsantrasyonu (mg/L)

Tuzsuz | 02 | 04 | 06 | 08 | 1 2 4 8 |Tuzsuz | 02 | 04 | 06 08 1 2 4 8

12 3207 | 215 | 1811 | 40 | 157.73 | 15037 | 14981 | 60.75 | 11698 | 943 | 11,13 | 2396 | 4301 | 10905 | 10981 | 7264 | 4905 | 13188

24 766 | 832 | 2622 | 1226 | 15547 | 915 | 9264 | 9245 | 1932 | 981 | 7245 | 3207 | 9528 | 5528 | 6471 515 | 4075 | 50.8

48 815 | 3L13 | 3716 | 77,35 | 19169 |19094 | 13283 16113 | 13113 | g3 | 1018 | 1245 | 1358 | 13158 | 18018 | 10081 | 12622 | 12113

TSB 72 8602 | 3377 | 6943 | 3188 | 12716 | 7905 | 9336 |11603| 9924 | go1g | 1358 | 2515 | 13641 | 1149 | 11094 | 10641 | 9867 | 11339

9% 10062 | 3566 | 8792 | 39,43 | 18584 | 21566 | 12981 |12641( 13641 | 7867 | 584 | 2641 | 1075 | 11264 | 10584 | 15584 | 12024 | 146,03

120 19811 [181,13| 15301 | 14075 | 309,24 50924 | 9396 (15566 | 15528 | g471 | o754 | 1215 | 10283 | 36773 | 18905 | 37547 | 21377 | 32924

144 12433 | 6207 | 340 |130.94 | 36509 | 12339 | 177.16 |149.24| 290 | 10849 | 5245 | 77,54 | 10943 | 164,15 | 12679 | 11264 | 127,54 | 105,28

12 5444 | 2478 | 381 | 889 | 11398 |14067| 7754 |11665| 12266 | 545 | 2182 | - | 11949 | 5572 | 28283 | 2605 | 8093 | 18

24 8961 | 4618 | 6546 | 3072 | 17542 |14491| 11038 |11101| 12478 | goo1 | 7457 |67.16 | 6377 | 16334 | 20073 | 4808 | 2305 | 5741

48 7635 | 4618 | 5868 | 1843 | 26927 |12055| 7605 |12076| 8241 | 4406 | 1885 | 336 | 5317 | 11355 | 15699 | 9630 | 8961 | o011

1/100 72 7563 | 411 | 54,66 | 3008 | 4661 | 8114 | 10084 | 7584 | 7919 | 4711 | 2754 | 2542 | 107 | 6737 | 7044 | 6144 | 8855 | 82,83

9% 18834 (17796 | 3855 | 5317 | 9L1 |15974 | 10317 | 1625 | 16207 | 5847 | 1419 | 3847 | 2415 | 11228 | 10074 | 10423 | 11016 | 8432

120 10025 [23432| 17182 |12266| 7351 |13622| 77,75 (14046 | 1394 | 419 | geg6 | 5741 | 7300 | 8093 | 9533 | 8877 | 733 | 6673

144 14216 | 6059 | 9978 |15826 | 6398 | 82,62 | 33241 (156,77 | 5995 | 16885 | 7754 | 3855 | 5699 | 4894 | 12224 | 2521 | 4025 | 19,01

12 9559 | 4082 | 922 | 104 | 10146 | 7882 | 1631 |12199| 5492 | 57987 | 10356 | 8364 | 1572 | 13542 | 1023 | 4654 | 16142 | 87,63

24 11551 |10545| 2348 | 6373 | 2893 | 1044 | 22473 15303 | 13207 | 94758 | 7568 | 5303 | 6876 | 9412 | 24716 | 5052 | 10727 | 6519

48 8055 | 4758 | 18385 | 6062 | 18197 |447,37| 13081 [16582| 9433 | 49003 | cogs | 2035 | 1710 | 11257 | 19874 | 8595 | 1710 | 124.94

1/200 72 9014 | 6129 | 10949 | 4100 | 15681 |117.19| 6855 | 9287 | 7085 | 9962 | 039 | 8071 | 2389 | 8092 | 90.14 893 | 5303 | 1067

9% 30251 | 158,07 | 10257 | 67,92 | 11593 | 284,48 | 120,33 | 160,37 | 103.14 | 3p01 | 13417 | 566 | 2851 | 7882 | 8825 | 8616 | 8637 | 8176

120 11425 | 14025 | 150,95 | 6561 | 33L02 | 25849 | 96,64 (114,67 | 26079 | 96030 | 15157 | 3800 | 7274 | 9016 | 13836 | 7002 | 7442 | 7127

144 15681 (13899 | 7274 | 7735 | 12704 |16477| 8637 | 7358 | 6855 | 23193 | 7421 | 5366 | 6457 | 10035 | 1545 | 4171 | 10167 | 155.97
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Tablo 11: MSSA 10 biyofilm olusumuna glukozun etkisi

37°C

) Inkiibas 42 °C
Be:ilye sg?ensi Tuz konsantrasyonu (mg/L) Tuz konsantrasyonu (mg/L)
(saat) TUZSUZ 0,2 04 0,6 08 1 2 4 8 TUZSUZ 0.2 04 06 08 1 ) 4 8
12 35,47 129,62 | 166,98 783 | 210,56 1132 196,79 | 74,71 | 169,81 23.39 10056 | 9075 | 10679 | 109,62 5547 | 5584 | 11471 | 8471
24 49,62 96,03 100,37 | 168,11 | 133, 105,84 9339 | 222,64 | 171,32 73.96 7981 | 6056 | 10377 46,41 7207 | 4415 | 4566 | 6188
48 13,39 119,81 | 132,07 | 12056 | 99,43 130,37 70 160,75 | 76,6 383 9566 | 12301 | 11207 | 11339 1115 | 988e | 12377 | 1449
TSB 72 55,09 112,2 116,22 1449 | 90,75 115,66 100 128,11 | 73,39 82,64 10849 | 10584 | 140,56 67,02 5698 | 6773 | 3735 |128.11
96 71,69 11547 | 129,62 | 140,18 95 47 148,86 | 106,41 | 102,83 87.35 12377 | 12849 | 129,24 73,77 8207 | 4471 | 6886 | 8528
120 270,56 129,43 | 350,18 3649 | 2166 212,07 | 20339 | 34547 | 322,07 251,88 28471 | 33377 | 31452 | 32056 | 27113 | 262,64 | 300.81 | 466,22
144 195,66 124,15 | 474,71 226,6 | 346,41 194,9 309,43 | 172,64 | 203,77 96,79 15377 | 11679 | 16622 | 13698 | 147.35 | 102,07 | 188,67 |173.39
12 21,27 34,32 204,66 17,16 | 51,27 37,92 129,02 | 20,76 | 24,36 64,83 6525 | 3771 | 14346 2457 55,72 125 | 18432 | 2669
24 47,03 107,62 | 117,37 | 11525 | 13559 70,97 53,6 | 152,75 | 154,66 22.88 10593 | 6398 | 312,92 48,72 9364 | 3114 | 11059 | 15529
48 15,46 138,98 87,07 163,98 | 107,83 | 138,77 | 14957 | 106,99 | 1161 16,94 13855 | 10741 | 8538 88,55 9427 | 8177 | 10160 | 96,18
1/100 72 15,46 83,68 59,74 16355 | 35,16 89,83 84,53 | 281,77 | 36,86 29.32 10508 | 86,65 | 12584 86,22 11927 | 786 9279 | 252,75
96 18 222,66 97,45 150 85,38 142,16 89,83 | 112,92 | 86,22 2032 7372 | 19216 | 15656 51,48 6461 | 4851 69.7 | 90,04
120 58,68 56,77 258,05 | 124,36 | 422,24 | 112,71 | 171,18 | 88,13 | 37521 54,02 8474 | 9766 | 14872 | 33771 | 12161 | 9555 | 14427 |170.12
144 69,91 84,32 89,83 134,74 | 99,15 109,74 | 132,62 | 84,53 | 378,17 381 14745 | 37.92 | 8177 53,81 6737 | 5805 | 17838 | 6186
12 16,56 10,48 106,28 40,67 | 4884 28,51 21467 | 587 79,24 38.15 20314 | 43,39 522 2803 7603 | 3201 | 17253 | 2057
24 65,61 59,53 89,72 118,86 | 43,39 57,23 3354 | 130,39 | 138,15 66,66 15597 | 5953 | 27253 64,36 52,2 3396 | 5157 | 3207
48 76,72 132,28 | 120,33 89,93 | 87,42 134,8 89,3 | 16394 | 102,93 58.49 11362 | 8071 | 10712 71,69 13522 | 914 | 14528 | 86,79
1/200 72 371 64,98 73,16 122,43 | 39,41 84,69 52,62 436 74 53.45 5053 | 9559 | 80,08 112,99 8448 | 7798 | 4947 |10167
96 16,98 201,88 | 110,69 | 116,14 100 158,9 67,71 | 114,04 | 51,98 18,44 696 | 14004 | 94,96 93,08 7044 | 4171 | 7526 | 10041
120 125,15 51,36 114,67 2828 | 8951 92,24 68,34 | 64,98 | 346,96 66,66 4884 | 11446 | 11991 | 20566 | 15534 | 1327 | 9685 | 58.28
144 55,76 114,88 | 12578 | 109,64 | 101,88 | 13522 | 114,46 | 74,63 | 7861 31,02 1781 | 77.35 89,3 68,76 7568 | 7232 | 13396 |194.12
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Tablo 12: MSSA 10 biyofilm olusumuna mannitoliin etkisi

37°C

inkiib 42°C
Besiyeri gz)r/gsrl Tuz konsantrasyonu (mg/L) Tuz konsantrasyonu (mg/L)
(saat) | TUZSUZ 0.2 04 06 08 1 2 4 8 TUZSUZ 02 04 06 08 1 9 4 8

12 49,1 2241 | 37946 | 297,99 | 11495 | 20848 | 11517 | 18482 | 11227 | 15031 | 13095 | 11718 | 12589 | 237.05 | 13616 | 16517 | 18593 | 73.88
24 75,66 2058 | 162,94 | 2029 | 302,67 | 41674 | 2029 | 24084 | 279,68 64,06 14754 | 10174 | 16562 | 14084 | 18058 | 29955 | 1933 | 22053
48 42,41 1395 | 15892 | 12187 | 260,04 | 76629 | 18459 | 217,63 | 15808 | 15433 | 23006 | 17254 | 1279 | 39866 | 47098 | 273.66 | 381,69 | 271,65

TSB | 72 36,83 17901 | 20513 | 26183 | 17745 | 18258 | 13035 | 187,05 | 12388 | 11133 | 13303 | 11875 | 1087 | 2154 | 181,02 | 15133 | 1241 | 160,93
9 183,7 25401 | 267,85 | 329,24 | 128,34 | 1683 | 1625 | 74,77 | 152,45 96,87 14866 | 25111 | 1433 | 28073 | 27455 | 21584 | 202 | 196,65
120 254,68 41562 | 35401 | 375 | 36696 | 20535 | 204,24 | 14218 | 276,78 | 14687 | 17187 | 586.38 | 30803 | 36897 | 217.85 | 35066 | 210,04 | 276,11
144 170,75 29419 | 283,92 | 14419 | 4395 | 33415 | 39464 | 31227 | 41361 | 15089 | 34754 | 377.9 | 27946 | 58303 | 25044 | 2645 | 20468 | 307.81
12 123,59 40,65 | 25747 | 54,67 | 8785 | 13084 | 86,91 | 10257 | 8434 68,92 5303 | 3095 | 9883 | 18925 | 8154 | 4322 | 8457 | 50
24 92,75 9439 | 1028 | 9415 | 467,28 | 234,11 | 153,97 | 16121 | 16518 54.9 7476 | 757 | 6845 | 19135 | 15654 | 23224 | 11588 | 188,08
48 1448 11728 | 12943 | 8317 | 23738 | 62523 | 1521 | 16565 | 19252 | 91775 | 146,72 | 172,89 | 1028 | 19929 | 10485 | 201,63 | 174,06 | 164,25

1100 | 72 58,64 11985 | 112,61 | 23364 | 109,81 | 22757 | 8411 | 132,71 | 67,75 50,46 13528 | 771 | 9626 | 17359 | 16004 | 17032 | 1209 | 13574
9 94,62 251,16 | 89,25 | 257,71 | 71,96 | 24415 | 13364 | 75 | 131,07 50,46 2899 | 2453 | 1511 | 3048 | 5201 | 4101 | 2639 | 21.93
120 1028 14953 | 33808 | 40303 | 757 | 1018 | 9135 | 6121 | 8528 98,83 7663 | 409,11 | 12359 | 15023 | 168,69 | 209,81 | 130,37 | 136,21
144 59,57 12289 | 34509 | 3364 | 259,11 | 26588 | 25373 | 267,52 | 278,27 49,53 1028 | 7733 | 8247 | 18387 | 9112 | 658 | 8247 | 97.66
12 - - 218,58 - 3,59 89,21 - 2478 | 34,94 ) ] ] 14,37 ) 1325 . 9,66 ;
24 44,23 . 11985 | 1301 | 7273 | 11945 | 1635 | 8835 | 1486 ) 26,64 ) 3437 | 4944 | 1104 | 5006 | 12304 | 1249
48 44,23 3345 | 7196 |1301 6691 | 2653 | 4522 | 10508 | 24,9 26,64 4684 | 1425 | 5068 477 9504 | 2403 | 2899 | 1573

1200 | 72 24,28 223 | 378 | 3234 | 3804 | 6071 | 4622 | 14622 | 32,09 26,64 012 | 1425 | 8153 311 1301 | 57 235 28
9 24,28 7323 | 2205 | 5328 | 3308 | 3345 | 3952 | 12441 | 4941 26,64 2899 | 2453 | 1511 | 3048 | 5201 | 4101 | 2639 | 21.93
120 15,98 2019 | 2565 | 49,07 | 11678 | 20,32 408 | 9847 | 8855 14,60 7732 | 1276 | 10148 | 1586 | 1474 | 1201 | 2639 | 173
144 15,98 57 | 2565 | 49,07 | 13543 | 11895 | 10285 | 52,16 | 106,44 14,69 1548 | 26 26 2688 | 10012 | 693 | 446 | 1474
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Tablo 13: MSSA 10 biyofilm olusumuna sukrozun etkisi

37°C

inkiib 42°C
Besiyeri zl?rlgsrl Tuz konsantrasyonu (mg/L) Tuz konsantrasyonu (mg/L)
(saat) | TUZSUZ 0.2 04 06 08 1 2 4 8 TUZSUZ 02 04 06 08 1 2 4 8

12 8,97 87,43 | 11687 | 11938 | 6157 | 5763 | 5421 | 61,04 | 675 466 8527 | 6858 | 438 6220 | 6588 | 4811 | 7271 | 8527
24 26,75 12944 | 189,58 | 214,18 | 107,36 | 11364 | 76,66 | 11149 | 122,62 1831 35763 | 11921 | 87.97 | 8617 | 19066 | 7396 | 1684 | 6301
48 15,08 200,71 | 169,12 | 16535 | 11346 | 187,25 | 90,66 | 15924 | 122,08 65,52 24614 | 19138 | 32818 | 12818 | 23159 | 17486 | 17091 | 16642

TSB 72 58,16 150 | 120,01 | 154,03 | 10448 | 21561 | 19461 | 69,78 | 80,78 10736 | 10448 | 7917 | 9533 | 8402 | 15278 | 7307 | 13016 | 94.43
9 113,28 8491 | 9933 | 5691 | 10502 | 170,78 | 9425 | 7486 | 18653 | g18 18599 | 160,68 | 183,66 | 151,7 | 186,35 | 73,24 | 12585 | 10143
120 14183 | 17558 | 1824 | 14649 | 190,12 | 17684 | 158,16 | 12854 | 245,96 1684 101,74 | 187.97 | 26481 | 12603 | 19048 | 12423 | 12728 | 26517
144 206,1 28473 | 308,07 | 34919 | 207,36 | 28222 | 12657 | 26768 | 25421 | 1606 | 21095 | 1763 | 24578 | 12818 | 22854 | 16104 | 16301 | 322,62
12 5082 21023 | 151,15 | 1462 | 100 | 10429 | 15874 | 1264 | 13564 | 4356 | 23564 | 146,86 | 16534 | 11815 | 188,11 | 10264 | 1561 | 1924
24 12211 | 22046 | 20825 | 2957 | 14323 | 19471 | 12244 | 198 | 13927 | 17007 | 18184 | 433 | 18778 | 18052 | 22508 | 14554 | 15247 | 190
48 53,46 19405 | 40363 | 193,72 | 25247 | 30528 | 227,06 | 3066 | 227,72 | 417716 | 198,01 | 15346 | 28349 | 16501 | 19141 | 16798 | 24026 | 204,62

1100 | 72 96,36 26864 | 18514 | 24356 | 10561 | 52013 | 14653 | 24884 | 11881 | 10504 | 10207 | 1726 | 17326 | 22838 | 211.22 | 23696 | 26831 | 232,01
9 11419 | 12376 | 19405 | 25643 | 244,22 | 15247 | 21683 | 9834 | 165,01 48,18 25841 | 19438 | 21047 | 20871 | 34389 | 15577 | 28184 | 19306
120 34356 | 10594 | 191,74 | 19471 | 17491 | 16468 | 15181 | 15478 | 15114 | 169095 | 19141 | 2306 | 22343 | 19603 | 23432 | 24380 | 167.32 | 30528
144 26567 | 42244 | 49042 | 41848 | 386,79 | 38382 | 47722 | 31881 | 42508 | 22079 | 13366 | 13153 | 17062 | 12409 | 191,08 | 169.96 | 19042 | 7943
12 39,95 8224 | 5467 | 9065 | 6869 | 24205 | 3855 | 71,96 | 61,91 64,95 14345 | 121,02 | 117,52 | 7943 | 99,06 | 3271 | 5887 | 100,23
24 50 18574 | 10257 | 132 | 5817 | 9883 | 6845 | 4789 | 8948 98,59 16565 | 123,83 | 469,85 | 11985 | 11051 | 142,75 | 764 | 7032
48 84,81 21565 | 173,83 | 11658 | 177,33 | 13481 | 161,68 | 153,73 | 94,39 80,37 11962 | 9485 | 10086 | 7757 | 9929 | 8528 | 15163 | 1144

1200 | 72 67,28 132 | 14182 | 15233 | 1285 | 50934 | 9158 | 188,31 | 1063 55,14 9780 | 12000 | 8411 | 15023 | 9719 | 2042 | 35327 | 146.49
9 60,51 7313 | 27000 | 71,02 | 1292 | 8785 | 137,14 | 124,06 | 11752 36,21 10467 | 11612 | 11860 | 1257 | 17350 | 1035 | 1542 | 150
120 161,44 5023 | 91,35 | 109,81 | 6471 | 7383 | 5443 | 7476 | 67,05 145,79 8621 | 7266 | 10443 | 9135 | 9789 | 6495 | 10116 | 7242
144 107,94 | 24392 | 307,71 | 26191 | 260,51 | 26425 | 24042 | 17663 | 3278 78,03 13247 | 6051 | 11401 | 7032 | 7406 | 13948 | 7943 | 9672
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Tablo 14: MSSA 20 biyofilm olusumuna friiktozun etkisi

inkiiba 37°C 42°C
Besiyeri ssuyrzzi Tuz konsantrasyonu (mg/L) Tuz konsantrasyonu (mg/L)
(saat) | TUZSUZ 0,2 04 0,6 08 1 2 4 8 TUZSUZ 02 04 0,6 08 1 2 4 8
12 - - 41,69 - 23,96 40 4,52 104,15 433 52,26 3358 | 8396 22,83 549 | 2207 | 483 | 17,16 |4113
24 32 - 4094 | 1185 | 37,92 7,92 13,58 - 15,09 90 4169 | 7698 | 2339 | 4396 | 2905 | 2169 | 1716 |2471
48 45,28 1547 | 4094 | 13,77 | 4886 7,92 50,94 - 26,98 49,81 2075 | 7415 60,18 2283 | 1377 | 207 | 2037 |2471
TSB 72 8,49 7037 | 4169 | 1471 | 515 12,83 18,3 3,77 14,9 60,56 4622 | 4962 5,84 4641 | 886 | 1811 | 2037 | 339
9% 39,43 232 4922 | 1433 | 4641 24,9 132 2528 641 46,98 1735 | 6396 17,16 39,81 | 2566 | 2584 | 2415 | 12,07
120 39,43 232 4922 | 1433 | 71,16 24,9 3,96 2528 83 15,84 339 | 32726 15,84 4452 | 2283 | 3792 | 2075 |16,98
144 30,18 1452 9,43 1433 | 62,07 2924 | 41,13 97,16 66,03 31,88 330 | 5018 22,26 7207 | 3603 | 4094 | 1924 | 2358
24 - . . . - - - - - ] . ) . ) i ; - -
48 - - - - - - - - - ; . ) - ; . ; i i
1/100 72 - - - . . . . - - ) . ) . ; . ; . .
120 - - - . . . - - - ) . ) . ; . ; . _
144 - - - - - 6,35 - - - ) . 17,37 . ) . ; . .
24 - - - - - - - - - - - - - - 13,04 - - -
48 - - - - - - - - - ; - - - - 13,04 - - -
1/200 72 - - - - - - - - - - - - - - 14,04 - - -
96 - - - - - - - - - - - - - - 14,04 - - -
120 - - - - - - - - - 99,58 - - - - 11,25 - - -
144 - - - - - - - - - 99,58 - - - - 11,25 - - -
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Tablo 15: MSSA 20 biyofilm olusumuna glukozun etkisi

Besiyeri

Inkiibas
yon
stiresi
(saat)

37°C

42°C

Tuz konsantrasyonu (mg/L)

Tuz konsantrasyonu (mg/L)

TUZSuz

0,2

0,4

0,6

08

1

TUZSUz

0,2

04

0,6

0,8

1

TSB

12

48

36,72

52,87

27,87

60,84

26,1

30,75

76,1

25,22

73

65,92

77,87

58,62

71,68

29,2

44,69

24

27,21

44,24

34,29

33,62

10,17

25,88

9,95

14,82

150,66

60,61

55,53

38,49

35,39

44,24

43,36

42,25

76,1

48

62,16

80,93

34,29

32,3

24,33

36,06

12,38

75,22

64,61

22,34

36,5

20,57

48,45

39,15

26,76

5,08

44,02

72

120,79

11,72

52,43

25,66

38,27

24,33

34,95

12,38

24,33

94,02

64,6

48,45

21,9

40,7

13,93

49,33

7,07

26,32

96

61,28

32,96

44,02

27,21

41,81

56,19

28,31

13,71

13,71

67,47

64,6

65,92

71,23

44,02

76,76

37,38

36,5

20,35

120

41,37

9,7

30,3

11,94

31,63

48,89

29,64

2,21

12,83

55,53

44,24

45,13

44,24

81,19

53,76

44,24

43,36

36,9

144

42,69

89,82

103,09

71,68

119,69

92,69

91,81

64,15

58,18

42,03

48,67

98,67

69,91

104,86

109,07

58,18

56,19

64,6

1/100

12

24

48

72

96

120

144

1/200

12

24

48

72

96

120

144
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Tablo 16: MSSA 20 biyofilm olusumuna mannitoliin etkisi

37°C

Besiye inkﬁ..b asyon -~
o ?;l;z:)l Tuz konsantrasyonu (mg/L) Tuz konsantrasyonu (mg/L)
Tuzsuz 0.2 0,4 0,6 08 1 2 4 8 TUZSUZ 0,2 0,4 0,6 08 1 2 4 8
12 36,38 - 45,53 11,83 3125 3258 | 312 959 | 20,08 58,03 3839 | 7946 | 616 77,23 84,59 67,63 50 | 8348
24 36,38 36,6 56,69 3571 59,15 4084 | 2924 | 1316 | 1741 108,79 3839 | 6205 | 433 177.9 9397 | 20660 | 9241 17;3 3
48 63,16 36,6 837 8,03 63,61 3437 | 7544 | 107,36 | 29,01 55,13 1204 | 2053 | 3861 81.47 4754 5245 | 3035 | 4017
TSB 72 108,48 2,23 51,56 38,61 46,42 5066 | 26,78 | 1517 | 39,28 32,36 4977 | 4933 | 12,94 47,99 38,61 2879 | 116 | 31,69
9% 61,38 0,22 5,58 36,16 42,81 714 | 1473 | 1517 | 1875 12,94 2433 | 3861 | 7.4 43,08 375 424 959 | 25,89
120 714 0,22 558 3616 | 2031 7,14 312 | 1517 | 10,04 12,94 2433 | 7165 | 13,39 15,84 20,98 424 | 1383 | 10,04
144 7,36 022 5,58 36,16 2433 714 312 | 1517 | 10,04 12,94 2433 | 7165 | 1339 | 14441 41,96 5513 | 1383 1052 4
12 - - - - - 9,57 - - - - - - 11,21 27,33 - - - -
24 ; - 6,54 - - 18,69 - - - ) ; - 11,21 27,33 24,29 - - -
48 ; - 278 - - 16,35 - - - ; 51,63 - 64,48 1,16 24,29 - -
1/100 72 - - 278 - - 9,34 - - - - 51,63 - 64,48 1,16 3,73 - - -
96 - - 25,64 - - 2,8 - - - - 46,84 - 42,26 42,28 3,73 - - -
120 - - 25,64 - - 28 - - - ; 42,28 - 38,9 42,28 23,83 - - -
144 49 - 20 - - 28 - - - ; 42,28 - 38,9 42,28 60,51 7897 | 1471 | 5841
24 - - - - - - - - - ; - - - - - - - -
48 . - - - - - - - - ; - - - - - - - -
1/200 72 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
120 - - - - - - - - - ; - - - - - - - -
144 - - - - - - - ; -
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Tablo 17: MSSA 20 biyofilm olusumuna sukrozun etkisi

37°C 429
Besiyeri :ﬁlr(eu::?zgg Tuz konsantrasyonu (mg/L) Tuz konsantrasyonu (mg/L)
TUZSUZ | 02 04 06 08 1 2 4 8 TUZSUZ 0.2 0.4 06 08 1 2 4 8
12 - - - 9,69 251 | 1561 - - - 79,71 4757 | 4578 | 4649 | 5062 60,5 5942 | 39,31 | 3105
24 14,9 879 | 3536 | 1238 | 1956 | 1992 | 089 - 22,62 76,12 13482 | 1228 | 763 | 129,98 52,42 7145 | 5691 | 66,24
48 14,9 2,69 951 2,69 736 | 1184 | 089 - 22,62 76,66 2315 | 1974 | 718 20,1 38,21 1579 | 1921 | 10,77
TSB n” 6211 269 | 1041 | 484 | 969 | 1184 | 897 - 1,07 19,92 2315 | 2405 | 718 131 6,64 879 | 1921 | 2154
9 38,24 269 | 933 | 484 | 412 | 1184 | 897 - 1,07 98,02 1274 | 4667 | 1579 | 46,31 1579 | 3357 | 1131 | 6086
120 484 825 | 201 | 2621 | 1849 | 736 | 323 - 1,07 25,49 5978 | 11364 | 68,74 | 54,21 6086 | 4757 | 4161 | 110,05
144 5,92 6947 | 5098 | 5655 | 4614 | 4488 | 377 | 5816 | 3195 32,85 6804 | 9353 | 63,73 | 71,27 86,35 | 101,79 | 8294 | 118,67
12 - 2673 | 528 | 2838 | 2574 | 5181 | 99 | 3828 - - 4455 | 3201 | 4455 | 363 52,8 4257 | 4323 | 231
24 - 33 | 2607 | 38138 | 2772 | 3399 | 99 | 1749 | 759 - 102,64 | 1881 | 57,75 | 825 36,3 4257 | 9313 | 167
48 - 11749 | 2574 | 2673 | 759 | 4356 | 10,65 | 2937 | 297 i 099 | 2112 | 3069 231 102,97 495 | 3036 | 167
1/100 72 - 2277 | 3036 | 3762 | 1551 | 2211 | 11,22 | 2937 | 495 i 891 858 | 1485 | 19,08 21,78 1155 | 3.96 167
96 - 2277 | 3036 | 37,62 | 693 | 2211 | 11,22 | 2937 | 495 i 1881 | 528 | 2244 | 1551 26.73 155 | 792 167
120 - 1419 | 429 | 27,72 | 3597 | 1914 | 1122 | 264 | 11254 i 3927 | 2178 | 2376 26.4 43,89 1254 | 3366 | 167
144 - 5478 | 47,85 | 4983 | 561 | 9075 | 44,22 | 4455 | 23,76 i 9636 | 9966 | 759 | 111.22 64.68 2574 | 7656 | 1132
12 - - - - - - - - - - 8,17 2,33 7,94 15,18 11,01 - 8,41 -
24 - - - - - - - - - - 817 | 1121 | 1214 7,71 11,91 - 42 -
48 - - - - - - - - - - 2126 | 1121 | 8387 771 111,44 - 82,24 -
1/200 72 - - - - - - - - - - 817 | 1121 | 8387 7,71 3,27 - 82,24 -
96 - - - - - - - - - - 8,17 6,77 49 20,79 3,27 - 82,24 -
120 - - - - - - - - - - 13,78 | 6,77 49 20,79 18,45 - 14,71 -
144 - 1939 | 1331 | 1355 | 1004 | 864 49 - - i 2897 | 1261 | 3241 | 1378 59,34 i 26,4 )
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Sonuglara gore her iki bakteri de maksimum biyofilm olusumuna tek
karbon kaynagi olarak mannitol igeren ortamda ulagsmistir. En diisiik biyofilm
yiizdesi MSSA10 glukozlu ortamda ulasirken, MSSA20’de friiktozda tespit
edilmigtir. MSSA10 susunun biyofilm olusumuna karbon kaynaklart etkisi
yiiksekten diistige dogru mannitol > siikroz > fruktoz > glikoz olarak siralanirken,

MSSA20’de bu siralama mannitol > glikoz > siikroz > friiktoz seklindedir.

MSSA10 susu mannitol varliginda 1 mg/ml tuzlu ortamda ve 37 °C’de en
iyi biyofilm yiizdesine ulasmuistir (% 766,29). MSSA 20 susu ise 42 °C’de
mannitol karbon kaynagi ile 2 mg/ml tuz yogunlugunda dilue edilmemis TSB
ortaminda (% 206,69) biyofilm tiretmistir.

4.6 Biyofilmin Antibiyotik Penetrasyonu Uzerine EtKisi

Biyofilmin antibiyotik penetrasyonunu inhibisyon etkisini belirlemek i¢in,
ilk asamada tiim patojen bakterilerin segilen bazi antibiyotiklere direnglilik
profilleri ¢ikarilmistir (Tablo 18). Calismanin ikinci asamasinda ise bakteriler
tizerine en etkili olan antibiyotikler seg¢ilmigtir. MSSA10 ve MSSA20
biyofilmlerin, secilen bu antibiyotiklerin penetrasyonunu inhibe edip
etmediklerini anlamak i¢in Anderl. ve dig. (2000)’nin o6nerdigi deney modeli
kullanilmistir. Inhibisyon zon c¢aplari mm cinsinden Ol¢iilmiis ve sonuglar
inhibisyon yiizdesi olarak verilmistir (Tablo 19 ve 20). Sonuglardan da gorildigi
gibi biyofilmin antibiyotiklerin ge¢isini 6nledigi goriilmiistiir. Biyofilm olusumu
icin kullanilan bakteri hiicre konsantrasyonu arttikga antibiyotik penetrasyonu
inhibisyon yiizdesi de artmistir. Genel olarak MSSA 10 biyofilminin Gentamisin,
Tobramisin ve Vankomisin antibiyotiklerin penetrasyonunu inhibe ettigi
goriiliirken (Tablo 19), MSSA20 biyofilmi kloramfenikol, tobramisin, ampisilin
ve siproflaksin antibiyotiklerinin penetrasyonunu énlemistir (Tablo 20). Ornegin
Gentamisin antibiyotiginin L. monocytogenes ATCC 7644’ya etkisine
bakildiginda, 5 ul MSSA 10 susundan elde edilen biyofilminin dahi %2100
antibiyotik penetrasyonunu inhibe ettigi gozlenmistir (Tablo 20). MSSA 20
biyofilminin antibiyotiklere penetrasyonunu engelleme siralamasi

chloramphenicol > ampicillin > ciprofloxacin > tobramycin > vancomycin >

48



gentamicin > ofloxacin > piperacilin > erythromycin eklinde siralanmistir. Diger
antibiyotiklere farkli derecelerde inhibisyon etkisinin olmasi, biyofilm matriksinin

antibiyotik se¢iciligini gostermektedir.
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Tablo 18:

Patojen bakterilerin antibiyotik direnglilik profilleri (inhibisyon zon ¢api:mm)

Bakteri ad1 Chloramphenicol Gentamicin Ampicillin Erythromycin | Penicillin | Azithromycin Ofloxacin Piperacillin Vancomycin | Amikacin Tobramycin Crprofloxacin
S. aureus ATCC 33862 14 9,1 18,6 13,1 5 10 11,4 254 10,3 2 4 12,9
L. monocytogenes Samsun
izolat 25,9 18,7 30,9 22,7 16,7 14,2 9,5 27,3 13 14,5 13,2 15,1
S. aureus ATCC 25923 15,6 17,1 32,7 18,6 26,3 16 19 31,4 9 13,1 12 19
B. pumilus NRRL-BD-142
10,2 12,7 - 17,3 - 13,2 16,6 5.8 9.4 12 8,8 20,3
E. faecalis ATCC 19433 16 4,9 16,1 14,1 54 6,9 10,2 19,3 7,3 - 2,8 16
E. cloacae ATCC 28355 13,4 16,5 13,6 - - 8,8 25,1 22,7 - 14,8 10,7 21,6
S. typhimurium Gazi
universitesi - 8,9 - 58 - 9,3 - 47 - 9,1 6,7 3,3
B. cereus NRRL-B-3711 9,5 17,5 13,7 14,5 7,1 15,3 24 17,1 10 12,4 12 25,1
B. subtilis NRRL-B-209
26,9 26,2 33,3 32 24,8 24 40 33,6 19,1 24 23,4 38
M. flavus 32,8 20,4 30,4 15,3 21,2 28,9 10,8 29,1 17,3 19,6 10,4 19,5
M. luteus NRRL-B-1013 14,8 6 20,9 10,6 - 6 12,2 22,4 8,5 - - 14
P. stutzeri P40 10 16 83 9,4 - 12,8 234 21,9 - 14 12,9 28,6
P. fluorescens ATCC 55241 20 16,2 - - - 8,7 17,3 14,4 - 10,5 10 30
P. vulgaris RSKK 96026 18 17,2 - - - 6,6 24 21,9 - 19,9 14 25,6
E. coli ATCC 25922 18,6 9,2 10 54 - 12 20 18,8 - 10,6 8,2 21,6
Y. enterecolitica RSKK 1501 8,2 12,6 - - - 5,6 11 23,2 - 12,6 9,8 13,2
B. cereus RSKK 863 15 14,7 20,5 18 12 14,4 17,8 18 10,6 13,4 9 21,8
B. cereus 12 19,2 13,4 5,6 19,6 - 14,2 16,6 12,6 10,6 12,4 10,4 18
L. monocytogenes ATCC 7644 24,4 22 26,6 25,8 154 20,5 18,8 28,1 16,1 19,3 20 21,8
L. monocytogenes Klinik
izolat 24,1 17,6 24,6 27,4 10,8 18,4 17,4 26,2 13,2 11 115 14,4
M. morgani 10,5 154 - - - 8 13,8 23,7 - 12 11,1 13,2
E. coli ATCC 11230 12,4 10 11 - - 9,9 14,3 16,5 - 8 79 22,4
P. vulgaris NRRL-B-123 - 19,4 - 3,3 - 8,6 214 25 - 17,8 13,3 21,4
Cowan liyofili 16 15,2 27,4 19,7 22,6 15,5 17,6 29,3 8 10,8 11,2 15,2
E. coli 0157-H7 8,6 14,2 - - - 6,8 13,6 21,1 - 13,1 11 17
S. aureus ATCC 29213 13,7 6,1 18,4 15,6 3 8,3 11,3 3.2 7 25 2,7 12,5

-2 inhibisyon yok
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Tablo 19: MSSA 10 biyofilminin antibiyotik penetrasyonu iizerine inhibisyon etkisi (%)

BAKTERI ADI ANTIBIYOTIK ADI 5ul 10pl 15ul
B. subtilis NRRL-B-209 Chloramphenicol D 15,71 19,04
Erythromycin D D 66
Vancomycin 50 D 100
Ofloxacin 9,7 D 23,77
Ciprofloxacin D 19,24 31,2
Ampicillin D 100 D
Cowan liyofili Chloramphenicol D 17,13 D
Vancomycin 29,29 D D
Piperacillin D 9,26 27,65
E. cloacea ATCC 28355 Chloramphenicol 31,85 D 46,67
Ciprofloxacin D D D
S. aureus ATCC 25923 Vancomycin D D D
Chloramphenicol 43,58 67,18 D
Ciprofloxacin 15,58 D 100
Ampicillin 6,14 10,82 19,59
L. monocytogenes ATCC 7644 Vancomycin 25,37 100 100
Chloramphenicol 26,92 55,13 D
Gentamicin 100 100 100
Piperacilin D D D
Tobramycin 100 100 100
M. flavus Vancomycin 43,89 D D
Chloramphenicol 8,11 27,57 D
D: Denenmedi
Tablo 20: MSSA 20 biyofilminin antibiyotik penetrasyonu iizerine etkisi (%)
BAKTERI ADI ANTIBIYOTIK ADI 5ul 10ul 15ul
B. subtilis NRRL-B-209 Chloramphenicol 100 100 100
Erythromycin D 441 D
Vancomycin D 25,21 D
Ofloxacin 18,86 D D
Ciprofloxacin D 12,42 D
Ampicillin 100 100 100
Cowan liyofili Chloramphenicol 100 100 100
Vancomycin 10,23 67,33 76,7
Piperacillin 18,59 18,59 30,78
E. cloacea ATCC 28355 Chloramphenicol 23,92 28,74 28,74
Ciprofloxacin 100 100 100
S. aureus ATCC 25923 Vancomycin 40,89 48,89 55,56
Chloramphenicol 61,45 61,45 62,61
Ciprofloxacin D D D
Ampicillin D 5,87 D
L. monocytogenes ATCC 7644 Vancomycin 9,5 23,08 43,21
Chloramphenicol 100 100 100
Gentamicin 40,75 D D
Piperacilin D 2,15 18,9
Tobramycin 100 100 100
M. flavus Vancomycin 41,54 41,54 D
Chloramphenicol 82,9 84,77 86,63
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BSUBTILUS NRRL-B 209

CHLORAMPHENICOL
KONTROL

BSUBTILUS NRRL-B 209
CHLORAMPHENICOL
Syl MRSA 20

BSUBTILUS NRRL-B 209
CHLORAMPHENICOL
BSUBTILUS NRRL-B 209 104 MRSA 20
CHLORAMPHENICOL
153 MRSA 20

Sekil 6: MSSA 20 biyofilminin farkli konsantrasyonlarinda B. subtilus NRRL-B-

209 susunda chloramphenicol antibiyotiginin penetrasyon etkisinin azalmasi

4.7  EPS’nin Antibiyofilm Etkisi

Bu ¢alismamizda MSSA 10 ve MSSA 20 bakterilerinden elde edilen toz
EPS’nin biyofilm pozitif patojen bakteriler lizerine etkisi arastirtlmistir. Farkli
konsantrasyonlardaki EPS’nin antibiyofilm etki sonuglart MSSA 10 icin Tablo 21
ve MSSA 20 i¢in ise Tablo 22’ te verilmistir.

Tablo 21: MSSA 10 EPS’sinin antibiyofilm etkisi

EPS B. E. E. M. P. P. S. aureus S. Y.
konsantra | cereus | coli | faecalis | flavus | fluores | vulgaris ATCC | typhim | enterecoli

syonu RSKK | ATC | ATCC cens RSKK 33862 urium tica
(mg/ml) 8632 C 19433 ATCC 96026 RSKK
1123 55241 1501

0

100 38,71 | 64,09 | 41,16 18,32 | 42,22 43,76 27,07 57,35 45,24
150 40,09 | 63,13 | 36,08 33,58 | 48,33 47,44 36,46 46,86 38,32
200 38,56 | 62,79 | 30,65 35,31 | 4598 46,86 39,81 34,46 41,29
250 3551 | 69,36 | 31,40 39,95 55,08 38,45 31,37 38,07 59,33
300 34,98 | 64,98 | 31,06 39,71 54,94 54,41 26,43 35,93 52,90
350 34,84 | 71,82 | 30,65 38,00 | 48,40 30,68 27,35 43,73 51,55
400 40,16 | 66,35 | 48,16 33,03 | 4733 38,57 35,83 53,05 59,83
450 33,87 | 70,73 | 32,05 27,40 | 43557 47,80 30,73 54,90 48,21
500 36,77 | 62,72 | 30,47 17,76 | 47,05 43,02 25,96 52,09 42,51
700 46,61 | 75,44 | 40,28 18,83 39,02 40,56 2191 30,36 37,33
1000 47,74 | 7430 | 4431 1396 | 41,13 43,03 2191 57,00 38,43
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Tablo 22: MSSA 20 EPS’sinin antibiyofilm etkisi

EPS B. E. coli E. M. P. P. S. S. Y.
konsantrasy | cereus ATCC faecalis | flavus | fluorescen | vulgaris aureus | typhimuri | enterecolit
on RSKK 11230 ATCC s ATCC RSKK ATCC um ica
(mg/ml) 8632 19433 55241 96026 33862 RSKK

1501
100 22,26 61,49 16,04 40,52 28,14 51,76 25,80 21,20 44,00
150 33,06 60,33 37,65 64,65 29,99 51,94 25,71 37,35 36,29
200 49,03 60,33 36,95 55,61 49,73 50,00 32,80 33,73 48,83
250 62,74 55,88 29,42 43,68 29,07 48,69 32,45 28,67 53,28
300 57,90 66,42 28,73 43,74 30,56 40,53 34,69 34,08 42,52
450 49,68 69,08 37,30 43,74 32,20 54,06 27,55 40,48 45,12
500 52,74 68,81 44,31 46,27 40,28 51,62 33,44 47,95 52,16
650 45,32 68,88 44,08 39,12 37,65 51,31 36,15 35,18 55,50
700 42,48 63,13 43,63 31,07 42,86 49,09 33,06 35,66 56,24
750 45,00 68,67 48,98 38,96 33,88 57,50 30,89 36,51 55,07
800 47,42 57,18 45,88 43,84 33,48 45,24 38,69 42,89 55,84
850 44,23 58,77 61,30 56,47 37,72 35,67 40,13 35,18 60,69
1000 46,84 65,80 45,21 45,05 43,57 58,47 34,87 31,20 48,33

Sonuglara gore MSSA 10 susundan elde edilen EPS’nin antibiyofilm etkisi

en yliksek E.coli ATCC 11230 susuna %75 gosterirken, en diisiik M. flavus ve S.

aureus ATCC 33862 suslarinda gostermistir. Fakat o suslarda dahil % 39 etki

gosterdigi i¢in EPS’nin patojen bakteri biyofilmini engelleyebildigi belirlenmistir.

MSSA 20 susunun EPS’si en iyi antibiyofilm etkisini E. coli ATCC
11230 susunda (% 69,08) ve M. flavus susunda (% 64,65) gostermistir.

Sonuglara gore biyofilm olusumu pozitif olan patojen bakteriler iizerine

EPS’nin antibiyofilm etkisinin varlig1 tespit edilmistir. Ayrica elde edilen

EPS’lerin farkli patojenlere etkisi ise tiir farkliligini kanitlamis bulunmaktadir.

4.8

EPS’nin Yapis1

MSSA 10 ve MSSA 20 bakterilerine ait saf EPS’nin seker, lironik asit ve

protein analiz sonuglar1 Tablo 23°te verilmistir.
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Tablo 23:Kuru EPS seker, tironik asit ve protein icerigi

MSSA 10 pellet MSSA 10 MSSA 20 pellet MSSA 20
supernetant supernetant
Toplam seker (%
41,2 30 22,78 23
mg)
Toplam iironik
] 4,64 2,32 4,056 3,45
asit (% mg)
Toplam protein
16,38 9,89 15,372 18,492
(% mg)

Bakterilerin pellet ve siipernetant iceriklerinde farkliliklar gozlenmistir.
MSSA10 susundan saflastirillan membrana bagli EPS’deki iironik asit %14,64
iken ¢ozlinen EPS’deki bu oran oldukea diistiktiir (%2,32). Bakterinin protein ve
seker ylizdeleri birbirine yakinken membrana bagli EPS’deki protein miktar
%16,38’dir. MSSA20 susunun membrana bagli ve c¢oziinen EPS igerikleri
birbirinden ¢ok farklilik gostermemistir. Ancak genel olarak MSSA10 susunun
EPS’sinin daha zengin bir ylizdeye sahip oldugu gorilmiistiir.

4.9  Taramah (Scanning) Elektron Mikroskop ile Goriintiileme

Biyofilm bakteri toplulugundan olusur ve bu biyofilm yapisinin ana
matriksi EPS’dir. Saf EPS’nin morfolojik goriiniimii hakkinda bilgi edinmek
amaciyla SEM analizi de yapilmistir (Sekil 7). Sekil 7A’da MSSA 20
stipernetantindan saflastirllan EPS yiizeyinde bakterilerin yogun topluluklar
halinde kiimelestigi goriilmektedir. Sekil 7B de ise MSSA 10 susunun EPS yiizeyi
ve hiicrelerin birbirleriyle baglantilarinin  EPS iplikleri ile gerceklestigi

goriilmektedir.
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Sekil 7: Biyofilm matriksinin ve hiicrelerin SEM goriiniimii A: MSSA 20, (B):
MSSA 10

4.10 SAXS Yontemi ile Yapilan Analizler

MSSA 20’den ekstrakte edilen EPS’nin karakterizasyonu kiigiik ag1 X-1s1n1
sacilmasi (SAXS) tarafindan detayli olarak c¢aligilmistir. Bu yontem ¢ozelti veya
kristal halindeki polimerlerin kendi diizenlenmesinden olusan nanopargaciklari

arastirmak i¢in giiglii bir yontemdir (Hamley 1998; Hamley ve Castelletto 2004).

EPS’nin yapis1 boyut, sekil ve iki katmanli kalinlig1 da dahil olmak iizere
SAXS kullanilarak karakterize edilir. EPS’nin yapisim1 SAXS yontemi ile
karakterize edebilmek i¢cin EPS’yi hem su hemde serum albiimin ¢ozeltisi
kullandik. Sekil 8°de serum albiimin (MZ20-pellet(A)), sulu ¢ozeltideki (M20-
pellet) ve heriki durumdaki MSSA 20 EPS’sinin SAXS egrileri gosterilmektedir.
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Sekil 8: Farkli ¢cozeltilerdeki EPS ‘nin SAXS grafik desenleri

SAXS egri verileri IGOR PRO Programi (Batat 2008) kullanilarak, yapilan
hesaplamalar sonunda uyum model fonksiyonlarindan faydalanarak uyum grafikleri
elde edilmistir (Sekil 9). Uyum grafikleri elde edildikten sonra sonugler gosterir ki,
EPS’lerin olusturdugu ince kabuklu film yapisi yayvan-basik elipsoid (prolate) ¢ekirdek
modeline (Sekil 9’un a bolgesinden) ve icyapidaki EPS’lerin ise yapisinin ¢ekirdek kiire
modeli (Sekil 9’un b bolgesinden) uydugu yapilan calismada bulunmustur. Ayrica
elipsoid yapilarinda tabakalar (lamellar) seklinde oldugu bulunmustur. Elde edilen tiim
sonuglarin morfolojisini sematik olarak resimlemek istersek sekil 10’da gorildigi
gibidir.

® M20-Pellet

— Fit Model: a) Lamellar + Prolate Core Shell M20-Pellet (A)
1 —— Fit Model: a) Lamellar + Prolate Core Shell
b) Core Shell Sphere

b) Care Shell Sphere

Intensity (a. u.)

Intensity (a. u.)

ss%as'm H 54557‘;%‘1 2 3 4 T 5 qssiaoén IR IR

q(A™") )

Sekil 9: 24 °C’de iki farkli ¢ozeltide ayn1 pH degerine sahip EPS SAXS uyum
grafigi gosterilmektedir.

Bu kosullarda, SAXS wveriler iki durum i¢indeki EPS olusumunu
gostermektedir. Biyiik g= 0.1-04 A™ araligi nano &lgekli yapisal bilgiye

ulagmamizi saglar. Sulu ¢oziinen EPS’ye serum albumin ilave edildikten sonra
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EPS’de hidrodinamik Ry yarigap degeri 29.1+0.5°den 26.7+0.5 A‘a azaldig: tespit
edilmistir. Dolayistyla, ¢oziiciiye serum albumin ilave edilmesiyle EPS yapisinin
daha kararli hal aldigi gorilmektedir. Ayn1 kosullarda EPS’nin sulu ¢6zeltide
olusturdugu biofilmin Yyayvan-basik elipsoid (prolate) modelinde uyumlulugu
hesaplanmis olup, yapilan hesaplamarda ¢ekirdek yarigapr 1644.1+4.4 A, kabuk
kalmhig 121.9+2.4 A ve iki tabaka arasi kalmhk 12.6+0.7 A olarak uyum
modelinden hesaplanmistir. EPS igerisine bir ¢oziicii olarak, serum albumin
eklenince yayvan-basik elipsoid (prolate) ¢ekirdek yaricap1 1623,6 = 5.2 A, kabuk
kalmligr 101.1£2.1 A ve iki tabaka arasi kalmlik 6.8 + 0.6 A’dur. Tiim sonuglar
Tablo 24-25’de verilmistir.

Tablo 24: Sulu ve serum albiimin ¢ozeltileri (A) MSSA 20 pargacik EPS a bolgesi igin

bir yapisal bilgi ile karakterize edilmistir.

Bolge a EPS EPS (A)
Ikili tabaka kalinhig: ( A ) 12.6 6.8
Biiyiik ¢ekirdek yarigapt (A) R 1644.1 1623.6
Kiiciik ¢ekirdek yaricapi (A) r 312.8 290.2
Biiyiik kabuk kalmlig: (A) 121.9 101.1
Kiiciik kabuk kalmlig: (A) 235.9 221.1
SLD gekirdek (A®) 2.0x10° 1.8x10°
SLD kabuk (A®) 1.4x10° 1.6x10°
SLD ¢bziicii (A?) 4.4x10° 4.1x10°

Tablo 25: Sulu ve serum albiimin ¢ozeltileri (A) MSSA 20 parcacik EPS b bolgesi i¢in
bir yapisal bilgi ile karakterize edilmistir.

Bolge b EPS EPS (A)
Cekirdek yarigap1 (A) 17.1 15.8
Kabuk kalinligi (A) 12.0 10.9
Cekirdek SLD (A ) 2.5%107 2.5%107
Kabuk SLD (A %) 1.3x10° 1.3x10°
Cbziicii SLD (A ?) 9.5%x10° 9.4x10°
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Yapilan hesaplamalar sonucunda Sekil 10’da yayvan-basik elipsoid

(prolate) cekirdek model sematik olarak gdsterilmistir.

Bilayer
Thickness

Sekil 10: (a) EPS’nin olusturdugu biofilmin yayvan-basik elipsoid (prolate)

¢ekirdek modelin sematik olarak gosterimi, Rpin; mindr Ve Ryax; major yarigap. (b)

Yapinin olusturdugu membran yap1 modeli.

411 X-Isilar1 Kirinimi (XRD)

MSSA 10 ve MSSA 20 tarafindan tretilen EPS maddesinin XRD desenleri

biitiiniiyle amorf bir yapidan ziyade zayif kristalin bir karaktere sahip oldugu

Sekil 11°de gosterilmektedir.
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Siddet

1 < Kitosan o
O v Protein 4.60
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Sekil 11: MSSA 20 ve MSSA 10 EPS (supernatant-sup ve pellet-pel) iiriinlerinin XRD

desenleri.
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Kitosan ve protein piklerinin ¢oziimlemeleri WINFIT programi (Krumm,
1996) ile yapilmistir. Kitosanin XRD patern 6rnegi Muzzarelli ve dig. (2004)’den

diizenlenmistir.

MSSA 10 ve MSSA 20 bakterilerinin iirettigi EPS’lere ait XRD
desenlerindeki piklerin ¢éziimlenmesi bunlarin baslica kitosan (9.80, 4.60, 4.21,

2.25,1.52 A), daha az da protein (3.70 A) igerdigini gostermistir.

MSSA 10 tarafindan iiretilen EPS maddesi MSSA 20 tarafindan
iiretilenlere gore daha diisiik ve sinirli pik yiiksekligi ve alan1 sunmakta olup, EPS
iiretkenligi  agisindan daha diisiik kapasiteye sahip oldugu bigimde
degerlendirilebilir. MSSA 10 ve MSSA 20 6rnekleri arasindaki diger bir farklilik
ise MSSA 10 orneginde kalsit, MSSA 20 &rneginde ise kuvars kristallerinin
gozlenmesidir (Sekil 6). Her iki ornekte de pellet ornekleri supernatant

orneklerine gore daha belirgin kitosan pikleri icermesiyle karakteristiktir.

4.12 Termal Analizler (TGA)

MSSA 10 ve MSSA 20 6rneklerinin TGA egrilerine gore, kitosan igerigi
yiiksek olan MSSA 20 pellet 6rnegi hari¢ diger ti¢ 6rnek (MSSA 20 suppernetant,
MSSA 10 pellet ve MSSA 10 suppernetant) benzer dagilim géstermektedir (Tablo
26, Sekil 12).

Tablo 26: MSSA 20 ve MSSA 10 EPS (supernatant-sup ve pellet-pel) tiriinlerinin farkls

sicaklik evrelerine gore agirlik kayiplari.

5 b (%
Ornek Agirhk Kaybi (%)
30-180°C 180-400 °C 400-1000 °C Toplam
MSSA 10 ¢oziinmiis 19.12 37.19 33.49 89.80
EPS ’ ’ :
MSSA 10 membrana 28.77
bagh EPS 16.60 4231 87.68
MSSA 20 ¢oziinmiis 16.03 40.95 34.54 9152
EPS
MSSA 20 membrana 23.45
bagh EPS 13.74 28.13 65.32
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Sekil 12: MSSA 20 ve MSSA 10 EPS (supernatant-sup ve pellet-pel) iirtinlerinin
TGA egrileri.

Omeklerin TGA egrilerine gére 30-400 °C arasinda iki asamali bir agirlik
kaybi sergilemektedir. Bunlardan birincisi 30-180 °C arasinda su molekiillerinin
(veya nem igeriginin) ve karboksil grubunun 6nemli oranda kaybina karsilik
gelmektedir. ikincisi ise 180-400 °C arasinda EPS’nin (kitosan) pirolizine karsilik
gelen belirgin bir yikilmayla karakteristiktir. 400 °C den yiiksek sicakliklar temsil
eden liclincli asama ise kalinti malzemenin ve kristalin fazlarin (kuvars ve kalsit)
yikilmasidir. Toplam agirlik kayiplari agisindan MSSA 20 pel 6rnegi diisiik (~ %
60), diger li¢ Ornek ise benzer bicimde yiiksek (~ % 90) agirlik kaybi

gostermektedir.
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5. TARTISMA

Gram-pozitif bakteri olan Staphylococcus aureus insanlarda dogal
rezervuardir. Saglikli yetiskinlerin %30-50’sinde kolonizedir ve %10-20 direncli
kolonizasyon gostermektedirler. Metisilin duyarli (MSSA) ve metisilin direngli
(MRSA) izolatlarinin her ikisi de direngli kolonizasyon gdsterebilmektedir.
Kolonize kisiler sonradan olusacak infeksiyonlar i¢in yiiksek risk tasimaktadir

(Lowy 1998).

S. aureus dogal dokularda ve medikal alet, implant gibi yabanci
materyallerde biyofilm olusumuna neden olarak en sik goriilen ve tedavisi gii¢
infeksiyonlara yol agmaktadir (Otto 2008). Biyofilmin 6zellikle kronik ve yabanci
cisim enfeksiyonlarinin olusumunda 6nemli bir epidemiyolojik yeri olmasi, tedavi
ve immiin sisteme direng olusturmasi nedeniyle giiniimiizde enfeksiyonlarin
tedavilerinde kullanilan yontemlerin yetersiz, muhtemelen antibiyotiklere artan
diren¢ nedeniyle belki de birka¢ on y1l sonra tamamen gecersiz olacak antibiyotik
tedavileri, bilim insanlarinin 6niine mikroorganizmalarin hala ¢6ziilmesi gereken
¢ok onemli gizemlerinin oldugunu gostermektedir. Biyofilmin yapisinin ve olus
mekanizmalarinin  daha 1yl anlagilmast muhtemelen mikroorganizmalarin

potansiyel tedavi hedeflerini de ortaya koyacaktir (Sakarya 2005).

Enfeksiyonlarda biyofilm olusumu en az {i¢ basamakta ger¢eklesmektedir.
Ik basamagi mikroorganizmanin normal doku ve yabanci materyal yiizeyine
baglanmasidir (O’Toole ve dig. 2000). Ikinci asamada yiizeylerde hiicre
proliferasyonu ve ekzopolisakkarit madde sentezidir. Hiicre dis1 matriks
cogalmast ve tretimi bulasici bakteriyel biyofilmin biiylimesini saglar. Son
asamada icerisinde beslenme ve atiklarin uzaklastirilmasini saglayan kanallarin
bulundugu ii¢ boyutlu bir yap1 olusturmaktir (Rohde ve dig. 2006). Cok tabakali
bir biyofilm olusumu i¢in bakteri hiicreleri arasinda yapigsmada rol oynayan
ekzopolisakkaritler hem fiziksel hem de kimyasal 6zellikler acisindan farkliliklar
gostermektedir (Donlan 2002). Esasta, biyofilm 3 boyutlu ¢ekim giicii olusturup,
bulundugu bakteriyi ¢evreleyerek bakterinin aderansint ve korunmasini

saglamaktadir.
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5.1  Biyofilm Olusturan Bakterilerin Sec¢imi ve kalitatif tayinleri

Calismamizda ilk olarak PAU Biyoloji Boliimii Bakteriyoloji Laboratuvari
kiiltiir stoklarinda bulunan patojen bakteriler, MRSA ve MSSA suslarmin
biyofilm olusturma yeteneklerini tespit etmek amagli Kongo Red ve Tiip Dilisyon

yontemleri kullanilmistir.

Kongo Red yontemi sonucunda 25 MRSA susundan 3 tanesi biyofilm
olustururken 24 indikatér patojen bakteriden 10 tanesi biyofilm olusturma
yetenegine sahiptir. Tiip diliisyon yonteminde de aynt MRSA suslarinin biyofilm
olusturdugu belirlendikten sonra ¢alismamiz i¢in MSSA 10 ve MSSA 20 suslart

secilmistir.

Benzer bir ¢alismada Jain ve Agarwal, farkli hastalardan izole edilen
toplam 139 Staphylococcus aureus 6rneklerinden Kongo red yontemi ile 87 tanesi
biyofilm olustururken 9 tanesi biyofilm olusturmadigi bildirmislerdir. Ayrica
calismada Kongo red yonteminin mikroplate yontemi ile % 90,63 uyum
sagladigin1 ve biyofilm taramasinda gegerli bir yontem oldugunu rapor etmislerdir

(Jain ve Agarwal 2009).

S. aureus ve S. epidermidis suslar1 ile yapilan bir baska ¢alismada ise
toplam 16 S. aureus susundan 6 tanesi biyofilm pozitif olarak belirlenmistir
(Olivera ve dig., 2006).

5.2 Biyofilm Olusumunun Kantitatif Tayini ve Biyofilm

Olusumunda Optimal Sartlarin Belirlenmesi

Biyofilm olusturma yeteneklerini olumlu veya olumsuz yonde etkileyecek
sartlarin belirlenmesi i¢in mikroplaka yontemi ile cesitli kosullarin etkisi
arastirilmistir. Optimal sartlarin belirlenmesinde inkiibasyon siiresi, pH, sicaklik,

farkli karbon kaynaklar1 ve tuz konsantrasyonu ¢alisilmistir.
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Optimal sartlarin belirlenmesinin ilk agamasi en iyi pH degerinin tespitidir.
Her iki bakteride pH 8’de en yiiksek degerde biyofilm olusumu gerceklestirirken
pH 10 gibi yiiksek alkali ortamda biyofilm olusumu gézlenmemistir.

Nilsson ve ark.’larinin ¢aligmasinda Listeria monocytogenes susunda
biyofilm iiretimi yiiksek asidik (pH 4.7) ve alkalin (pH 8.5)’de 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda biyofilm iiretimi énemli derecede arttirilmistir (Nilsson ve

dig. 2011).

Bir diger c¢alismada ise B grubu Streptococci susu c¢alisilmistir. Bu
calismada pH 7°de en fazla biyofilm iiretilmistir. Bu sebeple pH degeri biyofilm
tiretimi i¢in 6onemli bir faktor olmakla beraber bakteri tiirleri arasinda da farklilik

gosterebilmektedir (Kaur ve dig. 2009)

Calismamizda optimal sartlarin belirlenmesinde ikinci basamak olarak pH
8’de sicaklik (37 °C ve 42 °C) ve tuz konsantrasyonlarinda karbon kaynaklarinin
(glikoz, fruktoz, siikroz ve mannitol) etkisi calisilmistir. MSSA 10 susu igin
gelistirilen ortamin ek karbon kaynakli, yiiksek tuz konsantrasyonunda (1 mg/L)
bulunan ve viicut sicakliginda (37 °C) olmasi biyofilm olusumunu olumlu yonde
etkilemistir. MSSA 10 i¢in en etkili karbon kaynagi mannitol iken en az etkili
olan ise glikozdur. MSSA 20 susun da NaCl ve karbon kaynagi ilave edilmesi
kontrole gore kiyaslandiginda biyofilm tiiretimini olumsuz etkilemistir. MSSA 10
icin gelisme ortamina karbonhidrat ilavesi biyofilm oranini arttirken MSSA 20
susunda karbon kaynaklarin biyofilm olusumunu inhibe etmesi dikkati ¢gekmistir.

Bu da bakteriyel gesitlilikten ve yapisal farkliliktan kaynaklanmaktadir.

Bizim c¢aligmamizda oldugu gibi Hu ve ark.’larmin Riemerella
anatipestifer CH3 susunun biyofilm {iretimini glikoz gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi

gozlenmisitr (Hu ve dig. 2010).

Masako ve ark’larmin yaptigi calismada S. aureus ve S. epidermidis
suslarinin biyofilm olusumuna farnesol ve xylitol karbon kaynaklarinin biyofilm
olusumunu inhibe ettigi gozlemlenmistir. Farnesol fibrin liflerinin olusumunu
inhibe ederken xylitol ise glikokaliksin olugumunu inhibe ederek biyofilm

olusumunu engellemistir (Masako ve dig. 2005).
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Briandent ve ark.’lar1 L. monocytogenes bakterisi iizerine yaptiklar
calismada farkli sicakliklarin biyofilm gelisimi iizerine c¢ok fazla etkisinin
olmadigini, fakat pH 2’deki ¢alismalarinda ¢ok asidik ortam olmasi nedeniyle
bakterinin strese girdigini ve en iyi sicakligim 15 ile 20 °C oldugunu tespit

etmislerdir (Briandent ve dig. 1999).

Calismamizda ek olarak sicaklik degisimi biyofilm olusumunu fazlasiyla
etkilememistir. Biyofilm olusumu iizerine NaCl konsantrasyonlarinin etkisi
incelendiginde ise MSSA 10 susu ig¢in tuz stres faktorii olusturup biyofilm

olusumunu tetiklerken MSSA 20 i¢in NaCl dezenfektan etkisi gostermistir.

Benzer bir arastirmada Salmonella enterica suslarinin biyofilm olusturma
yetenekleri NaCl konsantrasyonunda yiiksek diizeyde smirlanmistir (Lianou ve

Koutsoumanis 2012).

Pan ve ark.’lart L. monocytogenes suslarinda ¢alismamizdaki MSSA 20
susu gibi 37°C’de en disiik tuz konsantrasyonunda biyofilm olusumu
gergeklestirmistir.  Calismada  glikoz  konsantrasyonu arttikca  biyofilm
olusumunun inhibe oldugu da tespit edilmistir (Pan ve dig. 2010).

5.3  Biyofilmin antibiyotik penetrasyonu iizerine etkisi

Calismamizdaki her iki bakteri de insan sagligi agisindan tehlikeli
bakteriler oldugu icin patojen bakterilerin antibiyotiklere karsi davranisini
etkilemesi arastirilmistir. Yapilan deneyler sonucunda her iki susun biyofilmleri
antibiyotiklerin diger patojen bakterileri de etkilemesini engellemistir. Her iki
susta da %100 penetrasyonu engelleme goriilmiistiir. Ayn1 zamanda biyofilm

konsantrasyonun artig1 penetrasyonu inhibe etmesini de arttirmistir.

Raza ve ark’lar1 Salmonella enterica serovar Typhi susunda planktonik ve
biyofilm olusturmus halinin ciprofloxacin antibiyotigine penetrasyonu
kiyaslandiginda serbest hiicrelerin 16 saat i¢cinde tamamen 6ldiigiinii, biyofilm
varliginda ise antibiyotigi ancak 3 giinde hiicrelere ulasarak 6liimii yavaslattigini

biyofilmin koruyucu bir tabaka olusturdugunu ortaya koymuslardir (Raza ve dig.
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2011). Fakat biz calismamizda olusan biyofilmin diger bakterileri de kendi
korumas altina aldigini ve antibiyotiklere kars1 koruyucu bir bariyer olusturdugunu

gostermis bulunmaktayiz.

Benzer bir calismada Singh ve ark.’lar1 biyofilm olusturan bakteri tizerine
antibiyotik penetrasyon etkisi arastirilmig ve %100 inhibe ettigi bulunmustur

(Singh ve ark. 2010).

5.4  EPS yapisi ve antibiyofilm etkisi

Calismamizin bir baska adiminda, MSSA 10 ve MSSA 20’nin biyofilm
matrisinin olusumundan sorumlu hiicre dis1 polisakkarit olan EPS saflastirilip
kompozisyonu ve karakterizasyonu analiz edildi. Biyokimyasal analizlere gore, 1
g EPS 6rneginde MRSA 10 EPS’si i¢in %71,2 karbonhidrat, %16,98 iironik asit,
%26,27 protein bulunurken MRSA 20 i¢in %45,78 karbonhidrat, %7,5 iironik
asit, %33,86 protein bulunmustur. Degerlerden de goriildiigii iizere EPS igeriginin
en biiylik kismin1 karbonhidrat ve protein olustururken iironik asit miktar1 azdir.
Her iki susa ait EPS igeriginin farkli olmasi bakteriyel cesitliliginin bir
gostergesidir. Bir grup termofilik bakteriden saflastirilan EPS’de en fazla
karbonhidrat bulunurken, protein miktar1 ve lironik asit miktar1 (%3) hemen
hemen aynidir (Nicolaus ve dig. 2002). Diger taraftan Pseudomonas fluorescens
Biovar II’den elde edilen EPS’nin {ironik asit igerigi yiiksektir (Hung ve dig.,
2005).

Saflastirilan EPS’lerin antibiyofilm aktiviteleri de incelenmigstir. Bu
amagla biyofilm olusturma o6zelligine sahip patojen bakteriler indikatdr olarak
kullanilmistir. Genel olarak iki EPS’nin antibiyofilm aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu etki yiizdesi tiire gore farklilik gostermistir. En giicli
antibiyofilm etki E. coli ATCC 11230 susu tizerinedir.

Kanmani ve ark.’lart Streptococcus phocae PI80 susundan saflastirilan
EPS nin gram pozitif ve gram negatif patojen bakteriler lizerine %67 oraninda
antibiyofilm etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Arastiricilar bu etkinin

hiicre yiizey etkilesiminin zayiflamasindan kaynaklandigini, EPS’nin bakterisidal
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bir etkisi olmadigmni ileri stirmiislerdir (Kanmani ve dig. 2011). Oceanobacillus
iheyensis bakterisinden saflastirilan EPS de %62,3 oraninda S. aureus fiizerine
antibiyofilm etki gostermistir. Ayrica konsantrasyon artisina bagli  olarak
antibiyofilm etkide bir artis olmamustir (Kavita ve dig. 2014). Benzer sonug bizim
calismamizda da gbézlenmistir. Diger bir degisle, belli bir konsantrasyondan sonra
etkinin degismedigi goriilmiistiir. Bilindigi gibi etken maddeler genelde yiiksek
konsantrasyonlarda mikrobisid, diisiik konsantrasyonlarda mikrobistatik etkiye
sahiptirler. Deney sonuglarmma gore yogunlugun artmasi ile mikrobisidal etki

arasindaki bu iligkinin devamli olmadig1 sdylenebilir.

55  EPS karakterizasyonu

Saflagtirilan EPS’lerin karakterizasyonu icin XRD, TGA ve SAXS

analizleri, goriintiilemek i¢in de SEM analizi yapilmigtir.

Son yillarda SAXS analizi; ylizey yap1 karakterizasyonu i¢in ¢ok basaril
ve kullanigh bir yontemdir. Bu nedenle g¢alismamizda Staphylococ biyofilm

matriks ylizeyinin yapisinin agiga ¢ikmasi igin SAXS analizi yaplmistir.

SAXS veri sonuglarina gore su ile ¢éziinen ve serum albiimin ilaveli olan
degerler birbirleri ile tutarli goriilmektedir. EPS yapisinin ¢6ziiciisii izerine serum
albiimin ekleyerek daha kompakt hale geldigi goriilmiistiir. MRSA 20°nin EPS
parcasinin birikme davranisi kiyaslandiginda EPS’nin net bir ¢ekirdek-kabuk
yapisindan olusan iki tabakali kompakt bir goriinlise sahip oldugu tespit
edilmistir. SAXS analiz verilerine gore EPS matriksi hiicreler etrafinda

yogunlagmis katman seklindedir.

Ayrica, SEM fotomikrograflar1 her iki susun da biyofilm olusturdugunu
kanitlamistir. Hiicreler EPS lifleri ile hem birbirlerine ve hem de matriks ylizeyine
sik1 bir sekilde baglanmislardir. MSSA20 susunun SEM ve SAXS analizleri,
biyofilm ve EPS matriksi igerisinde bakteri hiicrelerinin gomiilii olarak

bulundugunu ve her hiicrenin birbiri ile iligkili oldugunu ortaya koymustur.
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XRD ve TGA wverileri EPS’nin yapisinda yogun olarak polisakkarit
(0rnegin kitosan) ve protein maddelerin bulundugunu gdostermektedir. EPS
maddesi 30 ve 1000 °C arasinda yaklasik % 65 agirligin1 kaybetmesi zayif kristal
halde bulundugunu ifade eder. Ayrica bu ¢calisma MSSA suslarinda ilk kez kitosan
varligint gostermistir. Bu sayede bir bilimsel arastirmada MSSA 20 susu kitosan

ureticisi olarak kullanilabilir.

Sonug olarak bu ¢alismada biyofilm olusumu besin diizeyleri, pH, karbon
kaynaklar1, tuz konsantrasyonlar1 ve sicakliga gore farklilik gostermistir. Buna ek
olarak XRD ve TGA sonuglarina gére EPS icerigini polisakkarit ve protein olan

iki temel ana maddeden olusan zayif kristal yapida oldugu belirlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢aligmasinin konusu olan MSSA’larda biyofilm iiretme kapasiteleri
ve biyofilm olusumunu olumlu veya olumsuz etkileyen sartlarin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bakterilerin hangi sartlarda biyofilm olusturup olusturmadiginin
anlasilmasina katki saglayacak olan bu tiir ¢aligmalar hi¢ kuskusuz tip, hastane,
cevre ve ekolojik sistemlere olabilecek bakteriyel kontaminasyonlarin
engellenmesinde, bu tiir olusumlarla miicadelede onemli katkilar saglayacak

niteliktedir.

Calismada kullanilan iki farklit MSSA susunun (MSSA 10 ve MSSA 20)
optimal sartlarinin birbirinden farkli olmasi 6zellikle tuz konsantrasyonun artmasi
bir bakteriyi olumlu yonde etkilerken diger bakteriyi olumsuz yonde etkilemesi
bakteriler arasindaki metabolik ve fizyolojik farkliligin bir kanitidir. Bu veri bile,
bakteriyel biyofilm olusumu ve direng mekanizmasinin anlasilmasimnin gii¢liigiinii
ortaya koymada ¢ok basit bir kanit olarak degelendirmek miimkiindiir. Diinyada
cok sayida farkli mikroorganizmalarin varligi disiiniilecek olursa, her
organizmanin sartlarinin tek tek ortaya konmasinin zahmetli ve pratik olmayacagi
da bir gercektir. Bu nedenle biyofilm yapisinin ve biyofilm matriksinin yapisinin
cok 1iyi karakterize edilerek Ozellikle uzaysal diizenlenmesinin agikliga
kavusturulmasi gerekmektedir. Ciinkii bilindigi gibi bakteriler, stress sartlarinda
EPS ireterek kendilerini  her tirli olumsuz sartlardan korumaya
programlanmislardir. Eger ki bu diizenlenmenin sartlar1 ortaya konacak olursa,
yiizey modifikasyonu engellenerek bakterilerin ylizeylere tutunmasinin Oniine

geceilebilecek yeni stratejiler gelistirilebilir.

Bu amagla ¢alismamizin bir diger asamasinda, bakteriyel biyofilm ve EPS
matriksinin ince yapist ileri yontemler kullanlarak karakterizasyonu yapilmustir.
Bu bakteri grubunda EPS’nin ilk kez SAXS analizi ile yapis1 ortaya konulmustur.
Ayrica yapilan XRD ve TGA analizleri sayesinde EPS iceriginde ilk kez kitosan
bilesenine rastlanmistir. Ayrica EPS’nin kristal yapida olmasi da dikkat ¢cekmistir.
Yapilan SEM goriintiilemesinde ise EPS ile bakterilerin birbirleri ile olan baglilig

gosterilerek EPS’nin biyofilm yapisinin 6nemli bir parcasi oldugu gosterilmistir.
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Arastirmamizin bir diger kisminda ise MSSA biyofilminin diger patojen
bakteriler ile iligkisi i¢in antibiyotik penetrasyon inhibisyonu arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore biyofilm hem iiretici bakteriyi hem de diger patojen
bakterileri antibiyotiklere karsi koruma altmma almaktadir. Biyofilm yapisinin
antibiyotiklere kars1 diren¢ saglamadaki etkinligi, antibiyotiklerin bakterilere
gecisinin inhibisyonu ile gosterilmistir. Bu da biyofilm olusturan bakterilerle
antibiyotik tedavilerinin basarisizliginin bir baska kanitidir. Bu nedenle yeni ve

etkili stratejiler gelistirilmesi gerekmektedir.

Biyofilm kaynakli hastaliklarin  6nlenebilmesi igin; biyofilmlerin
antibiyotiklere karsi direnglilikleri arastirilmali ve biyofilm ile yakin iliskisi
oldugu bilinen EPS’nin ince yapisinin ve uzaysal diizenlenmesinin ¢ok iyi
bilinmesi gerekmektedir. Bu tez galismasi, bu alanda yapilan ¢alismalara ilk teskil
edecek Onemli bulgular tasimaktadir. Bilindigi gibi, patojenitenin ilk adimi
tutunmadir. Bakteriler canli veya cansiz yiizeylere tutunarak kolonize olurlar ve
virulans ozelliklerini agiga cikarirlar. Tutunmada en etkili yap1 da bakteriyel
EPS’dir. Ozellikle tutunmanin bloke edilebilecegi yeni uzaysal diizenlenmeler

ortaya konmalidir.
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8. EKLER

EK A: Arastirmada kullanilan besi ortamlar1 ve kimyasal maddeler

Triptic Soy Broth(TSB) (Merck, Fluka)

Tripton 17,09
Soya unu peptonu 3049
D(+) glukoz 250
Sodyum kloriir 5049
Di-Potasyum hidrojen fosfat 250
Distile su 1000 ml

Maddeler 1 litre distile su igerisine ilave edilmistir. Besiyerinin pH degeri
7,0+£0,2’ye 6 N HCI ve 6 N NaOH ile ayarlanmistir. Besiyeri 121 °C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir.

Triptic Soy Agar (TSA) (Merck)

Tripton 170¢g
Soya unu peptonu 3,09
D(+) glukoz 250
Sodyum kloriir 509
Di-Potasyum hidrojen fosfat 250
Agar 15049
Distile su 1000 ml

Maddeler 1 litre distile su icerisine ilave edilmistir. Besiyerinin pH degeri
7,0+£0,2’ye 6 N HCI ve 6 N NaOH ile ayarlanmistir. Besiyeri 121 °C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir. izole edilen suslar, TSA iceren tiiplerde +4°C’de
muhafaza edilmistir.

Brain Heart Infusion Broth (BHIB) (Merck)

Peptone 2759
D(+) Glukoz 2049
Sodyum kloriir 50¢9
Di-Sodyum hidrojen fosfat 250

Maddeler 1 litre su icerisine ilave edilmistir. Besiyeri 121 °C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir.
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Fosfat Buffer (PBS)

Potasyum hidrojen fosfat 26,22 g

Sodyum karbonat 7,78 g

Maddeler 1 litre su igerisine ilave edilmistir. Soliisyonun pH’s1 6 N NaOH
ile 7,3’e ayarlanmistir.

EPS saflastirma ve icerik tavininde kullanilan kimyasallar

Etanol (Merck)

Metanol (Merck)

Proteinaz K (Sigma-Aldrich)
Trikloraasetik asit (TCA) (Merck)
Fenol (Merck)

H,SO,4 (Merck)

Sodyum-potasyum tartarat-NaCOj3 reaktifi: 100 ml saf suda 0,2 g sodyum-
potasyum tartarat ile 10 g NaCO3 ¢oziiliir.

Sodyum-potasyum tartarat-CuSO4.5H,0 reaktifi: 0,2 g sodyum-potasyum
tartarat ile 0,1 g CuSO,. 5H,0 9 ml saf suda ¢oziiliir. Uzerine 1 ml 1 N
NaOH ilave edilir.

Folin-Ciocolteu reaktifi: 1 ml’si 15 ml saf su ile seyreltilir (¢alisma
esnasinda giinliik hazirlanir).

Sulfomik asit (Sigma-Aldrich)
Sodyum tetraborat (Sigma-Aldrich)
m-hidroksifenil (Sigma-Aldrich)
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