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Derleme

Staphylococcus aureus Tiirlerinde Biyofilm ve Biyofilm

Olusumundan Sorumlu Genler

Zehra Nur YUKSEKDAG, Nurnehir BALTACI
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OZET

Staphylococcus aureus hastalik etkeni olan onemli bir mik-
roorganizmadir ve biyofilm yapumi gibi bircok onemli
viriilans faktorii olusturmaktadir. Hastalarda kronik enfek-
siyonlarin kalicitligryla ilgili oldugu diisiiniilen biyofilm
iiretimi, son yillarda arastirmacilarin ilgisini ceken bir
konudur. Biyofilm, serbest yasayan organizmalarin uygun
bir yiizeye tutunup kiimelegerek iirettikleri matriks ile olus-
turduklart tabakadir. Bu tabaka, S. aureus’larin antibiyoti-
ge karst direngli olmasimi sagladigr ve konak tarafindan
fagositozuna engel oldugu icin, S. aureus enfeksiyonlarimin
tedavisini zorlastirmaktadir. S. aureus tiiriinde biyofilm
tabakasinin olusumundan icaADBC lokusu ve bazi protein-
ler sorumlu tutulmaktadir. Bu derlemede, S. aureus tiirii
bakterilerde biyofilm olusumundan sorumlu olan icaA,
icaD ve bap genlerinin birbirleri ve fenotipik ifadeleri ara-
sindaki iligkinin ozetlenmesi amaglannugtir.

Anahtar kelimeler: Staphylococcus aureus, biyofilm, ica-
ADBC

SUMMARY

Biofilm Formation in Staphylococcus aureus and the
Genetic Factors Responsible for Biofilm Formation

Staphylococcus aureus which is an important pathogen, is
known to have several virulence factors including biofilm
formation. Biofilm formation is usually associated with
chronic infections and has become a subject of interest in a
wide area of research. Biofilm is an adherent structure
formed by bacteria encased within a matrix produced on
natural body surfaces or medical devices. Since biofilm
producing S. aureus are more resistant to antibiotics and
biofilms prevent phagocytosis, the treatment of biofilm
positive S. aureus infections is difficult. The icaADBC locus
and some proteins have been shown to be responsible for
the formation of S. aureus type biofilm strata. The objective
of this study was to summarize the relationships among
icaA, icaD and bap genes and between phenotype expres-
sions which are responsible for the formation of biofilm in
S. aureus.
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GIRIS

Eubacteria alemi, Firmicutes subesi, Bacilli
sinifi, Bacillales takimi, Staphylococcaceae
ailesi icerisinde yer alan Staphylococcus cinsi
bakteriler, onemli bir enfeksiyon etmenidir.
Staphylococcus genusunda 30°dan fazla tiir
bulunmaktadir'?. Genel karakter olarak stafilo-
koklar yuvarlak, 0.5-1.5 wm ¢apinda, ¢ogu kez
diizensiz kiimeler, bazen tetrat, ikiserli kok ya da
tek tek koklar seklinde goriilen Gram pozitif
bakterilerdir. Stafilokoklar hareketsiz, fakiiltatif
aerobik, yliksek konsantrasyonda tuz igeren
besiyerlerinde (%10 NaCl) ve 18-40 °C aralikla-
rinda iireyebilmektedir. Her ne kadar hareketsiz,

sporsuz, kapsiilsiiz olarak bilinseler de, bazi
S. aureus suglar1 organizmadan ilk izole edildik-
lerinde kapsiillii olabilmektedir®®. Stafilokok-
larin, kapsiil, protein A, peptidoglikan tabakasi,
teikoik asit gibi hiicre duvarinda bulunan yapi-
lar, olusturduklari koagiilaz, hemolizinler, deok-
siriboniikleaz (DNaz), hyaluronidaz, fosfataz ve
viriilansla ilgili oldugu bilinmektedir! 24,

Stafilokoklar tip tarihinde ilk kez 1878 yilinda
Robert Koch tarafindan tanimlanmis ve 1881
yilinda Alexander Ogston tarafindan, farelerde
hastalik yaptig1 gosterilmistir. 1940 yilinda peni-
silinin klinik kullanimina girmesiyle, tip tarihinde
onemli enfeksiyon etmeni olarak bilinen stafilo-

Alimdig tarih: 16.05.2014
Kabul tarihi: 28.11.2014

Yazisma adresi: Zehra Nur Yiiksekdag, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Biyoteknoloji Anabilim Dali, Ankara

e-posta: zehranur@gazi.edu.tr

77



koklarin neden olduklar1 enfeksiyonlarin tedavi-
sinde 6nemli basarilar saglanmistir”. Geleneksel
antibiyotik kullanimlarina bagh olarak stafilo-
koklarda gelisen metisilin ve ¢oklu antibiyotik
direnci, stafilokok enfeksiyonlarmin tedavilerini
zorlagtirmaktadir®. Bu nedenle yeni nesil arag-
tirmalar, stafilokoklarin enfeksiyona neden olan
genlerinin ve enfeksiyon mekanizmalarinin arag-
tirilmasi iizerine yogunlagsmaktadir.

Stafilokoklar insanlar ve hayvanlar iizerinde
cesitli enfeksiyonlara neden olmaktadir.
Staphylococcus aureus insanlarda genel enfeksi-
yonlara (follikiilit, fronkiilit, Ritter hastaligi,
impetigo, tonsilit, stafilokok anjinleri, pnémoni,
sepsis, endokardit, tromboflebit, otitis media,
menenjit, perinefritik abse vb.), ameliyat sonrasi
yara enfeksiyonlarina, osteomiyelit gibi rahat-
sizliklara neden olmaktadir®'). Stafilokokal
bakteri orneklerinin insan kokenli izolasyonlari
daha ¢ok introvaskiiler kataterlerden, endotrake-
al ve trakeotomi borularindan, periton diyaliz
borularindan, kontak lenslerden, protezlerden ve
biyomateryallerden gergeklestirilmektedir®'?.
Hayvanlar iizerinde neden olduklar1 en 6nemli
hastalik ise sigirlarda meme bezlerinde kronik
ya da enfeksiyona bagli olarak olusan
“mastit”dir'?. Pek ¢ok hayvan hastalig1 arasinda
sigir mastiti, mandira hayvanlarinda tedavisi
oldukca pahali olan bir hastaliktir.

S. aureus tiirii bakteriler ortam sartlarma olduk-
ca dayanikli ve cevresel kaynaklarda yaygin
olarak bulunan bir mikroorganizmadir. Ozellikle
bu bakterilerin patojenite 6zellikleri, fagositoza
kars1 direng saglayan biyofilm tabakasi ile kom-
bine oldugunda viriilans1 olduk¢a yiiksel-
mektedir'®'”. Bu nedenle de dncelikli patojenler
arasinda yer almaktadir'®!1%),

Biyofilm, canli veya cansiz bir yiizeye yapisarak
kendi iirettikleri organik bir ekzopolisakkarid
matriks icine gomiilii ve hareketsiz olarak birbi-
rine, bir kat1 yiizeye veya bir ara yiizeye geri
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dontistimsiiz olarak tutunmug halde yasayan
mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk-
tur®2V_ Biyofilm tabakasi, icindeki bakterilerin
cevre sartlarindan etkilenmemesini saglayan
korunakli bir yapidir®. Bir biyofilm tabakasi-
nin olugsmasinda protein ve ekzopolisakkaritten
olugan hiicre dig1 matriks ve tutunma ylizeyi
onemli yer tutar®. Bu bilegenlerden biri eksik
oldugunda biyofilm olusmamaktadir®. Biyo-
film yapisinda %97 su olmak tiizere, %2—5 mik-
roorganizma, %1-2 polisakkarid, %1-2 protein,
%]1-2 DNA ve iyonlar bulunmaktadir®2%. Yapi-
lan genomik ve proteomik ¢alismalar, biyofilm
gelisimi ile ilgili bircok genin bulunmasina
neden olmusgtur. Bu genlerin hiicre fizyolojisin-
deki rolleri arastirildiginda adhezyon, yogunlu-
ga baglh algilama (quorum sensing), hiicre
duvar yapimi, metabolizma, stres yaniti ve
plazmide baglanmada etkili olduklar1 rapor
edilmektedir®’2.

Biyofilm icerisinde bulunan bakterilerin antibi-
yotiklere, planktonik formlarina gére 100-10000
kat daha direngli olduklari bilinmektedir®.
Antimikrobiyal ajanlara herhangi bir direnci
bulunmayan bir mikroorganizma biyofilm olug-
turunca direngli héle, biyofilmden ayrildiginda
ise yine duyarli hale doniigebilmektedir®®.
Biyofilm igerisindeki oksijen yogunlugu mikro-
biyal direncin gelismesinde 6nemlidir. Oksijenin
biyofilmin yiizey katmanlarinda tiiketildigi ve
dip kisimlarda anaerobik ortam olustugu bilin-
mektedir. Bu nedenle bazi antibiyotiklerin etkin-
ligi azalmakta ve antimikrobiyal direng gelise-
bilmektedir. Ayrica biyofilm igerisinde bakteri
metabolizmasi sonucu olusan asidik atik madde-
lerden dolay1 pH’nin degismesi ve bu degisimin
bazi antibiyotikler lizerinde antagonisttik etkile-
ri bulunmaktadir®®3V. Biyofilm i¢indeki bakteri-
lerin antibiyotiklere direncli hale gelmesinde,
biyofilmin antibiyotik diren¢ genlerinin bakteri-
ler arasinda aktarim kolayli1 saglamasi 6nemli
rol oynamaktadir®?.
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Biyofilm iiretiminden sorumlu genler ve bu
genlerin fenotipik olarak ifadesi

Stafilokoklarda biyofilm olusumu cesitli meka-
nizmalar1 iceren dinamik bir stiregtir® .
Biyofilm tabakasi iki agamada gerceklesmekte-
dir. Tlk asamada bakteriler, konak doku ligandla-
11, kat1 yiizeyler gibi uygun ylizeylere, mikrobi-
yal yapistirict matriks molekiilleri olarak taninan
(microbial surface components recognizing
adhezive matrix molecules, MSCRAMM) degi-
sik yiizey proteinleri ile tutunmay1 gerceklestirm
ektedir'7?2339_ Jkinci asamada ise, bakteriler
diger bakterilere tutunarak cok tabakali (multila-
yer) biyofilmi olusturmaktadir®®.

S. aureus’lar da bir operon olan, icaADBC gen
kiimesi bulunmaktadir. poli-N-siiksinil-f-1-6
glikozamin (PIA-PNSG) polisakkarit tutunma
matriksinin iiretiminden, icaADBC operonu
sorumlu tutulmaktadir. icaADBC tarafindan iire-
tilen bu maktriksin ikinci asamada hiicrelerin
birbirine yapismasimi saglamakta etkili oldugu
varsayilmaktadir®3%3 Bu nedenle icaADBC
gen kiimesini barmdiran S. aureus suslarimin,
potansiyel biyofilm {ireticisi oldugu diisiiniil-
mektedir.

Yapilan caligmalarda ica operonunda yer alan
icaA geninin, UDP-N-asetilglukozaminden
N-asetilglukozamin oligormerlerinin sentezinde
yer alan N-asetilglukozamil transferaz iretimin-
den sorumlu oldugu belirlenmigtir®?3%40,
N-asetilglukozamin biyofilm tabakasinin ana
maddesini olusturmaktadir. N-asetilglukozamin,
hiicreler arasi agregasyonu saglayan polisakkarit
yapida olan interseliiler adhesin (PIA) olusu-
mundan sorumludur®-*, jcaD geni ise kapsiiler
polisakkaritin fenotipik ifadesinde onemli olan
N-asetilglukozamiltransferaz’in maksimum eks-
presyonunda rol oynar®®. Yapilan ¢aligmalarda,
icaA geni ile icaD geni arasinda bir baglanti
oldugu tespit edilmistir. Buna gore, icaA ve icaD
genlerinin birlikte N-asetilglukozamini substrat

olarak kullanarak seker oligomerlerinin sentezi-
ne aracilik ettikleri gosterilmigtir**Y. Ayrica,
icaA geninin tek bagina diisiik N-asetilglukoza-
min transferaz aktivitesi gosterirken, icaD geni
varlifinda enzim aktivitesinde belirgin artig
gozlemlenmistir™®. Benzer olarak icaC’nin poli-
sakkarit interseliiler adhesini (PIA) ifade ettigi
diisiiniiliirken, icaB geninin tam olarak islevi
bilinmemektedir*?.

Ozellikle mastit hastaligmnin, S. aureus ve diger
stafilokok tiirlerinin tirettikleri biyofilm tabakasi
nedeniyle oldugu, pek cok yazar tarafindan
kabul edilmektedir!*#**®). Bu nedenle mastitli
sigirlardan izole edilen S. aureus suslari, ica
lokusunu icermeleri ve ica lokusunun fenotipik
ifadesinin in vitro kogsullarda incelenmesi aras-
tirmalarinda siklikla kullanilmaktadir.

Yapilan caligmalarda degisik orijinlerden izole
edilen S. aureus suglarmin biyofilm iiretimleri
ve ica gen bolgesi arasinda birtakim tutarsizlik-
lar tespit edilmistir. Vasudevan ve ark.“?, calig-
malarinda klinik donorlerden veya hayvanlarda
izole ettikleri ve biyofilm olusturabildigi belirle-
nen S. aureus’larda ica genlerinden bazilarina ya
da hicbirine rastlamazken, biyofilm {iretimi goz-
lenmeyen suslarin icaADBC lokusu tagidiklarini
rapor etmislerdir. Hollanda’da yapilan bir calig-
mada mastitli ineklerden izole edilen biyofilm
olusturabilen 99 S. aureus susunun 74’linde ica
lokusu olmadig1 bildirilmistir®”. Benzer olarak
Hindistan’daki bagka bir arastirma da ise biyo-
film {ireticisi 102 S. aureus susundan yalnizca
36’sinda icaA ve icaD genlerinin bulundugu
tespit edilmistir’™. Bu sonuglarin aksine bazi
aragtirmalarda, izole edilen tiim S. aureus sugla-
rinin biyofilm {ireticisi ve ica gen kiimesi sahibi
olduklari gosterilmistir®>". Brezilya’da yapilan
bir arastirmada izole edilen 94 S. aureus susu-
nun, 93’linlin biyofilm pozitif oldugu fenotipik
yontemlerle belirlenirken, 90 susun icaA ve
icaD genlerine sahip oldugu polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile belirlenmistir®?.
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Polonya’daki mastitli ineklerden izole edilen
132 S. aureus susunun hepsinde icaA ve icaD
geni tespit edilmesine ragmen, fenotipik ifadeye
dayal1 deneyler sonucunda 76’s1 biyofilm tireti-
mi pozitif olarak bildirilmistir'¥. Tirkiye’de
klinik orneklerden izole edilen 152 S. aureus
susu ile yapilan calismada, 136’sin da icaA ve
icaD genlerinin her ikisinin de bulundugu,
74’iiniin fenotipik olarak biyofilm pozitif oldu-
gu rapor edilmigtir®.

Caligmalar sonucunda elde edilen verilere gore,
ica operonun bulunmasi ve biyofilm {iretiminin
fenotipik olarak gézlemlenmesi arasinda net bir
pozitif kolerasyon varligindan s6z edilmemekte-
dir. icaADBC operonunun ekspresyonu, faz var-
yasyonlart ve genom diizenlemeleri tarafindan
modiilasyon ile yiiksek c¢esitlilik goster-
mektedir>¥, Ayrica, ica lokusunda meydana
gelen nokta mutasyonlari, PIA olusumunu nega-
tif regiile eden veya biyofilm olusumuna etki
eden ve nedeni heniiz bilinmeyen faktorler34%
ica lokusunun kapsiiler polisakkarit adhezyon
genleri (PS/A) gibi cesitli {riinleri, in vitro
ortamdan cok in vivo ortamda yiiksek oranda
ifade etmesi®¥ ve in vitro ortamda olugabile-
cek stres™39 gibi faktorler biyofilm olusumunu
etkilemektedir. Biyofilm olusumundaki cesitlili-
ge bakterinin bulundugu {iretim sartlarindaki
farkliliklar da katkida bulunmaktadir. In vitro
ortam sartlarinin, konak dokusundaki sartlardan
cok farkli olmasi, in vitro deneylerde besiyeri
kompozisyonu'>*", glukoz varligi ve konsant-
rasyonu, pH ve hidrojen peroksit gibi birtakim
faktorlerin, biyofilm olusumunu etkiledigi
bildirilmektedir®".

Biyofilm tabakasinin olusumunda bazi yiizey
proteinlerinin 6nemli katkis1 oldugu bilinmekte-
dir. S. aureus tiiriinde ¢esitli MSCRAMMler ile
diger onemli yiizey bilesenleri (PIA ve bap) bir
arada bulunmaktadir. S. aureus suglarindan izole
edilen bir protein olan “biofilm associated pro-
tein”’ (bap), biyofilm olusumu icin gerekli yapi-
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lardan birisi olarak bildirilmistir'”. Bap, bakteri
yilizeyinde yerlesmis, yiiksek molekiil agirlikli,
ardi ardina yineleyen C-domainlerini iceren,
bakterilere yliksek biyofilm olusturma kapasite-
si saglayan ve enfeksiyon siirecinde 6nemli rol
oynayan 2276 aminoasitlik bir proteindir.
Yapilan calismalarla, abiyotik yiizeylere yapis-
ma ve interselliiler adezyon basamaklarimin her
ikisinde de gorev yaptigi gosterilmistir®-®. Bap
geni bulunduran S. aureus suslarinin diger biyo-
film pozitif suglara gére daha giiclii biyofilm
olusturdugu ifade edilmektedir!73447,

S. aureus suglarindaki bap ile ilgili yapilan ¢alig-
malar, bap geninin bulunma frekansinin diisiik-
liigiinden dolayr olduk¢a kisitlidir. Bap genine
agirliklt olarak kronik sigir mastitlerinde
rastlanilmigtirt®?. Cucarella ve ark.’nin"'” yap-
tiklar1 calismada, mastitli sigirlardan izole edi-
len 350 S. aureus susunun yalmzca %5’inde bap
geni tespit ederlerken, insanlardan izole edilen
75 S. aureus susunun hicbirinde bap genine rast-
lanmamugtir. Vautor ve ark.’nin®) 262 S. aureus
susu ile yaptiklar1 calismada, suslarin higbirinde
bap geni bulunamamustir. Italya’da yapilan bir
arastirmada, mastitli ineklerden izole edilen 122
S. aureus sugunun yalnizca 5’inde bap geni tes-
pit edilmistir®®. Bagka bir ¢aligmada ise, 40
S. aureus susundan yalnizca birinin bap genine
sahip oldugu bildirilmistir®». Kuvvetli biyo-
film olusumundan sorumlu tutulan bap genine,
hayvanlardan izole edilen suglarda cok ender
rastlanilirken, insan kaynakli izolatlarda heniiz
tespit edilememistir®®%9. Bu nedenle bazi bilim
insanlari, konaga bagl olan 6zel patojenik fak-
torlerin insan ve ruminantlarda birbirinden
bagimsiz olarak evrimlesmis olabilecegini
disiinmektedirler®4%, Vautor ve ark.®V ise,
bap geninin insan ve hayvan orijinli S. aureus
izolatlar1 arasinda heniiz yeteri kadar yaygin
olmadig1 icin prevalansinin diisiik oldugunu
one siirmektedir.
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Sonuc¢

Onemli bir patojen olan S. aureus bakterisi
konak olarak bulundugu organizmada cesitli
hastaliklara neden olmaktadir. Bu hastaliklarin
tedavisinde uygun olmayan antibiyotiklerin
bilingsizce kullanimi, bakterilerin kisa siirede
birden ¢ok ilaca diren¢ gelistirmesini saglamak-
tadir. Ozellikle biyofilm tabakasi olusturan tiir-
lerin neden olduklart enfeksiyonlarda, biyofilm
tabakasinin antimikrobiyal ajanlardan korunma
da bakterilere sagladigi avantajlar yiiziinden,
tedavileri daha zor ve daha uzun siirede olmak-
tadir. Bu nedenle S. aureus bakterilerinin olus-
turduklar1 biyofilm mekanizmasinin anlagilmasi
onemlidir. Biyofilm mekanizmasinda yer alan
genlerin ve enzimlerin anlasilmasi ile S. aureus
enfeksiyonlarinin tedavisinde yeni nesil meka-
nizma bloke edici ilaclarin {iretilmesine 151k
tutulabilecektir.
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