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Bu calismada gelencksel fermente Tiitk sucuklarindan izole edilmis toplam 50 adet koagulaz-negatif
Staphylococens (IKNS) ve 10 adet Macrococeus caseolyticus suslarimn biyofilm olusturma 6zellikleri fenotipik olarak
beliflenmis ve ayni zamanda suslarda biyofilm olusumu ile iligkili genler ve adezyon genlerinin vatligt
multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (mPZR) ile arastirilmustir. Fenotipik olarak slaym (slime) tretimi
Congo Red agar (CRA), biyofilm tiretim diizeyi mikrotitre plaka yontemi ile belirlenmistir. CRA besiyetinde
slaym treticisi oldugu belitlenen 33 susun tamaminin mikrotitre plaka yontemi ile biyofilm treticisi oldugu
tespit edilmistir. KNS ve M. caseolyticns suslarinin 28’inin orta, 23 tniin zayif ve 1’nin glicli biyofilm dreticisi
oldugu saptanmustir. Sekiz susta ise biyofilm tiretiminin olmadigt tespit edilmistir. mPZR denemeleri sonucu
biyofilm treticisi oldugu belitflenen KNS ve M. aaseolyticus suslarinin %84.62’sinin arastirilan genlerden en az
birini icerdigi bulunmustur. Suslann %66.67’sinde eno geni, %015.67’sinde #aA geni varligr belilenmistir.
Diger taraftan biyofilm ireticisi oldugu belitlenen 8 susun ise ¢alisma kapsaminda aragtirlan biyofilm
genlerinin hi¢birini icermedigi tespit edilmigtir.

Anahtar kelimetler: Sucuk, koagiilaz-negatif Staphylococcus, Biyofilm, Adezyon faktotler
INVESTIGATION OF BIOFILM FORMATION PROPERTIES AND ADHESION

FACTORS OF COAGULASE-NEGATIVE STAPHYLOCOCCUS AND
MACROCOCCUS CASEOLYTICUS STRAINS

ABSTRACT
In this study, biofilm forming properties of 50 coagulase-negative Staphylococcns (CNS) and 10
Macrococens caseolyticus strains isolated from traditional fermented Turkish sausages (sucuk) were
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phenotypically determined and also the presence of genes associated with biofilm formation and
adhesion genes in the strains was investigated by multiplex polymerase chain reaction (mPZR). Slime
production was determined on Congo Red agar (CRA) by phenotypically and biofilm production
level was determined by microtiter plate method. All 33 strains determined to be slime producers in
CRA medium were determined to be biofilm producers by microtiter plate method. It has been
determined that 28 of KINS and M. caseolyticus strains are medium, 23 are weak and 1 is strong biofilm
producers. Biofilm production was not detected in eight strains. As a result of mPZR experiments,
84.62 % of CNS and M. caseolyticus strains determined to be biofilm producers were found to be
contain at least one of the genes investigated. ezo gene was detected in 66.67% of the strains and the
presence of icaA gene in 15.67% of the strains. On the other hand, it was determined that 8 strains
determined to be biofilm producers do not contain any of the biofilm genes investigated within the

scope of the study.

Key words: Sucuk, Coagulase-nagative Staphylococcus, Biofilm, Adhesion Factors

GIRIS
Staphylococens  cinsine ait bazi Uyeler insan ve
hayvan patojeni olarak bilinmektedir. Bu grup
bakteriler ~ kan  hicrelerinde  g6sterdikleri
reaksiyona gore koagilaz-pozitif ve koagilaz-
negatif ~ stafilokoklar  olmak  tzere  ikiye
ayrilmaktadir. Bircok bakteri tarafindan tretilen
koagtilaz enzimi kan icerisinde yer alan
fibrinojenin fibrine déniismesini saglayarak kanin
pthtilasmasina neden olmaktadir. Patojen S. awureus
suslarinin  bircogu  koagtilaz-pozitif olmasina
ragmen bazt dogal stafilokok suslari koagtilaz
reaksiyonu gostermezler. KNS’larin cogu dogada,
insan ve hayvan mukoz membranlarinda stkca
bulunmakla birlikte firsatgt patojen olarak
taninmakta ve bakteremi, septisemi, endokardit,
idrar yolu enfeksiyonu ve sant enfeksiyonu gibi
bircok enfeksiyona sebep olabilmektedir (Kloos
vd., 1994; Piette ve Verschraegen, 2008; Rogers
vd., 2009).

Stafilokoklarin 7z vivo katt ylizeylere tutunma ve
hiicre tabakalarindan olugan biyofilm olusturma
6zelliklerinin oldugu bilinmektedir. Biyofilmler,
mikroorganizmalarin yuzeylere tutunarak
¢ogalmalari ve hiicre dist polimerler Gretmeleri
olusur. KNSlarin  etken  oldugu
enfeksiyonlar genellikle biomateryaller tizerinde
biyofilm tabakast olugsmas: sonucu gerceklesir.
Biyofilm  olusturan ~ KNS’lar  mikrobiyel
topluluklar seklinde yasamakta ve gida ile temas
eden ckipmanlar tzerinde sanitizetlere direng
gostererek kontaminasyon kaynagi
olusturabilmektedir. Acik yiizeylerden sirinti
alarak biyofilm olusumu tespit edilebilse de boru
icleri gibi  kapali ekipmanlarda  biyofilm

sonucu

olusumlarint  belitlemek  olduk¢a  glctiir.
Yizeylerde biyofilm olusturarak yasam stirdiren
bakteriler, aynt tiiriin bireysel formlarina gore
dezenfektanlara ve antibiyotiklere karsi daha
direnclidir. Bu nedenle geleneksel temizlik ve
dezenfektan uygulamalari bu bakterileri 6ldiirmek
icin yetersiz kalabilmektedir. =~ Aynt zamanda
biyofilm igerisinde fiziksel temas halinde bulunan
bakteriler  biyofilm olusturma yeteneklerini
konjugasyon aracthigt ile aktarabilmektedir.
Biyofilmler bu baglamda virilens ve direng
determinantlarinin  mikroorganizmalar arasinda
aktariminin  saglandigt  ortam  sartlanni  da
olusturmaktadir (Schlegelova vd., 2010).

Tibbi arac-gere¢ ve implantlarda Ozellikle S.
epidermidisve S. aureus kaynakli biyofilm olusumlari
oldukca sik arastirilmaktadir. Ancak literatiirde
cesitli gida 6rnekleri ve gida ile iliskili ylizey ve
ekipmanlarda bulunabilecek biyofilm olusturma
yetenegindeki stafilokok tiirleri tizerinde yeterince
bilgi yer almamaktadir. Tiirler arasinda degisiklik
gostermesine ragmen S. scuri ve S. xylosus susuz
yiizeylerde biofilm olusturabilmekte S. carnosus ise
cesitli yiizeylerde varlik gésterebilmektedir. Séz
konusu bakterilerin gida ile iliskili susuz yiizeylere
tutunabilme ve biyofilm olusturma yetenegi
kolonizasyon  sansim  artirmakta ve gida
zehirlenmelerine zemin hazirlamaktadir
(Planchon vd., 2007; Brooks ve Flint, 2008).

Laktik asit bakterileri ve KINS’lar sucuk gibi et
fermentasyon driinlerinin Uretiminde yer alan
baslica bakteri gruplandir. KNS suslarinin dogal
yasam alanlart insan ve hayvanlarin deri ve
mukozalart oldugu icin bu suslar hayvansal
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kaynakli cesitli gidalardan izole edilebilmektedir.
Farkli  calismalarda  ¢esitli  fermente et
triinlerinden izole edilen KNS titleri arasinda
vaygin olarak S. xylosus, S. equornm ve S.
saprophyticus titlerinin  bulundugu  bildirilmistir.
Ayrica farkli caligmalarda fermente sosislerden
onceden  Staphylococcus  caseolyticus  olarak
adlandirlmis olan Macrococens caseolyticns suslarinin
da izole edildigi belirtilmistir (Kaban ve Kaya,
2008; Leroy vd., 2010; Talon ve Leroy, 2011;
Busconi vd., 2014; Kesmen vd., 2014; Genis ve
Tuncer, 2018). Makrokoklar farkli memelilerin cilt
yuzeylerinde ve ¢ig stt, pastorize siit, siit triinleri,
et ve et urlnleri gibi g@dalarda da
bulunabilmektedir. Makrokoklar insan
enfeksiyonlart ile dogrudan iligkili olmasalar da,
hayvanlarda enfeksiyonlara yol acan patojenler
olarak rolleri son yillarda giderek daha fazla
arastirilmaktadir. M. caseolyticus ve M. canis koyun,
sigir ve kopeklerde apse, mastitis, otitis ve
dermatit gibi enfeksiyonlardan siklikla izole edilen
makrokok tutleridir. Diger taraftan M. caseolyticus
lipolitik ve proteolitik aktiviteleri nedeniyle gida
fermentasyonlarinda kullanilabilmektedir (Ramos
vd., 2021).

Biyofilm olusumu, biyofilmin  yapismasini,
birikmesini, olgunlagsmasini ve dagilmasini iceren

cok asamall bir strectir. Biyofilm olusum
kapasitesi bircok genetik faktor tarafindan
belirlenir. Ana biyofilm bileseni, #aABCD

operonunu olusturan zcaA, icaB, icaC, icaD genleri
tarafindan  kodlanan  enzimler  tarafindan
sentezlenen polisakkarit hicrelerarast adhezin
(PIA) molekilidir (Gajewska ve Chajecka-
Wierzckowska, 2020). bap geni tarafindan
kodlanan biyofilm ile iligkili bap proteini suslarin
hem abiyotik yiizeylere ilk tutunmasini hem de
hicreler arast  tutunmayr  desteklemektedir
(Cucarella vd., 2001; Simojoki wvd., 2012).
Stafilokoklara ait bir protein ailesi olan
MSCRAMM (Microbial Surface Components
Recognizing ~ Matrix ~ Molecules,  Matriks
Molekiillerini ~ Tamtyan ~ Mikrobiyel — Yuzey
Bilesenleri) bakterinin ylzeylere tutunmast ve
konak hiicre icine invase olmast (girisi) ile
iliskilidit (Los vd., 2010; Simojoki vd., 2012,
Gajewska ve Chajecka-Wierzckowska, 2020).

MSCRAMM icerdigi, fubA ve fubB taratindan
kodlanan fibronektin baglayict protein A ve B,
dfA ve dfB tarafindan kodlanan fibrinojen
baglayici proteinler kiitmelenme faktérii A ve B,
ena tarafindan kodlanan kolajen baglayict protein
ve fib tarafindan kodlanan fibrinojen baglayict
proteinler ile hiicre dist memeli proteinleri ve
abiyotik yiizeylere tutunmayi saglar. Koagilaz-
porzitif ve koaglilaz-negatif stafilokoklarin cesitli
yiizeylere tutunma kabiliyeti, laminin baglayict
proteini  kodlayan eno geni tarafindan da
belirlenmektedir (Kong vd., 2018).

Biyofilm  olusturma  kapasitesi, stafilokok
virtlansinin en Onemli faktSrlerinden  biridir.
Fermente et dUrinlerinde biyofilm olugturan
stafilokoklarin olugmast, et isleme tesislerinde
teknolojik streclerde bozulmalara ve son Grinin
kontaminasyonuna neden olabilir. Bu nedenle, bu
calismada sucuktan izole edilmis KNS ve M.
caseolyticus  suglarinda  biyofilm
prevalansint ve Ozelliklerini belitlemeyi ve bu
izolatlarda biyofilm olusumu ile iligkili genlerin
tespiti amaglanmustir. Bu amag¢ dogrultusunda
geleneksel fermente Tirk sucuklarindan izole
edilmis 50 adet KNS ve 10 adet M. caseolyticus
suslarinda biyofilm olusturma 6zellikleri fenotipik
olarak belirlenmis ve suslarin biyofilm olusumu ile
iligkili genlerinin (feaAd, icaB ve bap) yaninda
adezyon genlerinin de (f#bB, fib, clfA, cifB, cna, eno,
ebpS, bbp ve fnbA) varligt mPZR ile arastinlmugtir.,

olusumunun

MATERYAL VE YONTEM
Mikroorganizma

Calisma  kapsamunda  Sileyman  Demirel
Universitesi ~ Gida ~ Miihendisligi ~ Bélimii
Bakteriyel =~ Genetik  Laboratuvarnt  kiltir
koleksiyonundan  saglanan,  Afyonkarahisar

ilinden temin edilen starter kiltir kullanilmadan
Uretilmis olan fermente Tirk sucuklarindan izole
edilmis ve 16S rDNA dizi analizi yontemi ile
molekiler diizeyde tamlar yapilmis olan 50 adet
KNS 21 S. saprophyticus, 16 S. epidermidis, 4 .
xylosus, 3 S. scuri, 2 8. hominis, 2 8. warneri, 1 S. cobnii,
1 8. pasteurs, 1 S. vitulinus) ve 10 adet Macrococcus
suslart kullamlmistir (Genis ve Tuncer, 2018).
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Slaym olusturma yeteneginin Congo Red
Agar yontemi ile belirlenmesi

KNS ve M. caseolyticus suglarinin slaym olusturma
ozellikleri Congo Red Agar (CRA, 0.8 g/L congo
red, 50 g/L sakaroz, 37 g/L Brain Hearth
Infusion broth, 10 g/L agar agar) ortamlarinda
fenotipik olarak incelenmistir. Tryptone Soy
Broth (TSB, LAB M Ltd., Ingiltere) besiyerinde
gelistirilen suslar CRA besiyerine stirme yontemi
ile ekilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda olusan kolonilerin
renkleri incelenerek fenotipik olarak slaym
olusturma yetenekleri belirlenmistir. CRA besiyeri
ortaminda siyah renkli koloniler slaym pozitif,
pembe renkli koloniler slaym negatif olarak
degerlendirilmistir (Freeman vd., 1989).

Biyofilm iiretiminin mikrotitre plaka yontemi
ile belirlenmesi

KNS ve M. caseolyticus suslarinin  biyofilm
tretiminin belitlenmesinde 96 kuyulu mikrotitre
plakalar (V plate, LP TItaliana Spa, Italya)
kullanilmigtir. Biyofilm tiretimi Toledo Arana vd.
(2001) tarafindan Onerilen yontemde kiicik
modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir. Aktf
KNS ve M. caseolyticus suglart %0.25 (w/v) glukoz
iceren TSB besyerinde 1:100 oraninda diliie
edilmis ve mikrotitre plakalara 200 ul. aktarlarak
37 °Cde 24 saat inkibasyona birakdmustr.
Inkiibasyon siiresi sonunda plakalar fosfat
tampon (PBS, pH 7.4) ile mikroplaka yikayict
(Biotek E1x50, Vermont ABD) kullanilarak 3 kez
yikanmustr.  Plakalar 60 °Cde 1  saat
kurutulmustur. Daha sonra plakalar kristal viyole
(%1, w/v) ile 15 dakika boyanmis ve tekrar
yikanmistir. Plakalar 200 pL. etanol/aseton (80:20,
v/v) ile doldurulmus ve biyofilm optik yogunlugu
(OD) 570 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu
(Biotek Synergy HT, Vermont ABD) ile
Slgilmustir. Biyofilm tretim dizeyi Stepanovié
vd. (2007)’ye gbre asagidaki formil kullaniarak
degerlendirilmistir. ODc esik  deger optik
yogunlugunu, ODnc negatif kontrolin optik
yogunlugunu ve SDnc ise negatif kontrolin
standart sapmasint ifade etmektedir. Suglar;
biyofilm treticisi degil (OD < ODc), zayif biyofil
treticisi (ODc < OD = 2x ODc), orta diizeyde
biyofilm treticisi (2x ODc < OD = 4x ODc) ve

giiclii biyofilm treticisi (4x ODc < OD) olarak
degerlendirilmistir.

ODc = ortalama ODnc + (3 x SDnc) 1

Genomik DNA izolasyonu ve agaroz jel
elektroforezi

TSB besiyerinde 37 °C’de 18 saat inkiibasyona
birakilarak aktiflestirilen KNS ve M. caseolyticus
suslarindan Cancilla vd. (1992) tarafindan 6nerilen
yonteme gore genomik DNA  izolasyonu
yapilmustir. Izole edilen genomik DNA’lann
vathgt  %0.7  (w/v) agaroz (AppliChem,
Darmstadt, Almanya) orant ile hazirlanan jellerde
(Thermo OWL EASYCAST B2, Litvanya) tespit
edilmistir. Etidyum bromit (0.2 pg/mL) ile
boyanan agaroz jellerin fotograflart Nikon D-
5100 (Nikon Co., Japonya) fotograf makinast ile
cekilmistir.

Biyofilm {iretiminin mPZR ile genotipik
tanisi

Calisma kapsaminda fzb.A ve fubB (fibronektin
baglayict protein A ve B), fib (fibrinojen baglayict
protein), ¢/fA ve ¢fB (kimelenme faktorii A ve B),
ea (kollejen baglayict protein) eno (laminin
baglayict protein), espS (elastin baglayict protein),
bbp (kemik sialoprotein baglayici protein), aA ve
#caD (hiicreler arast adezin A ve D) ve bap (biofilm
ile iligkili protein) genlerinin varligt Phusion Flash
High Fidelity PCR Master Mix (Thermo #F-
5481, Litvanya) kullamlarak mPZR yontemi ile
Techne TC3000 (Cambridge, Ingiltere) cihaz ile
aragtirtlmistir.  mPZR  denemelerinde  vatligt
aragtirtlan genlerin amplikon buyiklikleri ve bu
genlere 6zgli primerlerin baglanma sicakliklar
dikkate alinarak 2 ayr1 primer takimt olusturulmus
(Primer takumu 1: fubB, fib, clfA, dfB, ebpS, bbp, icaA
ve icaD; primer takimi 2: ena, eno, bap) ve 25 dongt
olacak sekilde iki farkli PZR kosulu uygulanmustir.
fnbA geninin varligt ise PCR Master Mix (Thermo
#KO0172, Litvanya) kullanilarak tekli PZR
uygulamast ile arastinlmustir. Denemelerde varligt
aragtirilan genler ile kullanilan primerler, amplikon
buytklikleri ve PZR kosullann Cizelge 1°de
verilmistir.
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Cizelge 1. mPZR calismalaninda arastirilan genler, primerler, PZR protokolleri ve amplikon

buytklikleri
Table 1. Genes researched in mPCR studies, primers, PCR protocols and amplicon sizes.
Gen | Primer sckanst (53-3) PZR protokolii Urtin bayuklagi
Gene | Primer sequence (5"-3') PCR protocol (bp)
7 Amplicon size (bg)
98°C 10s/sec (1 dongti / ¢yele); 98 °C
bap 3'-CCCTATATCGAAGGTGTAGAATT-5' 1 s/sec, 57 °C 1 dk/min, 72 °C 90 971
5'-GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC-3 sn/sec (25 dongt /epeles); 72 °C 1
dk/min (1 dongt / gyele)
98°C 10s/sec (1 dongti / ¢yele); 98 °C
b 3'-AACTACATCTAGTACTCAACAACAG-5' 1 s/sec, 55 °C 1 dk/min, 72 °C 90 575b
5“ATGTGCTTGAATAACACCATCATCT-3' sn/sec (25 dongt /eyeles); 72 °C 10
dk/min (1 dongt / eyele)
98°C 10s/sec (1 dongti / ¢yele); 98 °C
A 3-ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT-5' 1 s/sec, 55 °C 1 dk/min, 72 °C 90 290b
5-CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG-3' sn/sec (25 dongt /eyeles); 72 °C 10
dk/min (1 dongi / eyele)
98°C 10s/sec (1 dongt / eyele); 98 °C
B 3'-ACATCAGTAATAGTAGGGGGCAAC-5' 1 s/sec, 55 °C 1 dk/min, 72 °C 90 205b
5"TTCGCACTGTTTGTGTTTGCAC-3' sn/sec (25 dongt /eyeles); 72 °C 10
dk/min (1 dongt / gyele)
98°C 10s/sec (1 dongt / eyele); 98 °C
3'-GTCAAGCAGTTATTAACACCAGAC-5' 1 s/sec, 57 °C 1 dk/min, 72 °C 90 423
@ | 5 AATCAGTAATTGCACTTTGTCCACTG-3' sn/sec (25 déngii /ocles); 72 °C 1
dk/min (1 dongt / gyele)
98°C 10s/sec (1 dongt / eyele); 98 °C
bpS 3'-GTCAAGCAGTTATTAACACCAGAC-5' 1 s/sec, 55 °C 1 dk/min, 72 °C 90 423b
5-AATCAGTAATTGCACTTTGTCCACTG-3' sn/sec (25 dongt /eyeles); 72 °C 10
dk/min (1 dongt / gyele)
98°C 10s/sec (1 dongt / eyele); 98 °C
3'-ACGTGCAGCAGCTGACT-5' 1 s/sec, 57 °C 1 dk/min, 72 °C 90 300b
“% 1 5.CAACAGCATCTTCAGTACCTTC-3' sn/sec (25 déngii /gedes); 72 °C 1
dk/min (1 dongt / gyele)
98°C 10s/sec (1 dongt / eyele); 98 °C
b 3'-CTACAACTACAATTGCCGTCAACAG-5' 1 s/sec, 55 °C 1 dk/min, 72 °C 90 404b
5-GCTCTTGTAAGACCATTTTCTTCAC-3' sn/sec (25 dongt /eyles); 72 °C 10
dk/min (1 dongu / gyele)
94 °C 6 dk/min (1 dongt /¢yde); 94
A 3'-GTGAAGTTTTAGAAGGTGGAAAGATTAG-5" | °C 1 dk/min, 52 °C 1 dk/min, 72 °C 643b
5-GCTCTTGTAAGACCATTTTTCTTCAC-3' 1 dk/min (25 dongu /gycles); 72 °C
10 dk/72in (1 dongt / eydde)
98°C 10 s/sec (1 dongh / eyele); 98 °C
kB 3'-GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT-5' 1 s/sec, 55 °C 1 dk/min, 72 °C 90 504
5'-CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC-3' sn/sec (25 dongu /gyeles); 72 °C 10
dk/min (1 dongi / gycle)
98°C 10 s/sec (1 dongh / eyele); 98 °C
v 3'-CCTAACTAACGAAAGGTAG-5' 1 s/sec, 55 °C 1 dk/min, 72 °C 90 1315¢
A | 5 AAGATATAGCGATAAGTGC-3' sn/sec (25 dongii /oeles); 72 °C 10
dk/min (1 dongi / gycle)
98°C 10 s/sec (1 dongh / eyele); 98 °C
D 3'-AAACGTAAGAGAGGTGG-5' 1 s/sec, 55 °C 1 dk/min, 72 °C 90 381
7 5. GGCAATATGATCAAGATAC-3' sn/sec (25 déngii /eeles); 72 °C 10
dk/min (1 dongt / gyele)

2 Seo vd. 2008
bVasudevan vd. 2003
“Tristan vd. 2003
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PZR denemeleri sonucunda ¢ogaltilan genlerin
agaroz jel elektroforezleti %1.5 (w/v) agaroz
orant ile hazitlanan jellerde Thermo OWL
EASYCAST B2 cihazt kullamilarak yapilmustir.
Eletroforez isleminin ardindan tanktan ctkarilan
jeller elektroforez tamponunun 0.2 pg/mL
etidyum bromit iceren ¢ozeltisinde 30 dk siire ile
boyamaya birakilmistir. Boyama islemi sonrasinda
jeller UV 1s1k altinda incelenmis ve Nikon D-5100
dijital fotograf makinasi kullanilarak fotograflari
cekilmistit.

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
Yapilan calismada CRA  besiyeri kullanilarak
fenotipik olarak slaym olusumunun test edildigi
ilk denemede 60 izolatin 13’antin (%21.66) siyah,
15’inin (%25.00) zayif-siyah ve 32’sinin (%53.33)
ise pembe koloni olusturdugu gézlemlenmistir.
Ikinci denemede ise izolatlarin 12’sinin (%20.00)
siyah, 9’unun (%15.00) zayif-siyah ve 39’unun
(%065.00) ise pembe koloni olusturdugu
belirlenmistir  (Veri g6sterilmedi). Zhou vd.
(2013), kateter ve kan izolat1 olan KNS suglarinin
3 ile 5 jenerasyon sonrasinda siyah koloni
yapisindan bordo ve pembe koloni yapisina kadar
degisim gOsterdigini belirlenmislerdir.
Arastirmacilar koloni rengindeki bu degisimin
biyofilm olusumu icin 7z vivo ve in vitro kosullar
arasindaki besin bilesenleri, pH, oksijen radikalleri
ve antibiyotikler gibi farkli cevresel kosullarin
yarattifl pozitif secici ortam vatligt veya biyofilm
olusumu ile iligkili oldugu kesin bilinen a4 ve
ieaD genlerinin kaybt ya da mutasyonu sonucu
oldugu hipotezini One strmuslerdir. Mevcut
calisma kapsaminda da farkli zamanlarda CRA
besiyerinde slaym olusumlari test edilen KNS ve
M. caseolyticns suslarimn farkll fenotipik sonuglar
vermesinin nedeni izolatlatin her bir denemeden
6nce de aktiflegtirilmek icin iki kez pasajlanmug
olmalart olabilir. Simojoki vd. (2012), CRA
besiyerinde siyah veya siyaha yakin kolonilerin
slaym  dreticisi  olduklarint  bildirmigtir.  Bu
baglamda CRA besiyeri kullanilarak yapilan
denemelerden herhangi bitinde zayif siyah veya
siyah koloni rengi veren 33 (%55) sus slaym
treticisi olarak degerlendirilmistir (Cizelge 2).

Mikrotitre plaka yontemi ile biyofilm tretim
yetenekleri arastirilan KINS ve M.  caseolyticus

suglarinin -~ 28inin  (%46.67) orta, 23’Unin
(%38.33) zayif ve 1’nin (1.67) giigli biyofilm
Ureticisi  oldugu  belirlenmistir.  Sekiz  susta
(%13.33) ise biyofilm tretiminin olmadigt tespit
edilmistir (Cizelge 2). CRA besiyerinde slaym
treticisi oldugu belirlenen 33 susun tamaminin
mikrotitre plaka yontemi ile biyofilm Ureticisi
oldugu belirlenmistir. Diger taraftan CRA
besiyerinde slaym tiretmedigi belirlenen 23 susun
zayif veya orta diizeyde biyofilm Ureticisi oldugu
tespit edilmistir. Benzer olarak Gajewska ve
Chajecka-Wierzckowska (2020) CRA besiyerinde
slaym Ureten veya Uretmeyen S. awrens ve KNS
suslarinin  mikrotitre plaka yontemi ile giigld
biyofilm  treticisi ~ olarak  belirlendiklerini
bildirmislerdir.

Stafilokok izolatlarinin biyofilm olusturabilme
Ozelliklerinin incelenmesinde fenotipik
degerlendirme yOntemlerinin yant sira genotipik
calismalarin ~ da  uygulanmast  6nemlidir
(Vasudevan vd., 2002). Bu baglamda fenotipik
olarak biyofilm olusturma O&zellikleri belirlenen
KNS ve M. caseolyticus suslarinda biyofilm ve
adezyon genlerinin varligt arastirilmistir. Biyofilm
treticisi oldugu tespit edilen KNS ve M. caseolyticus
suslarinin %84.62’sinin arastirilan genlerden en az
birini igerdigi belirlenmisgtir. Diger taraftan
biyofilm treticisi 8 susun ise ¢alisma kapsaminda
aragtirilan biyofilm genlerinin hicbirini icermedigi
tespit edilmistir (Cizelge 3). Benzer olarak
Gajewska ve Chajecka-Wierzckowska (2020) S.
chromogenes, S. baemolyticus, S. hominis, S. xylosus ve
S. simulans tirleri Gyesi glicli biyofilm ureticisi 5
KNS susunun hi¢birinde biyofilm tretimi ile
iligkili  gen  tespit etmemislerdir.  Farkl
calismalarda belirtildigi gibi, biyofilm genlerinin
basarisiz  amplifikasyonu  biyofilm ile iligkili
genlerde meydana gelebilen mutasyonlara baglt
olarak DNA dizilerindeki farklhiliklardan kaynakli
olabilir (Oliveira vd. 2006; Darwish ve Asfour
2013; Melo vd., 2013).
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Cizelge 2. KNS ve M. caseolyticns suglarinin CRA besiyerinde slaym tiretimi ve mikrotitre plaka yontemi
ile biyofilm tretimi
Table 2. Slime production of CNS and M. caseolyticns strains on CRA media and biofilm production by microtiter

plate method.

Suglar CRA Besiyerinde Biyofilm Uretimi
Strains Slaym Uretimi (Mikrotitre Yéntemi)*

Stime Production Biofilm Production

on CRA Media (Microtiter Plate Method)*
8. saprophyticns BYS1 + Zayif
S. saprophyticns BYS2 - Zayif
8. saprophyticns BYS4 + Orta
M. caseolyticus BYS5 + Orta
8. saprophyticns BYST - Zayif
S. saprophyticns BYS8 + Orta
S. cohnii BYS9 - Orta
S. scinri BYS10 + Gugli
S. saprophyticns BYS11 - Zayif
S. vitulinns BYS12 + Orta
S. saprophyticns BYS13 + Orta
8. xylosus BYS14 - Orta
8. saprophyticns BYS15 + Orta
M. caseolyticus BYS16 + Orta
S. epidermidis BYS17 - Orta
8. saprophyticns BYS18 + Orta
M. caseolyticus BYS19 + Zayif
S. scinri BYS20 - Orta
M. caseolyticus BYS21 + Zayif
M. caseolyticus BYS22 + Orta
S. epidermidis BYS23 + Orta
S. epidermidis BYS24 - Zayif
8. hominis BYS27 + Zayif
S. epidermidis BYS28 - Zayif
M. caseolyticns BYS29 + Zayif
S. epidermidis BYS30 - Zayif
8. saprophyticns BYS32 + Orta
8. saprophyticns BYS34 + Orta
8. xylosus BYS35 + Orta
8. xylosus BYS36 + Orta
8. xylosus BYS37 + Orta
8. saprophyticns BYS39 - Zayif
8. saprophyticns BYS40 + Orta
S. saprophyticns BYS41 - Zayif
8. saprophyticns BYS42 + Orta
S. epidermidis BYS43 - Zayif
S. epidermidis BYS44 - Zayif
S. scinri BYS45 + Orta
S. epidermidis BYS46 - -
S. epidermidis BYS4T - Zayif
8. warneri BYS48 - Zayif
8. saprophyticns BYS49 + Orta
S. saprophyticus BYS50 + Orta
S. saprophyticus BYS51 + Orta
M. caseolyticns BYS52 + Orta
S. warneri BYS53 - -
S. epidermidis BYS54 - Zayif
M. caseolyticns BYS55 + Zayif
S. epidermidis BYS56 - Zayif
S. epidermidis BYS5T + Orta
S. hominis BYS58 - -
S. epidermidis BYS59 - -
S. epidermidis BYS60 - Zayif
S. epidermidis BYS61 - -
S. pasteuri BYS62 + Zayif
M. caseolyticus BYS63 + Orta
S. saprophyticus BYS64 - Zayif
S. saprophyticns BYS65 + -
S. saprophyticns BYS66 - -
M. caseolyticns BYSGT - Zayif

* Zayif/ weak, otrta/ moderate, gucli/ strong
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Cizelge 3. KNS ve M. caseolyticus suglarinda saptanan biyofilm olusumu ve adezyon genleri

Table 3. Biofilm formation and adbesion genes determined in CNS and M. caseolyticus strains.

Suslar
Strains

Biyofilm Olugumu ile
Tligkili Genler / Biofilm
Associated Genes

Adezyon Genleti /
Adbesion Genes

S. saprophyticus BYS1
8. saprophyticus BYS2
8. saprophyticus BY S4
M. caseolyticus BYS5
S. saprophyticus BYST
S. saprophyticus BYS8
8. cobnii BYS9

S. scinri BYS10

S. saprophyticus BYS11
S. vitulinus BYS12

8. saprophyticus BYS13
S. xylosus BYS14

S. saprophyticus BYS15
M. caseolyticus BYS16
S. epidermidis BYS17
8. saprophyticus BYS18
M. caseolyticns BYS19
S. scinri BYS20

M. caseolyticns BYS21
M. caseolyticns BYS22
8. epidermidis BYS23
S. epidermidis BYS24
8. hominis BYS27

S. epidermidis BYS28
M. caseolyticus BYS29
S. epidermidis BYS30
8. saprophyticus BYS32
8. saprophyticus BYS34
8. xylosus BYS35

8. xylosus BYS36

8. xylosus BYS37

8. saprophyticus BYS39
8. saprophyticus BY S40
8. saprophyticus BY S41
8. saprophyticus BY S42
S. epidermidis BY S43
S. epidermidis BYS44
8. sciuri BYS45

S. epidermidis BYS46
S. epidermidis BYS47
8. warneri BYS48

8. saprophyticus BY S49
8. saprophyticus BY S50
S. saprophyticus BYS51
M. caseolyticus BYS52
S. warneri BYS53

S. epidermidis BYS54
M. caseolyticus BYS55
S. epidermidis BYS56
S. epidermidis BYS57

. hominis BYS58

. epidermidis BYS59

. epidermidis BYS60
S. epidermidis BYSG61
8. pastenri BYS62

M. caseolyticus BYS63
8. saprophyticus BYS64
S. saprophyticus BYS65
S. saprophyticus BYS66
M. caseolyticus BYS6T

icaA icaD bap

+ o+
|
|

+ o+
|
|

b A

JulB

Jib

A B ona

eno

B I T TR
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Calisma kapsamunda arasturlan biyofilm ve
adezyon genlerinden KNS ve M. caseolyticus
suslarinda en stk rastlanan genin ezo geni oldugu
tespit edilmistir. Adezyon genlerinden biti olan exno
geni M. caseolyticns suslarinin tamaminda (%100),
KNS suslarinin ise %066.67’sinde tespit edilmistir
(Sekil 1). S6z konusu calismada elde edilen
bulgulara benzer olarak farkli arastirmacilar
tarafindan yapian calismalarda da eno geninin
adezyon genleri arasinda en stk rastlanan gen
oldugu bildirilmistir (Seo vd., 2008; Simojoki vd.,
2012; Darwish ve Asfour, 2013; Azara vd., 2017;
Srednik vd., 2017; Gajewska ve Chajecka-
Wierzckowska, 2020). Seo vd. (2008), hayvan (36)
ve havadan (35) izole ettikleri Staphylococcus spp.
izolatlarinda biyofilm olusumu ile iliskili fenotipik
ve genotipik  karakteristiklerin  arastirildigt
calismalarinda en stk rastlanan genin eno geni
oldugunu tespit etmislerdir. Havadan izole edilen
suslarin %83, hayvansal izolatlarn ise %53 liniin
eno geni icerdigi bildirilmistir. Simojoki vd. (2012),
192 adedi mastitisli sigir siitli 6rneklerinden izole
edilen ve 52 adedi referans KNS susu olmak tzere
toplam 244 adet KINS susunda 9 adezyon geni
(fnbB, fib, cifA, cifB, cna, eno, ebpS, bbp ve fubA) ve 3
biyofilm olusumu ile iligkili genin (icaA, icaD ve
bap) varligin arastirdiklar calismalarinda mastitisli
sut Orneklerinden izole edilen 192 adet izolatin
%75’inde ve 52 adet referans susun %79.6’sinda
eno  geninin  varh@ini  tespit  etmiglerdir.
Arastirmacilar ¢calismada mastitisli stitlerden izole
edilen S. epidermidis ve S. haemolyticus izolatlarinin
tamaminin ezo geni icerdigini rapor etmislerdir.
Mevcut calismada ise S. epidermidis izolatlarinin
%40’ tn1n eno geni icerdigi belirlenmistir. Darwish
ve Asfour (2013), mastitisli inek stitlerinden izole
ettikleri 40 adet S. aurensve 68 adet KNS izolatinin
biyofilm olusturma yetenekleri ve biyofilm iliskili
genlerin  (icaA, icaD, bap ve eno) varligini
arastirdiklart caligmalarinda S. aurens izolatlarinin
%75%inde, KNS izolatlarinin ise %92.6’sinda eno
geni tespit etmiglerdir. Arastrmaciar  bizim
calismamuza benzer olarak eno geninin icaA, icaD
ve bap gibi biyofilm olusumu ile iligkili oldugu
bilinen genlere oranla daha sik gérilldiguni rapor
etmislerdir. Azara vd. (2017), Sardunya/Italya’da
klinik koyun mastitis 6rneklerinden izole ettikleri
258 S. awurens susunun 228 adedinin (%88.7) eno
geni icerdigini rapor etmislerdir. Srednik vd.

(2017) yaptiklar bir calismada, sit kaynaklt 90
adet KNS izolatinda arastilan 7 biyofilm
olusumu ile iliskili gen (icaA, bap, aap, fbe, atlE,
embP ve eno) arasinda en stk rastlanan genin %87.7
ile eno geni oldugunu rapor etmislerdir.
Aragtirmactlar eno geninin tirden ve biyofilm
olusturma yeteneginden bagimsiz olarak gida
kaynakli KNS suslarinda oldukea yaygin olarak
bulundugunu bildirmistir. Gajewska ve Chajecka-
Wierzckowska (2020), 12 S. awurens ve 42 KNS
suslarinda %50 ile en sik rastlanan genin eno geni
oldugunu rapor etmislerdir.

Aragtirma kapsaminda sucuktan izole edilen KNS
ve M. caseolyticus suslari arasinda eno geninden
sonra en stk tespit edilen genin zaA geni oldugu
belirlenmistir.  za4 geni KNS  suslarinin
%15.69unda  tespit edilitken, M. caseolyticus
suslarinin hicbirinde tespit edilmemistir. S. xylosus
BYS14, S. epidermidis BYS17, BYS24, BYS30
BYS43, BYS44, BYS46, BYS47, S. saprophitycus
BYS18, BYS64 ve S. sciuri BYS20 suslarinda 7caA
geninin varligl tespit edilmistir (Sekil 2). Bu
calismada elde edilen bulgunun aksine, Darwish
ve Asfour (2013) tarafindan yapilan calismada eno
geninden sonra en stk rastlanan genin zaD geni
oldugu rapor edilmistir. Arastirmacilar mastitisli
inek sttlerinden izole ettikleri 40 adet S. aurens ve
68 adet KNS izolattnin strastyla %062.5’inin ve
%47.1’inin seaD geni igerdigini tespit etmislerdir.
Ancak bu calisma kapsaminda kullanilan KNS
izolatlarinin  higbirinde  #aD  geni  tespit
edilmemistir. Diger taraftan aragtirmacilar, .
aurens izolatlarinin %15’inde, KNS izolatlarinin ise
%5.9’unda e geninin varh@im saptamuglardir.
Azara vd. (2017) de c¢alismalarinda kullandiklar
258 adet . aureus sugunun yiksek oranda ero geni
icermelerine ragmen hicbitinin icaA/icaD geni
icermedigini rapor etmislerdir.

PZR denemeleri sonucu, KNS izolatlarinin
%12sinde  (S. xylosus BYS14, S.  saprophitycus
BYS18, S. scunri BYS20, S. epidermidis BYS24, §.
epidermidis BYS30 ve S. saprophyticus BYS64) eno ve
ieaA  genlerinin  birlikte  bulundugu  tespit
edilmistir. Khoramian vd. (2015), virilens faktor
ve biyofilm 6zelliklerini arastirdiklar toplam 215
adet S. anrens izolattnin 162 adedinde eno geninin
varligini tespit etmislerdir. Arastirmacilar aynt
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zamanda izolatlarin ylksek oranda a4 ve icaD
genlerini de igerdigini belirlemislerdir. Test edilen
izolatlarin 189 adedinin (%87.9) iaA, 190
adedinin de (%88.4) D geni icerdigini

bildirmislerdir. Benzer olarak, Srednik vd. (2017)
de st kaynaklt 90 adet KINS izolatinin %06.2’sinde
eno ve icaA genlerinin birlikte bulundugunu rapor
etmislerdir.

1 2 3 4 5 6 7 M 8 9 10 11 12 13 14 15

eno 302 bg

3000 bg

1000 bg

500 bg
eno 302 bg
100 bg

Sekil 1. Bazt KNS ve M. caseolyticus suslarinda set 2 (ena-eno-bap) primer karisimt kullantlarak yapilan
mPZR denemesinin agaroz jel elektroforez gorintiisi
1: 8. saprophyticus BYS1; 2: S. saprophyticus BYS2; 3: S. saprophyticus BYS4; 4: M. caseolyticus BYS5; 5: S. saprophyticus
BYS7; 6: 8. saprophyticus BYS8; 7: S. cobnii BYS9; M: O’GeneRuler ™ 100-b¢ DNA marker (Thermo); 8: S. sciuri
BYS10; 9: S. saprophyticus BYS11; 10: S. vitulinus BYS12; 11: 8. saprophyticus BYS13; 12: S. xylosus BYS14; 13: S.
saprophyticus BY S15; 14: M. caseolyticus BYS16; 15: negatif kontrol (su)

Figure 1. Image of agarose gel electrophoresis of mPCK test used set 2 (cna-eno-bap) primer mix in some CINS and M.
caseolyticus strains
1: 8. saprophyticus BYS1; 2: S. saprophyticus BYS2; 3: S. saprophyticus BYS4, 4: M. caseolyticus BYS5; 5: S. saprophyticus
BYS7; 6: 5. saprophyticus BYSS; 7: S. cobnii BYS9; M: O’GeneRuler ™ 100-bp DNA marker (Therma); 8: S. sciuri BYS10;
9: 8. saprophyticus BYS11; 10: 8. vitulinus BYS12; 11: 8. saprophyticus BYS13; 12: 8. xylosus BYS14; 13: S. saprophyticus

BYS15; 14: M. caseolyticus BYS16; 15 negative control (water)

Calisma kapsaminda arastirlan diger biyofilm
olusumu ile iliskili genler (7eaD ve bap) ve adezyon
genlerinin (fubA, fnbB, fib, cifA, dfB, cna, ebpS ve
bbp) varligi hicbir susta tespit edilmemigtir. Bu
calismadan elde edilen bulgulara benzer olarak
Seo vd. (2008), arastirdiklart 71 adet (36 hayvan ve
35 hava kaynaklt) Staphylococens spp. izolatindan
higbirinde bap, fubA ve fubB geni varligin tespit
etmemiglerdir. Arastirmacilar aym  zamanda
sadece 1 adet hayvansal izolatin bp geni icerdigini
bildirmiglerdir. Benzer olarak Vautor vd. (2008)
de 262 adet S. anrens susu ile yaptiklari ¢alismada,
suslarin hicbirinde bap geninin varligini tespit
etmemislerdir. Bir baska calismada Simojoki vd.

(2012), mastitisli sigir suti Srneklerinden izole
edilen KNS suslarinin hicbirinin bap ve ma geni
icermedigini, bbp (%01.2), fubB (Y02.4), fnbA (%03.0),
dfB (%03.6), cfA (Yo4.8), ebpS (%04.8) ve fib (04.8)
genlerini  ise  diisik  siklikla  icerdiklerini
bildirmislerdir. Darwish ve Asfour (2013), 40 adet
S. aurens susundan sadece 1 adedinin (%2.5), 68
adet KNS izolatinin ise 3 adedinin (%o4.4) bap
genine sahip oldugunu bildirmistir. Khoramian
vd. (2015), insan ve inek enfeksiyonlarindan izole
ettikleti 215 adet S. awrens izolatindan higbirinin
bap geni icermedigini tespit etmislerdir. Azara vd.
(2017), ise bu calismada elde edilen sonuglara
benzer olarak 258 adet S. amrens izolatimn
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hi¢birinin f#bB geni icermedigini 1 adedinin ise bbp
geni icerdigini rapor etmislerdir.  Ancak
arastirmactlar bizim calismamizda elde edilen

icaA 1315 bg

bulgunun aksine suglarin yitksek oranda fib
(%92.2), cifA/ cfB (Y082.5), ebps (%680.6) ve fibA
(%72.8) geni icerdigini tespit etmislerdir.

10 11
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Sekil 2. Bazi KNS ve M. caseolyticus suslarinda set 1 (fubB-fib-clfA-clfB-ebpS-bbp-icaA-icaD) primer karigimi
kullanilarak yapilan multipleks-PZR denemesinin agaroz jel elektroforez géruntisii

1: 8. saprophyticus BY S18; 2: M. caseolyticus BY S19; 3: 8. scinri BYS20; 4: M. caseolyticus BYS21; 5: M. caseolyticus BY S22;

6: S. epidermidis BYS23; 7: . epidermidis BYS24; 8: S. hominis BYS27; M: O’GeneRuler ™ 100-b¢ DNA marker

(Thermo); 9: S. epidermidis BYS28; 10: M. caseolyticus BYS29; 11: S. epidermidis BYS30; 12: S. saprophyticus BYS32; 13:

8. saprophyticus BYS34; 14: S. xylosus BYS35; 15: 8. xylosus BYS36; 16: 8. xylosus BYS37; 17: negatif kontrol (su)

Figure 2. Image of agarose gel electrophoresis of multiplex-PCR test used set 1 (fubB-fib-clfA-clfB-ebpS-bbp-icaA-icaD)
primer mix in some CINS and M. caseolyticus strains

1: 8. saprophyticus BYS18; 2: M. caseolyticus BYS19; 3: 8. scinri BYS20; 4: M. caseolyticus BYS21; 5: M. caseolyticns BYS22;

6: S. epidermidis BYS23; 7: S. epidermidis BYS24; 8: S. hominis BYS27; M: O’GeneRuler ™ 100-bp DNA marker (Thermo);

9: 8. epidermidis BYS28, 10: M. caseolyticns BYS29; 11: 8. epidermidis BYS30; 12: S. saprophyticus BYS32; 13: 8. saprophyticns

BYS34; 14: 8. xylosus BYS35; 15: 8. xylosus BYS36; 16: S. xylosus BYS37; 17: negative control (water)

Stafilokoklarda poli-N-siiksinil-8-1-6 glikozamin
polisakkarit tutunma matriksinin dretiminden
1eaADBC gen kiimesinin sorumlu oldugu ortaya
konulmugtur. Bu matriksin hiicrelerin birbirine
yapismasinda etkin rol aldig1 varsayilmaktadir. Bu
nedenle aADBC gen kiimesini igeren stafilokok
suslarinin  potansiyel biyofilm ireticisi oldugu
kabul edilmektedir (Cramton vd., 1999; Gotz,
2002; Szweda vd., 2012; Yuksekdag ve Baltaci,
2013). Yapilan farkli calismalarda fenotipik olarak
CRA’da siyah koloni veren suglarin genotipik
olarak da a1 veya icaD veya her iki geni birlikte
icerdigi gOsterilmistir. Ayrica dad ve icaD
genlerinin bir arada bulundugu ve ifade edildigi
suslarda s6z konusu genlerin tek tek yer aldig
suglara kiyasla biyofilm Uretiminin daha fazla

oldugu bildirilmistir (Atshan vd., 2012; Zhou vd.,
2013). Bu bulgularin aksine arastirma kapsaminda
icaA geni icerdigi tespit edilen S. epidernidis BYS46
susunun CRA besiyerinde fenotipik olarak slaym
tretim  Ozelliginin  test edildigi denemelerde
pembe  koloni  verdigi  tespit  edilmistir.
Arastirmada elde edilen bu bulgulara benzer
olarak cesitli calismalarda da farklt kaynaklardan
izole edilen . awrens ve KNS izolatlarinda
biyofilm olusumunun Zwa genleri varhginda
olabilecegi gibi bu genlerden bagimsiz olarak da
biyofilm tretilebilecegi bildirilmistir (Vasudevand
vd., 2002; Sahin, 2007; Matiana vd., 2009; Szweda
vd.,, 2012; Oniciuc vd., 2016; Gajewska ve
Chajecka-Wierzckowska, 2020). Vasudevand vd.
(2002), izole ettikleri 35 adet metisilin direngli S.
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anrens  (MRSA) susunda biofilm olusturma
Ozelliklerini CRA besiyerinde fenotipik olarak
aragtirmis biofilm pozitif suslarin ica lokusu, a4
ve iaD genleri ile iliskilerini zz witro ortamda
incelemislerdir. Arastirmacilar CRA besiyerinde
35 MRSA izolatindan 24%Unin siyah koloni
olusturdugunu yani biofilm Urettigini
gozlemlemislerdir. Diger taraftan izolatlarin
tamaminda iaA ve iaD geni varhifini tespit
etmislerdir. Arastirmacilar za genleri varliginin
CRA besiyerinde fenotipik olarak tespit edilen
biyofilm olusumu ile her zaman
iliskilendirilemeyecegini ve biyofilm olusturma
Ozelliklerinin  arastirilmasinda  fenotipik  ve
genotipik  testlerin  bir arada  kullanilmast
gerektigini  vurgulamuslardir.  Sahin  (2007),
tarafindan yapilan calismada CRA ortamlarinda
tespit edilen 66 biyofilm pozitif izolatin 65’inde
(%98.5) icaA ve icaD genlerinin her ikisi de pozitif
saptanmus, 1’inde (%1,5) her iki gen de negatif
bulunmustur. Biyofilm negatif  olarak
degerlendirdigi 86 o6rnegin ise 71'inde (%082.6)
ica” ve iaD genlerinin her ikisi de pozitif
saptanmis, 15’inde (%17.4) her iki gen de negatif
bulunmustur. Bu sonuglara gbre biyofilm tretimi
ile ZeaA ve icaD genleri arasinda iyi derecede iliski
bulunmugtur fakat 7z genlerinin varliginin her
zaman biyofilm olusumuyla sonuglanmadigi
gOsterilmistir. Benzer olarak Mariana vd. (2009),
100 MRSA  izolatinin biyofilm olusturma
Ozelliklerini fenotipik ve genotipik yontemler
kullanarak aragtirmuslardir.  CRA  besiyerinde
izolatdarin  %78’inin  biyofilm olusturdugunu
(siyah  koloni),  %22’sinin  ise  biyofilm
olusturmadigini (pembe koloni) tespit etmisler ve
biyofilm olugturan izolatlanin tamamunda 7eaA ve
zeaD geni varligint saptamuglardir. Benzer sonucun
tespit edildigi bir baska calismada Polonya’daki
mastitisli ineklerden izole edilen 132 . awreus
susunun hepsinde a4 ve iaD geni tespit
edilmesine ragmen fenotipik ifadeye dayali
deneyler 76’st  (%57,6) biyofilm
tretimi pozitif olarak belirlenmistir. Ayrica bu
suslarin ~ hepsinde  #aAd  ve daD  genleri
bulunmasina ragmen higbirinde b4p geninin
bulunmadig: tespit edilmistir (Szweda vd., 2012).
Benzer olarak bizim calismamizda da e geni
tasidig tespit edilen S. xylosus BYS14, S. epidermidis
BYS17, BYS24, BYS30, BYS43, BYS44, BYS46,

sonucunda

BYS47, S. saprophyticus BYS18, BYS64 ve S. scinri
BYS20 suslarinin da bap geni icermedigi tespit
edilmistir (Cizelge 3).

SONUC

Bu calismanin sonuglar, sucugun biyofilm
olusturabilen KNS ve M. caseolyticus kaynagi
oldugunu  géstermistir.  Izolatlarin  yaridan
fazlasimin slaym ve biyofilm dreticisi oldugu
belitlenmistit. Biyofilmlerin ~ olusumundan
sorumlu olan mekanizmalart ve genetik temelleri
anlamak, biyofilm olusumunu 6nlemek ve uygun
onlemlerin alinmasim saglamak icin Snemli bir
unsurdur. PZR teknigi biyofilm dretiminin
genetik temelini degerlendirmek icin tek basina
yetersiz olabilir. Bir genin varligi ya da yoklugu,
kodlanmis proteinin, stafilokoklarin biyofilm
olusturma yeteneginde rol oynadigint dogrudan
gbstermez. Bu nedenle, ileride yapiacak
calismalar ile biyofilm dreticisi oldugu tespit
edilen ancak gen icermeyen 8 KNS susunda
biyofilm tiretme yeteneginin genetik yapisint daha
iyi anlamak igin gelismis molekiler biyoloji
tekniklerinin kullanilmast gerekmektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Bu makalede vyazarlarin, bagka kisiler veya
kurumlar ile cikar catismast bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI

Bu calisma BOT tarafindan tasarlanmus, analizler
BOT ve GAY tarafindan gerceklestirilmistir.
Yazarlar makalenin yazimina katkida bulunmus,
BOT son halini okuyarak onaylamistir.

TESEKKUR

Bu calismayr 4204-YL1-14 nolu proje ile maddi
olarak destekleyen Siileyman Demirel Universitesi
Bilimsel ~Arastirma Projeleri  Koordinasyon
Bitimi’ne tesekkiir ederiz.

KAYNAKLAR

Atshan, S.S., Shamsudin, M.N., Sekawi, Z., Lung,
L.T.T., Hamat, R.A., Karunanidhi, A., Ali., A.M.,
Ghaznavi-Rad, E., Ghasemzadeh-Moghaddam,
H., Seng, J.S.C., Nathan, J.J., Pei, C.P. (2012).
Prevalence of adhesion and regulation of biofilm-

related genes in different clones of Staphylococcus
anreus. | Biomed Biotechnol, 976-972.

511



512

G.A. Yerli, B. Ozden Tuncer

Azara, E., Longheu, C., Sanna, G., Tola, S. 2017.
Biofilm formation and virulence factor analysis of

Staphylococens aurens isolates collected from ovine
mastitis. | Appl Microbiol, 123: 372-379.

Brooks, J.D. and Flint, S.H. (2008). Biofilms in
the food industry: problems and potential
solutions. Int | Food Sci Technol, 43: 2163-2176.

Busconi, M., Zacconi, C., Scolati, G. (2014).
Bacterial ecology of PDO copa and pancetta
piancentina at the end of ripening and after MAP
storage of sliced product. Iz ] Food Microbiol, 172:
13-20.

Cancilla, M.R., Powell, L.B., Hillier, A.J.,
Davidson, B.E. (1992). Rapid genomic
fingerprinting of Lactococcus  lactis  strains by
arbitrarily primed polymerase chain reaction with
32P and fluorescent labels. .App/ Environ Microbiol,
58: 1772-1775.

Cramton, S.E., Gerke, C., Schnell, N.F., Nichols,
W.W., Gotz, F. (1999). The intercellular adhesion
(zca) locus is present in Staphylococcus aurens and is
required for biofilm formation. Infec Inmun, 5427-
5433,

Cucarella, C., Solano, C., Valle, J., Amorena, B.,
Lasa, 1., Penadés, J.R. (2001) Bap, a Staphylococcus
surface protein involved in biofilm
formation Staphylococcns anrens surface protein

involved in biofilm formation. Microbiology, 183:
2888-2896.

anreus

Darwish, S.F., Asfour, H.AE. (2013).
Investigation of biofilm forming ability in
staphylococci  causing bovine mastitis using
phenotypic and genotypic assays. S¢i World |, 378-
492.

Freeman D.J., Falkiner F.R., Keane C.T. (1989).
New method for detecting slime production by

coagulase-negative staphylococci. | Clinic Path, 42:
872-874.

Gajewska, J. Chajecka-Wierzckowska, W. (2020).
Biofilm formation ability and presence of
adhesion genes among coagulase-negative and

coagulase-positive staphylococci isolates from
raw cow’s milk. Pathogens, 9:654.

Genis, B., Tuncer, Y. (2018). Determination of
antibiotic susceptibility and decarboxylase activity

of coagulase-negative  Staphylococcus  and
Macrococcus  caseolyticus  strains  isolated from
fermented Turkish sausage (Sucuk). | Food Proces
and Preserv, 42: €13329.

Gotz, F. (2002). Staphylococcus and biofilms. Mo/
Microbiol, 43(6): 1367-1378.

Kaban, G., Kaya, M. (2008). Identification of
lactic acid bacteria and Gram-positive catalase-
positive cocci isolated from naturally fermented

sausage (Sucuk). | Food Sci, 73: 385-388.

Kesmen, Z., Yarimcan, B., Aslan, H., Yetim, H.
(2014). Application of different molecular
techniques for charavterization of catalase-

positive cocci isolated from sucuk. | Food Sci, 79
(2): 222-228.

Khoramian, B., Jabalameli, F., Niasari-Naslaji, A.,
Taherikalani, M., Emaneini, M. (2015).
Comparison of virulence factors and biofilm
formation among Staphylococcus aurens strains

isolated from human and bovine infections.
Microbial Patho, 88: 73-77.

Kloos, W.E., Bannerman, T.L. (1994). Update on
clinical significance of coagulase- negative 573
staphylococci. Clin Microbiol Rev, 7: 117-140

Kong, C., Chee, C.F., Richter, K., Thomas, N.,
Rahman, N.A., Nathan, S. (2018). Suppression of
Staphylococcus biofilm formation and
virulence by a benzimidazole derivative, UM-

C162. Sci. Rep, 8: 1-16.

aunreus

Leroy, F., Giammarino, P., Chacornac, J.P,,
Lebert, 1., Talon, R. (2010). Biodiversity of
indigenous staphylococci of naturally fermented
dry sausages and manufacturing environments of
small scale processing units. Food Microbiol, 27 (2):
294-301.

Los R., Sawicki R., Juda M., Stankevic M.,
Rybojad P., Sawicki M., Malm A., Ginalska G.,
(2010). A comparative analysis of phenotypic and
genotypic methods for the determination of the
biofilm-forming  abilities  of  Staphylococcus
epidermidis. FEMS Microbiol Lert, 310: 97-103.

Melo, P.D.C., Ferreira, L.M., Filho, A.N,,
Zafalon, L.F., Vicente, H.I.G., de Souza, V.
(2013). Comparison of methods for the detection
of biofilm formation by Staphylococcus aureus



Koagiilaz (-) Staph ve Macro. caseolyticus suslarinin biyofilm olusturmasi

isolated from bovine subclinical mastitis. Brag |
Microbiol, 44, 119124,

Mariana, N. S., Salman S. A., Neela V., Zamberi,
S. (2009). Evaluation of modified Congo red agar
for detection of biofilm produced by clinical
isolated of meticillin-resistance  Staphylococcus
anrens. African | Microbiol Res, 3(6): 330-338.

Oliveira, M., Bexiga, R., Nunes, S.F., Carneiro, C.,
Cavaco, L.M., Bernardo, F., Vilela, C.L.. (2000).
Biofilm-forming ability profiling of Staphylococcus
anrens and Staphylococcus epidermidis mastitis isolates.
Vet Microbiol, 118, 133-140.

Oniciuc, E.A., Cerca, N., Nicolau, A.L. (2016).
Compositional analysis of biofilms formed by
Staphylococens anrens isolated from food sources.
Front Microbiol, 7: 390.

Piette, A., Verschraegen, G. (2009) Role of
coagulase-negative  staphylococci in  human
disease. et Microbiol, 134 (1-2): 45.

Planchon, S., Gaillard-Martinie, B., Leroy, S,
Bellon-Fontaine, M.N., Fadda, S., Talona, R.
(2007) Sutface properties and behaviour on
abiotic surfaces of Staphylococcus carnosus, a

genetically homogeneous species. Food Microbiol,
24:44-51.

Ramos, G.L.P.A., Vigoder, H.C., Nascimento, J.S.
(2021). Technological applications of Macrococcus

caseolyticus and its impact on food safety. Curr
Microbiol, 78: 11-16.

Rogers, K. L., Fey, P. D., Rupp, M. E. (2009).
Coagulase-negative  staphylococcal infections.
Infect Dis Clin N Am, 23: 73-98.

Schlegelova J., Babak V., Holasova M,
Konstantinova L., Necidova L., Sisak F., Vlkova
H., Roubal P., Jaglic Z. (2010). Microbial
contamination after sanitation of food contact

surfaces in dairy and meat processing plants. Czech
J Food Sci, 28: 450—461.

Seo, Y.S., Lee, D.Y., Rayamahiji, N., Kang, M.L.,
Yoo, H.S. (2008). Biofilm-forming associated
genotypic and phenotypic characteristic of

Staphylococens spp. isolated from animals and air.
Research in Vet Microbiol, 92: 179-185.

Simojoki, H., Hyvoénen, P., Plumed Ferrer, C,,
Taponen, S., Pyorala, S. (2012). Is the biofilm
formation and slime producing ability of
coagulase-negative staphylococci associated with
the persistence and severity of intramammary
infection? e Res, 158: 344-352.

Srednik, M.E., Tremblay, Y.D.N., Labrie, J.,
Archambault, M., Jacques, M., Cirelli, A.F,
Gentilini, E.R. (2017). Biofilm formation and
antimicrobial resistance genes of coagulase-
negative staphylococci isolated from cows with
mastitis in Argentina. FEMS Microbiol 1 ett, 364: 1-
8.

Stepanovi¢, S., Vukovi¢, D., Hola, V.,
Bonaventura, G.D., Djuki¢, S., Circovi¢, 1.,
Ruzicka, F. (2007). Quantification of biofilm in
microtiter plates. Apwzis, 115: 891-899.

Szweda P., Schielmann M., Milewski S,
Frankowska A., Jalcubezak A. (2012). Biofilm
production and presence of ica and bap genes in
Staphylococens anrens strains isolated from cows
with mastitis in eastern Poland. Po/ ] Microbiol. 61:
65-9.

Sahin. R. (2007). Staphylococcus aurens suslarinda
biofilm Uretimi, biofilm pozitif ve negatif suslarin
genotipik ve fenotipik karakterlerinin
karsilastirilmas;, Pamukkale Univeritesi Tip
Fakiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Denizli.

Talon, R., Leroy, S. (2011). Diversity and Safety
Hazards of Bacteria Involved in Meat
Fermentations. Meat Science, 89, 303-309.

Toledo Arana, A., Valle, J., Solano, C,
Atrrizubieta, M.J., Cucarella, C., Lamata, M.,
Amorena, B., Leiva, J., Penades, J.R., Lasa, 1.
(2001). The enterococcal surface protein, Esp, is

involved in Enterococcus faecalis biofilm formation.
Appl Environ Microbiol, 67: 4538-4545.

Vasudevan, P., Naitr M.K.M., Annamalai, T.,
Venkitanarayanan, K.S. (2003). Phenotypic and
genotypic characterization of bovine mastitis

isolates of  Staphylococcus — anrens for biofilm
formation. Vet Microbiol, 92: 179-185.

Vautor E, Abadie G, Pont A, Thiery R. (2008)
Evaluation of the presence of the bap gene in

513



514

G.A. Yerli, B. Ozden Tuncer

Staphylococens  aurens  isolates recovered from

human and animals species. ez Microbiol,
127:407-11.

Yiksekdag, Z.N., Baltaci, N. (2013). Staphylococcus
anrens  tirlerinde  biyofilm  ve  biyofilm

olusumundan sorumlu genler. Tiirk Mikrobiyo!
Cem Derg, 43(3): 77-83.

Zhou, S., Chao, X., Fei, M., Dai, Y., Liu, B. (2013).
Analysis of S. epidermidis icaA and ica D genes by
polymerase chain Reaction and slime production:
a case control study, BMC Infec Dis, 13: 242.



