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OzeT

Bu c¢alismada farklilasma 6zelligi olmayan (spor yada kist olusturamayan) bakterilerin stres kosullar1 altinda
yasamlarint devam ettirebilmek amaci ile olugturduklar: bir yagam stratejisi olan dormansi durumu incelenmistir.
Canli Fakat Kiiltiirii Yapilamayan Durum (VBNC) hipotezi metabolik olarak aktif fakat bilinen laboratuar
metodlart ile kiiltiire edilemeyen bakteriyal hiicrelerin girmis oldugu bir boliinememe durumunu tanimlamaktadir.
Bu durum nedeni ile dogal ortamlardan bakterilerin izolasyonlar1 ve sayimlarinin yapilmasinda biiyiik problemler
vardir. Ayrica heniiz biitiin bakterilere ve biitiin sartlarda uygulanabilecek geleneksel bir metod gelistirilememistir.
Insan saglhig1 agisindan oldukga dnemli olan bu durumun ¢dziilmesi gerekmektedir. Fakat VBNC nin heniiz genetik
mekanizmasi bilinmemektedir.

Anahtar Kelimeler: Dormansi, Aktif fakat kiiltiirii yaptlamayan(VBNC), Stres

Viable But Non Culturable State as a Survival Strategy in Bacteria
and The Important of This State

ABSTRACT

In this study, dormancy state which is a life strategy be able to maintain their lives under stress conditions of the
bacteria which are not differentiating feature which can not form a sport or cyst) can be sustained under the stress
conditions was investigated. The Viable But Non Culturable State (VBNC) hypothesis is metabolically active but
not cultured in the bacterial cells by known laboratory methods. Due to this situation, there is a great problems in
isolating and counting bacteria from natural environments. Furthermore, a conventional method that can be applied
to both all bacteria and under all conditions has not yet been developed. This situation, which is very important
for human health, needs to be solved. The genetic mechanism of VBNC is not yet known.
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|. GiRris

evredeki stres sartlarina bakterilerin direnci, kars1 koyabilme yeteneklerine baglidir. Spor ya da kist
Colusturma gibi farklilagsma 6zelligi olan bakteriler i¢in, olumsuz sartlar1 atlatmak genetik
programlar1 nedeni ile oldukga kolayken, genel olarak farklilagamayan bakterilerde bu durum daha
zordur. Farklilasamayan bakteriler genetik programlar ile farkli bir stres direnci gelistirebilirler. Bu
diren¢ son 20 yilin en ¢ok tartisilan ve tizerinde ¢alisilan konusu olan, aktif fakat kiiltiirii yapilamayan
(viable but nonculturable, VBNC, Dormansi) olarak adlandirilan hiicre durumunu ortaya ¢ikarmustir.
VBNC olusumunu bazi arastiricilar bir yasam stratejisi olarak onermektedirler ve farklilasma
cevaplarini saglayan global kontrol aglarinin karistig1 bir yol olarak ifade etmislerdir. Sartlar normale
dondiigiinde yeniden aktif hale gegebilmeleri i¢in bakteriler bu programi geriye doniistiirebilirler. Bu
durumda, canliligin kiiltiiri yapilamayan durumda devam ettigi ve VBNC cevabin farklilasan
bakterilerin (spor olusturan) stres cevaplarina analog oldugu vurgulanmistir [1]. Bazi arastirmacilar ise
VBNC durumu stres sartlar1 altinda, sonug olarak hiicre 6liimii ortaya ¢ikana kadar kademeli olarak
hiicrelerin zayiflamasi ve bir nevi can ¢ekisme sart1 olarak tanimlamakta ve bu hiicrelerin metabolik
aktiviteyi saglayabildikleri, solunum yapabildikleri fakat geriye doniistimlerinin olmadigini ileri
siirmektedirler [2]. Uzun zaman siiresince bilim adamlar1 arasinda bakteriyal canlilik, hiicrelerin kiiltiiri
yapilabilen durumu olarak ifade edilmistir. Bakteriyal hiicrelerin fizyolojik durumlarimi kontrol etmeyi
saglayan direkt mikroskobik metotlarin kullanimi, VBNC ad1 verilen durumu ortaya ¢ikardiktan sonra
canlilik taniminda farkliliklar ortaya ¢ikmustir. Bu durumdaki hiicreler geleneksel kiiltiirel metodlar ile
biiyiitiilemezler, fakat baz1 6lgiilebilir aktivitelere veya fizyolojik fonksiyonlara sahiptirler. Joux ve ark.
(1997) calismalar1 sonucunda bakteriyal hiicrelerin 6 farkli sathaya sahip oldugunu ileri stirmiislerdir

[3].

1. sathada kiiltiirii yapilabilen hiicreler, 2. sathada gergek solunumu olan, kiiltiirii yapilamayan hiicreler,
3. sathada gerg¢ek solunumu olmayan fakat potansiyel solunum yapan hiicreler, 4. sathada solunum
gostermeyen fakat membran permeabilitesi saglayan hiicreler, 5. sathada membran permeabilitesini
kaybetmis fakat DNA da herhangi bir degisim olmadan hiicre biitiinliigiine sahip hiicreler, 6. safhada
DNA’da bir degisim ile biitlinliiglin bozularak sonunda lize olmus veya niikleoid igermeyen hiicrelerin
oldugu belirtilmistir. Mikroorganizmalarin canliligin1 6l¢gmek i¢in kullanilabilecek bu safhalar ile ilgili
problemlerin basinda 6lii ve canli durum arasinda agik bir sinir olusturmadaki zorluklar gelmektedir [3].

VBNC durumu ilk olarak Xu ve ark. (1982)’nin Escherichia coli ve Vibrio cholerae ile deniz suyunda
yaptiklar1 ¢alismalarda ortaya ¢ikmustir [4]. Deniz suyundaki bakterilerin kiiltiirel ortamda yapilan
sayimlarinda, sayilarinin hizli bir azalma gdsterdigini, fakat mikroskobik sayilarinin azalmadigini tespit
etmisler ve bu sonuglardan VBNC durum ile ilgili ilk verileri ortaya koymuslardir [4]. Daha sonraki
caligmalar ile VBNC fenomeni ¢esitli yazarlar tarafindan ortaya konmustur [5, 6]. Colwell ve ark. (1989)
VBNC durumdaki bir bakteriyi, bliyiimeyi normal olarak destekleyen sartlarda hiicre boliinmesini
yapamayan, fakat metabolik olarak aktif bir hiicre olarak tanimlamuslardir. Bu durum zor yasam
sartlarinda canli kalabilmek i¢in bir yasam stratejisi olarak goriilmektedir [7].

Tanaka ve ark. (2000)’nin c¢alismalarinda Japonya’daki Argawa nehrinden alinan su Orneklerinde
geleneksel metodlar ile yapilan koloni sayimlarinda bakteri izole edemediklerini, fakat direkt floresans
boyamalar ile ayni nehir suyu orneklerinde 103/ml kadar aktif bakterinin oldugunu gostermisler, buna
gore bakterilerin biiylik oranda VBNC durumda oldugunu ifade etmislerdir [8]. Yine baska bir calismada
yer alt1 sularindaki bakterilerden yalnizca %]1’inin farkl kiiltiirel ortamlarda tespit edilebildigi, bir¢ok
bakterinin solunum aktivitesi gostererek VBNC durumda oldugu ortaya konmustur [9]. Aeromonas
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hydrophila ile yapilan ¢alismalarda, bu tiiriin yaz aylarinda 20-25 °C’deki su sicakliklarinda sayilar
yiiksek cikarken, kigin diisiik sicakliklarda oldukca azaldigi hatta gozden kayboldugu ifade edilmistir
[10]. Bu durumun bakterilerin 6limii yiiziinden olmadigi, dormant durumlar1 nedeni ile tespit
edilemedigi bildirilmistir. Dolayisi ile cevresel sartlarda yasam miicadelesi i¢indeki hiicrelerin 6liim
kalim arasinda bir boliinememe durumuna gegerek korunmaya galigtiklar1 goriilmektedir.

A. VBNC'YE SEBEP OLAN FAKTORLER

Bakterilerin, sicaklik, aglik, osmolarite, 151k gibi ekstrem g¢evre sartlarinda VBNC duruma girdigi birgok
calisma ile gosterilmistir [11-15]. Farkli ¢evresel parametreler i¢inde aglik, VBNC durum i¢in en ¢ok
caligilan parametrelerden birisi olup biitiin ¢caligmalar mikrokosmlarda yapilmistir. Mikrokosm olarak
yapay deniz suyu [4, 16], nehir suyu [17], gol suyu [18, 19], yeralt1 sulari [20] kullanilmistir. Bazi
bakterilerde aglik stresinin VBNC durum igin bir faktdr olmadigi tespit edilmistir. Ornegin Oliver ve
Wanucha (1989) calismalarinda, 5 °C’de besinin bol oldugu durumda VBNC durumu gozlemisler ve
VBNC i¢in sicakligin 6nemli bir faktor oldugunu ifade etmislerdir [21]. Yapilan baska bir calismada da
VBNC duruma girmenin 25-37 °C arasinda, 4-5 °C’den daha hizli oldugu gosterilmistir [22]. Besnard
ve ark. (2000)’nin ¢alismalarinda da Listeria monocytogenes’in VBNC’ye girisi 20 °C’de 4-6 hafta iken,
4 °C’de 6-8 hafta olarak belirlenmistir [23]. Diisiik sicakligin kompleks ortamda oldugu gibi yapay deniz
suyu igerisinde de Vibrio vulnificus’da VBNC durumu indiikledigi gosterilmistir [24]. Bakterileri
VBNC duruma sokan diger bir faktérde osmolarite olarak tespit edilmistir. VBNC duruma giriste
osmolaritenin etkisi, bakterilere gore farklidir. Enterik bakteriler yiiksek NaCl’lii ortamlarda daha hizl
VBNC duruma girmektedir. Roth ve ark. (1988), E. coli’nin %90 ninin 0.8 M NaCl’de VBNC duruma
girdigini gostermislerdir [25]. Xu ve ark. (1982)’da ¢alismalarinda V. vulnificus’un %5-%25 arasindaki
NaCl konsantrasyonunda VBNC duruma girdigini gostermislerdir [4]. Ayn1 sekilde L.
monocytogenes’in de NaCI’lii ortamda VBNC durumu ortaya konmustur [23].

Ozkanca ve ark. (2002) calismalarinda 15131 fotosensitizer maddelerin varliginda Salmonella
typhimurium’un dormanta girmesine neden oldugunu gostermislerdir [26]. Fiksdal ve Tryland
(1999)’da ¢aligmalarinda farkli 1s1k siddetlerinin E. coli hiicrelerinin dormanta girmesine neden
oldugunu ve bu durumda bakteride bazi enzimatik fonksiyonlarin devam ettigini ifade etmislerdir [27].
Muela ve ark. (2000) ¢alismalarinda UV 1s18inda [13], Pommepuy ve ark. (1996) ise giines 1s1ginda E.
coli hiicrelerinde VBNC durumun oldugunu gdstermislerdir [28].

B. VBNC’NIN TESPITINDE KULLANILAN YONTEMLER

VBNC’ye iligskin miizakerelerin en 6nemli noktas1 canliligin belirlenmesidir. Yu ve Mcfeter (1994)
bakterilerin canlilik durumlarin1 sadece bir test ile géstermenin riskli oldugunu ifade etmislerdir [29].
Kiiltiirii yapilamayan hiicrelerin, uygun floresans problar, flow sitometri veya epifloresan mikroskop
kullanilarak, besin alimi, solunum, membran permeabilitesi, enzimatik aktiviteleri iceren hiicresel
fonksiyonlarinin 6l¢iilmesi ile canliliklar1 ortaya konabilmektedir [3]. Buna ragmen VBNC durumu
belirleyen ¢alismalarin ¢ogunlugu tek bir hiicre fonksiyonunun 6l¢iilmesini temel aldigi i¢in kiiltiiri
yapilabilen ve canli fakat kiiltiirii yapilamayan (VBNC) arasindaki ge¢is durumunun mekanizmasi hala
anlagilamamustir [3, 30]. Kiiltiirii yapilamayan hiicrelerin canliligint 6lgmek icin bir ¢ok metod
Onerilmigtir. Ancak biitlin g¢evresel sartlarda ve biitiin bakterilerde uygulanabilecek bir metod
gelistirilememistir. Kullanilan metodlar ya hiicresel aktiviteleri yada hiicre biitiinliiglini temel almistir.
Bu metotlardan Radio isaretleme [31], INT ve CTC ile elektron tagima aktivitesinin belirlenmesi [3, 32-
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35], ve substrat cevabi veren bakterilerin mikroskobik sayimi [36-39] oldukc¢a yogun bir sekilde
uygulanmustir.

Substrat cevabi veren bakterilerin mikroskobik sayim metodu (DVC) ilk kez Kogure ve ark. [1979]
tarafindan uygulanmistir [36]. Bu metod, bakterilerin besin maddesi ile birlikte DNA sentezini
engelleyen bir antibiyotik (nalidixic asit gibi) ilave edilerek belirli bir sicaklikta inkiibe edilmesi ile
gerceklestirilir. Sonucunda besin kullanarak metabolik fonksiyonlarin1 yerine getiren, ancak
boliinemeyen, dolayist ile normalden oldukga uzamis olan hiicreler elde edilmektedir. Bu hiicreler
floresan bir boya olan Acridin orange ile boyanarak mikroskopta gézlenmektedir. Yapilan ¢alismalarla
Salmonella spp’nin VBNC duruma girdigi farkli ¢evresel sartlar altinda direk canli sayimi metodu ile
belirtilmistir [40-41]. Uzamis hiicrelerin orani kiiltiirli yapilabilen hiicrelere gore bir fark gostermemis,
bu durumla metabolik aktivite kaybi ve kiiltiiriiniin yapilabilirliginin kaybi arasinda bir iliskinin
oldugunu ortaya koymuslardir (3). Ancak bazi ¢aligmalarda ise koloni sayimui ile direkt sayim arasinda
fark oldugu ve direkt sayim sonuglarinin fazla ¢iktigt bulunmustur [37]. Joux ve ark. (1997)
caligmalarinda S. typhimurium’u 19 giin yapay deniz suyunda inkiibasyona biraktiklarinda aglik stresi
ile once kiiltiirii yapilamaz duruma girdigi, ayn1 zamanda substrat cevabinin kayboldugu, daha sonra
gercek ve potansiyel solunum aktivitesini ve son olarakta membran permeabilitesini kaybettigini tespit
etmislerdir [3].

Elektron tasima sistemi (ETS) canlilifin bir gdstergesi olarak diisiiniildiigiinde, solunum aktivitesi
Olciilerek canlilik tespiti yapilabilir. INT basta olmak iizere CTC, TTC, XTT gibi redoks boyalari deniz
sular1 [16, 28], nehir sular1 [8], igme sular1 [42], mineral sulari [43], atik sular [44], yer alt1 sular1 [33;
9], toprak [45], sediment [46], nehir biofilmlerini [42] igeren ¢evresel sartlarda yillardir
mikroorganizmalarin solunum aktivitelerini 6lgmek i¢in kullanilmistir. INT ve CTC boyalart bir
elektron akseptdrii olup, INT formazan ve CTC formazan olarak hiicre icinde elektron tasima
zincirindeki dehidrogenaz enzimleri ile rediiklenir [20]. Tetrazolium redoks boyalar1 ETS bilesikleri ile
mikrobiyal oxidation ve rediiksiyon reaksiyonlarindan elektronlar1 toplar ve intraselliilar olarak
renklenmis formazan g¢okeltileri seklinde, metabolik olarak aktif mikroorganizmalarda birikir. Bu
renklenmis ¢okelti, direkt epifloresans mikroskopta veya hiicre ekstraktlari ile spektrofotometrik olarak
belirlenebilir [29, 33]. Ayrica bu metod saglam niikleik asitlerin gostergesi olan Akridin orange direkt
sayimi [37] veya DAPI boyamasi [47] ile birlikte kullanilir. CTC aerobik bakteriler icin kullanilmasina
ragmen anaerobik bakteriler ile de birka¢ ¢aligma vardir. Bhupathiraju ve ark. (1999) calismalarinda
anaerobik bakterilerin INT ve TTC’yi rediikleyebildigini gostermislerdir. Ayni ¢alismada optimum
konsantrasyonlarda CTC kullanildig1 zaman besin ilavesi olmadan CTC formazan kristali biriktirildigi
tespit edilmistir [48].

Canlilik 6l¢timlerinde ayrica membran permeabilite 6zelligide kullanilmaktadir. Live/Dead Baclight kiti
bakteriyal membran biitiinliigiinii 6l¢en iki renkli floresan bir boyadir ve niikleik asit boyalar1 igerir. Bu
boyalarin spektral karakterleri ve saglikli hiicre membranindan penetre olabilme yetenekleri farklidir.
Yesil boya saglam bakterilerden gecebilir, kirmizi boya ise 668 Da agirliginda (propidium iodide) daha
bliyiik bir molekiildiir ve hasarli membrandan gegebilir. Bakteriyal aktivitenin 6lgiilmesi i¢in membran
permeabilitesini temel almis bir boyama yontemidir ve bir¢ok ¢aligmada kullanilmistir [35, 38]. VBNC
durumunda bakterilerin canliligin dlgmek icin flow sitometri ile birlikte membran potansiyelinin bir
indikatorii olarak Rhodamine 123 [49] ve Oxonol [27] boyalarinin kullanildigi yontemler de
gelistirilmistir. Bu olgiimlerin biiyiik ¢ogunlugu koloni sayimlar ile bir korelasyon ortaya koydugu
tespit edilmistir [27, 49].
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Bakterilerin canlilik aktivitelerinin belirlenmesinde Florogenik esterler de kullanilmistir Florogenik
esterlerden 6 carboxy fluorescein diacetat (6CPDA) hiicrelerde esteraz aktivitelerini belirlemede
kolayca uygulanabilen bir teknik olup bir¢ok ¢alismada kullanmilmustir [8, 50]. Esteraz aktivitesi ile
6CFDA hidroliz edilerek mavi 151k altinda floresan olan 6 carboxyfluorescein (6CF) ortaya cikararak
hiicrede birikir. P1 (propidium iodide) de inaktif hiicre membranindan igeri girerek c¢ift iplikli niikleik
asitlere baglanir ve mavi 151k ile ortaya konur. Boylece aktif hiicreler 6CFDA-P1 ikili boyamasi ile
ayrilabilir [50]. Lesne ve ark. (2000) caligmalarinda S. typhimurium’da canlilik Olgiimii igin
Chemchrome V6 floresan boyasini kullanmiglardir [12]. Bu boya hiicre i¢ine diffiize olan ve floresan
bir iiriin veren esteraz enziminin hidroliz ettigi bir boyadir.

Bir patojen varligina maruz kalindig1 zaman (biyolojik terdrizm gibi) en 6énemli nokta bakterinin canli
ve aktif olup olmadigidir. Bu nedenle oncelikli olarak canlilik noktasinin belirlenmesi gerekir. Bacillus
anthracis biyolojik terérizmin en biiyiik silahlarindan birisidir. Canlilik tespiti i¢in plak sayiminda en az
18 saatlik bir siire¢ gerekir. Bu nedenle sporlarin canliliginin Slgiimii i¢in ETS sisteminin
kullanilabilecegi yapilan bir ¢alisma ile ortaya konulmustur [35]. Bu ¢alismada B. cereus, B. coagulans,
ve B. subtilis sporlarmin canliliginin CTC ve Live/Dead BacLight floresans boyalari kullanilarak 1
saatlik siirede tespit edilebilecegi ortaya konmustur.

Boyalar, bakteriyal plazma membranindan elektriksel potansiyel gradientine bagli olarak gecerek hiicre
icerisinde birikebilir. Negatif yiiklenmis bir molekiil olan Oxonol aktif hiicrelerden disar1 atilir,
membran potansiyelini saglayamayan oOlii hiicrelerden igeri girerek birikir [27, 51]. Aym sekilde
floresans niikleik asit boyasi olan SYTOX Green’de plazma membran biitiinliigiiniin gostergesi olarak
hiicre 6liimiiniin ortaya konmasinda kullanilmigtir. SYTOX Green bozulmus membranlardan gegebilir,
saglam membranlari olan canli hiicrelerden gecemez [27, 52]. Atik sularda bakterilerin canliliklarinin
hizli belirlenmesi i¢in floregenik substratlar kullanilarak enzim aktivitelerinin tespiti de onerilmistir [8].

C. VBNC DURUMDA BAKTERIDE MEYDANA GELEN DEGISMELER

VBNC duruma girdikleri zaman bakterilerde meydana gelen degisimler ile ilgili ¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Angak bazi ¢alismalardan elde edilen verilere gore cevresel sartlara direnclerini
saglayacak bazi degisimler ortaya koymaktadirlar. Bu degisimler hiicre duvart ve membraninin
stabilizasyonunu arttiran, dolayisi ile hiicrenin stabilitesini saglayan 6zelliktedir. VBNC duruma giren
hiicrelerin membran kompozisyonunda degisimler rapor edilmesine ragmen biiyilkk bir membran
biitiinliigii sagladig: tespit edilmistir. Ornegin uzun zincirli fatty asitler gdsteren kiiltiirii yapilabilen
hiicreler ile karsilagtirildiginda, temel fatty asit tiirlerinde %60 kadar bir azalma rapor edilmistir [6].
Ayrica bagka bir ¢aligmada da Micrococcus luteus’da fosfolipit kompozisyonunun degistigi
gosterilmistir [53]. VBNC olan hiicrelerde lipit ve proteinlerin toplam miktarinin hizli bir sekilde
azaldig1 ve sitoplazmanin daha yogunlasmis oldugu belirtilmistir [54]. Bu hiicrelerde sitoplazmik
membranda permeabilite kaybi ortaya ¢ikarken, hiicre duvari kalinlagsmasi, yogun bir sitoplazma ve tam
bir niikleoid igeren morfolojik bir biitlinliik sagladigi gdsterilmistir [1]. Ayrica permeabilite kaybini
bakterilerin kiiltiirlerinin yapilabilirliginin kaybinin nedenlerinden biri olarak ileri siirmiislerdir [1]. V.
cholera’nin VBNC hiicrelerinin dis membrani ve hiicre membrani, peptidoglikan tabakasinin
kalinlagmasi ile biitiinlesmis olarak bulunmustur (55). Aeromonas salmonicida ile yapilan bir calismada
protein igerigi ve DNA’da azalma goriiliirken lipopolisakkarit kaybi ortaya ¢ikmadigi tespit edilmistir
[56]. Yapilan bagka bir ¢aligmada ise V. vulnificus’un kiiltlirii yapilamayan hiicrelerinin stabilitesi
arastirilmig, bu tip hiicrelerin sonikasyona direnglerinde bir artis oldugu, bu direncin acliga ugramis
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hiicrelerin direncine benzedigi ifade edilmistir [S7]. Bu nedenle hiicre membrani ve duvarinda meydana
gelen bu degisimlerin hiicreye uzun siireli stabilite ve diren¢ sagladig1 ifade edilmistir.

Bir¢ok ¢alismada VBNC hiicrelerde RNA miktarinin azaldigi vurgulanmistir. VBNC olan M. luteus
hiicrelerinde DNA igeriginin sabit kaldig1 ancak RNA igeriginin %50 azaldig1 tespit edilmistir [54].
Yapilan bagka bir ¢alismada V. wvulnificus’'un VBNC hiicrelerinde ribozomal ve niikleik asit
materyalinin azaldigi goriilmiisken [1], Yamamoto ve ark. (1996) ise Legionella pneumophila’nin
VBNC hiicrelerinin biiylik ¢cogunlugunun par¢alanmis niikleik asitler icerdigini gostermislerdir [58].

Comak sekilli gram (-) bakteriler VBNC duruma girdiginde hiicre hacimlerinin kok veya benzeri forma
kiiclildiigii, hiicre zarfinda degisimler oldugu elektron mikroskobu ile gosterilmistir. V. cholerae ile
yapilan bir ¢calismada dis membranin bazi kisimlart ayrilmis, kabarcik olusumu ile dis ve i¢ membran
arasinda agiklik (yarik) meydana geldigi ifade edilmistir [59]. Benzer degisimler Helicobacter pylori ile
yapilan c¢alismalarda da gosterilmistir [60]. Hartke ve ark. (1998) calismalarinda Enterococcus
faecalis’in VBNC durumunda dalgali bir goriintiiye sahip diizensiz bir hiicre yiizey sekli ortaya
koydugunu ifade etmislerdir [61]. Baska bir ¢aligmada ise ¢omak sekilli boliinebilen hiicreler ile VBNC
durumdaki kok sekilli Helicobacter pylori hiicreleri karsilastirildiginda, peptidoglikanin kimyasal
kompozisyonunda onemli farkliliklar oldugu gosterilmistir [62]. Yine baska bir ¢alismada da, E.
faecalis’de VBNC durumdaki bakterinin hiicre duvarinda kimyasal degisimler oldugunu, duvarda
dimerlerden daha yiiksek oranda oligomerler olmasi nedeni ile ¢apraz baglanti oraninin %39°dan %48’e
ciktigini ifade etmislerdir [63].

Idil ve ark. (2010, 2011) yaptiklar1 ¢alismalarda farkli dalga boylu 151k kaynaklarina maruz
birakildiginda olusan fotooksidatif stresten dolay1 hiicrelerin dormanta girdikleri ancak kirmizi 151k
altinda bu duruma geg¢isin daha fazla oldugu ortaya konulmustur [64, 65]. Ayrica bu sartlar altinda
hiicrelerin fotooksidatif stres altinda oksidatif stres enzimlerinin azaldigini belirtmislerdir [66].

VBNC olusma mekanizmasi heniiz ¢oziilmiis degildir. Ancak Darcan (2005) [67] ve Darcan ve ark.
(2003) [68] galismalarinda gosterdikleri bir sonu¢ bu mekanizmanin ¢éziimii i¢in bir yol gdstermistir.
Bu c¢aligmalarin sonucuna gdre porin proteinlerinin sentezini osmotik sartlara gére kontrol eden EnvZ
osmosensoriiniin dormansi mekanizmasi ile bir iliskisi oldugu gosterilmistir. Dolayisi ile gevresel
sensorlerin etkisinin vbnc mekanizmasinin olusumunda bir rolii oldugu sdylenebilir. Ayrica ayn
yazarlar ¢alismalarinda pH, osmolarite ve sicaklik faktdrlerinden bagimsiz olarak bu mekanizmanin
kontrol edildigini ortaya koymuslardir [69]. Dolayisi ile VBNC ve EnvZ arasindaki iligskinin direkt bir
iligki oldugu ifade edilmistir.

D. VBNC DURUMUN HALK SAGLIGI ACISINDAN ONEMI

Mikrobiyologlarin VBNC hiicreler ile yaptiklar arastirmalarda en temel sorulardan biriside patojenite
ile ilgilidir. VBNC olan bakterilerin yeniden canlanabilme yeteneginde olup olmadigi ve patojenik
organizmalardaki VBNC durumda virulans 6zelligi tasiyip tasimadiklari en temel sorulardan birisidir.
Potansiyel patojenitenin korundugu bir¢ok in vivo yeniden aktivite kazanma calismalar ile ortaya
konmustur. Yapilan caligmalarda kiiltiirii yapilamayan hiicrelerin hayvansal pasajlarda yeniden
canlandig1, bircok durumda virulansini tekrar kazandigi ortaya konmustur. E. coli VBNC hiicreleri
kiiltiirli yapilamayan duruma dondstiiriildiikten sonra tavsan ince bagirsagina verilmis ve burada yeniden
canlandiklar1 gosterilmistir [70]. Ayrica Pommepuy ve ark. (1996)’nin ¢alismalarinda da E. coli’nin
patojenitesi VBNC durumda gosterilmistir [28]. Shigella dysenteria VBNC hiicreleri kiiltiire edilmis
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HeLa hiicrelerinde biyolojik olarak aktif Shiga toxini sentezleyen ve bagirsak epitel hiicrelerine
tutunmay1 saglayan patojenik 6zelligi tekrar kazandig1 bulunmustur [71, 72]. Yine bagka bir caligmada
da Campylobacter jejuni VBNC hiicrelerinin, tavuk ve fare intestinal kismina enjeksiyonundan sonra
kiiltiiriintin yapilabilirligi yetenegini tekrar kazandig1 gosterilmistir [73]. Ancak bu durumun in vitro’da
zenginlestirilmis kiiltiirlerde gézlenmedigi vurgulanmistir. Ayrica Aeromonas salmonicide [74], Vibrio
vulnificus [37]’da da virulans 6zelligi gosterilmistir.

Yiiksek tuz konsantrasyonu ile besinlerin korunmasi, besin kaynakli enfeksiyonlarin engellenmesinde
bir yol olarak uygulanirken, Japonya’da 1998 yilinda enterohemorajik E. coli O157 ile kontamine olmus
tuzlanmis sazan baliklari nedeniyle meydana gelen 62 hastalik rapor edilmistir. Bu {irlinlerin 9 ay yliksek
tuz konsantrasyonu ve derin dondurucuda canli kalabilmesi, daha sonra insanlarda patojenite gostermesi
ve geleneksel metodlar ile yapilan sayim ve teshis yontemlerinde ortaya ¢ikmamis olmasi, VBNC
durumun saglik agisindan ne kadar 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir. Bu durumdaki VBNC
bakterilerin patojenitelerini tekrar kazandig1 yapilan calismalar ile ortaya konmustur [75].

E. VBNC BAKTERILERIN YENIDEN AKTIVITE KAZANABILMESI

Kiiltliri yapilamayan hiicre popiilasyonuna besin ilavesi ile ¢ok sayida kiiltiirii yapilabilen hiicrelerin
goriilmesi yeniden aktivite kazanma olarak ifade edilmistir. Ancak VBNC hiicrelerin yeniden
canlanmalari ile ilgili raporlar siiphe ile karsilanmistir. Bir¢ok ¢alismada rapor edilen VBNC durumdan
kiiltiirii yapilabilen forma doniisiin, bir ka¢ canli hiicrenin biiyiimesinin sonucu olabilecegi, dolayisi ile
yeniden canlanma gibi goriilebilecegi ifade edilmistir [57, 76]. Yeniden canlanmanin varligi bir ¢ok
sartta ve bir ¢cok bakteri tiiriinde gosterilmisken aksine raporlarin varligida goriilmektedir. Kolling ve
Matthews (2001)’in ¢aligmalar1 sonunda VBNC olan E. coli’nin bu durumdan ¢ikamadigini géstererek
yeniden canlanmanin olmadigini ayrica virulansinida kaybettigini ifade etmistir [77].

Roth ve ark. (1988) calismalarinda 0.8 M NaCl’e maruz kaldiginda E. coli’nin hizli bir kiiltiiriiniin
yapilabilirligi kaybina ugradigini, bu hiicrelerin ATP’yi intraselliiler olarak biriktirdigini ve osmotik
koruyucu betain kiiltiire ilave edildiginde yeniden canlandirildigini ortaya koymustur [78]. Ayrica
birkag hiicrenin biiyiime olasiligini engellemek i¢in kiiltiire kloramfenikol ilave edildigi zamanda ayni
sonucun gozlendigini belirtmiglerdir. Ayrica 1s1 soku ile muamele edilen V. cholerae’nin VBNC
hiicrelerinin yeniden canlandig1 gdsterilmistir [79]. Bu hiicreler 86 giinde VBNC yapilmis ve 1 dk 45
°C de tutulduktan sonra kat1 ortama ekildiginde kiiltiiriiniin yapilabilirligini tekrar kazandigi, 1s1 soksuz
bu durumun gériilmedigi ifade edilmistir.

VBNC populasyonlarinin heterojen oldugu, canli, kiiltiirii yapilamayan ve 6li hiicrelerden olustugu
ifade edilmistir. Ayrica bu karigik popiilasyonda canli hiicrelerin sentezledigi bir faktoriin dormant
hiicrelerin yeniden canlanmasinda rol aldig1 ifade edilmistir [80]. Dormant hiicrelerin yeniden aktivite
kazanmalarin saglayan canli hiicrelerin sentezledigi bir faktor saflastirilmis ve karakterize edilmistir
[81]. Saflastirilmis bu fakt6riin dormant M. luteus kiiltiirlerinin ortamina ilave edildiginde kontrole gére
100 kat artig gosterdigi tespit edilmistir [82]. Reissbrodt ve ark. (2002) ¢alismalarinda bakterilerin
VBNC durumdan ¢ikiginda nemli rolii olan canli bakterilerin sentezledigi Oxyrase ve Ferrioxamine
bliylime faktorlerini tespit etmiglerdir [83]. Ayrica Enterobakteriyal otoindiiser (Al) adini verdigi bir
maddenin bakterinin dormant durumdan ¢ikisini sagladigini gostermistir.
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Il. Sonuc

Sonug olarak bakteriler ¢evresel stres kosullar1 altinda kendilerini koruyabilmek i¢in ¢esitli yasam
stratejileri gelistirmektedirler. Bu stratejiler arasinda Dormansi olayr ¢ok onemli bir yer teskil
etmektedir. Ayrica VBNC duruma girdikten sonra hastalik yapma kapasitelerini tekrar kazanmakta veya
hi¢ kaybetmemektedirler. Buna ragmen sadece VBNC hiicreler hastalik yapmaya yeterli midir, yoksa
VBNC durumdan c¢iktiktan sonra mi patojenite 6zelliklerini gosterdikleri konusunda heniiz cevap
bulunamamustir. Ag¢ik olan nokta, baglangigta VBNC olan hiicreler bir konaga aktarildiklarinda aktive
olduklaridir. Bu durumda bilinen kiiltiirel metotlarda olmayan bazi indiikleyici faktorler konak
icerisinde yeniden canlanmayi sagladigi ve VBNC dongiiden ¢ikisi saglayabildigi goriilmektedir. Dogru
ve giivenilir bir metodun ¢evresel 6rneklerdeki canli bakterilerin toplam sayisini tahmin etmede hala
gelistirilememesi halk saglig1 agisinda olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle dormansinin mekanizmasinin
¢oOziilmesi ve bu durumdaki bakterilerin tespiti ig¢in giivenilir, her sartta ve her bakteri grubu i¢in
uygulanabilecek yontemlere ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu yontemlerin gelistirilebilmesi icinde dormansi
mekanizmasinin ¢6ziilmesi gerekmektedir.
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