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Biyofilm pozitif Staphylococcus epidermidis icaa gen ekspresyonuna,
Lactobacillus acidophilus atcc 4356 kokeninin etkisinin in-vitro

incelenmesi
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Oz

Amac: Staphylococcus epidermidis biyofilm olusumu, bu bakterilerin antibakteriyel ilaglara ve bagisiklik sistemi savunmasina
karsi koruyan onemli bir bariyer gorevi olusturmaktadir. IcaA geni bunun olusumu igin 6nemlidir. Lactobacillus tirlerinin
probiyotik etkileri bilinmektedir. Bizde alismamizda, CRA yontemi ile biyofim pozitifligi saptanan S. epidermidis kékenlerinin
icaA gen ekspresyonuna, L. acidophilus ATCC 4356 kékeninin in-vitro etkisinin incelenmesi amagladik.

Materyal ve metod: Haziran — Aralik 2017 déneminde klinik drneklerden izole edilmis olan ve CRA metodu ile biyofim
uretimi pozitif olarak saptanan yirmi (20) S. epidermidis kokeni ¢alismamiza dahil edildi. CRA'da siyah pozitif kolonilerden, 2
McFarland'lik stispansiyonundan 250 pL alinarak, L. acidophilus igeren ve igermeyen 2 tipe ilave edildi ve %5CO2’li ortamda
370C'da inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun 6. saatinde, tliplerden RNA izolasyonlari gergeklestirildi. cDNA sentezi
sonrasl, spesifik primerler ile LightCycler480 sisteminde real-time PCR ydntemi ile galisildi. Gruplara ait sonuglar delta delta
Ct yontemi ile olusturularak, Mann-Whitney U testi ile istatistiksel olarak incelendi.

Bulgular: L. acidophilus ATCC 4356 etkilesimi sonrasinda S. epidermidis kdkenlerinde icaA gen ekspresyon seviyesinde
gbzlenen upregulasyon, istatistiksel olarak anlamli diizeyde bulundu (p<0.0001).

Sonug: Sonug olarak, galismamizda, in-vitro olarak, biyofilm yetenegi olan S. epidermidis kdkenlerinin probiyotik etkili L.
acidophilus ile etkilesimi sonrasi icaA gen ekspresyon diizeyinde upregulasyon gosterdigini saptadik. Diger probiyotikleri de
kapsayacak sekilde daha genis kapsamli bakteri-bakteri etkilesimi calismalarinin yapilarak yeni stratejilerin gelistirilebilecegi
kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Lactobacillus acidophilus, Biyofilm, Staphyloccoccus epidermidis, icaA gen ekspresyonu

Abstract

Background: The formation of Staphylococcus epidermidis biofilm is an important barrier to protecting these bacteria
against antibacterial drugs and defense of the immune system. IcaA gene is important for the formation of this. The probiotic
effects of Lactobacillus species are known. Aim of this study was to investigate the in-vitro effect of L. acidophilus ATCC
4356 genotype on the expression of the icaA gene in S. epidermidis strains, which were found to be positively biofilm with
CRA method.

Material and Methods: Between June and December 2017, Twenty (20) S. epidermidis strains isolated from clinical
specimens and detected as positive for biofilm production by CRA method were included the study. 250 pL of 2 McFarland
suspension of black-positive colonies from the CRA were added to 2 vials containing with and without L. acidophilus and
incubation was carried out at 37°C in 5% CO2. At the 6th hour of incubation, RNA was isolated from these tubes. After cDNA
synthesis, real-time PCR was performed on the LightCycler480 system with specific primers. The results of groups by delta
delta Ct method were statistically analyzed by Mann-Whitney U test.

Results: The upregulation at the level of icaA gene expression in S. epidermidis strains after L. acidophilus ATCC 4356
interaction was found statistically significant (p <0.0001) according to without L. acidophilus.

Conclusions: In conclusion, our study showed that in-vitro biofilm strains of S. epidermidis showed upregulation of icaA
gene expression ratio after interaction with probiotic L. acidophilus. We believe that new strategies can be developed by
conducting broader, bacterial-bacterial interaction studies, including other probiotics.
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Girig

Staphylococcus epidermidis, koagtilaz-negatif stafilokok
grubunun bir Uyesidir ve her insanin mikrobiyotasinda
kommensal olarak yer almaktadir (1). insanda ozellikle
deri mikrobiyotasinda en fazla miktarda bulunan bakteri-
lerden birisidir (2). Ancak, insanda tibbi girisimler gibi
vucut bitinligiinde bozulmalar sonrasi tibbi cihazlarin
kullanimi ile birlikte, S.epidermidis 6nemli bir firsatgi pato-
jen olarak karsimiza gikar (3). S.epidermidis ve diger
koagulaz negatif stafilokoklarin neden oldugu ¢ogu hasta-
lik kronik bir karakterdedir ve cihazla iliskili enfeksiyonlar
(intravaskuler kateter veya prostetik eklem enfeksiyonlari
gibi) ve bunlarin komplikasyonlari olarak ortaya gikar (4).
Bu durumda, kullanilan tibbi cihaz, enfeksiyonu kolaylas-
tirabilir, clinki cerrahi alana yanliglikla sokulan herhangi
bir S. epidermidis, tibbi cihazin yizeyine hizla yapisip
birikebilir. Yuzey iligkili olarak gelisen bu bakteri artisl,
biyofilm olusumu olarak bilinir (5). Yapiskan ozellikleri
olan ¢ok cesitli ylizey proteinleri, S.epidermidis'in farkli
yuzeylere yapismasini sadlar (6). Birgok S. epidermidis
kokeni, biyofilmdeki bakterileri birbirine baglayan eksopo-
lisakkarit PIA (polisakkarit hlicreler arasi adhesin) sente-
zinde yer alan proteinleri kodlayan icaADBC operonunu
tasir (6). Operonun siireci, icaADBC genlerinin farkli
kombinasyonlarini ve bir seker vericisi olarak UDP-
GlcNAcYyi ifade eden S. carnosus'un rekombinant susla-
rinda ayrintili bir galisma ile incelenmistir (7). IcaA, gliko-
ziltransferaz 2 ailesine ait, 412 aminoasitlik ve dort trans-
membran alanina sahip entegre bir membran proteindir
ve 20 GIcNAc birimine kadar -1,6'ya bagli GIcNAc oligo-
sakkaritlerinin sentezini yonlendirir (1). Probiyotiklerin,
insan vucudunda, erken mikrobiyota olusumunu tesvik
etmek icin 6nemli bir tedavi segenegi olabilecegi dusu-
nulmektedir, blyime, imminolojik homeostazin stabili-
zasyonu etkileri dolayisiyla enfeksiyon ve atopik hastalik-
larin riskini azaltmada yararli etkileri olabilecegi son yil-
larda distnilmektedir (8). Klinik calismalar, Lactobacillus
tirlerinin probiyotik etkilerini gostermistir (9). Bizde bu
bilgiler 1s1§inda, ¢alismamizda, Congo red agar (CRA)
yontemi ile biyofilm pozitifligi saptanan S. epidermidis
kokenlerinin icaA gen ekspresyonuna, L. acidophilus
ATCC 4356 kokeninin in-vitro etkisinin incelenmesini
amagladik.

Materyal ve Metod

Haziran - Aralik 2017 déneminde klinik drneklerden izole
edilmis olan ve Congo red agar (CRA) metodu ile (10)
biyofilm Gretimi pozitif olarak saptanan 20 S. epidermidis
kokeni calismamiza dahil edildi. Congo red agar besiye-
rinde biyofilm dretimi pozitifligi gésteren siyah kolonilerin-
den, steril tuzlu su i¢inde hazirlanan 2 McFarland’lik sus-
pansiyonundan 250 pL alinarak, iceriginde triptik soy
broth (TSB) besiyeri bulunan 2 tiipe ilave edildi. 1. tipte
106 CFU/mL miktarinda Lactobacillus acidophilus ATCC
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4356 bulunurken, 2 besiyerinde Lactobacillus bulunmu-
yordu. Her iki tiip %5 CO2'li ortamda 370C’da inkiibasyo-
na birakildi. S.epidermidis ATCC 35984 kokeni, kontrol
koken olarak tim calismalarda kullanildi ve bu kdken
icinde islem uygulandi. Tipler, inklibasyonun 6. saatinde,
etlvden alinarak RNA izolasyonu gergeklestirildi. RNA
izolasyonlari, High Pure RNA izolasyon kiti (Roche Diag-
nostics, GmBH, Mannheim, Aimanya) kullanilarak Uretici
direktifleri dogdrultusunda yapildi. RNA'lar cDNA islemi
yapilincaya kadar -80oC’da saklandi. RNA'lardan cDNA
sentezi igin dncelikle spektrofotometrik okumalari Nanod-
rop 2000 (Thermo Scientific, MA, Amerika) cihazinda
uretici  direktifleri  kullanilarak yapildi. 100 ng/uL
RNA'lardan, First Strand cDNA synthesis kit (Roche Di-
agnostics, Mannheim, Almanya) kullanarak tretici direktif-
leri dogrultusunda komplementer DNA'lar (cDNA) hazir-
landi. cDNA’lar real-time PCR asamasina kadar -200C'da
saklandi. icaA gen ekspresyonlarinin tespiti icin; icaA
bolgesine spesifik; icaA-1 F (GGAAGTTCTGATAA-
TACTGCTG) ve icaA-l1 R (GATGCTTGTTT-
GATTCCCTQC) ile referans gen olarak kullanilan (giraz B)
gyrB bolgesine spesifik; gyrB-3 F (GAGGTAAATTCG-
GAGGT) ve gyrB-3 R (CTTGATGATAAATCGTGCCA)
primerleri real-time PCR’da kullanildi (11). LightCycler
480 Il (Roche Diagnostics, GmBH, Mannheim, Aimanya)
sisteminde LightCycler 480 Sybr green | master (Roche
Diagnostics, GmBH, Mannheim, Aimanya) kiti kullanilarak
icaA gen ekspresyonu calismasi gerceklestirildi. gyrB
geni calismada referans gen olarak kullanildi ve Livak ve
Schmittgen’in (12) AACt yontemine gbre gen ekspresyon
oranlari ¢ikartilarak Lactobacillus acidophilus’un, S. epi-
dermidis icaA gen ekspresyonu (izerine in-vitro etkisi
kontrol edildi. Sonuglar IBM SPSS versiyon 20 programi
kullanilarak Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi.

Bulgular

Calismaya dahil edilen ve L. acidophilus ATCC 4356
kokeni ile etkilesimi sonrasi incelenen biyofilm etkinligi
pozitif 20 S. epidermidis kokeninin icaA gen ekspresyon
sonuglari Tablo 1'de gosterilmektedir.

L. acidophilus ATCC 4356 etkilesimi sonrasinda S. epi-
dermidis kokenlerinde icaA gen ekspresyon seviyesinde
gozlenen upregulasyon, istatistiksel olarak anlamli du-
zeyde bulundu (p<0.0001). (Tablo 2).

Tartisma

S.epidermidis  biyofim  olusumu i¢in  poli-N-
asetilglukozamin  (PNAG) (retimi cok Onemlidir ve
icaADBC operon kiimesinin gen Urinleri araciligi ile biyo-
film sentezi gergeklestirilir (13). Biyofilm olusumu, bu
bakterileri antibakteriyel ilaclara ve bagisiklik sistemi
savunmasina karsl koruyan onemli bir bariyer gorevi
olusturmaktadir (14).
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Tablo 1. L. acidophilus ATCC 4356 kdkeni ile etkilesimi sonrasi
S. epidermidis kékenlerinin real-time PCR delta delta Ct yonte-
mi ile icaA gen ekspresyonu sonuglari

L. acidophilus ATCC 4356

No Pozitif Negatif
1 1.32 0.68
2 1.17 0.59
3 143 0.74
4 1.54 0.79
5 1.69 0.76
6 1.23 0.54
7 1.36 0.59
8 1.24 0.48
9 1.32 0.65
10 1.19 0.51
11 0.98 0.46
12 1.24 0.59
13 141 0.71
14 1.15 0.64
15 1.24 0.41
16 1.18 0.57
17 121 0.61
18 1.03 0.58
19 0.96 0.44
20 132 0.42

Tablo 2. S.epidermidis kdkenlerinin, L.acidophilus ATCC 4356
kokeni varliginda icaA gen ekspresyon dlzeylerinin dagilimi

L. acidophilus ATCC 4356

Pozitif Negatif pr*
Ortalama+SS* 1.25+0.18 0.61+0.14 0.0001
Min - Max 0.96-1.69 0.41-1.00
SE* 0.39 0.31

*SS: Standart sapma, SE: Standart Hata, Min: Minimum, Max: Maksi-
mum. *Mann-Whitney U testi ile hesaplanmigtir.

S. epidermidis, tibbi cihazlar gibi kalici biyomateryal ile
iligkili infeksiyonlarda 6nemli bir patojen oldugu igin (14),
bunun biyofilm Gretimini azaltimini saglayacak stratejiler
gelistirilmesi bu enfeksiyonlarin dnlenebilmesi igin dnem-
lidlir.

Yapilan galismalar incelendiginde, Crawford ve ark.(15),
2014 yilinda yaptiklari bir ¢alismada 16 S. epidermidis
kdkeninde bizim galismamizdaki gibi gyrB referans geni
kullanarak 0.6 dlizeyinde icaA gen ekspresyonu saptadik-
lari gortlmektedir. Bu ¢alismamiz da saptadigimiz 0.61
duzeyine oldukca benzer oldugu gorliimektedir.

Probiyotik etkileri dolayisiyla Lactobacillus kullanilarak
yapilan etkilesim galismalarinda siklikla S. aureus tirt-
nin incelendigi ve S. epidermidis kokenleri icin boyle bir
calismanin yapilmadi§i aragtirilan literatiirlerde gdzlen-
migtir (16,17).

Her ne kadar ayni yénde bir etkilesim olmasa da; Nuryas-
tuti ve ark. (11), 2009 yilinda yaptiklari galismalarinda

Staphylococcus epidermidis biyofilm olusumuna L.acidophilus'un in-vitro etkisi

tar¢in yaginin S. epidermidis icaA gen ekspresyonunu
bazi érneklerde rolatif olarak 40 kat kadar distrdiguna
gostermiglerdir. Bizim calismamizda da L. acidophilus
ATCC 4356 kokeni icaA gen ekspresyon diizeyini 2 kat
dlzeyinde arttirdi§i gorilmektedir. Aradaki upregulasyon
farkinin nedenini, targinin antimikrobiyal etkinliginin olma-
sI kaynakli oldugu kanaatindeyiz. Bu dislincemizi destek-
ler nitelikte olan bir bagka calismada, Reiter ve ark. (18)
2015 yilinda, linozolid'in S. epidermidis icaA gen eksp-
resyonu duzeyine etkisini incelemigler ve bu antibiyotikle
etkilesimi sonrasi kokenlerde icaA gen ekspresyon dize-
yinin 5.18 kat arttirdiqini bildirmislerdir. Yine bir baska
calismada da, Szczuka ve ark. (19), siprofloksasin’in
etkisini incelemigler ve S. epidermidis’in bu antibiyotikle
etkilesimi sonrasi icaA gen ekspresyon dizeyini arttirdi-
gini gostermiglerdir.

Holz ve ark. (20), 2017 yilinda yaptiklari bir calismada, L.
brevis ekstraktlarinin insan deri florasina uygulandiklarin-
da, etkileri ile S. epidermidis'in gogalmasinin arttigini
vurgulanmigtir. Bizim calismamizda, L. acidophilus ile
etkilesiminde S. epidermidis, antimikrobiyallerle karsila-
masina benzer bir tepki vermis olmasina kargin bunun
nedeninin de, probiyotik etkileri digtintlen her Lactobacil-
lus tlrinin etkilesimlerinde farklliklar ortaya ¢ikarabile-
cegi fikrini bize distindirmustr.

Sonu¢ olarak, calismamizda, in-vitro olarak, biyofilm
yetenegi olan S. epidermidis kokenlerinin probiyotik etkili
L.acidophilus ile etkilesimi sonrasi icaA gen ekspresyon
dlzeyinde upregulasyon gosterdigini saptadik. Biyofim
yetenegi S. epidermidis’lerin tibbi cihazlarla olan enfeksi-
yonlarinda onemli virllans yeteneklerinden birisi oldugu
icin, L. acidophilus’un bu yonde kullanilamayacagini bize
dustindirmustdr. Diger probiyotikleri de kapsayacak se-
kilde daha genis kapsamli bakteri-bakteri etkilesimi galig-
malarinin yapilarak yeni stratejilerin ~ gelistirilebilecegi
kanaatindeyiz.
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