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Amag: Staphylococcus aureus’un icaA ve icaR genleri lizerinden
diizenledigi biyofilm yetenegi, olusturduklari enfeksiyonlar ile
miicadeleyi zorlastirmaktadir. Bu ¢alismada, Lactobacillus aci-
dophilus ve Lactobacillus casei'nin, metisilin duyarli (MSSA) ve
metisilin direncli (MRSA) S. aureus suslarinin icaA ve icaR gen
ekspresyonlarina etkisinin in-vitro olarak incelenmesi amaglan-
mistir.

Gereg ve Yontem: [caA ve icaR gen ekspresyonlarinin kontroli
icin 6 tiip hazirlandi. 37°C’'da %5 CO2’li ortamda inkiibe edildi.
inkiibasyonun 6., 12., ve 24. saatinde RNA izolasyonlar1 yapildi.
cDNA sentezi sonrasinda,icaA, icaR ve 16SrRNA genlerine spe-
sifik primerler ile real-time PCR’la ¢calisildi. Delta delta Ct yonte-
mine gore sonuglar analiz edildi.

Bulgular: S. aureus ATCC 43300 (MRSA) ve S. aureus ATCC
29213 (MSSA) icaA gen ve icaR ekspresyonlari, L. acidophilus
ve L. casei ile karsilagsma sonrasi sirasiyla down regiilasyon ve
upregulasyon gostermistir. 12. saat ve 24. saatte saptanan icaA
ve icaR gen ekspresyon seviyelerinin hem MRSA hem de MSSA
suslarinda benzer oldugu goézlenmistir.

Oneri: Sonuc olarak, calismamiz, probiyotik etkili L. acidophi-
lus ve L. casei suglarinin S. aureus suslarinin biyofilm etkinlik-
lerini icaA ve icaR gen ekspresyonlarini real-time PCR yontemi
ile arastiran ilk ¢alismadir. L. acidophilus ve L. casei'nin in-vitro
ortamda MRSA ve MSSA suslarini etkileyerek icaA ve icaR gen
ekspresyonlarini degistirebildikleri saptanmistir. Probiyotik
etkili bu suslarin antibiyofilm 6zelliklerinin S. aureus enfeksi-
yonlarina karsi yeni bir miicadele secenegi olabilecegi diisiiniil-
mektedir.

Anahtar kelimeler: S. aureus, biyofilm, Real-time PCR, probi-
yotik

Abstract

Aim: Staphylococcus aureus’s biofilm ability which control via
icaA and icaR gene is a serious problem in the treatment of in-
fections. Aim of this study was to investigate in-vitro effects of
important probiotic L. acidophilus and L. casei on the icaA and
icaR genes expressions of the MRSA and MSSA strains.

Materials and Methods: In this study, to determine the icaA
and icaR gene expressions, 6 tubes in probiotics were prepa-
red. Incubated at 37°C in 5% COz medium. RNA isolations were
performed at the 6th, 12th, and 24th hours of incubation. After
cDNA synthesis, real-time PCR with primers specific for icaA,
icaR and 16S rRNA genes were studied. The results were calcu-
lated with delta delta Ct method.

Results: S. aureus ATCC 43300 (MRSA) and S. aureus ATCC
29213 (MSSA) icaA gene and icaR gene expressions showed
down regulation and upregulation respectively after encounte-
ring L. acidophilus and L. casei. The icaA and icaR gene expressi-
on ratios determined at 12 hours and 24 hours were found to be
similar in both MRSA and MSSA strains.

Conclusion: This study was the first study to investigate effect
of L. acidophilus and L. casei strains on biofilm gene expression
of the S. aureus strains by the real-time PCR method. It was de-
termined that L. acidophilus and L. casei were able to alter icaA
and icaR gene expression by affecting the MRSA and MSSA stra-
ins in-vitro. We believe that the antibiotic properties of these
probiotic strains may be a new treatment option against S. au-
reus biofilm infections.

Keywords: S. aureus, biofilm, Real-time PCR, probiotic
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Giris

Gram pozitif Staphylococcus aureus (S. aureus), hem insanla-
rin 6zellikle burun delikleri ve derisi florasinda bulunan kom-
mensal bir bakteri, hem de ylizeysel cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlari ile bakteriyemi, pndmoni, endokardit ve os-
teomiyelit gibi hayati tehdit eden invaziv hastaliklara neden
olabilen zorlu bir firsat¢i patojen olarak kabul edilmektedir
(Nicholsonve ark 2013, Crosby ve ark 2016). Cogu S. aureus
enfeksiyonuna, penisilinle tedavi edilebilen metisilin duyarl
S. aureus (MSSA) neden olur (Loewen ve ark 2017). Metisilin
direngli S. aureus (MRSA), 1961 yilinda, semisentetik peni-
silin olan metisilin, kullanima girdikten kisa bir siire sonra
bildirilmistir (Orlin ve ark 2017). Metisilin direnci genellikle,
metisilin ve tiim beta-laktam antibiyotiklere karsi afinitesi
azalmis bir 78-kDapenisilin baglanma proteini (PBP2a) kod-
layan stafilokoksik kaset kromozomu mec (SCCmec) tizerin-
de tasinan mecA genine baghdir (Abdulgader ve ark 2015).

Cerrahi alan enfeksiyonlar1 (SSI) en yaygin ameliyat sonrasi
komplikasyonlardan birisidir ve saglikla iliskili enfeksiyon-
larin yaklasik 30'unu olusturur (Savage ve Anderson 2013).
Cerrahi alanlarda olusan S. aureus enfeksiyonlarina neden
olan suslarin yaklasik %80'inin S. aureus izolatlari ile ilgili
hastalarin burunlarinda saptanan suslarin molekiiler 6z-
deslige sahip oldugu tespit edilmistir (Perl ve ark 2002).
Ozellikle kalp cerrahisi ve ortopedik cerrahi de S. aureus
enfeksiyonlar1 yaygindir ve bu bakterinin 6zellikle implant-
lar gibi tibbi cihazlara biyofilm yetenegi burada olusan en-
feksiyonlar ile miicadelede ciddi soruun olusturmaktadir
(Sakr ve ark 2018). S. aureus biyofilm iiretimi, cogunlukla
-1, 6-N-asetilglukosamin kalintilarindan olusan, polisak-
karit hiicreler arasi adhezin(PIA) salgilanmasi ile baslar. PIA
iretimi ve atilimi icaADBC operonu tarafindan kontrol edilir.
icaADBC operonunda, Ica4, ilk transcirpte edilen gendir ve
kisa zincirli N-asetil glukozamin oligomerlerinin tiretilmesi-
ne saglar. IcaA DBClokusu, icaRgeni tarafindan yonetilen bir
transkripsiyon baskilayici protein tarafindan diizenlenir. Bu
represor protein, icaA baslangi¢c kodonuna yakin ica operon
promoter boélgesine baglanabilir ve icaADBC ifadesini nega-
tif olarak diizenler (Cue ve ark 2009, Melo ve ark 2016). So-
nucta, S. aureus tarafindan biyofilm olusumu, kat1 ytizeyler
iizerinde bakterilerin birikmesine yol agan, bakteriyel yapis-
maya aracilik eden polisakkarit hiicreler arasi adhezin (PIA)
olarak da adlandirilan poli N-asetilglukozamin (PNAG) tireti-
mi ile iligkilidir (Lin ve ark 2016).

Probiyotikler, “Gidalarda uygun miktarlarda tiiketildiklerin-
de, konakta saglik yarari saglayan canli mikroorganizmalar”
olarak tamimlanirlar (Liévin-Le Moalve Servin 2014). Laktik
asit bakterileri (LAB) olan Lactobacillus spp. gibi probiyotik
olarak énemli mikro organizmalardir. Yakin zamanda sagli-
ga yararli 6zellikleri nedeniyle ciddi 6nem kazanmislardir
(Tiptiri-Kourpeti ve ark 2016). Lactobacillus acidophilus ve
Lactobacillus casei insan bagirsagindan izole edilen, ticari
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olarak 6nemli probiyotikler olarak bilinmektedir (Moller ve
ark 2012, Tiptiri-Kourpeti ve ark 2016).

Bu calismada, tiim bu bilgiler 1s1nda, probiyotik etkili L. aci-
dophilus ATCC 4356 ve L. casei ATCC 393’tin, MRSA ve MSSA
suslarinin biyofilm yeteneklerini saglayan icaA ve icaR gen
ekspresyonlarina etkisinin in-vitro olarak incelenmesi ve S.
aureus biyofilm enfeksiyonlarina karsi kullanilabilecek yeni
miicadele stratejilerinin gelistirilebilmesi i¢in veri sunulmasi
amaglanmistir.

Gereg¢ ve Yontem
Kullanilan mikroorganizma suslart

Bu ¢alismada L. acidophilus ATCC 4356, L. casei ATCC 393, S.
aureus ATCC 43300 (MRSA) ve S. aureus ATCC 29213 (MSSA)
suslar1 kullanildi. Lactobacillus suslarida Man, Rogosa, ve
Sharpe (MRS) agarda (Oxoid, UK) ve S. aureus suslar1 %5
koyun kanli agar (Oxoid, UK) icerisinde 370C’da %5 CO2’li
ortamda 48 saat inkiibe edildi.

Inkubasyon ve besiyerlerinde mikroorganizmalarin iiretimi

Inkiibasyonun ardindan, S. aureus ATCC 43300 (MRSA), kanl
agar besi yerinden alinan kolonilerinden, steril tuzlu su (sa-
line) icinde hazirlanan 2 McFarland’lik siispansiyonundan
250’ser pL alinarak, 3 farkl triptik soy broth (TSB) iceren
tiipe eklendi. 1. tiipte 106 CFU/mL miktarinda Lactobacil-
lus acidophilus ATCC 4356, 2. tliipte 106 CFU/mL miktarin-
da Lactobacillus casei ATCC 393 bulunurken, 3. tiip kontrol
amacliydi. Her 3 tiipe’de %5 CO2’li ortamda 37°C’da inkiibe
edildi. ayni sekilde S. aureus ATCC 29213 (MSSA), kanli agar
besi yerinden alinan kolonilerinden, steril tuzlu su (saline)
icinde hazirlanan 2 McFarland’lik siispansiyonundan 250’ser
pL alinarak, 3 farkl triptik soy broth (TSB) iceren tiipe eklen-
di. MRSA'dakine benzer sekilde 1. tiipte 106 CFU/mL mikta-
rinda Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, 2. tiipte 106 CFU/
mL miktarinda Lactobacillus casei ATCC 393 bulunurken, 3.
tiip kontrol amagliydi. MRSA ve MSSA suslarini iceren bu 6
tiip %5 CO2’li ortamda 37°C’da inkiibe edildi. inkiibasyonun
6., 12., 24. saatlerinde, besi yerlerinden RNA izolasyonlar1
icin numune alindi ve bu numunelerden High Pure RNA izo-
lasyon kiti (Roche Diagnostics GmBH, Mannheim, Almanya)
kullanilarak tiretici direktifleri dogrultusunda RNA izolas-
yonlar1 gergeklestirildi. RNA'larin Nanodrop (Thermoscien-
tific, USA) spektrofotometre cihazinda konsantrasyonlari ve
safliklari 6l¢iildii. Real-time PCR islemlerine kadar -800C’da
sakland1.

Real-Time PCR ile analizi
RNAlarin konsantrasyonlart 100 ng/uL olacak sekilde is-

leme alind1 ve First Strand cDNA synthesis kit (Roche Di-
agnostics, Mannheim, Almanya) kullanilarak iretici di-
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Tablo 1. Real-time PCR’laicaA, icaRve 16S rRNA genlerini saptamak i¢in kullanilan primerler

Primer Ad1 Oligonukleotid Kaynak
icaA F 5“TTTCGGGTGTCTTCACTCTAT-3'

icaA R 5'-CGTAGTAATACTTCGTGTCCC-3'

icaR F 5'-ATCTAATACGCCTGAGGA-3'

icar R 5'-TTCTTCCACTGCTCCAA-3'
5'-CGTGGAGGGTCATTGGA-3'
5'-CGTTTACGGCGTGGACT-3'

16STrRNA F
16SrRNAR

Melo ve ark, 2016

Tablo 2. MRSA ve MSSA icaA ve icaR gen ekspresyonlarina L. casei ve L. acidophilus’un etkisinin saatlere gore dagilimi
(ortalama deger + standart sapma)

S. aureus ATCC 43300 (MRSA) icaA* icaR*

6 saat 12 saat 24 saat 6 saat 12 saat 24 saat
L. casei ATCC 393 0.64+0.02 0.59+0.03 0.58+0.03 0.61+0.02 0.78+0.05 0.8+0.02
L. acidophilus ATCC 4356 0.69+0.02 0.65+0.04 0.64+0.03 0.72+0.04 0.9+0.04 0.92+0.03
Kontrol 0.75+0.06 0.88+0.03 0.89+0.02 0.18+0.02 0.15+0.03 0.15+0.03
S. aureus ATCC 29213 (MSSA) icaA icaR

6 saat 12 saat 24 saat 6 saat 12 saat 24 saat
L. casei ATCC 393 0.71+0.02 0.61+0.03 0.60+0.02 0.48+0.02 0.62+0.01 0.63+0.02
L. acidophilus ATCC 4356 0.70+0.04 0.61+0.04 0.62+0.03 0.70+0.01 0.77+0.03 0.79+0.03
Kontrol 0.68+0.03 0.82+0.01 0.88+0.02 0.19+0.02 0.17+0.01 0.15+0.02

*rolatif gen ekspresyon oranlari

rektifleri dogrultusunda komplementer DNAlar (cDNA)
olusturuldu. cDNAlar kullanilarak Tablo 1’de belirtilen pri-
merler ve LightCycler 480 SybrGreen I master kiti kullanila-
rak LightCycler 480 sisteminde (RocheDiagnostics, Mannhe-
im, Almanya) tretici direktifleri dogrultusunda icaA, icaR ve
16S rRNA genleri icin calisma gerceklestirildi (Melo ve ark,
2016). S. aureus’un 16S rRNA geni ¢alismada referans gen
olarak kullanildi. Real-time PCR calismalar ¢ kez tekrar-
landu. Livak’in delta delta Ct yontemine gore gen ekspresyon
oranlari ¢ikartildi (Livak ve Schmittgen 2001).

Bulgular

Calismamiz sonucunda, elde edilen veriler Tablo 2’de gos-
terilmistir. S. aureus ATCC 43300 (MRSA) ve S. aureus ATCC
29213 (MSSA) icaA gen ekspresyonlari, L. acidophilus ve L.
casei ile karsillasma sonrasi down regulasyon gostermis-
ken, icaR gen ekspresyonlarinin, L. acidophilus ve L. casei
ile karsilasma sonrasi upregulasyon gosterdigi saptanmis-
tir. L. acidophilus’un, icaR gen ekspresyonunu L. casei’ye
gore biraz daha fazla oranda upregule ettigi goriliirken, L.
casei'nin icaA gen ekspresyonunu L. acidophilus’a gére daha
¢cok downregule ettigi goriilmektedir. MRSA suslarinin icaA
ve icaR gen ekspresyonu degisimlerinin MSSA suslarina gére
biraz daha fazla oldugu saptanmistir. 12. saat ve 24. saatte
saptanan icaA ve icaR gen ekspresyon seviyelerinin hem

MRSA hem de MSSA suslarina benzer oldugu ve suslarin 12.
saatlerinde besiyerine biyofilm yetenegi agisindan adapte ol-
dugu gozlenmistir.

Tartisma

Son yillarda yapilan bazi ¢calismalar, probiyotiklerin S. aureus
gibi patojenlere olan etkilerinin anlagilmasini saglamis ve
bu etkinin S. aureus’un biyofilm yetenegini kaybetmetsine
yol agabilecegini gostermektedir (Eggersve ark 2018). Cue
ve ark (2016) Endokardit ve osteomyelit gibi bazi ciddi S.
aureus enfeksiyonlarinin biyofilm olusumu ile iligkili oldu-
gunu Mashruwala ve ark (2017) ise yaptiklar1 ¢alismada S.
aureus'un biyofilm yetenegini etkileyebilmesinin saglanma-
sinin bu bakteriyel enfeksiyonlar ile yeni bir miicadele yon-
temlerini ortaya koyulabilecegini bildirmislerdir.

Bu calismadaki gibi L. casei ve L. acidophilus kullanilarak,
MRSA ve MSSA suslari ile ilgili yapilmis benzer ¢alismalara li-
teratlir taramasinda tespit edilemedi. Fakat ayni1 suslar veya
benzer inhibitor triinlerle yapilmamis olmasina karsin ben-
zer yonde oldugu saptanan bazi arastirmalar incelendigin-
de; Nguyen ve ark (2016), S. aureus suslarinin L. acidophilus
suslari ile biyofilm etkinligini arastirmislar ve biyofilm et-
kinliginin L. acidophilus uygulamasi sonrasi azaldigini bildir-
mislerdir. Stefania ve ark (2017), L. acidophilus ve L. casei'nin

Eurasian J Vet Sci, 2019, 35, 1, 44-48



47

Probiyotiklerin S. aureus biyofilm genlerine etkisi

S. aureus biyofilm etkisini azalttigini bildirmislerdir. Melo ve
ark (2016), Brezilya'da, Lactobacillus fermentum’un, mevcut
calismaya benzer sekilde S. aureus biyofilm olusumuna nega-
tif etki gosterdigini, icaR'nin uygulama sonrasinda upregule
oldugunu, icaA'nin ise downregule oldugunu bildirmislerdir.
Gen ekspresyon oranlari bizim ¢alismamiza yakin olmasina
karsin, bizim ¢alismamizda da fark ettigimiz sekilde farkl
probiyotiklerin farkli diizeyde etkilerinin olabilecegini bize
distindiirmiistiir. Nuryastuti ve ark (2009), yaptiklari calis-
malarinda, Tar¢in yaginin antimikrobiyal etkisinin oldugunu
ve bunun ayrica Staphylococcus epidermidis icaA gen eks-
presyonunun, bizim ¢alismamiza benzer sekilde downregu-
leye neden oldugunu bildirmislerdir. Kashefi ve ark (2017),
yaptiklari ¢alismada, K vitamini uygulanmasi sonrasi MRSA
suslarinin icaA ve icaR gen ekspresyonlarinin upregule ol-
dugunu bildirmistir. Normal durumda icaR’nin icaA'nin ¢a-
lismasini baskilamasi gerektigi bilinmektedir. Bu veri bizim
calismamiza gore ters goriilmektedir. Fakat Conlon ve ark
(2002) yilinda yaptiklar1 ¢alismada bildirdikleri gibi ba-
zen Staphylococcus suslar1 icaR bagimsiz sekilde icaA DBC
operonunu calistirabilmektedir. Kashefi ve ark (2017)'nin
yaptiklari ¢calismada icaR’nin yiikselmesine karsin, icaA gen
ekspresyonununda yiikseliyor olmasinin nedeni bu olabilir.
Shrestha ve ark (2016), yaptiklar1 ¢alismada, “antibiyofilm
compound 1” (ABC-1) isimli ufak bir molekiilii S. aureus sus-
larinin icaA ve icaR gen ekspresyonlarinin etkisini denemis-
ler ama bu molekiiliin icaA veya icaR gen ekspresyonlarini
etkilemedigini gérmiislerdir.

Oneriler

Bu calisma, probiyotik etkili L. acidophilus ve L. casei susla-
rinin S. aureus suslarinin biyofilm etkinliklerini icaA ve icaR
gen ekspresyonlarini real-time PCR yontemi ile arastiran
ilk calismadir. L. acidophilus ve L. casei'nin in-vitro ortamda
MRSA ve MSSA suslarim etkileyerek icaA ve icaR gen eks-
presyonlarini degistirebildiklerini gostermistir MRSA ve
MSSA suslarina etkisi agisindan fark saptanmamistir. Biyo-
film olusturma yetenegi dolayisiyla dzellikle implantlar gibi
medikal cihazlarla olusan enfeksiyonlarda ¢ok etikili olan S.
aureus ile yeni bir miicadele secenegi olabilecegi kanaatin-
deyiz.
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