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“Slime”” Olusumu ve Bunun Rol Oynadig1 Bakteri
Aderansinda Muhtemel Anahtar Molekiil: Siyalik Asid

Serhan Sakarya!, Serkan Oncii!, Selcen Oncii2, Barcin Oztiirk!, Giinay Tuncer- Ertem3,
Cavide Sart*

Ozet: “Slime” olusturan koagiilaz-negatif stafilokoklarin siyalik asid iceriginin, “slime” olusumu ve kateter, protez gibi
inplante edilmis materyallere aderansindaki rolii in vitro olarak ¢alisildi. Bakterinin diizgiin sentetik yiizeylere aderanst ve
“slime” olusturma miktari, bakteri artan dozlarda Clostridium perfringens’ten elde edilmis noraminidaz ile muamele edile-
rek kantitatif yontemlerle belirlendi. “Slime” olusturan koagiilaz-negatif bakterilerin stafilokoklarin noraminidaz ile 100
mU/ml ve iizerindeki dozlarda muamelesi sonucu doza baguml olarak azaldig1 goriildii (p<0.001). Bu bulgular, siyalik asidin
“slime” yapisinda bulundugunu ve bakterinin inert yiizeylere aderansinda rol oynadigini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Bakteri aderansi, siyalik asid, noraminidaz, slime, koagiilaz-negatif stafilokoklar.

Summary: Sialic acid, probable key molecule for slime formation and its role on bacterial adherence. The role of sialic
acid on slime formation and adherence of slime-forming coagulase-negative staphylococci to inert surface were studied in vitro.
The quantitative biofilm assay and bacterial adherence to smooth surfaces were performed with increasing concentrations of ne-
uraminidase extracted from Clostridium perfringens treated bacteria. Slime production of slime-forming coagulase-negative
staphylococci at (100 mU/ml (p<0.001) decreased with further dose-dependent decrement at 300 mU/ml. These results indicate

that, sialic acid is a constituent molecule of the slime and involved in bacterial adherence to inert surface.

Key Words: Bacterial adherence, sialic acid, neuraminidase, slime, coagulase-negative staphylococci.

Giris

Insan normal florasinda yogun olarak bulunan koagiilaz-
negatif stafilokoklar (KNS) siklikla, morbidite ve mortaliteyle
seyreden hastane infeksiyonlar olusturmaktadir (1,2). KNS,
ozellikle kateter, protez inplant, kalp kapak protezleri, hemo-
diyaliz ve serebrospinal sant gibi inplante edilmis tibbi cihaz-
larin infeksiyonlarinda en sik sorumlu olan bakterilerdir (1-3).
Buna ek olarak, altta yatan ciddi hastalig1 olan ve immiinosiip-
rese hastalarda da en sik izole edilen etken olarak karsimiza
ctkmaktadir (4).

Stafilokoklarin biyomateryallerde nasil infeksiyon olustur-
duklarinin patojenik mekanizmalar1 uzun yilardir aragtiril-
maktadir (5,6). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda KNS nin
inert materyallere aderansinin baglangi¢c basamaginda polisa-
karid tabiatindaki “slime” yapisinin 6nemli bir rol oynadig1
gosterilmistir (1,6,7). Bunun diginda “slime” yapinin bakteri
fagositozunu zorlastirdig: ve 6zellikle glikopeptid gibi makro-
molekiil antibiyotiklere direnci artirdig: bildirilmistir (8-11).

Her ne kadar “slime” yapisinda glikoproteinlerin, pepti-
doglikanlarin ve polisakaridlerin bulundugu tespit edilmisse de

(1) Adnan Menderes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Infeksiyon
Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal1, Aydin

(2) Adnan Menderes Universitesi, Bilim Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi, Aydin

(3) Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tnfeksiyon Hastaliklari
ve Klinik Mikrobiyoloji Klinigi, Cebeci-Ankara

(4) Adnan Menderes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Aydin

kesin kimyasal yapis1 halen agiklanamamustir (12). Diger yan-
dan “slime”’mn karbonhidrat yapisinin bakteri aderansinda
onemli rol oynadig tespit edilmistir (13,14).

Siyalik asid, mikroorganizmalar, vertebralilar ve memeli-
lerin dokularinda yapisal olarak bulunan bir karbonhidrattir.
Bu seker canli hiicrelerinde glikokonjugatlar olarak bulunup,
hiicre yiizeyinde negatif elektrik sarj1 saglar. Okaryot hiicre
yiizeyindeki siyalik asid hiicreler arasi iligkide 6nemli determi-
nant olup siyalasyonun biyolojik sistemlerde diizenleyici bir
etkisi vardir. Membranla iligkili olarak bulunan siyalik asidin
hiicre deformabilitesi, aderansi ve motilitesi gibi 6nemli 6zel-
likleri iizerinde belirleyici etkisinin oldugu bilinmektedir (15-
17). Siyalik asidin hiicre yiizeyindeki miktar1 ndraminidaz ve
siyalotransferaz enzimleri araciligiyla ayarlanmaktadir.

Biz, halen tam olarak yapis1 belirlenememis “slime”n
bakteriye kazandirdig1 6zellikler goz oniine alindiginda yapi-
sindaki siyalik asidin fonksiyonel bir molekiil olabilecegini
diisiindiik. Bu hipotezimizi kanitlamak i¢in siyalik asidin
KNS’de in vitro “slime” {iretimi ve bakteri aderansindaki roliinii
aragtirdik.

Yontemler

Bakteri suglari: Calismada kateter infeksiyonu olan hasta-
lardan izole edilen KNS kullanild:. izolatlarin idantifikasyonu
Gram boyamasi, katalaz reaksiyonu, tiip koagiilasyon testi gibi
klasik yontemlerle yapildi.

Kantitatif biyofilm (“slime”) olusturma deneyi: izole edi-
len KNS “slime” olusturup olusturmadiklar1 daha 6nce O’To-
oler (18) tarafindan bildirilen teknik kullanilarak arastirildi.
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Kontrol 10

okuyucuda (Bio-tek, Biotech) oku-
narak absorbans degerleri saptan-
di.

Noraminidazin “slime” olugu-
muna etkisi: “Slime”-pozitif KNS
izolatlart %0.25 glikozlu TSB ile
bir gece 37°C’de inkiibe edildi.
%0.25 glikozlu TSB besiyerinde
1/40 oraninda hazirlana bakteri so-
liisyonuna, [1] artan dozlarda (10,
30,100,300 mU/ ml) Clostridium

30100 300 perfringens’ten izole edilmis nora-

NANaz (mU/ml)

NANaz (mU/ml) minidaz (NANaz; Sigma), [2] NA-

Naz ile birlikte N-asetil néraminik

Sekil 1. NANaz’m (A) “slime” olusturan ve (B) “slime” olusturmayan KNS’de “slime”
olugsumu iizerine etkisi. Siyah siitunlar ortalama + (SE) “slime” olusumuna NANaz
muamelesinin etkisini, beyaz siitunlar da kontrol gruplarimi gostermektedir.

*NANaz ile muamele edilmemis KNS (beyaz siitun) ile karsilastirildiginda anlaml bir

diisiis oldugunu gostermektedir (p<0.001).
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Sekil 2. Her bir siitun “slime” olugturan KNS’nin 300 mU/ml
NANaz (siyah siitun), NANaz (300 mU/ml) ile birlikte
N-asetilndraminik asid (SA) (800 pg/ml) (yatik cizgili siitun)
ve kontrol grubunun ortalama + (SE) absorbans degerlerini
gostermektedir.

*Kontrol grubuyla (beyaz siitun) karsilastirildiginda anlamlt

bir diisiisiin oldugunu (p<0.001); **NANaz ile muamele

edilmis grupla karsilastirildiginda anlaml bir artis oldugunu
gostermektedir (p<0.01)

%0.25 glikozlu triptik soya buyyonunda (TSB) 37°C’de bir ge-
ce iiretilen KNS, tekrar %0.25 glikozlu TSB’ye 1/40 oraninda
ekim yapildiktan sonra steril 96’likk U tabanli plaklarin her bir
kuyucuguna 200 pl eklenerek 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. In-
kiibasyon sonrasinda plaklar bosaltilarak fosfat tamponlu salin
ile nazikge ii¢ kez yikanip plaklar ters pozisyonda kurumaya bi-
rakildi. Kuruyan plaklara 200pl %1°lik kristal viyole eklenerek
15 dakika boyanmasi icin beklendikten sonra tekrar ii¢ kez yi-
kandi. Kuyucuklar icinde kalan kristal viyole, etanol-aseton
(80:20) ile ¢oziilerek kuyucuklar 595 nm’de ELISA mikro plaka

asid (Sigma) ve [3] sadece besiye-
rinden olugan kontrol gruplari, ste-
ril 96’ik U tabanl plaklarmn her
bir kuyucuguna 200 pl eklenip
kantitatif biyofilm olusturma dene-
yi yapildi. Her bir deney ti¢ kez ve
her bir 6rnek i¢in ti¢ kuyucuk kul-
lanarak yapildi

Istatistik metod. Deney ve kontrol gruplarinin sonuglarinin
ortalamalart ANOVA testi kullanilarak karsilastirildi ve p de-
geri <0.05 olanlar anlamli kabul edildi.

Sonuclar

NANaz’'in “slime” olusumuna etkisi: “Slime” olusturan
KNS, NANaz ile (100 mU/ml (p<0.001) ve iizerindeki kon-
santrasyonlarda muamelesi sonucu “slime” olusumunda doza
bagimli bir diisiis oldugu tespit edildi (Sekil 1a). Slime olustur-
mayan KNS grubunda, kontrol ve NANaz ile muamele edilen
gruplarda absorbans degerlerinde bir farklilik olmadig1 tespit
edildi (Sekil 1b).

Slime olusturan KNS’nin “slime” iiretimleri iizerine NA-
Naz aktivitesini belirlemek i¢in, 300 mU/ml NANaz aktivite-
sini bloke eden N-asetilnéraminik asid (800 pg/ml) ile 0.5 saat,
37°C’de inkiibe edilerek, yukarda agiklanan kantitatif biyofilm
olusturma deneyi yapildi. Calisma sonunda NANaz aktivitesi-
nin “slime” olusumu iizerine etkisinin N-asetilnoraminik asid
ile muamelesi sonrasinda azaldig: goriildii (p<0.01) (Sekil 2).

Irdeleme

Bakteri ylizey yapilar1 aderans ve viriilansta en 6nemli be-
lirleyicilerdir. Bakteri hiicresinin biyomateryallere iliskisinde,
cevresel kosullar ve hem materyalin hem de bakterinin yiizey
yapisina gore birtakim mekanizmalar rol oynamaktadir. “Sli-
me” bir kisim bakterinin 6zgiin olmayan aderansinda 6nemli
yapilardan biridir. Biz bu ¢alismada, bakteri yiizeyindeki siyalik
asidin uzaklastirilmasiyla “slime” tireten KNS’nin “slime”
tiretiminde azalma oldugunu gosterdik.

Bakteri dig polisakarid yapilart “slime” yapisinin ana bir-
lesenlerindendir (19). Konunun otorleri tarafindan “slime”, il-
gili bakteri hiicresinin kendisinin iirettigi polimerik matriks
olarak tanimlanmustir (20-22). Bircok tiirde “slime” anyonik
tabiatta olup cevredeki kullanilmayan esansiyel mineral ve be-
sin maddelerini toplayan bir sistem de olusturmaktadir
(20,22). Temelde “slime”, bakterinin yiizey baglantisini ¢evre-



32

Klimik Dergisi « Cilt 18, Say1:1

leyen, kuvvetlendiren ve koruyan ii¢ boyutlu ¢cekim alani olus-
turur. Bakteri ile inorganik materyaller arasindaki adezyon
nonspesifik etkilesim ile olmaktayken canli yapilarla adezyo-
nu spesifik (adezin, ligand, lektin vs.) etkilesim ile olmaktadir
(20). Mikroorganizma inorganik maddelere kritik yakinliga
eristiginde (genellikle 1 nm) adezyonun en son belirleyicisi her
iki yiizeyin olusturdugu itici ve ¢ekici gii¢lerin net toplami be-
lirler. Bu giigleri, elektrostatik ve hidrofobik iligki, van der
Waals, 1s1 ve hidrodinamik giicler olusturmaktadir (6).

Birgok bakterinin aderansinda karbonhidratlar yegane hedef
molekiiller olup, bunlardan siyalik asid spesifik ve nonspesifik
aderansin diizenlenmesinde rol oynayan reseptor, ligand ve
adezinlerde yogun olarak bulundugu gosterilmistir (23-28).

Her ne kadar, “slime”m glikoproteinler, peptidoglikanlar
ve polisakaridlerden olustuguna ait bilgiler varsa da, kimyasal
yapisi halen tam olarak belirlenememisgtir. Hiicre ylizeyinde
glikokonjugatlar olarak bulunan siyalik asidin, hiicre yiizeyine
negatif elektrik yiik saglamasi ve membrana bagli bulunan si-
yalik asid miktarinin hiicre deformabilite, aderans ve motilite-
sini diizenleme gibi 6zellikleri, siyalik asidin, “slime’”’in yapi-
sinda yer alabilecegini kuvvetle diistindiirmektedir.

Bu caligmada “slime” olusturan KNS’de artan dozlardaki
NANaz ile muamele sonucu “slime” olusumunun azalmasi,
NANaz’in bu aktivitesinin bir farmakolojik blokani olan N-
asetilndraminik asid ile bloke edilebilmesi, yapisi net olarak
belirlenememis “slime”in olusumunda, siyalik asidin 6nemli
rol oynayabilecegini kuvvetle gostermektedir.

Tojo ve arkadaglar1 (14) S. epidermidis’in inorganik yiizey-
lere adezyonunda rol oynayan galaktozdan zengin kapsiil poli-
sakaridini (CPA veya PS/A) izole ettiler. Christensen ve arka-
daglar1 (13) proteaz ve 1siya dayanikli olan ve CPA’dan farkli
olan glikozdan zengin ekstraseliiler “slime” ile iliskili antijeni
(SAA) izole ettiler. CPA ve SAA-pozitif ve SAA-negatif S. epi-
dermidis suslariyla yapilan ¢alismalarda, CPA primer adezyonu
saglarken, SAA’nin da yiizeydeki birikmeyi artirict (6rnegin
“slime” olugmasini) roliiniin oldugu tespit edilmistir (13,14).
Bunun yaninda, hiicre yiizeyinde bulunan siyalik asidlerin bii-
yiik bir kisminin oligosakaridlere a-glikozidik baglarla bagli ol-
dugu gosterilmistir. Glikoz ve galaktoz siyalik aside en sik bag-
lanan sakaridler olup baglanmay1 a(243) ve a(246) baglarty-
la olusturmaktadir (29). Calismada kullandigimiz C. perfiin-
gens’ten izole edilen NANaz coktan aza dogru siralayacak olur-
sak siyalik asidin a(243), a(246) ve a(2/8) baglarini kir-
maktadir. Biz, bakteri hiicre yiizeyinde galaktoz ve glikoz ile
baglanmus siyalik asidin, klostridiyal NANaz ile muamele sonu-
cu uzaklastirilmasiin, CPA ve SAA fonksiyonlarint da bozabi-
lecegini ve bu mekanizmayla “slime” olusumunun ve bakterinin
inorganik yiizeylere aderansinin azaldigini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak, “slime” olusturan KNS’de “slime” olusumu
ve bakteri aderanst NANaz muamelesi ile azalmaktadir. Bu da
siyalik asidin “slime”in yapisinda yer aldigini ve “slime” olu-
sumu diginda bakterinin aderansinda da anahtar molekiil olabi-
lecegini gostermektedir.

Bu ¢alisma Adnan Menderes Universitesi MARL-02002
no. lu arastirma proje destegi ile yapilmigtir.
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