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Öz. 
Amaç: Staphylococcus epidermidis biyofilm oluşumu, bu bakterilerin antibakteriyel ilaçlara ve bağışıklık sistemi savunmasına 
karşı koruyan önemli bir bariyer görevi oluşturmaktadır. IcaA geni bunun oluşumu için önemlidir. Lactobacillus türlerinin 
probiyotik etkileri bilinmektedir. Bizde çalışmamızda, CRA yöntemi ile biyofilm pozitifliği saptanan S. epidermidis kökenlerinin 
icaA gen ekspresyonuna, L. acidophilus ATCC 4356 kökeninin in-vitro etkisinin incelenmesi amaçladık. 
Materyal ve metod: Haziran – Aralık 2017 döneminde klinik örneklerden izole edilmiş olan ve CRA metodu ile biyofilm 
üretimi pozitif olarak saptanan yirmi (20) S. epidermidis kökeni çalışmamıza dahil edildi. CRA’da siyah pozitif kolonilerden, 2 
McFarland’lık süspansiyonundan 250 μL alınarak, L. acidophilus içeren ve içermeyen 2 tüpe ilave edildi ve %5CO2’li ortamda 
37oC’da inkübasyona bırakıldı. Inkübasyonun 6. saatinde, tüplerden RNA izolasyonları gerçekleştirildi. cDNA sentezi 
sonrası, spesifik primerler ile LightCycler480 sisteminde real-time PCR yöntemi ile çalışıldı. Gruplara ait sonuçlar delta delta 
Ct yöntemi ile oluşturularak, Mann-Whitney U testi ile istatistiksel olarak incelendi. 
Bulgular: L. acidophilus ATCC 4356 etkileşimi sonrasında S. epidermidis kökenlerinde icaA gen ekspresyon seviyesinde 
gözlenen upregulasyon, istatistiksel olarak anlamlı düzeyde bulundu (p<0.0001). 
Sonuç: Sonuç olarak, çalışmamızda, in-vitro olarak, biyofilm yeteneği olan S. epidermidis kökenlerinin probiyotik etkili L. 
acidophilus ile etkileşimi sonrası icaA gen ekspresyon düzeyinde upregulasyon gösterdiğini saptadık. Diğer probiyotikleri de 
kapsayacak şekilde daha geniş kapsamlı bakteri-bakteri etkileşimi çalışmalarının yapılarak yeni stratejilerin geliştirilebileceği 
kanaatindeyiz. 
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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 μL 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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Giriş 
Staphylococcus epidermidis, koagülaz-negatif stafilokok 
grubunun bir üyesidir ve her insanın mikrobiyotasında 
kommensal olarak yer almaktadır (1). insanda özellikle 
deri mikrobiyotasında en fazla miktarda bulunan bakteri-
lerden birisidir (2). Ancak, insanda tıbbi girişimler gibi 
vucut bütünlüğünde bozulmalar sonrası tıbbi cihazların 
kullanımı ile birlikte, S.epidermidis önemli bir fırsatçı pato-
jen olarak karşımıza çıkar (3). S.epidermidis ve diğer 
koagulaz negatif stafilokokların neden olduğu çoğu hasta-
lık kronik bir karakterdedir ve cihazla ilişkili enfeksiyonlar 
(intravasküler kateter veya prostetik eklem enfeksiyonları 
gibi) ve bunların komplikasyonları olarak ortaya çıkar (4). 
Bu durumda, kullanılan tıbbi cihaz, enfeksiyonu kolaylaş-
tırabilir, çünkü cerrahi alana yanlışlıkla sokulan herhangi 
bir S. epidermidis, tıbbi cihazın yüzeyine hızla yapışıp 
birikebilir. Yüzey ilişkili olarak gelişen bu bakteri artışı, 
biyofilm oluşumu olarak bilinir (5). Yapışkan özellikleri 
olan çok çeşitli yüzey proteinleri, S.epidermidis'in farklı 
yüzeylere yapışmasını sağlar (6). Birçok S. epidermidis 
kökeni, biyofilmdeki bakterileri birbirine bağlayan eksopo-
lisakkarit PIA (polisakkarit hücreler arası adhesin) sente-
zinde yer alan proteinleri kodlayan icaADBC operonunu 
taşır (6). Operonun süreci, icaADBC genlerinin farklı 
kombinasyonlarını ve bir şeker vericisi olarak UDP-
GlcNAc'yi ifade eden S. carnosus'un rekombinant suşla-
rında ayrıntılı bir çalışma ile incelenmiştir (7). IcaA, gliko-
ziltransferaz 2 ailesine ait, 412 aminoasitlik ve dört trans-
membran alanına sahip entegre bir membran proteindir 
ve 20 GIcNAc birimine kadar β-1,6'ya bağlı GIcNAc oligo-
sakkaritlerinin sentezini yönlendirir (1). Probiyotiklerin, 
insan vucudunda, erken mikrobiyota oluşumunu teşvik 
etmek için önemli bir tedavi seçeneği olabileceği düşü-
nülmektedir, büyüme, immünolojik homeostazın stabili-
zasyonu etkileri dolayısıyla enfeksiyon ve atopik hastalık-
ların riskini azaltmada yararlı etkileri olabileceği son yıl-
larda düşünülmektedir (8). Klinik çalışmalar, Lactobacillus 
türlerinin probiyotik etkilerini göstermiştir (9). Bizde bu 
bilgiler ışığında, çalışmamızda, Congo red agar (CRA) 
yöntemi ile biyofilm pozitifliği saptanan S. epidermidis 
kökenlerinin icaA gen ekspresyonuna, L. acidophilus 
ATCC 4356 kökeninin in-vitro etkisinin incelenmesini 
amaçladık. 
 
Materyal ve Metod 
Haziran – Aralık 2017 döneminde klinik örneklerden izole 
edilmiş olan ve Congo red agar (CRA) metodu ile (10) 
biyofilm üretimi pozitif olarak saptanan 20 S. epidermidis 
kökeni çalışmamıza dahil edildi. Congo red agar besiye-
rinde biyofilm üretimi pozitifliği gösteren siyah kolonilerin-
den, steril tuzlu su içinde hazırlanan 2 McFarland’lık süs-
pansiyonundan 250 μL alınarak, içeriğinde triptik soy 
broth (TSB) besiyeri bulunan 2 tüpe ilave edildi. 1. tüpte 
106 CFU/mL miktarında Lactobacillus acidophilus ATCC  

 
4356 bulunurken, 2 besiyerinde Lactobacillus bulunmu-
yordu. Her iki tüp %5 CO2’li ortamda 37oC’da inkübasyo-
na bırakıldı. S.epidermidis ATCC 35984 kökeni, kontrol 
köken olarak tüm çalışmalarda kullanıldı ve bu köken 
içinde işlem uygulandı. Tüpler, inkübasyonun 6. saatinde, 
etüvden alınarak RNA izolasyonu gerçekleştirildi. RNA 
izolasyonları, High Pure RNA izolasyon kiti (Roche Diag-
nostics, GmBH, Mannheim, Almanya) kullanılarak üretici 
direktifleri doğrultusunda yapıldı. RNA’lar cDNA işlemi 
yapılıncaya kadar -80oC’da saklandı. RNA’lardan cDNA 
sentezi için öncelikle spektrofotometrik okumaları Nanod-
rop 2000 (Thermo Scientific, MA, Amerika) cihazında 
üretici direktifleri kullanılarak yapıldı. 100 ng/μL 
RNA’lardan, First Strand cDNA synthesis kit (Roche Di-
agnostics, Mannheim, Almanya) kullanarak üretici direktif-
leri doğrultusunda komplementer DNA’lar (cDNA) hazır-
landı. cDNA’lar real-time PCR aşamasına kadar -20oC’da 
saklandı. icaA gen ekspresyonlarının tespiti için; icaA 
bölgesine spesifik; icaA-1 F (GGAAGTTCTGATAA-
TACTGCTG) ve icaA-1 R (GATGCTTGTTT-
GATTCCCTC) ile referans gen olarak kullanılan (giraz B) 
gyrB bölgesine spesifik; gyrB-3 F (GGAGGTAAATTCG-
GAGGT) ve gyrB-3 R (CTTGATGATAAATCGTGCCA) 
primerleri real-time PCR’da kullanıldı (11). LightCycler 
480 II (Roche Diagnostics, GmBH, Mannheim, Almanya) 
sisteminde LightCycler 480 Sybr green I master (Roche 
Diagnostics, GmBH, Mannheim, Almanya) kiti kullanılarak 
icaA gen ekspresyonu çalışması gerçekleştirildi. gyrB 
geni çalışmada referans gen olarak kullanıldı ve Livak ve 
Schmittgen’in (12) ∆∆Ct yöntemine göre gen ekspresyon 
oranları çıkartılarak Lactobacillus acidophilus’un, S. epi-
dermidis icaA gen ekspresyonu üzerine in-vitro etkisi 
kontrol edildi. Sonuçlar IBM SPSS versiyon 20 programı 
kullanılarak Mann-Whitney U testi ile karşılaştırıldı. 
 
Bulgular 
Çalışmaya dahil edilen ve L. acidophilus ATCC 4356 
kökeni ile etkileşimi sonrası incelenen biyofilm etkinliği 
pozitif 20 S. epidermidis kökeninin icaA gen ekspresyon 
sonuçları Tablo 1’de gösterilmektedir. 
L. acidophilus ATCC 4356 etkileşimi sonrasında S. epi-
dermidis kökenlerinde icaA gen ekspresyon seviyesinde 
gözlenen upregulasyon, istatistiksel olarak anlamlı dü-
zeyde bulundu (p<0.0001). (Tablo 2). 
 
Tartışma 
S.epidermidis biyofilm oluşumu için poli-N-
asetilglukozamin (PNAG) üretimi çok önemlidir ve 
icaADBC operon kümesinin gen ürünleri aracılığı ile biyo-
film sentezi gerçekleştirilir (13). Biyofilm oluşumu, bu 
bakterileri antibakteriyel ilaçlara ve bağışıklık sistemi 
savunmasına karşı koruyan önemli bir bariyer görevi 
oluşturmaktadır (14). 
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Tablo 1. L. acidophilus ATCC 4356 kökeni ile etkileşimi sonrası 
S. epidermidis kökenlerinin real-time PCR delta delta Ct yönte-
mi ile icaA gen ekspresyonu sonuçları 
  

L. acidophilus ATCC 4356 
No Pozitif Negatif 
1 1.32 0.68 
2 1.17 0.59 
3 1.43 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 1.41 0.71 
14 1.15 0.64 
15 1.24 0.41 
16 1.18 0.57 
17 1.21 0.61 
18 1.03 0.58 
19 0.96 0.44 
20 1.32 0.42 
 
 
Tablo 2. S.epidermidis kökenlerinin, L.acidophilus ATCC 4356 
kökeni varlığında icaA gen ekspresyon düzeylerinin dağılımı 
  

L. acidophilus ATCC 4356   
Pozitif Negatif P** 

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 hesaplanmıştır. 
 
S. epidermidis, tıbbi cihazlar gibi kalıcı biyomateryal ile 
ilişkili infeksiyonlarda önemli bir patojen olduğu için (14), 
bunun biyofilm üretimini azaltımını sağlayacak stratejiler 
geliştirilmesi bu enfeksiyonların önlenebilmesi için önem-
lidir. 
Yapılan çalışmalar incelendiğinde, Crawford ve ark.(15), 
2014 yılında yaptıkları bir çalışmada 16 S. epidermidis 
kökeninde bizim çalışmamızdaki gibi gyrB referans geni 
kullanarak 0.6 düzeyinde icaA gen ekspresyonu saptadık-
ları görülmektedir. Bu çalışmamız da saptadığımız 0.61 
düzeyine oldukça benzer olduğu görülmektedir.  
Probiyotik etkileri dolayısıyla Lactobacillus kullanılarak 
yapılan etkileşim çalışmalarında sıklıkla S. aureus türü-
nün incelendiği ve S. epidermidis kökenleri için böyle bir 
çalışmanın yapılmadığı araştırılan literatürlerde gözlen-
miştir (16,17).  
Her ne kadar aynı yönde bir etkileşim olmasa da; Nuryas-
tuti ve ark. (11), 2009 yılında yaptıkları çalışmalarında 

tarçın yağının S. epidermidis icaA gen ekspresyonunu 
bazı örneklerde rölatif olarak 40 kat kadar düşürdüğünü 
göstermişlerdir. Bizim çalışmamızda da L. acidophilus 
ATCC 4356 kökeni icaA gen ekspresyon düzeyini 2 kat 
düzeyinde arttırdığı görülmektedir. Aradaki upregulasyon 
farkının nedenini, tarçının antimikrobiyal etkinliğinin olma-
sı kaynaklı olduğu kanaatindeyiz. Bu düşüncemizi destek-
ler nitelikte olan bir başka çalışmada, Reiter ve ark. (18) 
2015 yılında, linozolid’in S. epidermidis icaA gen eksp-
resyonu düzeyine etkisini incelemişler ve bu antibiyotikle 
etkileşimi sonrası kökenlerde icaA gen ekspresyon düze-
yinin 5.18 kat arttırdığını bildirmişlerdir. Yine bir başka 
çalışmada da, Szczuka ve ark. (19), siprofloksasin’in 
etkisini incelemişler ve S. epidermidis’in bu antibiyotikle 
etkileşimi sonrası icaA gen ekspresyon düzeyini arttırdı-
ğını göstermişlerdir.  
Holz ve ark. (20), 2017 yılında yaptıkları bir çalışmada, L. 
brevis ekstraktlarının insan deri florasına uygulandıkların-
da, etkileri ile S. epidermidis’in çoğalmasının arttığını 
vurgulanmıştır. Bizim çalışmamızda, L. acidophilus ile 
etkileşiminde S. epidermidis, antimikrobiyallerle karşıla-
masına benzer bir tepki vermiş olmasına karşın bunun 
nedeninin de, probiyotik etkileri düşünülen her Lactobacil-
lus türünün etkileşimlerinde farklılıklar ortaya çıkarabile-
ceği fikrini bize düşündürmüştür.  
Sonuç olarak, çalışmamızda, in-vitro olarak, biyofilm 
yeteneği olan S. epidermidis kökenlerinin probiyotik etkili 
L.acidophilus ile etkileşimi sonrası icaA gen ekspresyon 
düzeyinde upregulasyon gösterdiğini saptadık. Biyofilm 
yeteneği S. epidermidis’lerin tıbbi cihazlarla olan enfeksi-
yonlarında önemli virülans yeteneklerinden birisi olduğu 
için, L. acidophilus’un bu yönde kullanılamayacağını bize 
düşündürmüştür. Diğer probiyotikleri de kapsayacak şe-
kilde daha geniş kapsamlı bakteri-bakteri etkileşimi çalış-
malarının yapılarak yeni stratejilerin geliştirilebileceği 
kanaatindeyiz. 
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