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OZET

Klinikte onemli patolojilere neden olabilen Staphylococcus aureus’un patojenitesinde biyofilm ve plazma koagiilaz en-
zimi olusturmanin da onemi vardir. Bu ¢alismada kateter ucundan ayristirilmis bir klinik sus (KSA) ile standart bir ATCC
25923 sugunun (SSA), gentamisinin en diigiik baskilayict yogunluk (MIK) altindaki ve iistiindeki yogunluklarda biyofilm ve
bagh ve serbest koagiilaz olugturma ozellikleri kargilagtirilmistir. Mikrodiliisyon yontemi ile gentamisinin MIK degerleri
KSA susu igin 4 yg/mL, SSA susu icin MIK 0.125 ug/mlL olarak belirlenmistir. Kristal viyole yontemi ile belirlenen biyofilm
olusumunun ve lamda belirlenen bagl koagiilaz testinin iki sus icin de MIK ve altindaki gentamisin yogunluklarmda inhibe
edilmedigi, MIK iistiindeki yogunluklarda ise inhibe edildigi saptanmustir. Tiipte serbest koagiilaz testinde ise ilk 2 saatte iki
susta da ancak belirli MIK altindaki yogunluklarda inhibisyon goriiliirken, 4 ve 24 saatte KSA susunda 2xMIK'de bile inhi-
bisyon olmamstir. Bu sonuglara gore; her iki susta da biyofilm olugumunu baglatan genetik ekspresyonun, gentamisinin MIK
yogunlugunda bile pozitif bulunmasimin klinikteki uygulamalarda dikkat edilmesi gereken bir ozellik oldugu diisiiniilmiistiir.

Anahtar sozciikler: biyofilm, koagiilaz, Staphylococcus aureus
SUMMARY

The Effect of Gentamicin on Biofilm Formation and Coagulase Activity in Gentamicin Susceptible
Staphylococcus aureus Strains

Staphylococcus aureus is an important pathogen which can cause severe pathologies in clinical practice. The forma-
tions of biofilm and coagulase enzyme are important factors of its pathogenesis. In this study, biofilm formation and coagu-
lase activity of a clinical strain (KSA) isolated from catheter and standart ATCC 25923 strain (SSA) were investigated in
above and below minimum inhibitor concentrations (MIC) of gentamicin. The MIC values of gentamicin by microdilution
method were found to be 4 ug/ mL for KSA strain and 0.125 pg/ mL for SSA strain. Biofilm formations detected by crystal
violet method and slide (bound) coagulase tests were not inhibited in both strains by MIC and sub-MIC gentamicin concentra-
tions. On the other hand, at concentrations above the MIC values these two assays were inhibited. Tube (free) coagulase as-
say was inhibited at certain sub-MIC concentration at the first two hours, but it was not inhibited at 4 and 24 hours in even
2xMIC concentration. As a result, the genetic expression of biofilm formation even at MIC concentrations seems to be impor-
tant in clinical practice.
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Mukozali ytiizeylerin normal floralarinda temi infeksiyonlar1 gibi bir¢ok infeksiyonda et-
bulunan Staphylococcus tiirlerinin 06zellikle ken oldugu bilinmektedir.
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Makrofajlarin ve diger bagisiklik sistemi
hiicrelerinin bakterilere ulasmasini engelleyen
miikoid bir yap1 olan biyofilmin, bakterinin tu-
tunmas1 ve antibiyotik direncinde 6nemli roli
oldugu bilinmektedir. Biyofilmin, antibiyotikle-
rin gegisine engel olarak dirence uygun ortam
hazirladig: diistiniilmektedir(5).

Ekstraseliiler bir proenzim olan koagiilaz,
“Coagulase-Reacting Factor (CRF)” ile birlesip
aktif duruma gegerek plazmay: pihtilastirir.
Staphylococcus tiirleri i¢in koagiilaz, patojen olan
ve olmayan suslarin ayrimimda kullanilan stan-
dart bir belirleyicidir. Patojen stafilokoklarda
bagh koagiilaz (Kiimelestirici Faktor: KF; Clum-
ping Factor) ve serbest koagtilaz olmak tizere iki
cesit koagtilaz belirlenmistir. Serbest ve baglh
koagtilazlarin olusma mekanizmalar1 farklidir.
Protrombin ve tiirevleri ile etkilesen serbest ko-
agiilaz hiicre dis1 bir enzimdir. Hiicre ylizeyin-
de meydana gelerek serbest birakilmayan KF ile
fibrinojen, fibrine doniisiir. Bu dontisiim ile
hiicre ylizeyinde fibrin presipitasyonu meyda-
na gelir ve boylece stafilokoklar kiimelesir.
Hiicre duvarinin yiizeyinde bagl bulunan bagh
koagiilaz ise, plazma fibrinojenlerinin o ve P
zincirleri ile etkilesir®8). Bir virulans faktorii
olan koagiilazin, bakteri ylizeyinin fibrin ile
kaplanmasini saglayarak fagositozu onledigi
diisiintilmektedir®).

Bu calismada, gentamisinin MIK, MiK al-
tindaki ve tstiindeki yogunluklarinin klinikte
onemli patolojilere neden olan S.aureus’un pato-
jenite Olgiitlerinden olan biyofilm ve koagiilaz
olusumlarina etkileri degerlendirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismada kateter ucundan ayristirilmis
bir klinik S.aureus susu (KSA) ve standart sus
olarak da S.aureus ATCC 25923 susu (SSA) kul-
lanilmigtir.

Gentamisinin suslar i¢in en diisiik baskila-
yict yogunluklar: (MIK degerleri) katyon ilaveli
MHB’da mikrodiliisyon yontemi ile CLSI stan-
dartlarina uygun olarak belirlenmistir. Bakteri
stispansiyonlart McFarland 0.5 (1.5 x 108 hiic-
re/mL) bulanikliginda hazirlanmistir. ELISA
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mikroplaklarindaki kuyucuklara énce 100 pL
MHB besiyeri, sonra antibiyotiklerin iki kat di-
liisyonlar1 ve son olarak da 100 pL bakteri siis-
pansiyonu dagitilmis, mikroplaklar 18 saat
37°C’de inkiibe edilmistir®. Gentamisinin MIK
degerleri her iki sus i¢in spektrofotometrik ola-
rak degerlendirilmigtir(,3.

Biyofilm olusumu kristal viyole boyama
yontemi ile yine ayn1 ELISA plaklarinda, iki ka-
t1 absorbanslar pozitif kabul edilerek, spektrofo-
tometrik olarak degerlendirilmistir®.

Koagiilaz aktivitesi getamisinin gesitli MIK
degerleri ile karsilasmis KSA ve SSA suslarindan
ornekler alinarak, bagl koagiilaz i¢in lamda (10-
30 saniye) ve serbest koagiilaz i¢in tiipte (1, 2, 4
ve 24. saatlerde) degerlendirilmistir®.

Her deney ayni kosullarda, her ornek igin
tiger kez yinelenmistir.

BULGULAR

Gentamisinin en diisiik baskilayic1 yogun-
lugu (MIK degeri) KSA susu icin 4 pug/mL, SSA
susu i¢in 0.125 pg/mL olarak bulunmustur.

Her iki susta biyofilm olusumu ve lamda
koagiilaz testi gentamisinin MIK ve altindaki
yogunluklarinda pozitif, MIK iistii yogunlukla-
rinda negatif olarak saptanmistir (Tablo 1 ve 2).

Tiipte koagiilaz testi KSA susunda 1 ve 2
saatte 0.03 pg/mL (1/128 MiK)'de ve altindaki
yogunluklarda pozitif bulunurken, 4 ve 24 saat-
te 2xMIK, MIK ve biitiin sub-MIK’'larda pozitif
sonug vermistir. SSA susunda tilipte koagiilaz
testi ise 1 saatte 1/4 ve 1/8 MIK gentamisin yo-
gunluklarinda bile negatif; 2 saatte bu yogun-
luklarda pozitif, daha yiiksek yogunluklarda
negatif; 4 ve 24 saatte 2xMIK ve altindaki yo-
gunluklarda pozitif, daha yiiksek yogunluklar-
da negatif bulunmustur.

TARTISMA

S.aureus’un patojenitesinde énemli rol oy-
nayan biyofilm olusumu ve koagiilaz, antibiyo-
tik kullaniminda 6nemli degerlendirme onceligi
tasimaktadir. S.aureus’un tutunmasinda koagii-
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Tablo 1: Kateter ucundan ayrigtirilmig Staphylococcus aureus susunun (KSA) gentamisin varliginda biyofilm, tiipte ve lamda koagulasyon

olusturmasi.

KSA* 8 4 2 1 0.5 0.250 0.125 0.06 0.03 0.015
pg/mL pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mlL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL
2MIK MIK 1/2MIK 1/4MIK 1/8 MIK 1/16 MIK 1/32MIK 1/64 MIK 1/128 MIK 1/256 MIK

Biyofilm - + + + + + + + + +

Lamda koagulaz - + + + + + + + + +

Tiipte koagiilaz

1 saat - - - - - - - - + +

2 saat - - - - - - - - + +

4 saat + + + + + + + + + +

24 saat + + + + + + + + + +

* Antibiyotik ile karsilagmams susta biyofilm ve lamda koagiilaz pozitif, tiipte koagiilaz 2 saatten itibaren pozitif bulunmustur.

Tablo 2: Staphylococcus aureus ATCC 25923 susunun (SSA) gentamisin varhi§inda biyofilm, tiipte ve lamda koagulasyon olusturmasi.

SSA* 0.5 0.250 0.125 0.06 0.03 0.015
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
4 MIK 2 MIK MIK 1/2 MIK 1/4 MIK 1/8 MIK

Biyofilm - - + + + +

Lamda koagiilaz - - + + + +

Tiipte koagiilaz

1 saat - - - - — -

2 saat - - - - + +

4 saat - + + + + +

24 saat - + + + + +

* Antibiyotik ile karsilasmamis susta biyofilm ve lamda koagiilaz pozitif, tiipte koagiilaz 2 saatten itibaren pozitif bulunmugtur.

lazin rolii deneysel olarak gosterilmis, KF'niin
S.aureus endokarditinin patogenezinde 6nemli
bir rol oynadig1 da belirlenmistir”).

Calismamizda gentamisine duyarli iki
farkli S.aureus susunun biyofilm ve tiipte ko-
agiilaz olusumunun inhibe edildigi antibiyotik
yogunluklarmin farkli oldugu gosterilmistir.

Calismamizda CLSI standartlarina gore s1-
v1 mikrodiliisyon yontemi ile belirlenen genta-
misinin MIK degerleri KSA igin 4 png/mL, SSA
i¢in 0.125 pg/mL olarak belirlenmistir. Her iki
susta da biyofilm olusumu, MIK degerleri birbi-
rinden farkli olsa da, MIK ve altindaki yogun-
luklarda olugsmus, MIK {istii yogunluklarda en-
gellenmistir. Bu sonug biyofilm olusumunu bas-
latan genetik ekspresyonun, her iki susta da
gentamisinin MIK ve altindaki yogunluklarinda
gerceklestigini diisiindtirmiisttir.

Lamda koagiilaz, bagh koagiilaz varligim
gosterir. Her iki susta da bagli koagtilaz olusu-
munun, yine biyofilm olusumu gibi MIK ve al-
tindaki degerlerde pozitif oldugu goriilmiistiir.
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Bu sonuglar baglh koagtilaz olusumunun, biyo-
film olusumu ile paralel oldugunu, uyarilma
mekanizmalarinin MIK ve altindaki yogunluk-
larda fonksiyon gorebildigini diistindiirmiistiir.

Tiipte yapilan serbest koagiilaz degerlen-
dirmesinde ise; KSA’da ilk saatte 0.03 pg/mL
(1/128 MiK)'de koagtilaz olusurken, SSA’da ilk
saatte denenen en diisiik 0.015 pg/mL (1/8
MIK)'de koagiilaz olusumu gozlenmemis, 2'inci
saatte 0.03 pg/mL’de koagiilaz olusumu belir-
lenmistir. KSA susunda 2’inci saatten 6nce ko-
aglilaz ekspresyonun gerceklesmesi, bu susun
daha once bu antibiyotik ile karsilasmis olma-
sindan kaynaklanabilir.

Klinikte antibiyotik kullanimi, 6zellikle bi-
yofilm yapabilen organizmalar igin gittikce da-
ha onemli bir sorun haline gelmektedir. Bu ¢a-
lismada bir aminoglikozid olan gentamisinin
MIK ve altindaki degerlerinde, biyofilm ve bag-
I1 koagtilaz olusumunun inhibe edilmedigi, an-
cak MIK {istii konsantrasyonlarda inhibe edildi-
gi; serbest koagiilazin ise ilk 2 saatte MIK altin-
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daki konsatrasyonlarda inhibe edilebildigi, 4 sa-
atte ise 2xMIK’de bile inhibe edilmedigi belir-
lenmistir. Biyofilm olusumu ve koagiilazin MIK
degerlerindeki pozitifliginin S.aureus suslarinin
patojenitesinde 6nemli rol oynadiklar: diistiniil-
diigiinde sonug 6nemli olabilir kanisina varil-
mustir.

Calismalarimiz S.aureus, Pseudomonas ae-
ruginosa gibi biyofilm olusturabilen bakterilerin,
patolojik ekspresyonlarinin hangi yolaklar ile
ne zaman ve hangi kosullarda olustugunun
aragtirilmas: yoniinde devam etmektedir.
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