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OZET

Staphylococcus aureus suslarinin neden oldugu enfeksiyonlarin goriilme sikligi ve buna bagh olarak
antibiyotik direnci giderek artmaktadir. Bu nedenle hem hastane hem de toplum kaynakh S.aureus en-
feksiyonlarinin tedavisinde ciddi problemler yasanmaktadir. Bu ¢alismada, gentamisinin MiK ve sub-MIK
diltsyonlarinin S.aureus’un virllans faktorlerinden biyofilm ve koagilaz olusumuna etkisinin in vitro ola-
rak ve hiicre kiltiir ortaminda belirlenmesi amaclanmistir. Calismaya standart S.aureus ATCC 25923 su-
su ile kan kilturlerinden izole edilen iki klinik S.aureus susu (K1 ve K2) alinmis; suslarin gentamisin MiK
degerleri CLSI standartlarina uygun olarak katyon ilaveli Mueller Hinton buyyonunda mikrodiliisyon
yontemi ile arastinilmistir. Her sus icin gentamisin MIK, %50 MIK ve %25 MIK degerleri ayri ayri belir-
lenmistir. Belirlenen MIK yogunluklarinda suslarin biyofilm olusturma 6zelligi, kristal viyole boyama yon-
temi ile spektrofotometrik olarak saptanmis; koagiilaz aktiviteleri ise tipte degerlendirilmistir. insan ko-
kenli epitelyal hiicre kiiltiirleri olan HEp-2 hiicre dizileri, standart ve klinik S.aureus suslari ile enfekte
edildikten sonra (Multiplicity of infection: 50/1) iki saat inklibasyona birakilmistir. Enfekte edilen hiicre
dizilerine her sus icin ayri ayri belirlenen gentamisinin MIK, %50 MiK ve %25 MIK yogunluklari eklene-
rek 18 saat inkiibe edilmis; daha sonra hiicreler distile su ile patlatilarak aciga ¢ikan bakterilerin biyofilm
ve koagiilaz uretimleri degerlendirilmistir. Suslarin hiicre ile karsilasmadan onceki ve sonraki biyofilm
olusumlari degerlendirildiginde S.aureus ATCC 25923 ve K1 suglarinda bir degisiklik g6zlenmezken, K2
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susunda MIK etkisinde sadece hiicre ile karsilastiktan sonra biyofilm olusumunun meydana geldigi be-
lirlenmistir. Ayni sekilde koagiilaz yanitlari degerlendirildiginde, K2 susunda hiicre ile karsilastiktan son-
ra koagilaz Uretiminin baskilandigi gozlenmistir. Bu bulgular bakterinin biyofilm olusumu, koagiilaz
Uretimi gibi fenopik 6zelliklerinin mikrocevreye uyum siirecinde degisebildigine isaret etmektedir. Fark-
I antibiyotik kombinasyonlari ve farkli hiicre dizileri ile tasarlanacak olan ileri deneysel modellemeler, bu
fenotipik degisikliklerin nedeni ve zamanlamasi hakkinda bilgi verecek ve yeni tedavi politikalarinin ge-
listirilmesine 11k tutacaktir.

Anahtar sézciikler: Staphylococcus aureus; biyofilm; koagtilaz; gentamisin; hiicre kdiltiirii.

ABSTRACT

The frequency of infections caused by Staphylococcus aureus strains and the rate of antibiotic resis-
tance among these strains are gradually increasing. Accordingly, serious problems emerge in the treat-
ment of community or hospital acquired S.aureus infections. This study was aimed to determine the ro-
le of MIC and sub-MIC concentrations of gentamicin on biofilm and coagulase forming effects of S.au-
reus in in vitro test systems and cell cultures. A standard S.aureus ATCC 25923 strain and two clinical
S.aureus strains isolated from blood cultures (C1 and C2) were included in the study. Gentamicin MIC
values of the strains were determined with microdilution method at the cation-adjusted Mueller Hinton
broth according to CLSI standards. For each strain, MIC, 50% MIC and 25% MIC values of gentamicin
were determined separately. At the determined MIC values, biofilm formations of strains were determi-
ned with crystal violet method spectrophotometrically. Also, coagulase activities of the strains were eva-
luated in glass tubes. Human origin epithelial cell cultures namely HEp-2 cell lines, were infected with
the standard and clinical S.aureus strains (Multiplicity of infection: 50/1) and left for incubation for two
hours. After all, MIC, 50% MIC and 25% MIC values of gentamicin, were added to infected cell lines
and incubated for 18 hours. Cells were blown up with distilled water and then bacteria were collected.
Biofilm formation and coagulase production of these bacteria were evaluated. When S.aureus ATCC
25923 strain and C1 strains’ biofilm formation was evaluated before (in vitro) and after incubation in cell
culture, no difference was observed. However in C2 strain, under the effect of MIC level gentamicin, bi-
ofilm formation was occurred after interaction with the cell. In the same way, when coagulase respon-
ses were evaluated, after interaction with the cell, coagulase production of C2 strain was inhibited. The-
se results indicated that, phenotypic characteristics such as biofilm formation and coagulase production
might change during the process of bacterial adaptation to microenvironment. Further advanced expe-
rimental modelling designed with different combinations of antibiotics and different cell lines may pro-
vide data about the causes and timing of these phenotypic changes and shed light on the development
of new treatment policies.

Key words: Staphylococcus aureus; biofilm; coagulase; gentamicin; cell culture.

GiRis

insanlarda epitelyal yiizeylere kolonize olan stafilokok tirlerinden 6zellikle Staphy-
lococcus aureus sepsis, nekrotizan pnomoni, toksik sok sendromu, deri ve mukoza en-
feksiyonlari gibi cesitli enfeksiyonlara neden olmaktadir. Protein A, “clumping” faktor
gibi hicre yizeyi virllans faktorleri, ekzotoksinleri ve enzimleri olan S.aureus’un pri-
mer viriilans faktérii biyofilm olusturmasidir'-2. Biyofilm yapisi; mikroorganizma, ekzo-
polisakkarit ve biyotik-abiyotik tutunma ylzeyi olmak lzere l¢ bilesenden olusur ve
mikroorganizmalarin bir Greme sekli olarak tanimlanir. Bakterinin tutunmasinda, anti-
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biyotik direncinde, fagositozun dnlenmesinde ve relapslarda biyofilm yapisinin 6nem-
li bir etkisi oldugu bilinmektedir>*. Stafilokok tiirlerinin patojenitesinin gésterilmesin-
de standart bir belirleyici olan koagulaz enzimi ise, “Coagulase-Reacting Factor (CRF)”
ile birleserek aktif duruma geger ve plazmayi pihtilastirir. Bakteri ylzeyinin fibrin ile
kaplanmasini saglayan koagtilaz enziminin, fagositozun 6nlenmesinde etkin oldugu
distiniilmektedir’.

Kronik bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan aminoglikozid
grubu antibiyotiklerin sub-minimum inhibitér konsantrasyonlarinin (sub-MIK), Pseudo-
monas aeruginosa ve Escherichia coli'de biyofilm olusumunu indiikledigi gosterilmistirS.
Bu calismada, gentamisinin MiK ve sub-MIK dillisyonlarinin S.aureus’un viriilans faktor-
lerinden biyofilm ve koagiilaz olusumuna etkisinin in vitro olarak ve hicre kiltur orta-
minda belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Suslar

Calismada, kan kdlturlerinden izole edilen iki klinik S.aureus (K1 ve K2) susu ile stan-
dart ATCC 25923 S.aureus susu kullanildi.

Mikrodiliisyon Yontemi

Her sus icin gentamisinin MIK degerleri, mikrodilisyon yontemiyle katyon eklen-
mis Mueller Hinton buyyon (MHB) besiyeri kullanilarak saptandi. Bakteri stispansiyo-
nu, McFarland 0.5 (1.5 x 10® hiicre/ml) bulaniklikta olacak sekilde hazirlandi. ELISA
mikroplaklarindaki kuyucuklara énce esit miktarlarda MHB besiyeri, daha sonra gen-
tamisinin iki kat dillisyonlari ve son olarak da bakteri stispansiyonlari dagitildi. Plaklar
18 saat 37°C’de inkilibe edildikten sonra 450 nm’de spektrofotometrik olarak deger-
lendirildi”-8.

Hiicre Kiltiirii Yontemi

Calismada, insan kokenli epitelyal hiicre dizileri olan HEp-2 hiicre kdltirleri kullanildi.
HEp-2 hiicre dizisi, %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 L-glutamin ve %1 penisilin-strep-
tomisin eklenmis RPMI 1640 besiyeri icinde %5 CO,’li etlivde 37°C’de inklbe edildi. Tek
tabaka olarak cogaltilan hicreler tripsin ile muamele edilerek toplandi; antibiyotik icer-
meyen hiicre kiltlri vasati kullanilarak santrifiij ve sispanse edildi. Hiicre siispansiyonu
daha sonra 96 kuyucuklu mikroplaklari %80 yogunlukta (8 x 10* hiicre/kuyucuk) kapla-
yacak sekilde dagitildi ve bir gece inkiibasyona birakildi.

Enfeksiyon Modeli

iki klinik ve bir standart S.aureus susu McFarland 0.5 bulanikhiginda hazirlandiktan
sonra, MOI (multiplicity of infection) 50:1 olacak sekilde sulandirilarak, antibiyotik icer-
meyen RPMI 1640 besiyerinde inkiibe edilen hiicrelere esit oranlarda dagitildi. Hiicreler
bakteri sispansiyonlari ile 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Daha sonra hiicre icine girme-
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yen bakterileri ortamdan uzaklastirmak icin fosfatl tampon (PBS) ile li¢ kez yikama ya-
pilde®.

Enfekte hiicrelere, gentamisinin her sus icin farkli olarak belirlenen MIK, %50 MiK ve
%25 MIK yogunluklari eklenerek 18 saat 37°C’de inkibe edildi. inkiibasyon suresi so-
nunda htcreler distile su ile patlatilip, hicre disina ¢ikan bakteriler santriflij edilerek top-
land. Bu sekilde elde edilen bakterilerin koagtilaz yanitlari ve biyofilm olusturma 6zellik-
leri degerlendirildi.

Biyofilm Olusumunun Degerlendirilmesi

Suslarin MiK’lerinin belirlendigi ELISA plaklarinda biyofilm degerlendirmesi kristal vi-
yole boyama yéntemi ile yapildi'®. Plaklarin icerigi bosaltiip tutunamayan bakterileri
uzaklastirmak icin ¢ kez PBS ile yikandiktan sonra her bir kuyucuga esit miktarlarda
%1’lik kristal viyole boyasi dagitildi. Daha sonra plaklar 30 dakika oda sicakhginda kuru-
maya birakildi. Baglanmayan kristal viyole boyasi ti¢ kez distile su ile yikanarak uzaklas-
tinldiktan sonra bu kez kuyucuklara %95lik etanol dagitildi ve 30 dakika oda sicakhgin-
da bekletildi. Plaklar, 450 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirildi ve besiyeri ab-
sorbansinin iki kat olarak belirlendigi cukurlar, biyofilm olusumu yoniinden pozitif kabul
edildi. Ayni biyofilm degerlendirmesi, enfeksiyon modeli sonunda elde edilen bakteriler
icin de yapildi.

Koagiilaz Yanitlarinin Degerlendirilmesi

Koagiilaz aktivitesi, gentamisinin her sus icin belirlenen MIK ve sub-MiK degerleri ile
karsilasmis in vitro ortamdaki ve hiicreden izole edilen bakteri siispansiyonlari icin tiipte
koagiilaz yéntemi ile ayri ayri degerlendirildi'".

BULGULAR

Calismamizda, S.aureus ATCC 25923 susu icin gentamisin MIK degeri 4 ug/ml olarak
saptanmustir. Klinik S.aureus (K1 ve K2) suslari icin MIK degerleri ise sirasiyla 64 pg/ml ve
32 pg/ml olarak tespit edilmis ve bu suslarin gentamisine direncli olduklar izlenmistir.

Gentamisinin her sus icin ayri ayri belirlenen MIK, %50 MIK ve %25 MIK degerleri et-
kisinde degerlendirilen suslardan S.aureus ATCC 25923 ve K1 suslarinin tim dilisyonlar-
da biyofilm olusturdugu gézlenmistir. K2 susunda ise %50 MiK ve %25 MIK degerlerin-
de biyofilm olusumu belirlenirken, MIK degerinde biyofilm olusumu saptanmamistir
(Tablo I). Gentamisinin cahisilan tim diltsyonlarinda S.aureus ATCC 25923 susunun ko-
agulaz Uretimi baskilanirken, K2 susunda bu enzimin tretiminin devam ettigi gortlmus-
tur. Bunlardan farkl olarak K1 susunda koagiilaz Gretiminin sadece gentamisinin MIK de-
gerinde baskilandigi, diger dilusyonlarda ise koagtilaz Uretiminin devam ettigi bulun-
mustur (Tablo II).

Enfeksiyon modeli calismasi sonunda Hep-2 hiicre dizilerinden izole edilen suslarin bi-
yofilm olusumlari tekrar degerlendirildiginde; gentamisinin tiim dilGisyonlarinda her (g
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Tablo I. Gentamisinin MIK ve sub-MIK Dederleri Etkisinde S.aureus Suslarinin Biyofilm Yaritlari

Gentamisin

MiK %50 MIK %25 MIK Kontrol*
In vitro biyofilm degerlendirmesi
ATCC 25923 + +
K1 + + + +
K2 - +
HEp-2 hiicresinden izole edilen sugslarin biyofilm degerlendirmesi
ATCC 25923 + +
K1 + + + +
K2 + +

* Kontrol: Antibiyotik uygulanmamis bakteri stispansiyonu.

Tablo Il. Gentamisinin MIK ve sub-MIK Degerleri Etkisinde S.aureus Suslarinin Koagiilaz Yanitlari

Gentamisin MiK %350 MiK %25 MIK Kontrol*
In vitro koagiilaz yanitlarinin degerlendirmesi

ATCC - - -

K1 - + + +

K2 + + +

HEp-2 hiicresinden izole edilen suslarin koagtilaz yanitlarinin degerlendirmesi

ATCC - - -

K1 + + + +
K2 - - -

* Kontrol: Antibiyotik uygulanmamis bakteri stispansiyonu.

susun biyofilm olusturdugu belirlenmistir (Tablo 1). Koagtilaz yanitlari degerlendirildigin-
de, S.aureus ATCC 25923 ve K2 suslarinda enzim Gretiminin baskilandigi, K1 susunda ise
enzim Uretiminin devam ettigi saptanmistir (Tablo II).

TARTISMA

Tim diinyada hem toplum hem de hastane kaynakli enfeksiyonlarda en sik izole edi-
len etkenlerden biri olan S.aureus, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, endokardit, os-
teomiyelit ve pnémoni gibi enfeksiyonlara neden olmaktadir'2. Biyofilm olusumu ve ko-
agulaz enzimi, S.aureus’un 6nemli virilans faktorlerinden olup patojenitede etkin rol oy-
namaktadir'®. Bakterilerin mikrocevreye uyumlari sirasinda fenotipik ve genotipik olarak
farklilagip daha patojen hale geldigi bircok calismada gosterilmistir® '3, Endokardit, oste-
omiyelit, deri ve implant enfeksiyonlarinin persistan hale gelmesinde énemli bir rol ol-
dugu bilinen biyofilm yapilarindaki bakterilerin, serbest olanlara kiyasla antibiyotiklere
karsi 10-1000 kat daha direncli oldugu vurgulanmaktadir’.
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Hoffman ve arkadaslari® aminoglikozidlerin sub-MiK konsantrasyonlarinin gram-nega-
tif bakterilerden P.aeruginosa ve E.coli'de biyofilm olusumunu indikledigini gostermisler-
dir. Bu calismada S.aureus ATCC 25923 ve K1 suslarinda gentamisinin tiim diltsyonlari-
nin (MIK, %50 MIK ve %25 MIK) etkisinde biyofilm olusumunun gérilmesi, gentamisi-
nin gram-pozitif bakteri grubunda da susa bagl olarak biyofilm olusumunu baskilayama-
digini distindirmistir. K2 susunda ise bu etkinin sadece gentamisinin %50 MIK ve
%25 MK degerlerinde oldugu, buna karsin MiK degerinde biyofilm olusumunun baski-
lanabildigi gorilmdstar.

HEp-2 hiicre dizilerinden izole edilen suslarin biyofilm olusumlar degerlendirildigin-
de; gentamisinin tim MIK ve sub-MiK degerlerinde her (i¢ susun da biyofilm olusturdu-
gu goézlenmistir. Ozellikle K2 susu icin MIK degerinde biyofilm olusumunun baskilanma-
masi, bakterinin viriilansinda mikrocevrenin 6nemini géstermektedir’. K2 susunun canl
bir sistemde biyofilm olusturmasi, hiicrelerin canli kalabilmesi icin olusturulan mikrogev-
renin zenginligi (blylme faktorleri, vitaminler vb.) ve pH gibi faktorlerin, susun ekzopo-
lisakkarit Gretimini artirdigini dustindirmektedir.

S.aureus ATCC 25923 susunun koagtilaz Gretimi in vitro ve HEp-2 hiicrelerinden
izole edildikten sonra degerlendirildiginde, enzim Uretiminin gentamisinin tim dills-
yonlari etkisinde baskilandigi gorilmustir. K1 susunun koagtlaz tretimi sadece in vit-
ro kosullarda MIK degerinde baskilanirken, HEp-2 hiicresi ile kargilastiktan sonra bu-
nun ortadan kalktigi dikkati cekmektedir. K2 susunda ise bu baskilanma HEp-2 hicre-
lerinden izole edildikten sonra tiim diliisyonlarda saptanmistir. Gentamisinin koagtilaz
Uretimini baskilayici etkisinin K2 susunda hiicre ile karsilastiktan sonra daha etkin ol-
dugu belirlenmistir. Calismamizda, biyofilm ve koagllaz 6zelliklerine gére fenotipik
olarak ayni oldugu dustnulen suslarin, gentamisinin farkh dilisyonlarinda fenotipik
ozelliklerinin degisebilecegi belirlenmistir. Bu bulgular, bakterinin mikrocevreye uyum
strecinde biyofilm olusturarak fenotipik 6zelliklerini (enzim ve toksin tretimi gibi) de-
gistirebildigine isaret etmektedir. Benzer sekilde Hoiby ve arkadaslari'®, P.aerugino-
sa’nin virilans faktorlerinin hepsini her zaman eksprese etmedigini ve bu degiskenli-
gin en 6nemli gostergesinin, yeni mikrocevreye adapte olma yetenekleri oldugunu
goOstermislerdir.

Son zamanlarda stafilokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde artan direnc
problemi nedeni ile tigesiklin, daptomisin, linezolid gibi yeni antibiyotiklerin kullanimi ve
kombinasyon tedavileri giindeme gelmistir'>. McConeghy ve arkadaslari', biyofilm
olusturan stafilokok suslari tizerinde tigesiklin-gentamisin kombinasyonunun etkinligini
arastirmislar; bu kombinasyonun tek basina tigesiklin tedavisine gore suslar tizerinde da-
ha etkili oldugunu saptamislardir. Buna karsin arastiricilar, gentamisin monoterapisinin,
tigesiklin kombinasyonundan daha etkin oldugunu géstermislerdir'’. Biyofilm olusumu-
nun enfeksiyonlarin tedavisinde zorluklara yol agmasi nedeniyle antibiyotiklerin tek bagi-
na ya da ikinci bir antibiyotikle kombinasyonunun etkinliginin sorgulanmasinin yani sira
enfeksiyonun baslangicinda biyofilm olusumunun engellenmesine yonelik antibiyofilm
ajanlar ile alternatif tedavi yontemleri arastirimaktadir. Tran ve arkadaslari'’, bir antibi-
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yofilm ajan olan seleno-siyanato-diasetik asit (SCAA) kapl hemodiyaliz kateterlerinde
S.aureus’un biofilm olusumunun inhibe edilebildigini ve organoselenyumun biyofilm
olusumunun engellenmesinde mevcut antimikrobiyal ajanlara gére ¢ok daha etkili oldu-
gu gostermislerdir.

Kombinasyon tedavileri antibiyotiklerin etki mekanizmalarina, etken susun virtlans
faktorlerine, enfeksiyonun evresine ve bolgesine gore farklilik gosterir. Bu durum goz
oniinde bulundurularak, yeni tedavi politikalarinin gelistirilebilecegi farkli kombinasyon-
lar ve antibiyofilm ajanlar ile deneysel modeller tasarlanip etkinligi arastinlabilir. Ayrica
enfeksiyon sirecinde, etkenin mikrogcevreye uyumunda biyofilm olusumu ve koagiilaz
Uretimi gibi fenotipik ozelliklerini degistirebilmesi, tedavide gticliiklere neden olmakta-
dir. Bu nedenle bu degisikliklerin nedenlerinin ve zamanlamalarinin kinetik calismalarla
(antibiyotik yogunluklarinin zaman icindeki doz/yanit 6zelliklerinin karsilastirilabilmesi
icin) belirlenmesi, enfeksiyon patogenezinin aydinlatiimasina, buna bagli olarak tedavi-
nin dizenlenmesine katki saglayacaktir.
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