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OZET

Bu ¢alismada siprofloksasinin subminimal inhibitér konsantrasyonlarinin (sub-MIK) iiropatojenik Escherichia coli (E.coli) sus-
larimin hemagliitinasyon (HA) ve mannoza direngli hemagliitinasyon (MRHA) ozellikleri iizerine etkisi arastirilmustir. Calismada
dort E.coli sugu incelenmigtir. Incelenen tiim E.coli suglarinda HA varligi siprofloksasinin 1/2-1/116xMIK konsantrasyonlarinda
pozitif olarak saptanmustir. MRHA Gzelligi iki sugta 1/2xMIK'de (+), diger konsantrasyonlarda (+++) ve diger iki susta tim sub
MIK'lerde (+++) olarak degerlendirilmigtir. Sonugta, ¢alismaya dahil edilen tiim E.coli suglarinda siprofloksasinin sub
MIK’ larinda HA ve MRHA ézelliklerinin etkilenmedigi goriilmiistiir.

Anahtar sozciikler: E.coli, MRHA, siprofloksasin, sub-MIK

SUMMARY

In this study, it was investigated the effect of subminimal inhibitory concentrations (sub-MIC) of ciprofloxacin on the haemagg-
lutination (HA) and mannose-resistant haemagglutination (MRHA) properties of uropathogenic Escherichia coli (E.coli) strains.
Four E.coli strains were included in this study. In 1/2-1/16xMICs of ciprofloxacin, HA properties of E.coli were found positive.
In two strains, MRHA properties were found (+) positive in 1/2xMIC and (+++) positive in the other sub-MICs. In other two stra-
ins MRHA was found (+++) positive in all sub-MICs. It was concluded that HA and MRHA properties were continued in sub-
MICs of ciprofloxacin in all E.coli strains included this study.
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GIRIS ma Ozellikleri nedeniyle Onemlidir. E.coli susla-

. d d i (MSHA di-
Idrar yolu infeksiyonlar1 bakteriyel infeksiyonlar i a' mannoza' uyarlt ( ) ve manr'loza' !
L . rengli hemagliitinasyon (MRHA) yapan fimbriya-
arasinda en sik rastlamilamdir. Escherichia coli e . .
Eeoli) i ok kenleri d « lar gosterilmistir (2). MRHA yapan fimbriyal ya-
(E.coli) triner infeksiyon etkenleri arasinda gere pilardan en 6nemli olanit P fimbriyalardir. Anti-

ayaktan gerekse yatan hastalarda en sik soyutla- bakteriyel maddelerin etkiligini, ila¢ konsantras-

nan mikroorganizmadir(1-3). E.coli suglan fimbri- yonu, ilacin farmakodinamik ozellikleri, konagin

yal yapilar, hiicre yiizey hidrofobisitesi, hemoli- Ozellikleri ve bakteriye ait virulans ozellikleri be-

zin, siderofor gibi cesitli virulans faktorleri ile in- lirlemektedir (4-7). Antibakteriyel maddelerin

feksiyon olusturur. Bircok infeksiyonun baslangi-
cinda gerekli olan mikroorganizmanin konak hiic-
reye tutunmasidir. Diger bircok virulans faktorii
yaninda fimbriyal yapilar idrar yolu epiteline tu-

tunma ve burada kolonize olup infeksiyon yap-

sub-minimal inhibitor konsantrasyonlar1 (sub-
MIK) bakterilerin iiremelerinin durdurulmasi iize-
rine etkileri olmayan ancak halen bakterilerin ce-
sitli biyokimyasal ve yilizey yapilar1 iizerine etki-
lerinin oldugu konsantrasyon olarak tanimlanmak-

(*) Bu ¢alisma XXXII. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi'nde (12-16 Eyliil 2006 Antalya) sunulmustur.
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tadir. Antibiyotiklerin sub-MIK'lerinin bakterilerin
yilizeye tutunmalarinda rol alan fimbriyal yapilar,
yiizey hidrofobisitesi, hareket, fagositoz gibi zel-
likleri iizerine degistirici etkileri tanimlanmigtir
(4,8,9). Bu etkiler sonucta virulans 6zelliginde
azalmaya neden olabilmektedir.

Bu calismada siprofloksasinin subminimal inhibi-
tor konsantrasyonlarmmin E.coli suglarinin hemag-
litinasyon (HA) ve MRHA ozellikleri iizerine et-
kisinin arastirilmasi amaclanmigtir.

GEREC VE YONTEM

Caligsmaya idrar Kkiiltiirlinden soyutlanmig, daha
onceden E. coli olarak tamimlanmis ve MRHA
ozellikleri pozitif olarak belirlenmis olan dort kli-
nik sug dahil edilmistir.

Hemagliitinasyon ve MRHA o6zelliklerinin
belirlenmesi. Hemagliitinasyon igin tiim suslarin
kanli agar ve Colonization factor antigen (CFA)
agar besiyerlerindeki kolonileri kullanilmigtir
(7,8). CFA agar; %1 casamino asit, %0.15 yeast
extract, %0.002 MgSOs, %0.005 MnCl>2 ve %2
agar icerecek gekilde hazirlanmistir(9).

Suslarm 37 °C'de bir gecelik inkiibasyondan son-
raki kiiltiirlerinden fosfat tamponlu tuzlu su
(PBS) icinde siispansiyonlar1 (yogunluk yaklagik
10°-10" CFU/ml olacak sekilde) hazirlanmustir.
HA ve MRHA o6zelligi lam agliitinasyon yonte-
mi ile aragtinlmigtir. Test icin O grubu insan ka-
nindan elde edilen eritrositlerin PBS iginde %3
oraninda siispansiyonu hazirlanmigtir. Ayrica %3
D-mannozlu ve D-mannozsuz PBS soliisyonlar:
hazirlanmigtir. Lam iizerinde bir damla (25ul) ha-
zirlanmig olan bakteri siispansiyonu ile bir dam-
la eritrosit siispansiyonu karigtirilmigtir; buna bir
damla mannozlu veya mannozsuz PBS eklenmig
ve oda sicakliginda ve +4 °C'de 5 dakika sonun-
da agliitinasyon varlig1 degerlendirilmigtir. Aglii-
tinasyonun mannoz varlifinda inhibe olmamasi
durumunda MRHA pozitif olarak kabul edilmig-
tir. Bu islemler hem kanli agar hem de CFA
agarda lireyen koloniler ile yapilmigtir.
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Minimal inhibitér konsantrasyonun (MIK)
saptanmasi. Calismaya alnan suslarin kanli agar-
daki bir gecelik inkiibasyondan sonraki taze kiil-
tirlerinden bulaniklik 0.5 McFarland olacak gse-
kilde siispansiyonlar1 hazirlanmig; daha sonra bu
bakteri siispansiyonlari son yoZunlugu 10°
CFU/ml olacak sekilde diliie edilmis ve MIK
aragtirmasinda bu yogunluklar1 kullanilmistir (5).
MIK aragtirmasi sivi diliisyon yontemi ile, kat-
yon-ayarli Mueller-Hinton buyyon kullanilarak
yapildi. Sonuglar 37 °C'de 18 saat inkiibasyondan
sonra degerlendirilmistir (10).

Subminimal inhibitér konsantrasyonlarda
MRHA arastirilmasi. Bir gecelik inkiibasyondan
sonra MIK degerleri belirlenmis olan tiim susla-
rin 1/2xMIiK, 1/4xMiK, 1/8xMIK ve 1/16xMIiK
tiiplerinden HA ve MRHA varlig:1 yukarida agik-

lanan yoOntem ile arastirilmigtir.

Hi¢ agliitinasyon gozlenmedi ise negatif, agliiti-
nasyon gozlendi ise; belirgin bir gekilde agliiti-
nasyon olusumundan zayif bir agliitinasyon olu-
sumuna gore (+++), (++), (+) pozitif seklinde de-
recelendirilerek yorumlanmigtir (5).

BULGULAR

Incelenen dért E.coli susunun MIK degerleri: 1,
0.5, 0.5 ve 0.125 mg/ml olarak belirlenmistir.
Suglarin tiim sub-MIK degerlerinde HA ve
MRHA o6zelliginin pozitif olarak devam ettigi
saptanmigtir. MRHA 6zelli§i dort susun ikisinde
1/2x MIK' de (+), diger konsantrasyonlarda
(+++) olarak yorumlanmustir. Diger iki sugta tiim
sub-MiK'lerde (+++) degerlendirilmistir.

TARTISMA

E.coli suglarinda fimbriyal yapilar iizerine pek
cok calisma yapilmustir (5-7, 11-13). Ozellikle pi-
yelonefritli hastalardan soyutlanan suglarin 6nem-
li bir kisminda MRHA varlif1 gosterilmistir. An-
tibiyotiklerin diisiik dozlarinda bakterilerin viru-
lans ozellikleri iizerine etkilerinin olup olmadigi,

profilaktik tedavi protokollerinin diizenlenmesinde



Siprofloksasinin sub-minimal inhibitér konsantrasyonlarinin Escherichia coli suslarimin hemaglutinasyon ozellikleri iizerine

etkisinin aragtirilmasi

tizerinde caligilan bir konudur. E.coli suslarinin
ozellikle kinolon grubu antibiyotikler olmak iizere
sub-MiK'lerde gesitli virulans 6zelliklerinin ne ©l-
ciide etkilendigine dair ¢aligmalar vardir (8,9,14-
18). Yapilan caligmalar ozellikle konak yapilarina
tutunmada rol alan fimbriyal yapilar, adherans ve
hiicre ylizey hidrofobisitesi lizerinedir.

Bu calismada iiriner infeksiyon etkeni olan
E.coli suglarinin fimbriyal 6zelliklerinin siproflok-
sasinin sub-MIK'lerindeki degisimi incelenmistir.
Incelenen tiim suglar MRHA yapan fimbriyal ya-
pilar igceriyordu. MRHA yapan fimriyal yapilarin
varlig1 sub-MIK calismasi yapilmadan 6énce hem
kanli agar hem de CFA agardaki koloniler kul-
lanilarak arastirtlmistir. Literatirde MRHA aras-
tirmalarinda farkli yaklagimlar vardir. HA veya
MRHA aragtirmalar1 bakterilerin yiizeyinde eks-
prese olan fimbriyal yapilarin insan veya
guinea-pig eritrositleriyle hemagliitinasyon verme-
si temelinde yapilmaktadir. Bu amagcla insan ve-
ya guinea-pig A veya O grup eritrositleri ile tiip,
lam veya mikroplate yontemi kullanilarak yapilan
farkli ¢aligmalar vardir (5,6,13). Ayrica bakterile-
rin bir ka¢ giinlilk sivi besiyerinde inkiibasyon-
dan sonra kati1 besiyerine yapilan ekimlerinde
olusan kolonilerinin kullanildig1 ¢aligmalar ve bir
gecelik kat1 besiyerinde inkiibasyondan sonraki
kolonilerin kullanimi ile yapilan ¢aligmalar vardir
(6,7). CFA agarin fimbriyal yapilarin daha iyi
eksprese olmasi ve belirginlesmesi amaciyla kul-
lanilmas1 Onerilmektedir, ancak kanli agar ve
CFA agar kullamlarak yapilan farkli calismalar
vardir (5-7). MIK arastirilmasi igin standart ola-
rak kanli agardaki bir gecelik iiremeden sonraki
kolonilerin kullanimi Onerilmektedir. Bu nedenle
caligmamizda sub-MIK saptanmadan 6nce susla-
rm HA ve MRHA ozellikleri hem CFA agarda
hem de kanli agarda iireyen koloniler kullanila-
rak incelenmigtir. CFA agarda yapilan caligmada
biraz daha giiclii agliitinasyon elde edilmis ol-
makla birlikte, kanl1 agarda iireyenlerde de belir-
gin agliitinasyon gozlenmistir. MIK calismasi ve
sub MIK caligmasi, ¢alismanin asir1 fimbrilasyon-

dan etkilenmemesi icin kanli agarda bir gecelik
tiremeden sonra elde edilen kolonilerden yapil-
migtir ve 1/2, 1/4, 1/8, 1/16xMIK'deki tiiplerden
HA ve MRHA varlig1 aragtirilmigtir. Tiim suglar-
da siprofloksasinin farkli sub-MIK degerlerinde
hemaggliitinasyon ve MRHA o6zelliginin devam
ettigi gozlenmistir. 1ki susta 1/2xMiK'te azalmig
olmakla birlikte yine de agliitinasyon gozlenmis-
tir. Kinolon grubu antibiyotiklerin sub MiK'leri-
nin bakterilerin fimbriyal yapilar1 ve aderansini
azalttigini, inhibe ettigini bildiren caligmalar ya-
ninda (8,14,16,17), arttirdigim bildiren (18) calis-
malar da vardir.

Baskin ve ark(14) ii¢ farkli florokinolonun sub-
MIK konsantrasyonlarda E.coli suslarinim MRHA
ve adherans oOzellikleri iizerine etkilerini aragtir-
diklar1 c¢aligmalarinda siprofloksasinin sadece
1/2xMIK de hemaglitiinasyon inhibisyonu yapti-
gin1 bildirmiglerdir.

Yapilan diger bir calismada siprofloksasinin 0.25
MIK ve 0.125 MIK konsantrasyonlarinda kontro-
le gore suglarin aderans etkisini azaltmig oldugu-
nu ancak aderans ozelliginin azalmis olmakla bir-
likte devam ettigi gosterilmistir(16). Balague ve
ark(18) 25 E.coli susu lizerinde yaptiklar1 calig-
malarinda siprofloksasinin 1/4xMIK konsantrasyo-
nunda kontrole gore 12 sugta anlamli bir degi-
sim saptamadiklarm ancak 13 susta kayda deger
sekilde hemagliitinasyon ve hiicre ylizey hidrofo-
bisitesinde artig gozlediklerini bildirmiglerdir.

Antibakteriyel maddelerin infeksiyonu tedavi ede-
cek ancak konak hiicrelere zarar vermeyecek uy-
gun dozlarda kullanimi 6nemlidir. Her antibakte-
riyel maddenin serum konsantrasyonu ve doku
konsantrasyonu farklidir. Genellikle dokulara
ulagtiginda antibakteriyel maddelerin MIK deger-
lerinin altindaki konsantrasyonlarda bulundugu
belirtilmektedir (2). Bu nedenle c¢esitli antibakte-
riyel maddenin sub-MIK konsantrasyonlarinin
bakterilerin viriilans 6zellikleri iizerine etkilerinin
(azaltic1 veya arttiric1) bilinmesi tedavi yaklagim-
lar1 agisindan Snemlidir.
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