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OZET

Koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS), tbbi aletlerle olusan infeksiyonlarda sik olarak izole edilen mikroorganizmalardir.

Calismamizda KNS’ larda biyofilm olusumu ve biyofilm olusumu ile siprofloksasin arasindaki iliski incelenmigtir. Elde ettigi-

miz sonuglar siprofloksasinin biyofilm olusumunu énlemede etkili oldugu gosterilmistir.

Anabhtar kelimeler: Koagiilaz negatif stafilokok (KNS), biyofilm, siprofloksasin

SUMMARY

Biofilm Production of Coagulase-negative Staphylococci and Effects of Ciprofloxacin on Biofilm Production.

Coagulase-negative staphylococci (CNS) are the most common causative agents of infections associated with medical devi-

ces. In this study we investigated biofilm production of CNS and interaction between biofilms and ciprofloxacin. Our results

indicated that ciprofloxacin can be used to prevent biofilm formation.
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GIRIS

Koagiilaz negatif stafilokoklarin (KNS), hastane in-
feksiyonu etkeni olarak her gecen giin 6nemleri art-
maktadir. Kateter, yapay kalp kapaklar1 ve plastik
malzemelerin yaygin olarak kullanimi1 KNS’a bagl
hastane infeksiyonlarinda ©Onemli bir artisa neden
olmugtur (1). Bu mikroorganizmanimn etken oldugu
infeksiyonlar, genellikle biyomateryaller iizerinde
biyofilm tabakasi olusumuyla birliktedir (2). Biyo-
filmler, mikroorganizmalarin yiizeylere tutunmasi
(adhere olmalar1), cogalmalar1 ve hiicre dist poli-
merler iretmeleriyle olugmaktadir (3). KNS’larin
kateter yiizeylerine adhere olmalar1 ve biyofilm
olusturma yetenekleri, konak savunma mekanizma-
larinda ve antimikrobiyal maddelerin etkilerinde
degisikliklere neden olmaktadir. Biyofilm olusturan
bakteriler antimikrobiyal tedaviye, biyofilm olus-
turmayan bakterilere gore daha fazla direng goster-
mektedirler (4). Bu nedenle biyofilm olusturan mik-
roorganizmalarin eradikasyonunda problemler ya-
sanmaktadir (5). Bu infeksiyonlar genellikle cihazin
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cikartilmasimi gerekli kilmaktadir. Biyofilm olusu-
munun engellenmesi veya olugmus biyofilmin era-
dike edilmesi, antimikrobiyal maddelerin penetras-
yonunu arttirmaktadir. Bazi antimikrobiyal madde-
ler bakterilerin adherensini azaltmakta ve biyofilm
olusturmasint engelleyebilmektedirler (6). Floroki-
nolonlarin Gram negatif bakterilerde, polisakkarit
kapsiil formasyonunu, biyofilm olusumunu ve ad-
herensi azalttig1 gosterilmistir (7).

Bu calismada, KNS suslarinda biyofilm olusumu-
nun belirlenmesi, siprofloksasinin biyofilm olugu-
munu engellemedeki rolii ve daha 6nceden olugsmus
biyofilmi eradike etmedeki etkinliginin in vitro ola-
rak belirlenmesi amaclanmigtir.

GEREC VE YONTEM

Cesitli klinik 6rneklerden izole edilmis 50 adet
KNS susu incelenmistir. Suslar tiipte koagiilaz yon-
temi kullanilarak identifiye edilmistir. Suslarin 20’si
kateter ucu, 10’u kan, 15’1 yara, 5’1 idrar orneginden
izole edilmistir. Adezyon testi i¢in Christensen tarafin-
dan tanimlanan kalitatif tiip metodu ve kantitasyon
icin spektrofotometrik mikropleyt yontemi kullanil-
mistir (1).
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Tiip yonteminde, 5 ml triptikaz soy buyyon (TSB) ice-
risine 1x105 cfu/ml bakteri inokiilasyonu yapildiktan
sonra 37°C’de 18-20 saat bekletilmistir. Tiip icerigi
bosaltilmis ve 1’er ml %?25°lik safranin eklenip tiip
icerigi uzaklastirilmisg ve kurutma kagidi iizerine ters
cevrilip bekletilmistir. Tiip yiizeyinde bir film tabaka-
st olugsmasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmis-
tir. Hava ile temas eden kisimda halka seklinde tabaka
olusumu negatif sonug olarak belirlenmigtir. Spektro-
fotometrik mikropleyt yonteminde, 1x105 cfu/ml bak-
teri siispansiyonundan 200’er ml diiz tabanli pleytlere
dagitilmistir. Negatif kontrol olarak kuyucuklara TSB
iceren besiyeri konulmustur. 37°C’de 18-20 saat bek-
letildikten sonra kuyucuklarin igerigi bosaltilmis, 4
kez PBS ile yikanmis, %99’luk metanol ile fikse edil-
mis ve kristal viole ile boyanmigtir. %33’liik glisial
asetik asit eklenip, 570 nm’de spektrofotometride
okunmustur.

Deneyin ikinci kisminda, biyofilm olusturan suslarin
siprofloksasine (Biofarma) duyarliligi buyyonda mik-
rodiliisyon metodu ile belirlenmistir. Siprofloksasinin
biyofilm olusturan suglarda, biyofilm tabakas1 olugsma-
dan once etkinligini belirlemek icin, bakteri stispansi-
yonlart mikropleyte kuyucuklarina konulmus ve 2
MIK (minimal inhibitr konsantrasyon), MIK, 1/2
MIK, 1/4 MiK konsantrasyonlarda siprofloksasin ku-
yucuklara eklenmistir. 37°C’de 18-20 saat bekletilmis,
pleytler aspire edilmis, yikanmuis, fikse edilip boyan-
mis ve optik dansiteleri spektrofotometride okunmus-
tur.

Deneyin son kisminda, daha 6nceden olusturulmus bi-
yofilm tabakasi iizerine siprofloksasinin etkisini belir-
lemek icin, 1 gece dnceden kuyucuklarda biyofilm ta-
bakast olusturulmustur. Ertesi giin bu kuyucuklarin
tizerine siprofloksasinin farkli konsantrasyonlari (12.5
pmg-400 pmg/ml) eklenmis, 37°C’de 18-20 saat bek-
letilmis, pleytler aspire edilmis, yikanmig ve fikse
edilmis, boyanarak spektrofotometride okunmustur.

BULGULAR

Incelenen 50 KNS susunun 30’unda (%60) tiip meto-
du ile biyofilm olusumu belirlenmistir. Tiip yontemiy-
le biyofilm olusturdugu belirlenen suslarin mikropleyt
yontemi ile belirlenen optik dansiteleri 0.095-1.2 ara-
sinda iken, tiip yontemiyle biyofilm olusturmadigi be-
lirlenen suslarin optik dansiteleri 0.05-0.08 arasinda
tespit edilmigtir.

Deneyin ikinci asamasinda, siprofloksasinin inhibit6r
ve subinhibitér konsantrasyonlarinin biyofilm olusu-
mu iizerine etkisi incelenmistir. Biyofilm olusturan 30
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susun tamaminda siprofloksasinin 2 MiK ve MIK de-
gerlerinde spektrofotometrik olarak belirlenen optik
dansite degerleri 0.08 degerinin altinda bulunmus ve
biyofilm tabakasi olusumu tespit edilmemistir. Siprof-
loksasinin subinhibitor konsantrasyonlarinda (1/2
MIK, 1/4 MIK, 1/8 MIK degerlerinde) ise, biyofilm
tabakasinin optik dansitesinde siprofloksasin uygulan-
madan once tespit edilen optik dansite degeriyle ki-
yaslandiginda anlamli azalma tespit edilmistir
(p<0.01). Subinhibitér konsantrasyonlarda optik dan-
sitede en belirgin azalma 1/2 MiK degerinde belirlen-
mistir.

Deneyin son asamasinda, bir gece dnce mikropleyt ku-
yucuklarinin tabaninda olusturulmus biyofilm tabaka-
st iizerine siprofloksasinin farkli konsantrasyonlardaki
(12.5-400 pmg/ml) etkisi incelenmistir. Biofilm olus-
turan 30 susun 25’inde siprofloksasin uygulanmadan
once belirlenen optik dansitesiyle kiyaslandiginda, bi-
yofilm tabakasinin optik dansitesinde anlaml1 bir azal-
ma saptanmustir (p<0.01). 30 susun 5’inde ise biyo-
film tabakasinin optik dansitesinde bir azalma belir-
lenmis ama bu azalmanin anlamli olmadig1 tespit
edilmigtir (p>0.01).

TARTISMA

KNS’lar, kateter, kalp kapakcig1 gibi tibbi cihazlarin
bulundugu hastalarda sik olarak infeksiyona neden
olan etkenlerdir (2). Bu mikroorganizmalar yiizeye
tutunduktan sonra, biyofilm olusumuna neden olan
hiicredist slime olusturarak, antimikrobiyal maddele-
rin penetre olmasini engelleyerek, biyosid ve dezen-
fektanlara da direng olusturarak bu infeksiyonlarin
giicliikle tedavi edilmelerine neden olurlar (8). Bu ne-
denle, caligsmalar kateter yiizeyine mikroorganizmanin
yapismasini onlemek amaciyla, kateterlerin gilimiis,
antiseptikler gibi maddelerle kaplanmas iizerinde yo-
gunlagmaktadir (3). Ancak kateterle iligkili infeksi-
yonlarin dnlenmesinde, biyofilm olusumunu 6nleye-
cek veya uygulanan antimikrobiyal maddenin etkinli-
gini arttirmak igin , olusmus biyofilm tabakasinin ¢o-
ziilmesini saglayacak uygun antimikrobiyal maddenin
belirlenmesi de 6nem tagimaktadir.

Calismamizda KNS suslarda biyofilm olusumu %60
olarak tespit edilmistir. Daha 6nce yaptigimiz bir ca-
ligmada bu oran %43 olarak belirlenmistir (9). Yassien
ve ark. (5) ise bu orant %50 olarak bildirmislerdir.

Calismamizda ozellikle yiiksek konsantrasyonlardaki
siprofloksasinin biyofilm tabakasinin olusumunu inhi-
be ettigi belirlenmistir. Siprofloksasinin subinhibitor
konsantrasyonlarinda, mikropleyt tabaninda KNS’ un
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yapismasini ve biyofilm olusumunu anlamli olarak
azalttig1 tespit edilmistir (p<0.01). Bu azaltic1 etkinin
doza bagimli oldugu tespit edilmistir. Subinhibitor
konsantrasyonlarda en belirgin azalma 1/2 MIK dege-
rinde belirlenmistir. Yassien ve ark. da (5) siprofloksa-
sinin subinhibitdr konsantrasyonlarda biyofilm taba-
kasinin optik dansitesinde anlamli azalma sagladigin
gostermigler ve florokinolonlarin kateter iizerinde
olugsmus biyofilmi eradike edebilecegini belirtmisler-
dir.

Calismamizin ikinci boliimiinde yiiksek konsantras-
yonlarda (12.5-400 pmg/ml) siprofloksasinin daha 6n-
ceden mikropleyt tabaninda olusturulan biyofilm taba-
kasinin optik dansitesinde suslarin 25’inde (%83) an-
lamli olarak azalmaya neden oldugu belirlenmis-
tir(p<0.01). Bu etki ayn1 sekilde doza bagimliyd: ve
yiiksek konsantrasyonlarda daha belirgin olarak goz-
lenmistir. Yani yiiksek konsantrasyonlarda siproflok-
sasin biyofilm tabakasinda diisiik optik dansite deger-
leri olusturmustur.

Souli ve ark (10) kinolonlarin implant, kateter gibi tib-
bi aletlere bagl infeksiyonlarin tedavisinde kombine
tedavilerde kullanilabilecek giiclii bir antibiyotik ol-
dugunu gostermistlerdir.

Persterl ve ark (11) moksifloksasinin yiiksek konsan-
trasyonlarda biyofilm dansitesinde azalma sagladigin
ve patogenezde biyofilm olusumunun rol oynadig: dii-
stiniilen infeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecegi-
ni belirtmiglerdir.

Sonug olarak, ¢alismamizda da gosterildigi gibi , sip-
rofloksasin prostetik kapak, katater gibi yiizeylere
KNS’larin yapismasini ve biyofilm olugturmasini on-
lemede iyi bir secenek olabilir. Boylece tibbi aletlere
tizerinde biyofilm olusturan suglarla olusan infeksi-
yonlarda kullanilan antibakteriyel maddenin etkinligi-
ni arttirmada siprofloksasinin iyi bir alternatif olabile-
cegi diisiiniilmektedir. Bakteri kolonizasyonunun en-
gellenmesi i¢in konulacak materyalin florokinolon gi-
bi bir antimikrobiyal madde ile kaplanarak uygulan-
mast biyofilm olusumunu engelleyebilir. Bu bulgularin
klinik ¢alismalarla da dogrulanmasi uygun olacaktir.
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