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ÖZ

Biyofilm aracılı enfeksiyonların hasta sağlığı üzerindeki önemli olumsuz etkileri ve bu nedenle biyo-
film üreten mikroorganizmaları tespit etmek için güvenilir bir fenotipik yöntemin gerekliliği göz önüne 
alınarak, bu çalışmada kateter ilişkili enfeksiyonlardan izole edilen koagülaz negatif stafilokoklarda (KNS) 
fenotipik ve moleküler olarak biyofilm oluşumunun gösterilmesi ve kullanılan yöntemlerin birbirleriyle 
kıyaslanması amaçlanmıştır. Aynı zamanda tedaviyi yönlendirici olması açısından vankomisinin biyofilm 
üzerindeki etkisinin ortaya konulması hedeflenmiştir. Çalışmamızda 30’u kateter ilişkili kan dolaşım enfek-
siyonu (KİKDE) etkeni olan [15 hastanın hem kateter ucu hem de kan kültürlerinden izole edilen], 89’u 
santral venöz kateteri (SVK) olmayan hastaların periferik kan kültürlerinden izole edilen [13’ü kan dolaşımı 
enfeksiyonu etkeni, 76’sı kontaminant] ve 35’i kateter kolonizanı olarak izole edilen toplam 154 KNS 
izolatının biyofilm oluşturma özellikleri mikroplak yöntemi, Kongo kırmızısı agar (KKA) besiyerinde üreme 
özellikleri ve polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] (icaA, icaD ve IS256 genleri 
için) ile araştırılmıştır. Antimikrobiyal duyarlılıklarının saptanmasında Kirby Bauer disk difüzyon yöntemi 
uygulanmıştır. Vankomisin minimum inhibitör konsantrasyon (MİK) ve minimum biyofilm eradike edici 
konsantrasyon (MBEK) değerleri saptanmıştır. KİKDE saptanan hastaların kateter uçlarından ve periferik 
kanlarından izole edilen KNS’ler arasındaki epidemiyolojik ilişkiyi göstermek amacıyla “pulsed field” jel 
elektroforezi (PFGE) kullanılmıştır. Çalışmaya alınan toplam 154 KNS izolatının %38.9’u Staphylococcus 
epidermidis (n= 60), %34.4’ü Staphylococcus haemolyticus (n= 53), %20.7’si Staphylococcus hominis (n= 
32) ve %3.8’i Staphylococcus capitis (n= 6) olarak saptanmıştır. Çalışmamızda KKA yöntemi ile izolatların 
%31.8’inde, mikroplak yöntemi ile %68.1’inde biyofilm oluşumu gösterilmiştir. Mikroplak yöntemi ile 
izolatların %22 (n= 34)’si zayıf, %31.2 (n= 48)’si orta ve %14.9 (n= 23)’u kuvvetli biyofilm üreticileri 
olarak belirlenmiştir. Mikroplak yönteminde zayıf pozitif olarak saptanan izolatlar için KKA yönteminin 
duyarlılığı düşük bulunurken, orta ve yüksek düzeyde pozitiflik belirlenen izolatlarda KKA yönteminin de 
duyarlılığının yüksek olması dikkat çekici bulunmuştur. İzolatların icaA, icaD ve IS256 genlerinin pozitiflik 
oranları sırasıyla 40 (%25.9), 57 (%37) ve 77 (%50) olarak bulunmuştur. Toplam 107 (%69.5) izolatta 
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araştırılan  genlerden  en  az  birinin  pozitifliği  saptanmıştır. Elli  beş  (%35.7)’inde  tek  gen, 35
(%22.7)’inde iki gen ve 17 (%11)’sinde üç gen pozitifliği saptanmıştır. Gen pozitifliği saptanmayan 47
KNS  izolatının  10’unda  (beş  S.epidermidis, üç  S.hominis, bir  S.haemolyticus  ve  bir  S.capitis) mikroplak
yöntemi  ile  biyofilm  (dördü  zayıf, dördü  orta, ikisi  kuvvetli) oluşumu  saptanmıştır. Vankomisin
MBEK/MİK değerleri yüksek olarak saptanmış ve izolatların biyofilm oluşturma gücü arttıkça MBEK/MİK
oranının da arttığı izlenmiştir. PFGE’de KİKDE tanısı alan hastaların kateter örnekleri ve kanlarından izole
edilen  KNS’ler, değerlendirilemeyen  bir  izolat  haricinde, %100  benzer  profil  oluşturmuştur.  Mikroplak
yönteminin KKA besiyerine göre daha fazla sayıda izolatta biyofilm oluşumunu göstermesi ve biyofilmin
derecesi hakkında bilgi vermesi nedeniyle, daha iyi bir seçenek olduğu düşünülmüştür.  icaAD  ve IS256
genlerinin  varlığı  her  zaman in  vitro  biyofilm oluşumu ile  ilişkili  bulunmamaktadır. Biyofilmleri  özgül
olarak tespit etmek için güvenilir yöntemlerin kullanılmasının, tedavilerinde güçlükle karşılaşılan hastalar
için  yardımcı  olabileceği  düşünülmüştür. Tıbbi  araç  ilişkili  enfeksiyonlarda  biyofilm  oranlarının  ve
biyofilm  oluşturan  izolatların  antimikrobiyal  direnç  oranlarının  yüksekliği  göz  önüne  alındığında,
duyarlılık sonuçları için sadece MİK sonuçlarını değerlendirmenin yeterli olmayacağı öngörülmüştür.

Anahtar kelimeler:  Biyofilm, kateter ilişkili kan akım enfeksiyonları, koagülaz negatif stafilokok.

ABSTRACT

  In view of the significant negative impact of biofilm-mediated infection on patient health and the 
necessity of a reliable phenotypic method to detect biofilm producers, this study aimed to demonstrate 
phenotypic and molecular biofilm formation in coagulase-negative staphylococci (CoNS) isolated from 
catheter related infections and to compare the methods used with each other. The study was also aimed 
to determine the biofilm eradication effect of vancomycin in order to guide for the treatment.  For the 
detection of biofilm formation, a total of 154 CoNS clinical isolates of which 30 being causative agents of 
catheter related bloodstream infection (CRBSI) (isolated from both the catheter tip and blood cultures of 
15 patients), 89 being isolated from peripheral blood cultures of patients without a central venous cathe-
ter (CVC) (13 of them were bloodstream infection agents, 76 of them were contaminant), and 35 being 
isolated as catheter colonizer, were screened by tissue culture plate (TCP), Congo red agar (CRA) method 
and polymerase chain reaction (icaA,  icaD  and IS256). Vancomycin minimum inhibitory concentration 
(MIC) and minimum biofilm eradicating concentration (MBEC) values were determined. The pulsed field 
gel  electrophoresis  (PFGE)  method  was  used  to  show  the  clonal  relationship  between  CoNS  isolated 
from the catheter tips and peripheral blood of patients with CRBSI.  Of the 154 CoNS isolates included 
in the study, 38.9% were  Staphylococcus epidermidis  (n= 60), 34.4% were  Staphylococcus haemolyticus 
(n= 53), 20.7% were  Staphylococcus hominis  (n= 32), and 3.8% were detected as  Staphylococcus capitis 
(n= 6). In our study, biofilm formation was shown in 31.8% with the CRA method and in 68.1% with 
the TCP method. By TCP method, 22% (n= 34) were determined as weak, 31.2% (n= 48) medium and 
14.9% (n= 23) strong biofilm producers. While the sensitivity of the CRA method was found to be low 
for isolates that were determined as weak positive in the microplate method, the high sensitivity of the 
CRA method for isolates with medium and strong positivity was found remarkable. The positivity rates 
of  icaA,  icaD  and IS256  genes in a total of 154 CoNS isolates were found to be 40 (25.9%), 57 (37%)
and 77 (50%), respectively. In total, at least one gene positivity was detected in 107 (69.5%) isolates.
Single gene positivity was detected in 55 (35.7%), two gene positivity in 35 (22.7%) and three gene 
positivity was detected in 17 (11%) of the included CoNS. Biofilm formation (four weak, four medium,
two  strong)  was  detected  by  microplate  method  in  10  of  47  CoNS  isolates  (five  S.epidermidis,  three 
S.hominis, one  S.haemolyticus  and one  S.capitis) in which no genes were detected. Vancomycin MBEC/
MIC values were found to be high and it was observed that as the biofilm forming power of the isolates 
increased, the MBEC/MIC ratio also increased. The CoNS isolated from the catheter samples and blood 
of patients diagnosed with CRBSI had a 100% similar profile with PFGE except for one unevaluable iso-
late. The tissue culture plate (TCP) method was found to be most sensitive, accurate and reproducible 
screening method for detection of biofilm formation by staphylococci and has the advantage of being a 
quantitative model to study the adherence of staphylococci. The presence of the  icaAD  and IS256  gene is 
not always associated with in vitro biofilm formation. For  this reason, it is more appropriate to use more 
than one method together for the evaluation of biofilm formation. It was thought that the use of reliable 
methods to specifically detect biofilms could be helpful in diseases that are difficult to treat. Considering 
the high rates of biofilm and antimicrobial resistance of biofilm-forming isolates in biomedical device-
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associated infections, it was determined that it would not be sufficient to evaluate only the MIC results 
for susceptibility results.

Keywords: Biofilm, catheter-related bloodstream infection, coagulase-negative staphylococci.

GİRİŞ

Koagülaz negatif stafilokoklar (KNS) insan cilt florasının baskın mikroorganizmasıdır. 
Aynı zamanda antibiyotiklere direnç geliştirebilme kapasiteleri ve biyofilm oluşturabilme 
potansiyelleri nedeniyle kateter ilişkili kan dolaşımı enfeksiyonlarının (KİKDE) da önde ge-
len etkeni olarak karşımıza çıkmaktadırlar. Hayatı tehdit edici boyutlara ulaşabilen KİKDE, 
acil müdahale ve bu nedenle çoğunlukla ampirik tedavi gerektirmektedir. KİKDE etkeni 
KNS’ler içerisinde ilk sırayı Staphylococcus epidermidis alırken bunu, Staphylococcus homi-
nis, Staphylococcus haemolyticus ve Staphylococcus capitis izlemektedir1,2.

Bakterilerin biyofilm oluşturmaları antimikrobiyal dirençlerine de katkı sağlamaktadır. 
Biyofilm oluşturan bakterilerin çoğunun çoklu ilaç direncine sahip olduğu gösterilmiştir. Bir 
bakterinin ilaç duyarlılığı klasik olarak antimikrobiyal duyarlılık testleri (ADT) ile ya da ilgili 
antimikrobiyal için minimum inhibitör konsantrasyonunun (MİK) saptanmasıyla gösteril-
mektedir. Bununla birlikte bu tanımlamalar laboratuvarda eksponansiyel üreme fazındaki 
planktonik bakteriler üzerinden yapılmaktadır. Oysa çalışmalarda biyofilm ilişkili enfeksi-
yonların konvansiyonel antibiyotikler ile tedavisinde karşılaşılan güçlüklerden bahsedilmek-
tedir. Bunun nedenleri arasında antibiyotik aktivitesinin, bakterinin üreme hızı ve meta-
bolizmasına bağlı olarak dramatik olarak düşmesi yer almaktadır3,4. Bu nedenle biyofilm 
oluşumu ile seyreden kateter ilişkili enfeksiyonlarda daha etkili, dolayısıyla da minimum 
biyofilm eradike edici konsantrasyonlarda (MBEK) uygulanan tedaviler gerekmektedir. 

Biyofilm için farklı kaynaklarda pek çok benzer tanımlama yer almaktadır. Genel ola-
rak, kendi ürettikleri hücre dışı polimerik bir madde içerisinde gömülü olan, büyüme 
hızları ve gen transkripsiyonları açısından planktonik formlarından farklılıklar gösteren, 
birbirlerine ve bir ara yüze tutunmuş, birbirleri ile iletişim içerisinde olan hareketsiz hücre 
topluluğuna biyofilm denilmektedir5. KNS’lerin biyofilm yapısının temelini, salgıladıkları 
N-asetil glukozaminil transferaz enzimi tarafından sentezlenen β-1,6-N-asetil glukoza-
minden oluşan, hücreler arası polisakkarit yapıda bir adezin (polysaccharide intercellu-
lar adhesin, PIA) oluşturmaktadır. PIA sentezi kromozomal ica genleri tarafından kontrol 
edilmektedir. Aynı operon üzerinde bulunan icaABCD genlerinden, icaA, N-asetil gluko-
zaminil transferaz enzimini kodlayarak, icaD de, bu enzimin maksimum ekspresyonunu 
sağlayarak biyofilm oluşumunda önemli rol oynamaktadır6. Tam biyofilm yapısının oluş-
ması için bu iki genin birlikte çalışması gerektiği bildirilmektedir7. Klinik KNS izolatlarında 
sıklıkla görülen aktif hareketli bir genetik eleman olan IS256 da, ica gen ekspresyonunu 
etkileyerek biyofilm oluşumunu düzenlemektedir6.

Biyofilm yapısının tedavi güçlüğü ile ilişkili bir virülans faktörü olabileceğinden yola 
çıkılarak bu çalışmada, santral venöz kateter (SVK) uçları ve aynı hastaların kan kültürle-
rinden üretilen, ayrıca kan dolaşımı enfeksiyonu etkeni ya da kontaminantı ya da kateter 
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kolonizanı olarak izole edilen KNS’lerin biyofilm oluşturma yeteneklerinin araştırılması 
amaçlanmıştır. Aynı zamanda tüm izolatların vankomisin için MİK değerleri ile biyofilm 
oluşturanların sesil formlarının duyarlılıklarının belirlenmesi için MBEK değerleri saptana-
rak, biyofilm oluşturan izolatların tedavileri için yol gösterici veriler elde edilmesi hedef-
lenmiştir.
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Bu çalışma Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu onayı ile 
gerçekleştirildi (Tarih: 24.12.2012 ve Karar No: 21-680-12). 

Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalında yapılan çalış-
mada, Ocak 2013-Ocak 2015 tarihleri arasında, İbni Sina Hastanesi Merkez Bakteriyoloji 
Laboratuvarı ve Ankara Numune Eğitim ve Araştırma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratu-
varına gönderilen örneklerden izole edilen KNS’ler kullanıldı. 

İzolatların Elde Edilmesi ve Tanımlanması

Çalışmamızda KİKDE etkeni (n= 30) olan [hem kateter ucu hem de kan kültürlerinden 
izole edilen (n= 15)], SVK’sı olmayan hastaların periferik kan kültürlerinden izole edi-
len (n= 89) [kan dolaşımı enfeksiyonu etkeni (n= 13), kontaminant (n= 76)] ve kateter 
kolonizanı (n= 35) olarak izole edilen toplam 154 KNS izolatı incelendi. İzolatlar kon-
vansiyonel yöntemler, BD Phoenix otomatize sistemi (Becton Dickinson, ABD) ve gerek 
duyulduğunda Bruker MALDI TOF MS (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) kullanılarak 
tiplendirildi. Kateter kültürü Maki ve arkadaşları8 tarafından tanımlanan protokole göre 
yapıldı. Bakteriyemi ve kan dolaşım enfeksiyonunun tanımlanması ve ayırımında Hastalık 
Kontrol ve Önleme Merkezi [Centers for Disease Control and Prevention (CDC)] tarafın-
dan belirlenen kriterler dikkate alındı9. İzolatlar ileri çalışmalar için %15 gliserollü triptik 
soy buyyon (TSB) içerisinde -20�C’de saklandı.

Antimikrobiyal Duyarlılık Testi

İzolatların antimikrobiyal duyarlılıkları Kirby Bauer disk difüzyon yöntemi ile belirlendi, 
sefoksitine dirençli olanlar metisilin dirençli olarak kabul edildi10. Metisilin direncinin doğ-
rulanması amacıyla polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] ile mecA 
geni varlığı araştırıldı11. Vankomisin için sıvı mikrodilüsyon yöntemi kullanılarak MİK değeri 
saptandı10. Kalite kontrol suşu olarak Staphylococcus aureus ATCC 25923 kullanıldı.

Biyofilm Üretiminin Fenotipik Olarak Saptanması

İzolatların biyofilm oluşturma kapasitelerinin kalitatif metotla fenotipik olarak göste-
rilmesinde Kongo kırmızısı agar (KKA) yöntemi kullanıldı12. Bu amaçla tek koloni ekimi 
yapılan KKA besiyerleri 35�C’de 24 saat süre ile inkübe edildi, kuru kristal yüzeyli siyah 
koloniler PIA-pozitif olarak değerlendirilirken, pembe-kırmızı renkli bazen de ortasında si-
yahlaşma (boğa gözü görünümü) izlenen kolonileri oluşturan izolatlar PIA-negatif olarak 
kabul edildi. Pozitif kontrol olarak S.epidermidis ATCC 35984 suşu kullanıldı ve plaklar iki 
farklı araştırmacı tarafından birbirlerinden bağımsız olarak yorumlandı. 
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Mikroplak Yöntemi ile Biyofilm Üretiminin Gösterilmesi

Biyofilm üretiminin kantitatif olarak saptanması amacıyla, Stepanovic ve arkadaşla-
rı13 tarafından tanımlanan mikroplak yöntemi kullanıldı. Her izolat üç farklı kuyucukta 
çalışıldı ve sterilite kontrolü sadece besiyeri içeren kuyucuklar oluşturularak sağlandı. Ku-
yucukların absorbans değerleri spektrofotometrede (BioTek, ABD) 570 nm’de saptandı, 
biyofilm pozitifliği, elde edilen “cut-off (sınır değer)”e göre belirlendi. Sadece besiyeri 
içeren kuyucukların optik dansitometrelerinin ortalaması alındı ve üç standart derivasyo-
nu hesaplanarak ODc değeri belirlendi. OD ≤ ODc: negatif; ODc < OD ≤ 2xODc: zayıf 
pozitif; 2xODc < OD ≤ 4xODc: pozitif; 4xODc < OD: kuvvetli pozitif olarak yorumlandı14. 
Pozitif kontrol olarak S.epidermidis ATCC 35984 suşu kullanıldı ve plaklar iki farklı araştır-
macı tarafından birbirlerinden bağımsız olarak yorumlandı. 

Vankomisinin Minimum Biyofilm Eradike Edici Konsantrasyon Değerinin Belirlenmesi

Mikroplak yöntemi ile biyofilm oluşturduğu gösterilen izolatlar için vankomisinin 
MBEK değeri hesaplandı. Mikroplak kuyucuklarında %1 glikoz ilave edilmiş TSB içerisin-
de 24 saat 37�C’de inkübe edilen izolatların oluşturduğu biyofilm yapısı fizyolojik tuzlu su 
(FTS) ile üç kez yıkandı ve kuyucuklara katyonu ayarlanmış Müller Hinton Broth (MHB) II 
ile resüspansiyon sonrası farklı konsantrasyonlarda vankomisin (2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 
ve 256 µL/ml) eklendi. Mikroplakların tekrar 24 saat 37°C’de inkübasyonunu takiben 
aspirasyon ile vankomisin uzaklaştırıldı, FTS ile üç kez yıkanan kuyucuklarda bulunan 
biyofilm yapısı metanol ile 20 dakika süreyle sabitlenerek kurutulduktan sonra kristal vi-
yole ile boyandı. Kuyucukların absorbansı spektrofotometrede (BioTek, ABD) 570 nm’de 
okutuldu, optik dansite ölçümündeki değişkenleri en aza indirmek için deney üç kez 
tekrarlandı14. Pozitif kontrol olarak S.epidermidis ATCC 35984 suşu kullanıldı.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile icaA, icaD ve IS256 Genlerinin Saptanması

İzolatların genomik DNA’larının ticari kit (Fermentas, Litvanya) ile ekstraksiyonunu 
takiben, literatürde tanımlanmış primer dizileri kullanılarak icaA, icaD ve IS256 gen böl-
gelerinin varlığı PCR yöntemi ile araştırıldı15,16. Pozitif kontrol olarak S. epidermidis ATCC 
35984 suşu kullanıldı.

“Pulsed Field” Jel Elektroforezi 

KİKDE saptanan hastaların SVK uçlarından ve periferik kanlarından izole edilen bak-
teriler arasındaki epidemiyolojik ilişkiyi göstermek amacıyla PFGE yöntemi kullanıldı17. 
Sonuçlar Tenover ve arkadaşlarının18 kriterlerine göre değerlendirildi. 

İstatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) paket programı ile ya-
pıldı. Kategorik değişkenler sayı (n) ve yüzde (%) olarak sunuldu. Tanı performanslarının 
karşılaştırılması için duyarlılık, seçicilik, doğruluk , pozitif prediktif değer (PPD) ve negatif 
prediktif değerleri (NPD) hesaplandı. Kategorik değişkenler arasındaki oran karşılaştırma-
ları örneklem büyüklüklerine bağlı olarak ki-kare testi veya Fisher-exact test ile gerçekleş-
tirildi. İstatistiki anlamlılık düzeyi p< 0.05 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Çalışmaya alınan toplam 154 KNS izolatının %38.9’u S.epidermidis (n= 60), %34.4’ü 
S.haemolyticus (n= 53), %20.7’si S.hominis (n= 32) ve %3.8’i S.capitis (n= 6) olarak 
saptanmıştır. Kan kültüründe kontaminant olarak izole edilen birer adet Staphylococ-
cus warnerii, Staphylococcus saprophyticus ve Staphylococcus sciuri birlikte %1.8’lik oranı 
oluşturmuştur. KNS’lerin izole edildikleri yerlere göre tür düzeyinde dağılımları Tablo 
I’de verilmiştir.

KKA yöntemi ile toplam 154 izolatın 49 (%31.8)’unda PIA oluşumu gösterilmiştir. 
Mikroplak yönteminin değerlendirilmesinde ODc değerleri; 0.28-0.56 arasındakiler za-
yıf, 0.57-1.12 olanlar orta ve > 1.13 olanlar kuvvetli biyofilm üreten izolatlar olarak 
kabul edilmiştir. Buna göre mikroplak yöntemi ile tüm izolatların %68.1 (n= 105)’inde 
biyofilm üretimi saptanmıştır. Biyofilm pozitif olarak saptanan izolatların %32.4’ü (n= 
34) zayıf, %45.7 (n= 48)’si orta ve %21.9 (n= 23)’u kuvvetli biyofilm üreticileri ola-
rak belirlenmiştir. Toplam izolat sayısı üzerinden değerlendirme yapıldığında mikroplak 
yönteminin biyofilm varlığını göstermesi KKA yöntemine göre anlamlı oranda yüksek 
bulunmuştur (p< 0.001).

Her iki yöntemin, Tablo III’te KNS türleri düzeyinde, Tablo IV’te ise KNS’lerin izole 
edildikleri yerlere göre karşılaştırılmaları verilmiştir.

Her iki yöntem ile de KNS türleri arasında herhangi bir türün diğerine göre daha 
fazla ya da az biyofilm oluşturduğu yönünde bir veri elde edilmemiştir (KKA yöntemi 
için p= 0.215, mikroplak yöntemi için p= 0.118). 

KKA yönteminin mikroplak yöntemine göre tanı doğruluğundaki başarısını belirle-
mek için saptanan duyarlılık, seçicilik, PPD, NPD ve doğruluk değerleri Tablo V’te ve-
rilmiştir.

KNS’lerin izolasyon bölgelerine göre yapılan değerlendirmede de KİKDE etkenleri, 
kan kültürlerinde kontaminant olarak izole edilenler ve kateter kolonizanları için biyo-
film oluşumunu saptamada mikroplak yönteminin daha iyi sonuç verdiği belirlenmiştir 
(sırasıyla p= 0.002, p< 0.001, p< 0.001). 

Tablo VI’da toplam izolat sayısı üzerinden, mikroplak yönteminde zayıf, orta ya da 
kuvvetli biyofilm oluşumu ile KKA yönteminde saptanan pozitiflikler arasındaki ilişki 
gösterilmiştir.

Mikroplak yönteminde zayıf pozitif olarak saptanan izolatlar için KKA yönteminin 
duyarlılığı düşük bulunurken, orta ve kuvvetli düzeyde pozitiflik veren izolatlarda KKA 
yönteminin de duyarlılığının yüksek olması dikkat çekici bulunmuştur. 

Vankomisinin MBEK değerini belirlemek için mikroplak yöntemi ile biyofilm oluşturdu-
ğu gözlenen 105 adet KNS izolatı (45 S.epidermidis, 31 S.haemolyticus, 24 S.hominis ve 
beş diğerleri) değerlendirmeye alınmıştır (Tablo VII). 
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Minimum MBEK değeri 1 µg/ml, maksimum MBEK değeri ise 64 µg/ml olarak bu-
lunmuş, ortalama değer 4 µg/ml olarak hesaplanmıştır. MBEK/MİK oranları, planktonik 
formların MİK değerleri ile bu bakterilerin oluşturdukları biyofilm yapısının vankomisin 
ile muamelesi sonrası saptanan MBEK değerlerinin karşılaştırılması yoluyla elde edilmiştir. 
Buna göre, zayıf biyofilm oluşturan izolatlarda MBEK/MİK oranları düşük olarak sapta-
nırken, izolatların biyofilm oluşturma gücü arttıkça bu oranın da arttığı izlenmiştir (p< 
0.001).

Toplam 154 KNS izolatında icaA, icaD ve IS256 genlerinin pozitiflik oranları sırasıyla 40 
(%25.9), 57 (%37) ve 77 (%50) olarak bulunmuştur. 

Toplam 107 (%69.5) izolatta araştırılan genlerden en az biri pozitif bulunmuştur. Bun-
lardan 55 (%35.7)’sinde tek gen, 35 (%22.7)’sinde iki gen ve 17 (%11)’inde üç gen 
pozitifliği saptanmıştır. 

Araştırılan genleri taşımayan 47 KNS’nin 37’sinde mikroplak yönteminde de biyofilm 
oluşumu saptanmamıştır. Periferik kan kültürü örneklerinden izole edilen 10 izolatta ise 
(beş S.epidermidis, üç S.hominis, bir S.haemolyticus ve bir S.capitis) icaA, icaD ve IS256 gen 
pozitiflikleri bulunmadığı halde mikroplak yöntemi ile dördünde zayıf, dördünde orta ve 
ikisinde kuvvetli olmak üzere biyofilm oluşumu gösterilmiştir. 

Tablo II. KNS İzolatlarının Antimikrobiyal Direnç Oranları

Antimikrobiyal ilaçlar
S.epidermidis 

(n= 60) n (%)
S.haemolyticus 
(n= 53) n (%)

S.hominis 
(n= 32) n (%)

Diğer KNS 
(n= 9) n (%)

Sefoksitin* 43 (71.7) 49 (92.4) 27 (84.4) 7 (77.7)

Sefazolin 43 (71.7) 49 (92.4) 27 (84.4) 7 (77.7)

Siprofloksasin 37 (61.6) 46 (86.7) 24 (75) 5 (55.5)

Trimetoprim-
sulfametaksazol 28 (46.6) 46 (86.7) 18 (56.2) 7 (77.7)

Rifampisin 20 (33.3) 37 (69.8) 10 (31.2) 4 (44.4)

Eritromisin 45 (75) 48 (90.5) 31 (96.8) 6 (66.6)

Klindamisin 41 (68.3) 29 (54.7) 24 (75) 6 (66.6)

İndüklenebilir klindamisin 
direnci 10 (16.6) 7 (13.2) 10 (31.2) 2 (22.2)

Amoksisilin-klavulanik asit 43 (71.7) 49 (92.4) 27 (84.4) 7 (77.7)

Tetrasiklin 34 (56.6) 28 (52.8) 20 (62.5) 3 (33.3)

Gentamisin 27 (45) 44 (83) 17 (53.1) 4 (44.4)

Teikoplanin 0 0 0 0

Linezolid 0 0 0 0

Vankomisin 0 0 0 0

*Kateter kolonizanı olarak izole edilen bir S.haemolyticus ve bir S.epidermidis, sefoksitin duyarlı olarak bulunmasına 
rağmen, mecA pozitif olarak saptanmıştır.
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KKA besiyerinde biyofilm oluşturan 49 izolatın altısında hiç gen pozitifliği saptanma-
mıştır, 14’ünde üç genin birlikte pozitifliği saptanmıştır.

Üç genden herhangi biri ya da tamamının pozitif olması durumunda KKA ve mik-
roplak yöntemi ile biyofilm oluşumunun gösterilmesi arasında anlamlı bir fark saptan-
mamıştır (p= 0.606). Mikroplak yönteminde zayıf, orta ya da kuvvetli pozitiflik sap-
tanması ile yöntemin herhangi bir gen pozitifliğini yakalaması açısından anlamlı fark 
bulunmamıştır (p= 0.910). Bununla birlikte izolatların her üç geni de taşıması halinde, 
mikroplakta biyofilm oluşturmama durumunun izlenmediği görülmüştür (p< 0.001). 

Her üç geni de taşıyan 17 KNS izolatının mikroplak yöntemi ile dokuzunun kuvvetli, 
altısının orta kuvvette ve ikisinin zayıf biyofilm oluşturduğu saptanmıştır. Bu izolatların 
14’ünde KKA besiyerinde de PIA oluşumu gözlenirken, kateter kolonizanı olarak izole 
edilen üçünde PIA varlığı saptanmamıştır. Bu 17 izolatın 10 tanesinin KİKDE etkeni ol-
duğu görülmüştür, KİKDE etkenlerinde üç genin birlikte pozitif bulunma oranı anlamlı 
bulunmuştur (p< 0.001). 

KİKDE etkenleri aralarındaki epidemiyolojik ilişki PFGE yöntemi ile incelenmiştir. Tek-
rar çalışmalarında da bant profili oluşturmaması nedeniyle değerlendirim dışı bırakı-
lan bir S.epidermidis kan izolatı haricinde KİKDE tanısı alan hastaların SVK örnekleri ve 
kanlarından izole edilen KNS’ler %100 benzer profil oluşturmuştur. Bununla birlikte 
farklı hastalardan izole edilen KNS’ler arasında herhangi bir epidemiyolojik benzerlik 
saptanmamıştır.

TARTIŞMA

KNS izolatlarının etken olduğu araç ilişkili enfeksiyonlarda, özellikle biyofilm tabakası 
gelişimine bağlı olarak izlenen ilaç direnci ve tedavi güçlüğü ile ilgili yapılan çalışmalar, 
bu enfeksiyonların patogenezi, biyofilm oluşumunun gösterilmesinde kullanılan yön-
temler ve biyofilm oluşturmuş mikroorganizmaların çeşitli antibiyotiklere duyarlılıkları ile 
ilgili veriler sunmaktadır4,7,19-22. Çalışmamızda da 154 KNS izolatının biyofilm oluştur-
ma özellikleri üç farklı yöntem ile incelenmiş ve vankomisinin biyofilm üzerindeki etkisi 
araştırılmıştır. 

Tablo VI. Toplam İzolat Sayısı için KKA Yönteminin Başarı Oranları (Mikroplak Yöntemi Pozitifliğinin Zayıf, 
Orta ve Kuvvetli Olmasına Göre)

Zayıf pozitif Orta pozitif Kuvvetli pozitif

Duyarlılık %11.7 (%3.8-%28.3) %64.5 (%49.3-%77.4) %56.5 (%34.8-%76.1)

Seçicilik %97.9 (%87.7-%99.8) %97.9 (%87.7-%99.8) %97.9 (%87.7-%99.8)

PPV %80 (%29.8-%98.9) %96.8 (%82-%99.8) %92.8 (%64.1-%99.6)

NPV %61.5 (%0.49.8-%72.1) %73.8 (%61.2-%83.6) %82.7 (%70.1-%90.9)

Doğruluk % 62.7 % 81.4 % 84.7

PPV: Pozitif prediktif değer, NPV: Negatif prediktif değer.
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Klinik örneklerden ya da çevreden en sık izole edilen biyofilm oluşturan KNS 
türü, S.epidermidis’tir1,4. KİKDE etkeni olarak izole edilen KNS’ler incelendiğinde de, 
S.epidermidis’in en sık izole edilen KNS türü olduğu, ardından S.haemolyticus, S.hominis 
ve S.saprophyticus’un geldiği görülmektedir1,20. Cilt florasının bir parçası olması ve kon-
taminasyon sonucunda kolaylıkla enfeksiyona yol açabilmesi nedeniyle, bu enfeksiyon-
larda en sık görülen etkeninin S.epidermidis olması beklenen bir sonuçtur. Çalışmamız-
da da benzer olarak en sık izole edilen KNS’ler sırasıyla S.epidermidis, S.haemolyticus ve 
S.hominis olarak saptanmıştır. 

Çalışmamızda mikroplak yöntemi ile tüm izolatların; %68.1 (n= 105)’inin biyofilm 
oluşturduğu gözlenmiştir. Kateterler, kan veya KİKDE’lerden izole edilen stafilokoklarda 
biyofilm oluşumunun mikroplak yöntemi kullanılarak araştırıldığı çeşitli çalışmalarda bi-
yofilm pozitiflik oranları %75, %46 ve %43.3 olarak saptanmıştır20,22,23. Çalışmamızda 
%53.9 oranında (n= 83) biyofilm oluşturmayan ya da zayıf biyofilm oluşturan izolat sap-
tanırken, izolatların %31.2 (n= 48)’si orta ve %14.9 (n= 23)’u kuvvetli biyofilm üreticileri 
olarak belirlenmiştir. Hassan ve arkadaşları24 ise çalışmalarında, invaziv araç ilişkili enfek-
siyon etkenlerinde orta (%41) ve kuvvetli biyofilm (%22.7) oluşturan izolat oranını, zayıf 
biyofilm oluşturan ya da biyofilm oluşturmayanlara göre (%36.3) daha yüksek oranda 
saptamışlardır. Mathur ve arkadaşlarının25 verileri ise sonuçlarımızla uyumlu bulunmuş, 
modifiye mikroplak yöntemi kullandıkları çalışmalarında biyofilm oluşturmayan/zayıf 
biyofilm oluşturan 70 (%46.0), orta kuvvette biyofilm oluşturan 60 (%39.4), kuvvetli 
biyofilm oluşturan 22 (%14.4) izolat saptandığı bildirilmiştir. Araç ilişkili enfeksiyonlarda 
biyofilm oluşumunun incelendiği farklı çalışmalarda zayıf, orta ya da kuvvetli biyofilm 
oluşturan izolat sayılarında farklılıklar izlense de, genel olarak biyofilm oluşma oranlarının 
yüksekliği dikkat çekmektedir.

Çalışmamızda KKA yöntemi ile izolatların %31.8’inde biyofilm oluşumu gösterilmiş, 
bu oranın mikroplak yöntemi ile saptanan orandan (%68.1) düşük olduğu görülmüştür. 
Klinik örneklerden elde edilen 152 stafilokok izolatının biyofilm özelliklerinin KKA, tüp ve 
mikroplak yöntemleri ile değerlendirildiği bir çalışmada; izolatların %9.1’inin mikroplak 
yöntemi, %73.6'sının tüp yöntemi ile ve sadece %6.8’inin KKA yöntemiyle biyofilm oluş-
turduğu gösterilmiştir25. Kord ve arkadaşları26 hem mikroplak hem de tüp yöntemiyle, 
S.epidermidis izolatlarının %53.6’sında, KKA yöntemi ile izolatların yalnızca %24.4’ünde 
biyofilm oluşumu göstermiştir. Hassan ve arkadaşları24 KKA besiyerinin duyarlılığını %11, 
özgüllüğünü ise %92 olarak saptarken, az sayıda izolat ile yapılan bir başka çalışmada 
mikroplak yöntemi altın standart olarak kabul edilerek; KKA yönteminin duyarlılığı %0.9, 
özgüllüğü %97.4, PPD %50 ve NPD’si %25 olarak saptanmıştır19. Çalışmalarda mikrop-
lak yönteminin biyofilm oluşumunu göstermede KKA besiyerine göre daha etkili olduğu 
belirtilmiştir19,24,25. Çalışmamızda benzer veriler elde edilerek, mikroplak yönteminde 
kuvvetli pozitif olan izolatlar için KKA yönteminin duyarlılığı %56.5, özgüllüğü %97.9 
olarak saptanırken, mikroplak yönteminin zayıf pozitiflik veren izolatlar için duyarlılığı 
%11.7, özgüllüğü %97.9 olarak bulunmuştur.
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Çalışmamızda mikroplak yönteminde zayıf pozitif olarak saptanan izolatlar için KKA 
yönteminin duyarlılığının düşük olduğu görülürken, mikroplak yöntemi ile orta ve yük-
sek düzeyde pozitiflik veren izolatlarda KKA yönteminin de duyarlılığının yüksek olması 
dikkat çekici bulunmuştur. Yapılan bazı çalışmalarda ise mikroplak yönteminde saptanan 
biyofilm oluşum düzeyleri ile KKA yönteminin biyofilm pozitifliğini yakalaması/göstermesi 
arasında bir korelasyon bulunmadığı bildirilmiştir22,24,25. Bu uyumsuzluğun KKA yöntemi-
nin duyarlılığının genel olarak düşük olması nedeniyle izlendiği belirtilmiştir.

KNS’lerin izole edildikleri bölgelere göre her iki yöntemin biyofilm oluşumunu gös-
terme oranları karşılaştırıldığında, KİKDE etkenleri, kan kültüründe kontaminant olarak 
izole edilenler ve kateter kolonizanları için mikroplak yönteminin daha iyi sonuç verdiği 
belirlenmiştir. Kandan ve araç ilişkili enfeksiyonlardan izole edilen etkenlerin ve genel 
olarak invaziv izolatların, kolonizan ya da kommensal izolatlara göre daha yüksek oranda 
biyofilm oluşturduğunu saptayan çeşitli çalışmalar bulunmaktadır20,21,27. Kolonize olan 
araç, lokalize ve jeneralize enfeksiyonların odak noktası olabileceğinden büyük bir risk 
oluşturmaktadır. Aracın intraluminal kolonizasyonunun kan dolaşımı enfeksiyonlarına yol 
açan mikroorganizmaların göçü için ana kaynak olduğu da bildirilmektedir27. 

Çalışmamızda her iki yöntem ile de KNS türleri arasında herhangi bir türün diğerine 
göre daha fazla ya da az biyofilm oluşturduğu yönünde istatistiksel olarak anlamlı bir veri 
elde edilememiştir. Abdel Halim ve arkadaşları19 KNS izolatlarında en yüksek biyofilm olu-
şum oranını S.hemolyticus’larda (%57.7) saptamıştır. Hashem ve arkadaşlarının28 çalışma-
sında ise S.epidermidis izolatlarının (%55’ini) en yüksek biyofilm oluşum oranınına sahip 
olduğu gösterilmiştir. Çalışmalar arasında saptanan farklılıkların, kullanılan izolat sayısı, 
tür dağılımı ya da izole edilen bölgelerden kaynaklandığı düşünülmüştür. 

Çalışmamızda, biyofilm oluşturmuş formların planktonik formlara göre vankomisine 
daha az duyarlı olduğu saptanmıştır. Literatürde de çok yüksek vankomisin MBEK de-
ğerleri saptanmış, vankomisin ve çeşitli antimikrobiyal ilaçların duyarlılığının biyofilm 
oluşturmuş formlarda daha az olduğunu belirten çalışmalara rastlanmıştır3,4,29-32. Çalış-
mamızda ayrıca zayıf biyofilm oluşturan izolatlarda MBEK/MİK oranları düşük iken, izolat-
ların biyofilm oluşturma gücü arttıkça bu oranın da arttığı izlenmiştir. Başka çalışmalarla 
da desteklenen bu bulgu, biyofilm oluşturan bakterilerin büyüme hızının düşük olması, 
metabolizmalarının daha yavaş olması, biyofilm içinde direnç genlerinin transferini daha 
kolay yapabilmeleri ve biyofilm tabakasının kalınlığının artmasıyla antimikrobiyal ilaçların 
biyofilme nüfuz ederek mikroorganizmalara ulaşmasında karşılaşılan güçlüğe bağlanmış-
tır3,4,29.

Birçok çalışma kateter ilişkili ve hastane enfeksiyonlarına neden olan stafilokoklar-
da biyofilm oluşumunun izolatların taşıdığı ica genleri ile ilişkili olduğunu göstermiş-
tir16,22,26,27,32-34. Çalışmamızda KNS izolatlarında icaA, icaD ve IS256 genlerinin pozitiflik 
oranları sırasıyla %25.9, %37 ve %50 olarak bulunmuştur. Her üç geni de taşıyan ve 
mikroplak yönteminde biyofilm oluşturmayan izolat saptanmamış, bir diğer deyişle araş-
tırılan üç geni birden taşıyan izolatların hepsinin mikroplak yöntemi ile biyofilm oluştur-
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dukları saptanmıştır. Satorres ve Alcaráz32 kan ve intravasküler kateterlerden izole edilen 
tüm stafilokokların %42.2’sinin icaA ve icaD genleri taşıdığını, Cafiso ve arkadaşları27 
kateterle ilişkili ve diğer hastane kaynaklı S.epidermidis izolatlarının %45’inde ica-operon 
tanımlandığını bildirmiştir. 

Çalışmamızda KKA besiyerinde biyofilm oluşturan altı KNS izolatında araştırılan genler-
den hiçbiri saptanmamıştır. On KNS [S.epidermidis (n= 5), S.hominis (n= 3), S.haemolyticus 
(n= 1) ve S.capitis (n= 1)] izolatında da yine biyofilm ilişkili genlerden herhangi biri sap-
tanmamasına rağmen, mikroplak yöntemi ile biyofilm oluşumu gösterilmiştir. Liberto ve 
arkadaşlarının33 çalışmasında KKA’da PIA oluşumu ile biyofilm genlerinin (icaA ve icaD) 
varlığının uyum oranı %79.3 olarak tespit edilmiştir. Aynı çalışmada; genlerin en az birini 
taşıyan ve biyofilm oluşturmayan izolat tespit edilememiştir. Kord ve arkadaşlarının26 ça-
lışmasında ise icaA ve icaD genleri izolatların sırasıyla %100 ve %95.1’inde saptanmıştır. 
Bu çalışmada, izolatların %4.8’inde biyofilm oluşumu mikroplak yöntemi ile gösterilmiş 
olmasına rağmen icaAD genleri saptanmamıştır. Başka bir çalışmada intravasküler kateter 
ve kan kültürlerinden elde edilen 50 stafilokok biyofilm oluşumu açısından değerlendi-
rilmiş; icaAD negatif olan 15 (%30) izolatın KKA besiyeri, 18 (%36) izolatın mikroplak 
yöntemi ile biyofilm oluşumu gösterilmiştir22. KNS izolatlarında çeşitli biyofilm genlerinin 
(icaAB, aap, atlE, fbe, bhp, ve embp) araştırıldığı bir çalışmada; kuvvetli biyofilm oluşturan 
izolatların %52.9’unun, orta kuvvette biyofilm oluşturan izolatların ise %58.3’ünün ya 
tekli ya da çoklu biyofilmle ilişkili genlere sahip olduğu saptanmıştır34. Protez eklem en-
feksiyonlarından elde edilen S.epidermidis izolatlarının biyofilm özelliklerinin incelendiği 
bir başka çalışmada ise, IS256, kommensal olan izolatlarda daha az tespit edilmiş ve inva-
zivlik kapasitesini göstermesi açısından ica operonundan daha iyi bir belirteç olabileceği 
vurgulanmıştır7. S.aureus izolatlarında biyofilm oluşumunun araştırıldığı bir çalışmada 
bazı izolatlarda ica genleri saptanmadığı halde KKA yöntemi ile PIA oluşumu gözlenme-
sinin, yöntemin subjektif yorumlamasına veya ica gen regülasyonuna bağlı olabileceği 
belirtilmiştir35. Biyofilm oluşumunun değerlendirilmesinde ica genleri en sık araştırılan 
genler olmakla birlikte, çalışma verilerimiz yukarıda sunulan araştırmalarla da destek-
lendiği üzere, daha iyi bir değerlendirme için biyofilm oluşumuna katkı sağlayan diğer 
genlerin de araştırılmasının gerektiği sonucunu ortaya koymuştur.

Çalışmamızda PFGE ile aynı hastanın kateterinden ve periferik kan dolaşımından alı-
nan örneklerden elde edilen izolatların aynı epidemiyolojik özellikte olduğu saptanmış ve 
KİKDE tanısı moleküler yöntemle de doğrulanmıştır. Kateter üzerinde kolaylıkla yerleşebi-
lecek olan KNS izolatlarının, KİKDE’ye yol açması ve oluşturduğu biyofilm yapısı nedeniy-
le KİKDE tedavisini zorlaştıracağı düşünüldüğünde durumun önemi ortaya çıkmaktadır. 
Bununla birlikte farklı hastaların KİKDE etkenleri arasında epidemiyolojik benzerliğe rast-
lanmamıştır. İzolatlarımız salgın izolatları olmadığı için, baskın bir klona rastlanmamış ve 
bu veri beklenen bir sonuç olarak değerlendirilmiştir. Biyofilm oluşumunda rol alan gen-
ler (icaA, icaD ve IS256) ile PFGE paternleri birlikte değerlendirildiğinde, epidemiyolojik 
olarak ilişkisiz izolatlarda da gen pozitifliği saptandığı görülmüştür. 
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Sonuç olarak, çalışmamızda tek başına hiçbir yöntemin biyofilm oluşumunu göster-
mede yeterli olmadığı belirlenmiştir. Moleküler olarak icaAD ve IS256 geninin varlığı ile in 
vitro biyofilm oluşumu her zaman uyumlu değildir. Bu genlerin yokluğunda bazı izolat-
ların biyofilm oluşturma yeteneği için ica operonundan bağımsız biyofilm oluşum meka-
nizmalarının araştırılmasına ya da daha fazla genin araştırılmasını içeren yeni çalışmalara 
gereksinim duyulmaktadır. Fenotipik yöntemler karşılaştırıldığında, mikroplak yönteminin 
KKA besiyerine göre daha fazla sayıda izolatta biyofilm oluşumunu göstermesi ve biyo-
filmin derecesi hakkında bilgi vermesi nedeniyle, iyi bir seçenek olduğu düşünülmüştür. 
Araç ilişkili enfeksiyonlarda biyofilm oluşum oranlarının ve biyofilm oluşturan izolatların 
da antimikrobiyal direnç oranlarının yüksekliği göz önüne alındığında, tedaviyi yönlen-
dirmesi açısından sadece MİK ile verilen duyarlılık sonuçlarının yeterli olmayabileceği ve 
MBEK konsantrasyonlarının saptanmasına ihtiyaç olduğu görülmüştür.
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