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(074

Biyofilm aracili enfeksiyonlarin hasta saghigi Gzerindeki dnemli olumsuz etkileri ve bu nedenle biyo-
film Ureten mikroorganizmalari tespit etmek icin gtivenilir bir fenotipik yontemin gerekliligi géz 6niine
alinarak, bu calismada kateter iliskili enfeksiyonlardan izole edilen koagitilaz negatif stafilokoklarda (KNS)
fenotipik ve molekiiler olarak biyofilm olusumunun gosterilmesi ve kullanilan yontemlerin birbirleriyle
kiyaslanmasi amaclanmistir. Ayni zamanda tedaviyi yonlendirici olmasi agisindan vankomisinin biyofilm
Uzerindeki etkisinin ortaya konulmasi hedeflenmistir. Calismamizda 30’u kateter iliskili kan dolasim enfek-
siyonu (KiKDE) etkeni olan [15 hastanin hem kateter ucu hem de kan kiiltirlerinden izole edilen], 89'u
santral venoz kateteri (SVK) olmayan hastalarin periferik kan kilttrlerinden izole edilen [13’l kan dolasimi
enfeksiyonu etkeni, 76'si kontaminant] ve 35'i kateter kolonizani olarak izole edilen toplam 154 KNS
izolatinin biyofilm olusturma &zellikleri mikroplak yontemi, Kongo kirmizisi agar (KKA) besiyerinde tireme
ozellikleri ve polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] (icaA, icaD ve 1S256 genleri
icin) ile arastinlmistir. Antimikrobiyal duyarliliklarinin saptanmasinda Kirby Bauer disk diflizyon yontemi
uygulanmistir. Vankomisin minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) ve minimum biyofilm eradike edici
konsantrasyon (MBEK) degerleri saptanmustir. KIKDE saptanan hastalarin kateter uclarindan ve periferik
kanlarindan izole edilen KNS'ler arasindaki epidemiyolojik iliskiyi gostermek amaciyla “pulsed field” jel
elektroforezi (PFGE) kullanilmistir. Calismaya alinan toplam 154 KNS izolatinin %38.9u Staphylococcus
epidermidis (n= 60), %34.4'( Staphylococcus haemolyticus (n= 53), %20.7’si Staphylococcus hominis (n=
32) ve %3.8'i Staphylococcus capitis (n= 6) olarak saptanmistir. Calismamizda KKA yontemi ile izolatlarin
%31.8’'inde, mikroplak yontemi ile %68.1’inde biyofilm olusumu gosterilmistir. Mikroplak yontemi ile
izolatlarin %22 (n= 34)'si zayif, %31.2 (n= 48)'si orta ve %14.9 (n= 23)'u kuvvetli biyofilm ureticileri
olarak belirlenmistir. Mikroplak yonteminde zayif pozitif olarak saptanan izolatlar icin KKA ydénteminin
duyarliigi disiik bulunurken, orta ve yiiksek diizeyde pozitiflik belirlenen izolatlarda KKA yonteminin de
duyarliiginin yiiksek olmasi dikkat cekici bulunmustur. izolatlarin icaA, icaD ve 1S256 genlerinin pozitiflik
oranlari sirasiyla 40 (%25.9), 57 (%37) ve 77 (%50) olarak bulunmustur. Toplam 107 (%69.5) izolatta

iletisim (Correspondence): Dr. Duygu Ocal, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal,
Ankara, Tiirkiye. Tel (Phone): +90 312 595 69 05, E-posta (E-mail): drduygunil@hotmail.com



https://orcid.org/0000-0001-9929-267X
https://orcid.org/0000-0001-9950-9613
https://orcid.org/0000-0002-6443-4612

Ocal D, Tekeli A, Dolapgi |.

arastinlan genlerden en az birinin pozitifligi saptanmistir. Elli bes (%35.7)'inde tek gen, 35
(%22.7)'inde iki gen ve 17 (%11)'sinde li¢c gen pozitifligi saptanmistir. Gen pozitifligi saptanmayan 47
KNS izolatinin 10’unda (bes S.epidermidis, (g S.hominis, bir S.haemolyticus ve bir S.capitis) mikroplak
yontemi ile biyofilm (dordu zayif, dordi orta, ikisi kuvvetli) olusumu saptanmistir. Vankomisin
MBEK/MIK degerleri yiiksek olarak saptanmis ve izolatlarin biyofilm olusturma giicii arttikca MBEK/MIK
oraninin da arttigi izlenmistir. PFGE’de KiKDE tanisi alan hastalarin kateter érnekleri ve kanlarindan izole
edilen KNS’ler, degerlendirilemeyen bir izolat haricinde, %100 benzer profil olusturmustur. Mikroplak
yonteminin KKA besiyerine gore daha fazla sayida izolatta biyofilm olusumunu gostermesi ve biyofilmin
derecesi hakkinda bilgi vermesi nedeniyle, daha iyi bir secenek oldugu dustnilmustur. icaAD ve 1S256
genlerinin varligi her zaman in vitro biyofilm olusumu ile iliskili bulunmamaktadir. Biyofilmleri 6zgdil
olarak tespit etmek icin givenilir yontemlerin kullanilmasinin, tedavilerinde gticlikle karsilagilan hastalar
icin yardima olabilecegi dustnilmdstur. Tibbi arag iliskili enfeksiyonlarda biyofilm oranlarinin ve
biyofilm olusturan izolatlarin antimikrobiyal diren¢ oranlarinin yiiksekligi g6z oniine alindiginda,
duyarlilik sonuglari icin sadece MiK sonuglarini degerlendirmenin yeterli olmayacagi éngérilmdistir.

Anahtar kelimeler: Biyofilm, kateter iliskili kan akim enfeksiyonlari, koagtilaz 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 1S256). 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 1S256 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.

GiRiS

Koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) insan cilt florasinin baskin mikroorganizmasidir.
Ayni zamanda antibiyotiklere direng gelistirebilme kapasiteleri ve biyofilm olusturabilme
potansiyelleri nedeniyle kateter iliskili kan dolasimi enfeksiyonlarinin (KIKDE) da 6nde ge-
len etkeni olarak karsimiza cikmaktadirlar. Hayati tehdit edici boyutlara ulasabilen KiKDE,
acil miidahale ve bu nedenle cogunlukla ampirik tedavi gerektirmektedir. KIKDE etkeni
KNS'ler icerisinde ilk sirayr Staphylococcus epidermidis alirken bunu, Staphylococcus homi-
nis, Staphylococcus haemolyticus ve Staphylococcus capitis izlemektedir'-2.

Bakterilerin biyofilm olusturmalari antimikrobiyal direnclerine de katki saglamaktadir.
Biyofilm olusturan bakterilerin cogunun coklu ilag direncine sahip oldugu gosterilmistir. Bir
bakterinin ila¢ duyarlihidi klasik olarak antimikrobiyal duyarlilik testleri (ADT) ile ya da ilgili
antimikrobiyal icin minimum inhibitér konsantrasyonunun (MiK) saptanmastyla gésteril-
mektedir. Bununla birlikte bu tanimlamalar laboratuvarda eksponansiyel lireme fazindaki
planktonik bakteriler tizerinden yapilmaktadir. Oysa calismalarda biyofilm iligkili enfeksi-
yonlarin konvansiyonel antibiyotikler ile tedavisinde karsilasilan gti¢liiklerden bahsedilmek-
tedir. Bunun nedenleri arasinda antibiyotik aktivitesinin, bakterinin treme hizi ve meta-
bolizmasina bagli olarak dramatik olarak diismesi yer almaktadir>*. Bu nedenle biyofilm
olusumu ile seyreden kateter iliskili enfeksiyonlarda daha etkili, dolayisiyla da minimum
biyofilm eradike edici konsantrasyonlarda (MBEK) uygulanan tedaviler gerekmektedir.

Biyofilm icin farkh kaynaklarda pek ¢cok benzer tanimlama yer almaktadir. Genel ola-
rak, kendi Urettikleri hiicre disi polimerik bir madde icerisinde gomiili olan, biylime
hizlari ve gen transkripsiyonlari acisindan planktonik formlarindan farkliliklar gosteren,
birbirlerine ve bir ara ylize tutunmus, birbirleri ile iletisim icerisinde olan hareketsiz hiicre
topluluguna biyofilm denilmektedir®. KNS'lerin biyofilm yapisinin temelini, salgiladiklari
N-asetil glukozaminil transferaz enzimi tarafindan sentezlenen B-1,6-N-asetil glukoza-
minden olusan, hiicreler arasi polisakkarit yapida bir adezin (polysaccharide intercellu-
lar adhesin, PIA) olusturmaktadir. PIA sentezi kromozomal ica genleri tarafindan kontrol
edilmektedir. Ayni operon tzerinde bulunan icaABCD genlerinden, icaA, N-asetil gluko-
zaminil transferaz enzimini kodlayarak, icaD de, bu enzimin maksimum ekspresyonunu
saglayarak biyofilm olusumunda 6nemli rol oynamaktadir®. Tam biyofilm yapisinin olus-
masl icin bu iki genin birlikte calismasi gerektigi bildirilmektedir’. Klinik KNS izolatlarinda
siklikla gorilen aktif hareketli bir genetik eleman olan 1S256 da, ica gen ekspresyonunu
etkileyerek biyofilm olusumunu diizenlemektedir®.

Biyofilm yapisinin tedavi guigligu ile iliskili bir viriilans faktori olabileceginden yola
cikilarak bu calismada, santral venoz kateter (SVK) uclari ve ayni hastalarin kan kilturle-
rinden Uretilen, ayrica kan dolasimi enfeksiyonu etkeni ya da kontaminanti ya da kateter
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kolonizani olarak izole edilen KNS'lerin biyofilm olusturma yeteneklerinin arastiriimasi
amaclanmistir. Ayni zamanda tiim izolatlarin vankomisin icin MiK degerleri ile biyofilm
olusturanlarin sesil formlarinin duyarhliklarinin belirlenmesi icin MBEK degerleri saptana-
rak, biyofilm olusturan izolatlarin tedavileri icin yol gosterici veriler elde edilmesi hedef-
lenmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onay ile
gerceklestirildi (Tarih: 24.12.2012 ve Karar No: 21-680-12).

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda yapilan calis-
mada, Ocak 2013-Ocak 2015 tarihleri arasinda, ibni Sina Hastanesi Merkez Bakteriyoloji
Laboratuvari ve Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratu-
varina gonderilen orneklerden izole edilen KNS’ler kullanildi.

izolatlarin Elde Edilmesi ve Tanimlanmasi

Calismamizda KiKDE etkeni (n= 30) olan [hem kateter ucu hem de kan kiiltiirlerinden
izole edilen (n= 15)], SVK’si olmayan hastalarin periferik kan kiltirlerinden izole edi-
len (n= 89) [kan dolagimi enfeksiyonu etkeni (n= 13), kontaminant (n= 76)] ve kateter
kolonizani (n= 35) olarak izole edilen toplam 154 KNS izolati incelendi. izolatlar kon-
vansiyonel yontemler, BD Phoenix otomatize sistemi (Becton Dickinson, ABD) ve gerek
duyuldugunda Bruker MALDI TOF MS (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) kullanilarak
tiplendirildi. Kateter kiiltiirii Maki ve arkadaslar® tarafindan tanimlanan protokole gére
yapildi. Bakteriyemi ve kan dolasim enfeksiyonunun tanimlanmasi ve ayinminda Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi [Centers for Disease Control and Prevention (CDC)] tarafin-
dan belirlenen kriterler dikkate alind®. izolatlar ileri calismalar icin %15 gliserollii triptik
soy buyyon (TSB) icerisinde -20°C’de saklandi.

Antimikrobiyal Duyarlilik Testi

izolatlarin antimikrobiyal duyarliliklari Kirby Bauer disk difiizyon yéntemi ile belirlendi,
sefoksitine direncli olanlar metisilin direncli olarak kabul edildi'®. Metisilin direncinin dog-
rulanmasi amaciyla polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] ile mecA
geni varligi arastinldi’'. Vankomisin icin sivi mikrodiliisyon yéntemi kullanilarak MiK degeri
saptandi'®. Kalite kontrol susu olarak Staphylococcus aureus ATCC 25923 kullanildi.

Biyofilm Uretiminin Fenotipik Olarak Saptanmasi

izolatlarin biyofilm olusturma kapasitelerinin kalitatif metotla fenotipik olarak goste-
riimesinde Kongo kirmizisi agar (KKA) yéntemi kullanildi’2. Bu amacla tek koloni ekimi
yapilan KKA besiyerleri 35°C’de 24 saat sure ile inkiibe edildi, kuru kristal ytzeyli siyah
koloniler PIA-pozitif olarak degerlendirilirken, pembe-kirmizi renkli bazen de ortasinda si-
yahlasma (boga gozi goriniimii) izlenen kolonileri olusturan izolatlar PIA-negatif olarak
kabul edildi. Pozitif kontrol olarak S.epidermidis ATCC 35984 susu kullanildi ve plaklar iki
farkli arastirmaci tarafindan birbirlerinden bagimsiz olarak yorumlandi.
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Mikroplak Yéntemi ile Biyofilm Uretiminin Gésterilmesi

Biyofilm Uretiminin kantitatif olarak saptanmasi amaciyla, Stepanovic ve arkadasla-
n'3 tarafindan tanimlanan mikroplak yéntemi kullanildi. Her izolat di¢ farkl kuyucukta
calisildi ve sterilite kontrolli sadece besiyeri iceren kuyucuklar olusturularak saglandi. Ku-
yucuklarin absorbans degerleri spektrofotometrede (BioTek, ABD) 570 nm’de saptandi,
biyofilm pozitifligi, elde edilen “cut-off (sinir deger)”e gore belirlendi. Sadece besiyeri
iceren kuyucuklarin optik dansitometrelerinin ortalamasi alindi ve lg¢ standart derivasyo-
nu hesaplanarak ODc degeri belirlendi. OD < ODc: negatif; ODc < OD < 2xODc: zayif
pozitif; 2xODc < OD < 4xODc: pozitif; 4xODc < OD: kuvvetli pozitif olarak yorumlandi'.
Pozitif kontrol olarak S.epidermidis ATCC 35984 susu kullanildi ve plaklar iki farkh arastir-
maci tarafindan birbirlerinden bagimsiz olarak yorumlandi.

Vankomisinin Minimum Biyofilm Eradike Edici Konsantrasyon Degerinin Belirlenmesi

Mikroplak yontemi ile biyofilm olusturdugu gosterilen izolatlar icin vankomisinin
MBEK degeri hesaplandi. Mikroplak kuyucuklarinda %1 glikoz ilave edilmis TSB icerisin-
de 24 saat 37°C’de inkiibe edilen izolatlarin olusturdugu biyofilm yapisi fizyolojik tuzlu su
(FTS) ile t¢ kez yikandi ve kuyucuklara katyonu ayarlanmis Mdller Hinton Broth (MHB) II
ile restispansiyon sonrasi farkli konsantrasyonlarda vankomisin (2, 4, 8, 16, 32, 64, 128
ve 256 pL/ml) eklendi. Mikroplaklarin tekrar 24 saat 37°C’de inkiibasyonunu takiben
aspirasyon ile vankomisin uzaklastinildi, FTS ile Gg¢ kez yikanan kuyucuklarda bulunan
biyofilm yapisi metanol ile 20 dakika stireyle sabitlenerek kurutulduktan sonra kristal vi-
yole ile boyandi. Kuyucuklarin absorbansi spektrofotometrede (BioTek, ABD) 570 nm’de
okutuldu, optik dansite olcimundeki degiskenleri en aza indirmek icin deney lg¢ kez
tekrarlandi'*. Pozitif kontrol olarak S.epidermidis ATCC 35984 susu kullanildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile icaA, icaD ve 1S256 Genlerinin Saptanmasi

izolatlarin genomik DNA'larinin ticari kit (Fermentas, Litvanya) ile ekstraksiyonunu
takiben, literatirde tanimlanmig primer dizileri kullanilarak icaA, icaD ve 1S256 gen bol-
gelerinin varligi PCR yéntemi ile arastinldi'>'6. Pozitif kontrol olarak S. epidermidis ATCC
35984 susu kullanildi.

“Pulsed Field” Jel Elektroforezi

KiKDE saptanan hastalarin SVK uglarindan ve periferik kanlarindan izole edilen bak-
teriler arasindaki epidemiyolojik iliskiyi géstermek amaciyla PFGE ydntemi kullanildi'’.
Sonuglar Tenover ve arkadaslarinin'® kriterlerine gére degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) paket programi ile ya-
pildi. Kategorik degiskenler sayi (n) ve ylzde (%) olarak sunuldu. Tani performanslarinin
karsilastiriimasi icin duyarlilik, secicilik, dogruluk , pozitif prediktif deger (PPD) ve negatif
prediktif degerleri (NPD) hesaplandi. Kategorik degiskenler arasindaki oran karsilastirma-
lari 6rneklem buyukliklerine bagli olarak ki-kare testi veya Fisher-exact test ile gercekles-
tirildi. istatistiki anlamlilik diizeyi p< 0.05 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya alinan toplam 154 KNS izolatinin %38.9'u S.epidermidis (n= 60), %34.4'l
S.haemolyticus (n= 53), %20.7'si S.hominis (n= 32) ve %3.8'i S.capitis (n= 6) olarak
saptanmistir. Kan kiltirinde kontaminant olarak izole edilen birer adet Staphylococ-
cus warnerii, Staphylococcus saprophyticus ve Staphylococcus sciuri birlikte %1.8’lik orani
olusturmustur. KNS'lerin izole edildikleri yerlere gore tiir diizeyinde dagihmlari Tablo
I’de verilmistir.

KKA yontemi ile toplam 154 izolatin 49 (%31.8)'unda PIA olusumu gosterilmistir.
Mikroplak yonteminin degerlendirilmesinde ODc degerleri; 0.28-0.56 arasindakiler za-
yif, 0.57-1.12 olanlar orta ve > 1.13 olanlar kuvvetli biyofilm ureten izolatlar olarak
kabul edilmistir. Buna gore mikroplak yontemi ile tim izolatlarin %68.1 (n= 105)’inde
biyofilm Gretimi saptanmistir. Biyofilm pozitif olarak saptanan izolatlarin %32.4'i (n=
34) zayif, %45.7 (n= 48)’si orta ve %21.9 (n= 23)’u kuvvetli biyofilm ureticileri ola-
rak belirlenmistir. Toplam izolat sayisi izerinden degerlendirme yapildiginda mikroplak
yonteminin biyofilm varligini gostermesi KKA yontemine gore anlamli oranda yuksek
bulunmustur (p< 0.001).

Her iki yontemin, Tablo IlI'te KNS tirleri diizeyinde, Tablo 1V'te ise KNS'lerin izole
edildikleri yerlere gore karsilastirilmalari verilmistir.

Her iki yontem ile de KNS tirleri arasinda herhangi bir tiiriin digerine gore daha
fazla ya da az biyofilm olusturdugu yéniinde bir veri elde edilmemistir (KKA yontemi
icin p=0.215, mikroplak yontemi icin p= 0.118).

KKA yonteminin mikroplak yontemine goére tani dogrulugundaki basarisini belirle-
mek icin saptanan duyarlilik, secicilik, PPD, NPD ve dogruluk degerleri Tablo V'te ve-
rilmistir.

KNS’lerin izolasyon bélgelerine gére yapilan degerlendirmede de KiKDE etkenleri,
kan kultirlerinde kontaminant olarak izole edilenler ve kateter kolonizanlari icin biyo-

film olusumunu saptamada mikroplak yonteminin daha iyi sonug verdigi belirlenmistir
(sirasiyla p= 0.002, p< 0.001, p< 0.001).

Tablo VI'da toplam izolat sayisi tGzerinden, mikroplak yonteminde zayif, orta ya da
kuvvetli biyofilm olusumu ile KKA yonteminde saptanan pozitiflikler arasindaki iliski
gOsterilmistir.

Mikroplak yonteminde zayif pozitif olarak saptanan izolatlar icin KKA yonteminin
duyarhligr dustik bulunurken, orta ve kuvvetli diizeyde pozitiflik veren izolatlarda KKA
yonteminin de duyarlihginin yiiksek olmasi dikkat ¢ekici bulunmustur.

Vankomisinin MBEK degerini belirlemek icin mikroplak yontemi ile biyofilm olusturdu-
gu gozlenen 105 adet KNS izolati (45 S.epidermidis, 31 S.haemolyticus, 24 S.hominis ve
bes digerleri) degerlendirmeye alinmistir (Tablo VII).
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Tablo II. KNS izolatlarinin Antimikrobiyal Diren¢ Oranlari

S.epidermidis  S.haemolyticus S.hominis Diger KNS
Antimikrobiyal ilaglar (n=60)n (%) (M=53)n(%) ((M=32)n (%) (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)
I;'I?;‘:‘;f;"(’s';zol 28 (46.6) 46 (86.7) 18 (56.2) 777.7)
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)
Induklenebilir klindamisin 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 kolonizani olarak izole edilen bir S.haemolyticus ve bir S.epidermidis, sefoksitin duyarl olarak bulunmasina
ragmen, mecA pozitif olarak saptanmistir.

Minimum MBEK degeri 1 pg/ml, maksimum MBEK degeri ise 64 ug/ml olarak bu-
lunmus, ortalama deger 4 pg/ml olarak hesaplanmistir. MBEK/MIK oranlari, planktonik
formlarin MiK degerleri ile bu bakterilerin olusturduklari biyofilm yapisinin vankomisin
ile muamelesi sonrasi saptanan MBEK degerlerinin karsilastirimasi yoluyla elde edilmistir.
Buna gére, zayif biyofilm olusturan izolatlarda MBEK/MIK oranlari diisiik olarak sapta-
nirken, izolatlarin biyofilm olusturma gticl arttikca bu oranin da artti§i izlenmistir (p<
0.007).

Toplam 154 KNS izolatinda icaA, icaD ve 1S256 genlerinin pozitiflik oranlari sirasiyla 40
(%25.9), 57 (%37) ve 77 (%50) olarak bulunmustur.

Toplam 107 (%69.5) izolatta arastirilan genlerden en az biri pozitif bulunmustur. Bun-
lardan 55 (%35.7)'sinde tek gen, 35 (%22.7)'sinde iki gen ve 17 (%11)'inde Ug¢ gen
pozitifligi saptanmustir.

Arastirilan genleri tasimayan 47 KNS’nin 37’sinde mikroplak yonteminde de biyofilm
olusumu saptanmamustir. Periferik kan kultiri érneklerinden izole edilen 10 izolatta ise
(bes S.epidermidis, ¢ S.hominis, bir S.haemolyticus ve bir S.capitis) icaA, icaD ve 1S256 gen
pozitiflikleri bulunmadigi halde mikroplak yontemi ile dérdiinde zayif, dérdiinde orta ve
ikisinde kuvvetli olmak tizere biyofilm olusumu gosterilmistir.
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Tablo VI. Toplam Izolat Sayisi icin KKA Yonteminin Basari Oranlari (Mikroplak Yéntemi Pozitifliginin Zayif,
Orta ve Kuvvetli Olmasina Gére)

Zayif pozitif Orta pozitif Kuvvetli pozitif
Duyarlihk %11.7 (%3.8-%28.3) %64.5 (%49.3-%77.4) %56.5 (%34.8-%76.1)
Secicilik %97.9 (%87.7-%99.8) %97.9 (%87.7-%99.8) %97.9 (%87.7-%99.8)
PPV %380 (%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)
Dogruluk % 62.7 % 81.4 % 84.7
PPV: Pozitif prediktif deger, NPV: Negatif prediktif deger.

KKA besiyerinde biyofilm olusturan 49 izolatin altisinda hi¢ gen pozitifligi saptanma-
mistir, 14’tGnde ¢ genin birlikte pozitifligi saptanmistir.

Uc genden herhangi biri ya da tamaminin pozitif olmasi durumunda KKA ve mik-
roplak yontemi ile biyofilm olusumunun gosterilmesi arasinda anlamh bir fark saptan-
mamistir (p= 0.606). Mikroplak yonteminde zayif, orta ya da kuvvetli pozitiflik sap-
tanmasi ile yontemin herhangi bir gen pozitifligini yakalamasi agisindan anlamli fark
bulunmamistir (p= 0.910). Bununla birlikte izolatlarin her li¢ geni de tasgimasi halinde,
mikroplakta biyofilm olusturmama durumunun izlenmedigi gortlmustir (p< 0.001).

Her ¢ geni de tasiyan 17 KNS izolatinin mikroplak yontemi ile dokuzunun kuvvetli,
altisinin orta kuvvette ve ikisinin zayif biyofilm olusturdugu saptanmustir. Bu izolatlarin
14’Unde KKA besiyerinde de PIA olusumu gozlenirken, kateter kolonizani olarak izole
edilen {iciinde PIA varligi saptanmamustir. Bu 17 izolatin 10 tanesinin KiKDE etkeni ol-
dugu gérilmiistir, KIKDE etkenlerinde ii¢ genin birlikte pozitif bulunma orani anlamli
bulunmustur (p< 0.001).

KIKDE etkenleri aralarindaki epidemiyolojik iliski PFGE yéntemi ile incelenmistir. Tek-
rar calismalarinda da bant profili olusturmamasi nedeniyle degerlendirim disi biraki-
lan bir S.epidermidis kan izolati haricinde KIKDE tanisi alan hastalarin SVK érnekleri ve
kanlarindan izole edilen KNS’ler %100 benzer profil olusturmustur. Bununla birlikte
farkli hastalardan izole edilen KNS’ler arasinda herhangi bir epidemiyolojik benzerlik
saptanmamistir.

TARTISMA

KNS izolatlarinin etken oldugu arag ilikili enfeksiyonlarda, 6zellikle biyofilm tabakasi
gelisimine bagl olarak izlenen ila¢ direnci ve tedavi glicligu ile ilgili yapilan calismalar,
bu enfeksiyonlarin patogenezi, biyofilm olusumunun gosterilmesinde kullanilan yon-
temler ve biyofilm olusturmus mikroorganizmalarin cesitli antibiyotiklere duyarhliklari ile
ilgili veriler sunmaktadir*”-122, Calismamizda da 154 KNS izolatinin biyofilm olustur-
ma Ozellikleri ¢ farkli yontem ile incelenmis ve vankomisinin biyofilm tzerindeki etkisi
arastiriimugtir.
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Klinik orneklerden ya da cevreden en sik izole edilen biyofilm olusturan KNS
tiirli, S.epidermidis'tir'*. KiKDE etkeni olarak izole edilen KNS'ler incelendiginde de,
S.epidermidis’in en sik izole edilen KNS tiirii oldugu, ardindan S.haemolyticus, S.hominis
ve S.saprophyticus’un geldigi gériilmektedir'-?°, Cilt florasinin bir parcasi olmasi ve kon-
taminasyon sonucunda kolaylikla enfeksiyona yol acabilmesi nedeniyle, bu enfeksiyon-
larda en sik gorilen etkeninin S.epidermidis olmasi beklenen bir sonuctur. Calismamiz-
da da benzer olarak en sik izole edilen KNS'ler sirasiyla S.epidermidis, S.haemolyticus ve
S.hominis olarak saptanmustir.

Calismamizda mikroplak yontemi ile tim izolatlarin; %68.1 (n= 105)’inin biyofilm
olusturdugu gézlenmistir. Kateterler, kan veya KiKDE’lerden izole edilen stafilokoklarda
biyofilm olusumunun mikroplak yontemi kullanilarak arastirildigi cesitli calismalarda bi-
yofilm pozitiflik oranlan %75, %46 ve %43.3 olarak saptanmistir’®?%23, Calismamizda
%53.9 oraninda (n= 83) biyofilm olusturmayan ya da zayif biyofilm olusturan izolat sap-
tanirken, izolatlarin %31.2 (n=48)'si orta ve %14.9 (n= 23)’u kuvvetli biyofilm Ureticileri
olarak belirlenmistir. Hassan ve arkadaslari?* ise calismalarinda, invaziv arac iliskili enfek-
siyon etkenlerinde orta (%41) ve kuvvetli biyofilm (%22.7) olusturan izolat oranini, zayif
biyofilm olusturan ya da biyofilm olusturmayanlara gore (%36.3) daha yiiksek oranda
saptamislardir. Mathur ve arkadaslarinin? verileri ise sonuglarimizla uyumlu bulunmus,
modifiye mikroplak yontemi kullandiklari ¢alismalarinda biyofilm olusturmayan/zayif
biyofilm olusturan 70 (%46.0), orta kuvvette biyofilm olusturan 60 (%39.4), kuvvetli
biyofilm olusturan 22 (%14.4) izolat saptandigr bildirilmistir. Arag iliskili enfeksiyonlarda
biyofilm olusumunun incelendigi farkli calismalarda zayif, orta ya da kuvvetli biyofilm
olusturan izolat sayilarinda farkliliklar izlense de, genel olarak biyofilm olusma oranlarinin
yuksekligi dikkat cekmektedir.

Calismamizda KKA yontemi ile izolatlarin %31.8’inde biyofilm olusumu gdsterilmis,
bu oranin mikroplak yontemi ile saptanan orandan (%68.1) dustk oldugu gorilmistir.
Klinik orneklerden elde edilen 152 stafilokok izolatinin biyofilm 6zelliklerinin KKA, tip ve
mikroplak yontemleri ile degerlendirildigi bir calismada; izolatlarin %9.1‘inin mikroplak
yontemi, %73.6'sinin tiip yontemi ile ve sadece %6.8’inin KKA yontemiyle biyofilm olus-
turdugu gdsterilmistir?>. Kord ve arkadaslari?® hem mikroplak hem de tiip yéntemiyle,
S.epidermidis izolatlarinin %53.6'sinda, KKA yontemi ile izolatlarin yalnizca %24.4'(inde
biyofilm olusumu gdstermistir. Hassan ve arkadaslari®* KKA besiyerinin duyarliigini %11,
0zgulligunu ise %92 olarak saptarken, az sayida izolat ile yapilan bir baska calismada
mikroplak yontemi altin standart olarak kabul edilerek; KKA yonteminin duyarliigi %0.9,
6zgiilligi %97.4, PPD %50 ve NPD'si %25 olarak saptanmistir'®. Calismalarda mikrop-
lak yonteminin biyofilm olusumunu géstermede KKA besiyerine gére daha etkili oldugu
belirtilmistir' 2425, Calismamizda benzer veriler elde edilerek, mikroplak yénteminde
kuvvetli pozitif olan izolatlar icin KKA yonteminin duyarlihgi %56.5, 6zgilligu %97.9
olarak saptanirken, mikroplak yonteminin zayif pozitiflik veren izolatlar icin duyarlihg
%11.7, 6zgullugu %97.9 olarak bulunmustur.
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Calismamizda mikroplak yonteminde zayif pozitif olarak saptanan izolatlar icin KKA
yonteminin duyarlihginin dustik oldugu goriiliirken, mikroplak yontemi ile orta ve yuk-
sek diizeyde pozitiflik veren izolatlarda KKA yonteminin de duyarliiginin yiiksek olmasi
dikkat cekici bulunmustur. Yapilan bazi calismalarda ise mikroplak yonteminde saptanan
biyofilm olugum dizeyleri ile KKA yonteminin biyofilm pozitifligini yakalamasi/gostermesi
arasinda bir korelasyon bulunmadigi bildirilmistir?>2425, Bu uyumsuzlugun KKA yéntemi-
nin duyarliiginin genel olarak diisiik olmasi nedeniyle izlendigi belirtilmistir.

KNS’lerin izole edildikleri bolgelere gore her iki yontemin biyofilm olusumunu gos-
terme oranlar karsilastirildiginda, KiKDE etkenleri, kan kiiltiiriinde kontaminant olarak
izole edilenler ve kateter kolonizanlari icin mikroplak yonteminin daha iyi sonug verdigi
belirlenmistir. Kandan ve arac iliskili enfeksiyonlardan izole edilen etkenlerin ve genel
olarak invaziv izolatlarin, kolonizan ya da kommensal izolatlara gore daha yiiksek oranda
biyofilm olusturdugunu saptayan cesitli calismalar bulunmaktadir?%2!2”, Kolonize olan
arac, lokalize ve jeneralize enfeksiyonlarin odak noktasi olabileceginden biiyiik bir risk
olusturmaktadir. Aracin intraluminal kolonizasyonunun kan dolasimi enfeksiyonlarina yol
acan mikroorganizmalarin gocii icin ana kaynak oldugu da bildirilmektedir?”.

Calismamizda her iki yontem ile de KNS tirleri arasinda herhangi bir tiiriin digerine
gore daha fazla ya da az biyofilm olusturdugu yontinde istatistiksel olarak anlamli bir veri
elde edilememistir. Abdel Halim ve arkadaslari'® KNS izolatlarinda en yiiksek biyofilm olu-
sum oranini S.hemolyticus’larda (%57.7) saptamistir. Hashem ve arkadaslarinin?® calisma-
sinda ise S.epidermidis izolatlarinin (%55’ini) en ylksek biyofilm olusum oraninina sahip
oldugu gosterilmistir. Calismalar arasinda saptanan farkhliklarin, kullanilan izolat sayisi,
tir dagihmi ya da izole edilen bolgelerden kaynaklandigr distnilmstar.

Calismamizda, biyofilm olusturmus formlarin planktonik formlara gore vankomisine
daha az duyarl oldugu saptanmistir. Literatlirde de ¢ok yiiksek vankomisin MBEK de-
gerleri saptanmis, vankomisin ve cesitli antimikrobiyal ilaglarin duyarlihginin biyofilm
olusturmus formlarda daha az oldugunu belirten calismalara rastlanmistir>#29-32_ Calis-
mamizda ayrica zayif biyofilm olusturan izolatlarda MBEK/MIK oranlar diisiik iken, izolat-
larin biyofilm olusturma gticl arttikca bu oranin da arttigi izlenmistir. Baska calismalarla
da desteklenen bu bulgu, biyofilm olusturan bakterilerin biylime hizinin dusiik olmasi,
metabolizmalarinin daha yavas olmasi, biyofilm icinde diren¢ genlerinin transferini daha
kolay yapabilmeleri ve biyofilm tabakasinin kalinliginin artmasiyla antimikrobiyal ilaclarin

biyofilme nifuz ederek mikroorganizmalara ulasmasinda karsilasilan gu¢lige baglanmis-
tir3 429,

Bircok calisma kateter iligkili ve hastane enfeksiyonlarina neden olan stafilokoklar-
da biyofilm olusumunun izolatlarin tasidigi ica genleri ile iliskili oldugunu goéstermis-
tir' 62226273234 Calismamizda KNS izolatlarinda icaA, icaD ve 15256 genlerinin pozitiflik
oranlar sirasiyla %25.9, %37 ve %50 olarak bulunmustur. Her Gg¢ geni de tasiyan ve
mikroplak yonteminde biyofilm olusturmayan izolat saptanmamis, bir diger deyisle aras-
tirilan Ug¢ geni birden tasiyan izolatlarin hepsinin mikroplak yontemi ile biyofilm olustur-

520 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Ocal D, Tekeli A, Dolapgi |.

duklari saptanmistir. Satorres ve Alcaraz>? kan ve intravaskiiler kateterlerden izole edilen
tim stafilokoklarin %42.2'sinin icaA ve icaD genleri tagidigini, Cafiso ve arkadaslarn?’
kateterle iligkili ve diger hastane kaynakli S.epidermidis izolatlarinin %45’inde ica-operon
tanimlandigini bildirmistir.

Calismamizda KKA besiyerinde biyofilm olusturan alti KNS izolatinda arastirilan genler-
den hicbiri saptanmamistir. On KNS [S.epidermidis (n=5), S.hominis (n=3), S.haemolyticus
(n=1) ve S.capitis (n=1)] izolatinda da yine biyofilm iligkili genlerden herhangi biri sap-
tanmamasina ragmen, mikroplak yontemi ile biyofilm olusumu gosterilmistir. Liberto ve
arkadaslarinin® calismasinda KKA'da PIA olusumu ile biyofilm genlerinin (icaA ve icaD)
varliginin uyum orani %79.3 olarak tespit edilmistir. Ayni calismada; genlerin en az birini
taslyan ve biyofilm olusturmayan izolat tespit edilememistir. Kord ve arkadaslarinin®® ca-
lismasinda ise icaA ve icaD genleri izolatlarin sirasiyla %100 ve %95.1'inde saptanmustir.
Bu calismada, izolatlarin %4.8’inde biyofilm olusumu mikroplak yontemi ile gosterilmis
olmasina ragmen icaAD genleri saptanmamistir. Baska bir calismada intravaskdler kateter
ve kan kulturlerinden elde edilen 50 stafilokok biyofilm olusumu acisindan degerlendi-
rilmis; icaAD negatif olan 15 (%30) izolatin KKA besiyeri, 18 (%36) izolatin mikroplak
yontemi ile biyofilm olusumu gésterilmistir?2. KNS izolatlarinda cesitli biyofilm genlerinin
(icaAB, aap, atlE, fbe, bhp, ve embp) arastirildigi bir calismada; kuvvetli biyofilm olusturan
izolatlarin %52.9"unun, orta kuvvette biyofilm olusturan izolatlarin ise %58.3’Gniin ya
tekli ya da coklu biyofilmle iliskili genlere sahip oldugu saptanmustir>*. Protez eklem en-
feksiyonlarindan elde edilen S.epidermidis izolatlarinin biyofilm 6zelliklerinin incelendigi
bir baska calismada ise, 1S256, kommensal olan izolatlarda daha az tespit edilmis ve inva-
zivlik kapasitesini gostermesi acisindan ica operonundan daha iyi bir belirtec olabilecegi
vurgulanmistir’. S.aureus izolatlarinda biyofilm olusumunun arastirildigi bir calismada
bazi izolatlarda ica genleri saptanmadigi halde KKA yontemi ile PIA olusumu gézlenme-
sinin, yontemin subjektif yorumlamasina veya ica gen regilasyonuna bagh olabilecegi
belirtilmistir®>. Biyofilm olusumunun degerlendirilmesinde ica genleri en sik arastirilan
genler olmakla birlikte, calisma verilerimiz yukarida sunulan arastirmalarla da destek-
lendigi Uzere, daha iyi bir degerlendirme icin biyofilm olusumuna katki saglayan diger
genlerin de arastinlmasinin gerektigi sonucunu ortaya koymustur.

Calismamizda PFGE ile ayni hastanin kateterinden ve periferik kan dolasimindan ali-
nan orneklerden elde edilen izolatlarin ayni epidemiyolojik 6zellikte oldugu saptanmis ve
KiKDE tanisi molekiiler ydntemle de dogrulanmustir. Kateter (izerinde kolaylikla yerlesebi-
lecek olan KNS izolatlarinin, KIKDE’ye yol acmasi ve olusturdugu biyofilm yapisi nedeniy-
le KIKDE tedavisini zorlastiracagi distiniildigiinde durumun énemi ortaya cikmaktadir.
Bununla birlikte farkli hastalarin KIKDE etkenleri arasinda epidemiyolojik benzerlige rast-
lanmamustir. izolatlarimiz salgin izolatlari olmadig icin, baskin bir klona rastlanmamis ve
bu veri beklenen bir sonug olarak degerlendirilmistir. Biyofilm olusumunda rol alan gen-
ler (icaA, icaD ve 1S256) ile PFGE paternleri birlikte degerlendirildiginde, epidemiyolojik
olarak ilikisiz izolatlarda da gen poxzitifligi saptandigi gorilmustir.
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Sonug olarak, caismamizda tek bagina hicbir yontemin biyofilm olusumunu goster-
mede yeterli olmadigi belirlenmistir. Molekdiler olarak icaAD ve 1S256 geninin varligr ile in
vitro biyofilm olusumu her zaman uyumlu degildir. Bu genlerin yoklugunda bazi izolat-
larin biyofilm olusturma yetenedi icin ica operonundan bagimsiz biyofilm olusum meka-
nizmalarinin arastiriimasina ya da daha fazla genin arastirilmasini iceren yeni calismalara
gereksinim duyulmaktadir. Fenotipik yontemler karsilastirildiginda, mikroplak yonteminin
KKA besiyerine gore daha fazla sayida izolatta biyofilm olusumunu gostermesi ve biyo-
filmin derecesi hakkinda bilgi vermesi nedeniyle, iyi bir secenek oldugu dustintimstr.
Arac iliskili enfeksiyonlarda biyofilm olusum oranlarinin ve biyofilm olusturan izolatlarin
da antimikrobiyal direnc¢ oranlarinin yiksekligi g6z ontine alindiginda, tedaviyi yonlen-
dirmesi acisindan sadece MiK ile verilen duyarlilik sonuglarinin yeterli olmayabilecegi ve
MBEK konsantrasyonlarinin saptanmasina ihtiya¢ oldugu gorilmustdr.
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