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1.GIRIS

Damar i¢i kateterler modern tibbin énemli araglarindan olup, biiyiik yararlar saglamakla
birlikte, olusturduklar1 komplikasyonlar nedeniyle dnemli bir morbidite ve mortalite nedeni
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Lokalize selliilit, septik tromboflebit, abse olusumu, kateter
iliskili kan dolasimi enfeksiyonlar1 (KIKDE), metastatik enfeksiyonlar (osteomiyelit,
endoftalmit, artrit, akciger absesi, beyin absesi) ile endokarditler damar i¢i kateterlerin
onemli enfeksiy6z komplikasyonlar1 arasindadir (Polderman ve Girbes, 2002; Henderson
2005).

Santral venoz kateter (SVK)’ler, basta yogun bakim iinitelerinde yatan hastalar olmak
lizere, birgok hastanin gerek tedavisinde, gerekse takibinde gittik¢e artan siklikta kullanilan
tibbi araclardir. Hastaneye yatis siirecinde tan1 ve tedavi amagh ¢ok siklikla kullanilan
SVK’larin, en 6nemli komplikasyonlar1 arasinda lokal ve sistemik enfeksiyon riski yer
almaktadir. Enfeksiyon meydana geldiginde acil miidahale amaciyla ampirik tedavi
uygulanmaya baslandig1 icin, katetere bagli enfeksiyonlarda bu enfeksiyona sebep olan
etken mikroorganizmalar ve bunlarin viriilans Ozellikleriyle direng profilleri 6nem
kazanmaktadir. Bu durum hem {ilkemizde hem de diinyada kateterlere bagh
enfeksiyonlarin etkenleri ve bu enfeksiyonlar1 dnlemeye yonelik alinacak tedbirler {izerine
calismalar yapilmasina neden olmustur. Ulkemizde de kateterlere bagli enfeksiyon oranlari
ve kateter enfeksiyonlarindan izole edilen bakterilerin antimikrobiyal diren¢ oranlarimi
veren ¢alismalar bulunmaktadir (Can ve ark., 2005; Bayraktar ve ark., 2007; Hatipoglu ve
ark., 2011). Stafilokoklar, kateter ile iligkili bakteriyemilerin en sik nedenidir ve %50-
75'ine neden olur (Staphylococcus epidermidis %35-50, Staphylococcus aureus %15-25)
(Diindar ve Diindar, 2008). Bu enfeksiyonlarda, bakterilerin biyofilm olusturabilme
potansiyelleri kateter lizerindeki kolonizasyonlarini saglayarak onemli bir viriilans faktori

olarak kargimiza ¢ikmakta ve tedaviyi gii¢lestirmektedir (Cargill ve ark., 2009).

Kateterlerin yol agtigi kan dolasim enfeksiyonu etkenleri arasinda koagiilaz negatif
stafilokoklar (KNS) ilk siralarda izole edilmektedir. KNS’ler deri, burun bosluk ve agiz
endojen florasinda yer almakta ve 6zellikle kateterler gibi ¢esitli tibbi araglar yoluyla kan
dolagimina gegmektedirler (Kitao ve ark., 2010). Kan dolagim enfeksiyon (KDE)’larina en

sik yol acan kateter tipi, SVK’lar oldugu icin, giiniimiizde genellikle bu kateterlerin



kullanim oranlar1 ve KIKDE hizlar1 belirlenmektedir (Freeman ve ark., 1989). Ulkemizde
de kateterlere bagli enfeksiyon oranlar1 ve kateter enfeksiyonlarindan izole edilen
bakterilerin antimikrobiyal direng oranlarini veren c¢aligmalar bulunmaktadir (Can ve ark.,
2005; Bayraktar ve ark., 2007, , Piskin ve ark., 2008; Aktas ve ark., 2011; Hatipoglu ve
ark., 2011).

KIKDE’lerde, bakterilerin biyofilm olusturabilme potansiyelleri kateter iizerindeki
kolonizasyonlarini saglayarak 6nemli bir viriilans faktorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Biyofilm bakterilerin konak savunma mekanizmalarindan ka¢gmasina aracilik ettigi gibi,
biyofilm olusturan bakterilerin antibiyotik direnglerinin planktonik hiicrelere gore yaklasik
1000 kat daha fazla oldugu bilinmektedir. Bu nedenle bu tiir bakterilerle olusan
enfeksiyonlarin tedavilerinde giicliikler izlenmektedir (Cargill ve ark. 2009). Biyofilm
olusturan stafilokoklar ¢ogunlukla kateter iliskili enfeksiyon gibi ciddi hastaliklara neden
olan firsat¢1 ve invaziv patojenler olarak bilinmektedirler. Bu mikroorganizmalarin erken
saptanmasi ve bakteriler arasinda yiiksek oranda gegis gosterebilen antimikrobiyal direng
genlerini tasiyan patojenik suslarin ayirt edilmesi, enfeksiyon yayiliminin kontroliinde

temel olusturmaktadir (Reiter ve ark., 2011).

Calismamizda, SVK ucu kiiltiirlerinde iireyen ve bunlara bagli gelisen kan dolasim
enfeksiyonu etkeni olan koagiilaz negatif stafilokok (KNS)’ lar ile kan kiiltiirlerinden,
gontlli saglikli, hastane calisanlarinin burun bosluklarindan ve saglikli, goniillii hastane
calisan1 olmayan bireylerin ellerinden izole edilen KNS’ler kullanilarak, izolatlarin
biyofilm olusturma potansiyelleri; hem konvansiyonel hem de molekiiler yontemlerle
ortaya konulmustur. Degisken Alanli Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis-
PFGE) yontemi ile hem kateter ucunda iireyen hem de es zamanli alinmis olan periferik
kanda {iireyen suslarda klonal ozellikler belirlenmistir. Suglarin antimikrobiyal direng
profilleri calisilmis, metisilin direnci molekiiler yontemlerle de dogrulanarak, direncli
bulunanlarda stafilokokkal kaset kromozomu (Staphylococcal Cassette Chromosome-SCC)
mec tiplendirimi yapilarak, molekiiler epidemiyolojik veriler elde edilmistir. Elde edilen
verilerin ¢alisilan grupta hastanemizdeki KIKDE etkenlerinin epidemiyolojik 6zellikleri ve
antimikrobiyal direng profilleri hakkinda bilgi edinilmesi saglanarak, tedavi protokollerine

151k tutulmasi hedeflenmistir.



KIKDE tedavisinde en ¢ok uygulanan antimikrobiyallerden biri vankomisindir. Ancak
vankomisinin biyofilm olusturan bakteriler tizerine etkisi sinirhidir (Cargill ve ark., 2009;
Reiter ve ark., 2011). Calismamizin bir diger basamaginda, vankomisine karsi Once
planktonik hiicrelerde duyarlilik arastirilmis, boylece minimum inhibitdr konsantrasyonlari
(MIK) belirlenmistir. Daha sonra biyofilm olusturan suslara vankomisinin farkli dozlari
uygulanmis ve biyofilm i¢indeki bakterilerde (sesil) vankomisine karst minimum biyofilm
eradike edici konsantrasyon (MBEK) degeri belirlenmistir. Bu verilerin in Vivo

vankomisin dozunu ayarlamada yardimci olacagi diistiniilmiistiir.

Calisma, rutin mikrobiyolojik inceleme i¢in gonderilen hasta kiiltiirlerinden elde edilen
izolatlar tizerinden yiritilmiistir. Saglikli kontrollerden 06rnek alinmasi igin

“bilgilendirilmis goniilli olur formu™ hazirlanmis ve ¢alisma etik kurul onay1 alinmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kateterler ve Kateter liskili Enfeksiyonlar

Tip uygulamalarinda kateterler ilk defa 1945 yilinda Meyer tarafindan kullanilmaya
baslanmistir. Glintimiizde de tedavi amagli ¢ok degisik kateter kullanilmaya devam
edilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’ndeki saglik merkezlerinde her yil
150 milyondan fazla damar i¢i kateter kullanilmaktadir ve bunlarin 5 milyondan
fazlasinin SVK oldugu rapor edilmistir (Henderson, 2005; Maki ve ark., 2006).
Hastaneye yatan hastalarin % 6’sinda SVK kullanim gereksinimi olmaktadir (Maki
ve ark.,2006). Hastalik Kontrol Merkezi (Centers for Disease Control - CDC)’nin
2011 yilindaki kilavuzunda yilda 250000°den fazla kateter ilisili enfeksiyon
goriildiigii bildirilmistir (Henderson 2005; Ulusoy ve ark., 2005; O'Grady ve ark.,
2011). 2011 yilinda yayinlanan CDC’nin intravaskiiler kateter ilisili enfeksiyonlari
onleme kilavuzuna goére ABD’de sadece yogun bakimlarda bir yil i¢ginde SVK
kullanim giinii 15 milyonu bulmaktadir (O'Grady ve ark., 2011). Hastaneler arasi
karsilagtirma yapabilmek i¢in 100 hastada gozlenen enfeksiyon yerine ara¢ kullanim
giiniine gore belirlenmis ara¢ iligkili hizlarin kullanilmasinin  gerekli oldugu
belirtilmistir (Ulusoy ve ark., 2005). Invaziv alet kullanim oranlar1 “invaziv alet
kullanim giinii/ hasta yatis giinii", invaziv alet iliskili enfeksiyon hizlar1 ise "bir yillik
stire i¢inde saptanan alet iligkili hastane enfeksiyonu sayisi/ invaziv alet kullanim giin
sayist x 1000" formiilleriyle hesaplanmaktadir. National Nosocomial Infections
Surveillance (NNIS)’da alet iliskili enfeksiyonun saptanmasinin, genel hastane
enfeksiyon hizinin saptanmasina gére daha degerli oldugunu belirtilmektedir. NNIS
verilerine gore 1000 invaziv alet gilinline gore SVK iligkili bakteremi hiz1 2.8-10
arasinda degismektedir (NNIS, 2000). Yapilan baska bir ¢alismada da oranlar 1.12-
4.2 KIKDE/1000 kateter giinii olarak verilmistir (Tacconelli ve ark., 2009).

Avrupa'da yogun bakim fiinitelerinde (YBU) vyapilan enfeksiyon prevelans
calismalarinda; KDE'ler %12’lik siklikla tiim hastane enfeksiyonlari i¢inde en sik
karsilagilan dordiincii enfeksiyon olarak belirlenmistir  (Vincent ve ark., 1995).

Hastane kokenli primer KDE’lerin %85’inin kateterlere, 6zellikle SVK’ya baglh



oldugu NNIS sistemi tarafindan bildirilmistir (Ulusoy ve ark., 2005; O'Grady ve ark.,
2011). 2004 yilinda Wisplinghoff ve arkadaslarinin yaptigi, toplam 24.179 olgunun
prospektif olarak izlendigi ulusal izlem calismasinda (SCOPE: Surveillance and
Control of Pathogens of Epidemiologic Importance) yogun bakim tinitelerinde %50.5
hastane kaynakli KDE tespit edilmistir. Ayni ¢calismada KDE gelisiminde potansiyel
risk faktorii olarak SVK kullaniminin en iist sirayr aldigi belirtilmistir (Wisplinghoff
ve ark., 2004).

Kateter kullanimina bagli olarak basta enfeksiyon olmak {izere bir takim
komplikasyonlar olusabilmektedir. Alinan tiim 6nlemlere karsin kateterlerin daha sik
kullanimiyla dogru orantili olarak, kateter enfeksiyonlarinda bir artis s6z konusudur.
ABD’de YBU'lerde her yil 80000 santral KIKDE gériilmektedir ve bunun
enfeksiyon basi maliyeti 6000—40000 $ arasinda degismektedir. Hastanelerin diger
boliimleri de degerlendirmeye alindiginda kateter ilisili enfeksiyon sayis1 yilda
250000’1 geg¢mektedir (O'Grady ve ark., 2011). Yapilan bagka calismalar da
KIKDE’lerin 35.9-163.9 milyon Euro maliyet yiikii oldugu vurgulanmistir
(Tacconelli ve ark., 2009).

Yogun bakimlar icerdikleri hasta popiilasyonu nedeniyle (6zellikle travma hastalari,
cerrahi girigim sonrasi izlem, yanik hastalar1) damar i¢i kateter uygulamalarinin en
sik yapildig1 iinitelerdir. Bu hastalarda yasamin idamesi ve hastaligin tedavisi icin
SVK’lar yasam destegi ve tedavi anlaminda biiyiikk 6neme sahip araglardir (Seifert,
2005). SVK enfeksiyon hizi ve risk faktorlerinin belirlenmesi, kateter ilisili
enfeksiyonlarin Onlenmesi ve buna bagl olarak sikliklarinin azaltilmasi agisindan

olduk¢a 6nemlidir.

Damar ici kateterlere bagli gelisen lokal ve kan dolasimi enfeksiyonlari hastane
enfeksiyonlari arasinda ciddi ve giderek artan bir sorun olusturmaktadir. Hastanede
edinilen bakteriyemilerin en sik nedeni damar igi kateterlerdir. Kateter ile iliskili her
tiir enfeksiyon; hastane masraflarini, hastanede kalis siiresini, morbidite ve
mortaliteyi arttirmaktadir (Damar i¢i kateter enfeksiyonlarinin Onlenmesi ve

kontrolii, 2008; O'Grady ve ark.,2011).



KIKDE patogenezinde; bakterilerin biyofilm olusturabilme potansiyelleri kateter
tizerindeki kolonizasyonlarin1 saglayarak o©Onemli bir viriilans faktorii olarak
karsimiza g¢ikmaktadir. Biyofilm bakterilerin konak savunma mekanizmalarindan
kagmasina aracilik ettigi gibi, biyofilm olusturan bakterilerin antibiyotik
direnglerinin planktonik hiicrelere gore yaklasik 1000 kat daha fazla oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle bu tiir bakterilerle meydana gelen enfeksiyonlarin
tedavilerinde giigliikler izlenmektedir (Cargill ve ark., 2009). Biyofilm olusturan
stafilokoklar ¢ogunlukla kateter iligkili enfeksiyonlar gibi ciddi hastaliklara neden
olan firsat¢1t ve invaziv patojenler olarak bilinmektedirler. Bu mikroorganizmalarin
erken saptanmasi ve bakteriler arasinda yiiksek oranda gecis gOsterebilen
antimikrobiyal diren¢ genlerini tasiyan patojenik suslarin ayirt edilmesi, enfeksiyon

yayiliminin kontroliinde temel olusturmaktadir (Reiter ve ark., 2011).

SVK’lar s1v1 takviyesi, kan triinlerininin, medikal nutrisyonel soliisyonlarin hastaya
verilmesinde ya da hemodinamik monitorizasyonda kullanilmaktadir (Flowers ve
ark., 1989). Maki SVK’larin neden oldugu enfeksiyon riskinin (%3-5) diger tibbi
cihaz iligkili enfeksiyonlara oranla daha yiiksek oldugunu belirtmistir (Maki, 1994).

2.1.1. Kateter ile iliskili Enfeksiyonlarin Tanimlar1

Kateter Kolonizasyonu: Eslik eden klinik semptomlar yokken, semikantitatif veya
kantitatif yontemle kateter ucu veya kateter hubundan (kaniil ile infiizyon setinin
birlesim yeri) 6nemli miktarda [semikantitatif kiiltiirde > 15 fazla koloni olusturan
birim (kob), kantitatif kiiltiirde ise > 10° kob] bakteri tiremesi durumudur (Mermel
ve ark., 2001).

Filebit: Kateter takili venin enflamasyonu olup, kateter ¢ikis yeri etrafinda
endiirasyon, eritem, sicaklik ve hassasiyet gelismesi durumudur (Mermel ve ark.,
2001).

Cikis yeri enfeksiyonu: Kateter ¢ikis yerindeki derinin < 2 cm boliimiinde

kizariklik, hassasiyet, siskinlik, piirilan akinti, ates gibi bulgularin olmasi veya



kateter ¢ikis yeri eksiidasinda mikroorganizma iiremesini ifade etmektedir (Mermel

ve ark., 2001).

Cep (port) enfeksiyonu: Tamamen implant edilebilen Kkateterin rezervuari
tizerindeki deride hassasiyet, eritem, endiirasyon veya rezervuari iceren deri alti

cepte piriilan eksiidanin varligidir (Mermel ve ark., 2001).

Tiinel enfeksiyonu: Tiinelli bir kateterin (Hickman-Broviac) giris yerinden >2 cm
bolgede; deri alti tiinel boyunca kizariklik, agri, siskinlik belirtileri yani selliilit

olmasi durumudur (KDE olmamasi gerekir) (Mermel ve ark., 2001).

Septik trombofilebit: Ven i¢i kateter yerinde enfekte pthti varligi durumudur
(Mermel ve ark., 2001).

Kateter iliskili kan dolasim enfeksiyonu: Ates, iisiime, titreme, hipotansiyon,
tagikardi, 1okositoz gibi bulgular1 olan ve baska enfeksiyon odagi saptanamayan
hastada, kateter pargasindan alinan 6rnek, SVK ve periferik ven kanindan benzer
biyotip ve diren¢ paternine sahip bakteri veya mantar iiremesidir. Tanida asagidaki

durumlardan biri olmalidir (Mermel ve ark., 2001; O’Grady ve ark., 2011):

Kateter ucunda yar1 kantitatif kiiltiirle > 15 kob, kantitatif kiiltiirde > 10%kob tireme

olmasi

Kantitatif kiltiirlerde, kateterden alinan kanda goriilen koloni sayisinin, periferik

venoz kana gore 5-10 kat fazla olmasi

SVK’dan alinan kan Kkiiltirlindeki iiremenin, periferik venden alinan kan

kilturindeki liremeden en az 2 saat dnce olmasi

CDC’ye gore KIKDE tanisi, semikantitatatif kiiltiir sonucunda >15 kob veya

kantitatif kiltir sonucunda > 103 kob bakteri iiremesi durumu ile birlikte alinan



periferik kan Kkiiltiirinde ayni bakterinin izole edilmesi ve klinik olarak sepsis

belirtilerinin bulunmasi olarak tanimlanmaktadir (O’Grady ve ark., 2011).

Klinik sepsis: Bu tanim; CDC tarafindan hastane enfeksiyonlari surveyansi igin
Onerilen standart tanimlardan biridir ve klinikte yaygin olarak kullanilan ‘American
College of Chest Physicans/ Society of Critical Care Medicine’ tarafindan
belirlenmis olan sepsis tanimlar1 ile karigtirnlmamalidir. Baska bir nedene
baglanamayan ates (>38°C), hipotansiyon, (sistolik kan basinci <90 ) veya oligiiriden
birinin bulunmas1 ve kan kiiltiirii alinmamis olmasi, kiiltiirde iireme olmamasi veya
kanda patojen bakteriye ait antijen saptanmamis, baska bolgede enfeksiyon olmamasi
ve kateterin ¢ikarilmasini takiben uygulanan antimikrobiyal tedaviye klinik yanitin

olmas1 durumunda klinik sepsisten bahsedilmektedir (Ulusoy ve ark., 2005).

2.1.2. Kateter Tipleri ve Ozellikleri

Gilinimiizde ¢ok ¢esitli kateter tiiri bulunmaktadir ve hangi tip Kateterin
kullanilacagi hastanin durumuna gore belirlenmektedir (Henderson 2005; Mermel ve

ark., 2009):

Periferik venoz kateter: ilag uygulamalar1 icin &n kol ve el venlerinde kisa siireyle

kullanilir.

Periferik arteriyel kateter: Kisa siireli kullanim i¢indir; hemodinamik durumu ve

kan gazlari takip etmek i¢in kullanilir.

Orta boy Kkateter: Periferik kateterdir, 6n kol venlerinden uygulanir ama santral

venlere ulasmamaktadir.

Tiinelsiz SVK: En sik kullanilan SVK'dir. KIKDE’nin %90'min nedenidir;

uygulamada subklavian, juguler veya femoral ven kullanilir.



Pulmoner _arteriyel (Swan-Ganz) Kkateter: Hemodinamik incelemeler i¢in

kullanilir. Kullanim siiresi ortalama ii¢ giindiir.

Basin¢ monitor sistemi: Siirekli kan basinci izlemi igin arteriyel kateter ile birlikte

kullanilir. Epidemik ve endemik nozokomiyal KDE’ye neden olabildigi i¢in dikkatli

olunmalidir.

Santral periferik Kkateter: Periferik venlerden uygulanan ve vena kava siiperiora

ulastirilan alternatif santral kateterdir. Tinelsiz SVK'lere gore daha az mekanik

komplikasyona yol agmaktadir.

Tiinelli SVK (Hickman-Broviac): Cerrahi olarak yerlestirilen kateter ¢ikis yerine

kadar subkiitan tlinellenir ve deri ¢ikis yerinde mevcut Dacron "cuff", katetere dogru
fibroz doku olusumuna imkan verir ve kateter ylizeyince mikroorganizmalarin
migrasyonu inhibe eder. Intravendz kemoterapi, evde infiizyon tedavisi veya

hemodiyaliz gibi uzun dénemde kateter ihtiyact duyuldugunda kullanilir.

Implant Kkateter: Tiimiiyle implant edilmis kateterdir. Deri altina yerlestirilen

kateter ceplerine (port) septumdan sokulan igne ile gerekli maddeler verilir;

enfeksiyon riski diisiiktiir.

2.1.3. Kateter iliskili Enfeksiyonlarin Tamsinda Kullamilan Mikrobiyolojik

Yontemler

2.1.3.1. Kiiltiir Yontemleri

2.1.3.1.1. Semikantitatif kiiltiir (Maki) yontemi: Kateter steril kosullarda ¢ekilir,
steril makas ile kateterin 5 cm’lik distal parcas1 kesilir ve kuru steril bir tiip igerisinde
laboratuvara gonderilir. Kateterin kesilen pargasi steril penset yardimi ile dort-bes
kez cevrilerek koyun kanli agara (KKA), eozin-metilen mavisi agara (EMB) ve
Saboraud-dekstroz agara (SDA) ekim yapilir. 37°C’de 2448 saat inkiibasyon

sonunda 15 veya daha fazla bakteri kolonisi tiremesi kateterin anlamli derecede



kolonize oldugunu gosterir (Maki ve ark., 1977; O’Grady ve ark., 2011). Bu durum
ya kateter yerinde lokal bir enflamasyonla ya da kateter iliskili bakteriyemiyle
kuvvetle iliskilidir (duyarlilik %60) ve yerinde bir haftadan daha kisa kalan
kateterlerde giivenilirdir (Mermel, 2011). Ayrica; kolonize bakteri yogunlugu dis
ylizeyde i¢ yiizeye gore daha fazladir (O’Grady ve ark., 2011).

2.1.3.1.2. Tam Kkantitatif kiiltiir yontemi: Kateter limenindeki bakterileri de
degerlendirmek icin, kesilen kateter parcasinin iginden 1 ml triptik soy buyyon
gecirilir ve sonrasinda 1/100’lik diliisyonu hazirlanir. Hazirlanan diliisyondan steril
mikropipet ile 100’er mikrolitrelik s1vi alinip KKA, EMB ve SDA’ya ekim yapilir.
37°C’de 24-48 saat inkiibe edilir. Bu ekimde >10° kob bakteri liremesi pozitif {ireme
olarak kabul edilir (Cleri ve ark., 1980).

SVK kullanim endikasyonlarini bilip, diizgiin bir sekilde uygulamak ¢ok énemlidir.
Bunlar TPN (total parenteral niitrisyon), hemodiyaliz, hemoferez, aferez, santral
vendz basing 6l¢limil, santral vendz oksijen dl¢limii, 6zel ilag uygulama yolu, basit
vendz yol elde etmek seklinde 6zetlenebilir (Ulusoy ve ark., 2005; O'Grady ve ark.,
2011).

2.1.4. Kateter Tliskili Enfeksiyonlarda Etyoloji

Basta deri flora mikroorganizmalari olmak flizere, gesitli bakteriler ve mantarlar
kateter iligili enfeksiyonlara neden olmaktadir. Kateter tipi, kateter yeri, konagin
durumu, hastanin bulundugu initeler gibi faktorlere gore etkenler farklilik
gosterebilir. Sirastyla KNS’ler, S. aureus, aerobik gram negatif gomaklar ve Candida
albicans kateter enfeksiyonlarindan en sik iiretilen etkenlerdir (Ulusoy ve ark., 2005;
O’Grady ve ark., 2011). Stafilokoklar, kateter enfeksiyonlarinin en sik nedenidir ve
tiim katetere bagli bakteriyemilerin %50- 75’ine neden olur (S. epidermidis %35-50,
S. aureus %15-25). Stafilokoklar iginde S. epidermidis kateter ilisili enfeksiyonlarin
en sik nedenidir ve ¢ogu zaman kateterin ¢ikarilmasi gerekmeden antibiyotiklerle
tedavi edilebilmektedir (Diindar ve Diindar, 2008). S. epidermidis ABD ve
Almanya’daki yogun bakim iinitelerinde goriilen nozokomiyal KiKDE
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enfeksiyonlarinin biiyiikk boliimiinden sorumludur (Wisplinghoff ve ark., 2003;
Hidron ve ark., 2008; Geffers ve Gastmeier, 2011). Yapilan bagska ¢ok merkezli bir
calisma sonucunda yogun bakim {initelerinde 1000 kateter giinii basina 6.8 kat
KIKDE riski belirlenmistir (Rosenthal ve ark., 2014). Surveillance and Control of
Pathogens of Epidemiological Importance verileri sonucunda nozokomiyal
KDE’lerde en sik etken olarak KNS’ler bildirilmistir (Wisplinghoff ve ark., 2004).
Tiir tanimlanmast uygulandiginda da KNS’lerin %80’ini  S. epidermidis’in
olusturdugu belirtilmistir (Jukes ve ark., 2010). KNS’ler ve bunlar igerisindeki
hidrofobik suslar, kateterlerin polimer yiizeylerine diger etkenlere gore daha kolay
yapismaktadir. Bazt KNS’lerin pili benzeri adezin molekiilleri mevcuttur. Bu yapilar
sayesinde bu etkenlerin kateterlere yapismasi kolaylasmaktadir. Ayni zamanda
ekstraselliiler polisakkarid yapisinda madde salgilayip biyofilm olusturarak konak
savunmasi ve antibiyotiklerden kendilerini koruyabilmektedirler. S. aureus’a bagh
KDE’lerin ¢ogu deriden koken almaktadir ve etkenin burunda tasinmasi ile iligkili
oldugu bulunmustur (Kitao ve ark., 2010). Venéz mural tromboz varliginda da S.
aureus’a bagl kateter ilisili enfeksiyon olugma riskinin diger etkenlere gore daha sik
oldugu gosterilmistir. Enterococcus tiirleri, Corynebacterium tiirleri (6zellikle
Corynebacterium jeikeium), Propionibacterium acnes, Bacillus tiirleri, Micrococcus

tiirleri etken olarak sik rastlanan diger gram pozitif bakterilerdir (Raad ve ark.,1994).

Kateter iliskili enfeksiyon etkenlerinden yaklagik %15-30’unu; gram negatif
bakterilerden Enterobacteriaceae iiyeleri (Escherichia coli, Enterobacter cloacae,
Klebsiella tiirleri, Citrobacter tiirleri), non-fermentatif gram negatif ¢omaklar
(Pseudomonas aeruginosa ve diger Pseudomonas tiirleri, Acinetobacter tiirleri,
Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas hydrophila) olusturmaktadir (Uncu ve
ark., 2004). Gram negatif basiller (6zellikle Klebsiella pneumoniae gibi genis
spektrumlu beta-laktamaz iireten Enterobacteriaceae iiyeleri); YBU’lerde, yogun
bakim dis1 linitelere gore daha yiiksek oranda kateter ilisili enfeksiyon etkeni olarak
goriilmektedir. Bu mikroorganizmalar, 6zellikle invazif monitorizasyon cihazlariin
kontaminasyonu, komplike uzak alan enfeksiyonlar1 veya yiiksek diizey oro-trakeal
kolonizasyondan kaynaklanabilmektedir (Eggimann ve Pittet, 2002; Ulusoy, 2005).
Mikobakteriler de (Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum) kateter
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enfeksiyonlarina neden olan bakteriler arasinda yer almaktadir (Raad ve ark.,1994).
Ozellikle bagisikligi baskilanmis hastalar ve yogun olarak genis spektrumlu
antibiyotik kullananlarda Candida tiirleri (C. albicans, Candida parapsilosis) ve
diger mantarlara (Fusarium tiirleri, Malassezia furfur, Rhodotorula, Trichosporon
tirleri) bagl kateter ilisili enfeksiyon sikligi giderek artmaktadir (Wisplinghoff ve
ark., 2004; Onurdag ve ark., 2010). Farkli hastane ve birimlerde etken sikligi
degiskenlik gostermektedir. Deriden kaynaklanan C. albicans’a bagli KDE’lerde
kateter giris yerindeki derinin biitiinliigii ¢ogunlukla bozulmustur. Total parenteral
beslenme alan hastalarda, verilen sivi etkenin ¢ogalmasina katkida bulundugundan,
C. albicans’a bagl Kkateter ilisili enfeksiyon riski artmaktadir (Ulusoy, 2005).
Candida enfeksiyonlar1, en sik goriilen hastane enfeksiyonlar1 arasinda dordiincii
sirada yer almasina ragmen, morbidite ve mortalite orani digerlerine gore daha
yiiksektir. Candida tiirlerinin neden oldugu kateter ilisili enfeksiyonlarda genellikle
antifungal tedaviye yanmit alinamadigindan Kkateterin ¢ekilmesi gerekmektedir
(Shuford ve ark., 2007). infiize edilen sivilara bagli kateter enfeksiyonlart
gelisebilmekte ve bazen bunlara bagli salginlar da goriilebilmektedir. Kontamine
inflizyon sivisi, epidemik nozokomiyal bakteriyemilerin en sik nedenidir (O’Grady
ve ark., 2011). Degisik parenteral sivilarda mikroorganizmalarin {ireyebilme
potansiyelleri de farklidir; %35 dekstroz soliisyonunda bazi Enterobacteriaceae
tiyeleri (Klebsiella tiirleri, Enterobacter tiirleri, Citrobacter tiirleri); distile suda P.
aeruginosa, Acinetobacter tiirleri, Serratia tiirleri; laktatli ringer soliisyonunda P.
aeruginosa ve Enterobacter tiirleri hizli tireme gosterir. Serum fizyolojikte birgok
bakteri tiirli iremesine ragmen Candida tiirleri genellikle zor tiremektedir. Aminoasit
ve hipertonik glikoz iceren soliisyonlarda Candida tiirleri iyi tirerken, bu sivi gogu
bakterinin iiremesini inhibe eder; %10 lipid soliisyonu da bir¢ok mikroorganizmanin
tiremesi i¢in uygundur. Kan ve kan iriinlerini; Enterobacter cloacae, Serratia
marcescens, Achromobacter spp., Flavobacterium spp., Pseudomonas spp.,
Salmonella spp. ve Yersinia spp. cinsi bakteriler kontamine edebilmektedir. Kateter
tipleri ve takilma yerine gore de etken mikroorganizma tiirli degisebilmektedir;
KNS’ler biitiin kateter tiplerinde en sik etkendir (%30-60), ancak femoral SVK’larda
en sik etken gram negatif ¢omaklar (Enterobacteriaceae ve Pseudomonas tiirleri) ve
enterokoklardir. Uzun siireli SVK’larda KNS’ler %40-60, S. aureus %20-30, gram
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negatif bakteriler %15-25, Candida tiirleri %5-20 oraninda etken olur. Tiinelsiz kisa
sireli SVK ve pulmoner kateterlerde KNS’lere %30-50, S. aureus’a %5-15,
enterokoklara %5-10, gram negatif bakterilere %30-40, Candida tiirlerine %3-5
sikliginda rastlanilir. Uzun siireli tiinelli SVK’larda KNS’ler %4060, S. aureus %3—
5, enterokoklar %5-10, gram negatif bakteriler %20-30, Candida tiirleri %10-20 ve
kiifler %0-5 oranlarinda etken olmaktadir (Polderman ve Girbes, 2002).

2.1.5. Koagiilaz Negatif Stafilokoklarin Etken Oldugu Kateter liskili

Enfeksiyonlarin Tedavisi

KNS’ler kateter enfeksiyonlarmin en sik nedeni olmalarina ragmen klinikte
karsimiza daha cok cilt flora kontaminasyonu veya kateter agzi kolonizasyonu olarak
cikmaktadir. Metisilin duyarli KNS (MSKNS)’lerde nafsilin, sulbaktam — ampisilin,
sefazolin veya kotrimoksazol kullanabilmektedir. Metisilin direnci gelisen vakalarda
(glinimiizde %50-80’lere ulasmistir ve giderek artmaktadir) ise glikopeptitler,
linezolid ve streptograminler tercih edilmektedir (Oztiirk, 2003; Raad ve ark 2007;
Mermel ve ark., 2009).

SVK’s1 ¢ekilmis ve komplike olmayan vakalarda 5—7 giinliik sistemik antibiyotik
tedavisi yeterliyken, kateteri korunan vakalarda, uygulanan tedaviye antibiyotik kilit
tedavisi eklenerek tedavi siiresi 10-14 giine tamamlanmaktadir. Kateter kilit tedavisi
sirasinda kateterdeki antibiyotik konsantrasyonu MIK degerinin 100-1000 kat
tizerinde bulunmaktadir. Kilit tedavisi ile antibiyotik uygulamasindan sonra, 24-48
saat boyunca antibiyotik kateterdeki konsantrasyonunu korumaktadir. Antibiyotik
kilit tedavisinde heparin ile ¢okme olusturma riski olmayan antibiyotikler, heparin ile
kombine edilerek uygulanir. Heparin ile kombine kullanilabilecek antibiyotikler;
vankomisin, seftazidim, sefazolin, siprofloksasin, gentamisin ve ampisilindir.
Vankomisin heparin kombinasyonu 37°C’de 72 saat ¢6kme olusturmadan durabilir.
KNS’ler slime faktér olusturmalarina ragmen tedavi i¢in kateterin ¢ekilmesi sart
degildir fakat kateteri korunan hastalarda bakteriyeminin %20 oraninda tekrarlama
riski mevcuttur (Oztiirk, 2003; Raad ve ark., 2007; Mermel ve ark., 2009; O’Grady
ve ark 2009).
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2.2. Biyofilm

2.2.1. Biyofilm Tarihgesi

Arastirmacilar, biyofilm kavramindan once, planktonik olarak da adlandirilan ve
diger bakterilerden bagimsiz olarak, tek baslarina dolasan mikrobiyal hiicrelerin
davranislarin1 incelemislerdir. Mikroorganizmalarin bir yiizeye tutunarak bir tabaka
olusturmalartyla ilgili kanitlarin ortaya ¢ikmasiyla birlikte, caligmalar da bu yone
kaymustir (Rijnarts ve ark.,1993; Donlan ve Costerton, 2002).

17. yizyilda Van Leeuwenhoek kendi dislerindeki plaklarda, mikroskopla
saptanabilen varliklar1 tespit etmis, 1978’de Bill Costerdon yaptig1 yayimn ile
"biyofilm teorisini" ortaya atmistir (Costerton ve ark., 1978). Sonrasinda da
biyofilmin yapisi, 6zellikleri, bulundugu ekosistemler ile ilgili caligmalar artmistir

(Watnick, 2000).

Biyofilm teorisinin ortaya ¢ikisindan sonra bilim diinyasinda, birincisi, biyofilmin
biyokimyasal oOzellikleri ve genetik yapisi;  ikincisi ise, biyofilm ile iligkili
enfeksiyonlarin tanis1 ve tedavisi olmak iizere iki onemli baghk glindeme gelmistir.
Biyofilm olusumu, diizenlenmesi ve biyofilm olusumunun altinda yatan molekiiler
yapilar ile ilgili ¢ok sayida c¢alisma bulunmaktadir (Donlan ve Costerton, 2002;
Costerton ve ark.,, 2005, Arciola ve ark., 2012). Biyofilmin sebep oldugu
enfeksiyonlarin tanisi, yol agan etkenler, kolaylastiran faktorler, tedavisi ve
antimikrobiyallere kars1 gelisen diren¢ mekanizmalarini igeren konular halen
giincelligini korumakta ve bunlarla ilgili aragtirmalar yapilmaya devam edilmektedir
(Stoodley ve ark., 2002 ve 2011; Ehrlich ve ark., 2010; Wolcott ve ark., 2011,
Costerton ve ark., 2011).

2.2.2. Biyofilm Olusumu

KNS’ler lizerinde yapilan ¢alismalarda, bu mikroorganizmalarin bir kisminin “slime

faktori” adi verilen hiicre digina salgilanan %40 karbonhidrat ve %27 proteinden
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olusan viskoz, ekstraseliiler bir madde olusturduklar1 saptanmistir. Slime faktér,
KNS’lerin diiz ylizeylere ve Kkateterlere tutunarak kolonize olmalarim
kolaylagtirmakta, KNS’leri fagositoz ve degraniilasyondan korumakta, kemotaksisi
ve opsonizasyonu Onlemekte, ndtrofil etkisini inhibe ederek, lenfosit aktivitesini
azaltmakta ve bakteriye viriilans kazandirmaktadir (Christensen ve ark., 1982,
Davenport ve ark 1986; Noble ve ark., 1990).

Caligmalar biyofilm olusumunun dort farkli basamakta gelisti§ini gostermistir

(Watnick, 2000; Altun ve Sener, 2008):

1.Mikroorganizmanin _yiizeye tutunmasi: Yiizeye organik ve/veya inorganik

maddelerin yapigsmasini takiben mikroorganizmalar bu yiizeye geri dontiisiir 6zellikte
tutunmaktadir. Bu evrede bakterinin hareketi veya bakteri ylizeyi ile tutunulan ylizey

arasindaki elektrostatik veya fiziksel etkilesimler rol oynamaktadir.

2.Geri doniistimsiiz tutunma: Bakteriler bu asamada ekzopolisakkarid yapida bir

madde sentezlemeye baslamakta ve bu yapi da hiicrelerin birbirine ve yiizeye
tutunmasin1  saglamaktadir. Ekzopolisakkarid madde ayni zamanda bakterinin

olumsuz ¢evre kosullarindan korunmasini islevini de listlenmektedir.

3.Kolonizasyon: Yiizeye tutunan bakteriler boliiniip ¢ogalarak biyofilmin temel

birimi olan mikrokolonileri olusturmaktadir. Mikrokolonilerin %10-25’1 hiicrelerden,
%75-90’1 ise hiicre disi polimerik madde matriksinden olusmaktadir (Donlan ve
Costerton, 2002). Bu mikrokolonilerin {izerine ortamdaki planktonik bakteriler de

yapismaya devam etmekte ve boylece kolonizasyon saglanmaktadir.

4.Kopma: Biyofilm olustuktan sonra bakteride genetik diizenlenme sonrasinda
hareketi saglayacak olan flajellalar sentezlenmekte, iist tabakadan kopmalar
gerceklesmekte ve kopan planktonik hiicreler yeni biyofilm odaklarini olusturmak

tizere ayrilmaktadir. Bu siire¢ bir dengeye oturunca siireklilik géstermektedir.

Biyofilm olusum basamaklar1 Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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Planktonik Hiicreler

\ 4

Tutunmus Hiicreler

A 4
Kopmus Hiicreler

Sekil 2. 1. Biyofilm olusumunun gosterilmesi (Watnick ve Kolter, 2000)

2.2.3. Biyofilmin Yapis1 ve Onemi

Biyofilm i¢in ¢esitli tanimlamalar olmakla birlikte; genetik yapis1 ve protein sentezi
acisindan tamamen degisik yapida, hiicre dis1 polimerik madde igine gdmiilmiis
sekilde, degisime ugramig yiizeye ya da birbirine tutunan mikroskobik canlilarin
Olusturdugu yapiya biyofilm denilmekte ve makroskobik olarak opak yapida,
bulundugu ortam ve kosullara gore degisik boyutlarda olabilen (ortalama 100-500um
boyutlarinda), kaygan, piiriizsiiz, giderilmesi zor bir yap1 olarak ifade edilmektedir
(Rijnarts ve ark., 1993; Hood ve Zottola, 1997; Watnick ve Kolter, 2000; Sutherland,
2001).

Bir c¢alismada biyofilm, geri donilisiimsiiz olarak bir ara yilize veya birbirlerine
tutunmus, ekstraselliiler polimerik maddelerden olusan ve kendi iiretmis olduklar
matriks icerisinde gomiilii, planktonik formlari ile biiyiime hizlart ve gen
transkripsiyonlar1 farkli olan ve mikrobiyal hiicrelerden olusan hareketsiz bir

topluluk olarak tanimlanmistir (Donlan ve Costerton, 2002).
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Biyofilmin %90’1indan fazlasini olusturan ekstraselliiler matriks; mikroorganizmay1
fagositozdan ve oksidatif mekanizmalardan korur (Hoyle ve ark., 1990), ayrica
bakteri biyofilm tabakasi sayesinde konagin bagisiklik sisteminden de kagmis olur
(Costerton, 1995).

Bagka bir ¢alismada biyofilm; bir yiizeye yapisan ama burada yasama bigimlerini
belirli bir yapisal biitiinliik icerisinde siirdiiren ve birbirleriyle haberleserek ve
varliklarmin devami i¢in gerekli islevlerin yerine getirilmesini saglayan bakterilerin
olusturdugu bir organizasyon olarak tanimlanmis ve haberlesmenin énemine dikkat

¢ekilmistir (Post ve ark., 2004).

Baz1 gram pozitif bakterilerde; Ornegin stafilokoklarda ekstraselliiler polimerik
maddenin kimyasal yapist katyoniktir. Yapilan bazi1 c¢alismalarda KNS’lerin
olusturdugu slime takasinin teikoik asit ve ¢ok az miktarda protein karisimindan

olustugu goriilmistiir (Hussain ve ark., 1993).

2.2.3.1. Biyofilmde Cogunlugu Algilama (Quorum Sensing) Mekanizmalari

Biyofilm olusumu; bakterilerin bir araya gelip belirli bir yiizeye tutunarak
yapigmalar1 ve o ylizeydeki diger tiirlerle birlikte yasamaya devam ettikleri, rastgele
gerceklesen bir olay degildir. Bazi bakterilerde biyofilm olusumu, hiicreden hiicreye
iletisim dizgeleri ile kontrol edilmektedir. Okaryot ve prokaryot hiicrelerden salinan
ve hiicreler arast sinyal iletimini saglayarak, bakterinin gen ekspresyonunu
diizenleyen molekiillerle (‘‘acylated homoserine lactonase’” vb.), biyofilm yapiminin
diizenlenebilecegi gosterilmistir. Bu veriler; biyofilmin patojenite ve c¢evreye
adaptasyonda Onemini arttirmistir. Cogunlugu algilama (quorum sensing) olarak
adlandirabilecegimiz bu dizgeler, genis bir organizma toplulugunda viriilans
etkenlerinin diizenlenmesinde de yer almaktadir (Labbate ve ark., 2004; Raffa ve
ark., 2005; Rasmussen ve Givskov, 2006).

Quorum sensing sistemi sayesinde bakteri davranislarini1 koordine ederek, besin igin

diger bakterilerle savasir, kaynaklara karsi adaptasyon gelistirir. En Onemlisi,
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enfeksiyon sirasinda viriilans faktorlerini diizenleyerek konagin immiin yanitindan
kagabilir. Quorum sensing sistemi i¢cinde “autoinducer” adi verilen sinyal molekiilleri
vardir. Bu molekiiller haberlesmede ¢ok Onemli rol oynamaktadirlar. Hiicre disi
quorum sensing molekiilleri, ya membrana bagli sensor kinazlara baglanir ve hiicre
icinde bir veya daha fazla sayida genin ekspresyonunu kontrol eden diizenleyicilerin
fosforilasyonu yoluyla hiicrede transkripsiyonel degisikliklere neden olur, ya da bazi
bakterilerde oldugu gibi oligopeptid permeazlar araciligr ile dogrudan hiicre igine
girerek hiicre i¢i reseptorler ile kendileri etkilesime geger (Novick ve Muir, 1999;
Raffa ve ark., 2005; Rasmussen ve Givskov 2006; Saragli, 2006).

2.2.4. Bakteriler Neden Biyofilm Olusturur?

Biyofilm yapis1 ekstraselliiler matriks ve mikrobiyal hiicrelerden olusmaktadir.
Mikroorganizmalarin  biyofilm olusturmalarinin  nedenleri arasinda; biyofilm
sayesinde c¢esitli kosullara ve maddelere karsi direnclilik gelistirebilmeleri ve
bakterilerin ¢cok tabakali sekilde siralanmalar1 sayesinde ylizeyde bulunan tabakanin
kimyasallara kars1 mekanik kalkan olusturmalar1 gibi avantajlar elde etmeleri

sayilabilir (Donlan ve Costerton, 2002).

Bakteriler tercihen olumsuz ortamlarda biyofilm yapmaktadirlar. Piriizli ve
plriizsiiz yiizeylerde bakteriyel adezyon calismalari; birgok kez pasajlanmis ve
adezyon yetenegini yitirmis laboratuvar suslartyla ve Onceden pasajlanmamis ve
biitiinliyle aderan bakteriyel suslarla yapilmistir. Calismalar sonucunda; pasajlanan
bakterilerde piiriizsiiz yiizeylerde adezyon meydana gelmezken, s6z konusu adezyon
yetenegini kaybetmemis suslar (wild type) oldugunda yiizeyin fiziksel farkliliklarinin

etkisi olmamuis ve her iki ylizeyde de adezyon izlenmistir (Costerton ve ark.,1995).

Bir¢ok kez pasajlanmis ve adezyon yetenegini yitirmis laboratuvar suslariyla
yapilmig bakteriyel adezyon calismalarinda, piriizsiiz yiizeylerin bakteriyel
adezyondan kagabildigi saptanmistir. Buna karsilik; pasajlanmamis ve biitiiniiyle

aderan bakteriyel suslarla yapilan calismalarda piiriizsiiz yiizeylerin, piiriizli
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ylzeyler kadar kolay kolonize oldugu ve yiizeyin fiziksel 6zelliklerinin bakteriyel

adezyona etkisinin minimal oldugu gosterilmistir (Costerton ve ark., 1995).

Bakterilerin olusturduklar1 biyofilm yapist ortam kosullarina gore de farklilik
gostermektedir; uygun olmayan kosullarda iiretilen biyofilmlerin viskozitelerinin

arttig1 ve mekanik kirilmalara dayanikli olduklar1 gosterilmistir (Donlan, 2002).

2.2.5. Biyofilm Olusumunun Gosterilmesi

Biyofilm olusumunu gostermek igin ¢esitli boyalar, metabolik, molekiiler ve fiziksel
yontemler bulunmaktadir (Pantenella ve ark., 2013). Biyofilm kavraminin tam olarak
ortaya konmasindan dnce Christensen yontemi ile slime faktor varligimi gosteren
caligmalar bulunmaktadir. Giliniimiizde bu yontem halen kullanilmaya devam

etmektedir.

Biyofilm yapis1 Konfokal Tarayici Lazer Mikroskopi ve Tarayict Elektron
Mikroskopi gibi mikroskopik yontemlerle gosterilirken, kuru agirlik 6l¢timii, 16sin
inkorporasyon yontemi ile radyoaktif madde alimi gibi kolorimetrik yontemler ile
biyofilmin yogunlugu ve derecesi tespit edilebilmektedir (Christensen ve ark., 1982;
Van Pett ve ark., 1990; Hawser ve Douglas, 1994; Chandra ve ark., 2001; Pantenella
ve ark., 2008; Peeters ve ark., 2008;).

2.2.5.1. Boyama Yontemleri

Boyama yontemlerinde ¢ok cesitli boyalar kullanilarak biyofilm tabakasini

gostermek, olii/canli hiicrenin tespiti gibi ¢esitli uygulamalar: vardir.

1) Kiristal viyole ile boyama: Kristal viyole ile boyayarak biyofilm tabakasinin
gosterilmesi ve Ol¢limiinde kullanilan ilk ydntemlerdendir. Bu yodntemde
biyofilm tabakasini olusturan bakteri ve ekstaselliiler matriksin negatif yiikli

molekiilleri kristal viyole ile boyanmaktadir. Boyama isleminden sonra, bir
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2)

3)

4)

¢oziicii (etanol, asetik asit gibi) eklenmekte ve spektrofotometrik olarak

degerlendirilmektedir (Pantenella ve ark., 2013).

1,9-dimetil metilen mavisi (1,9- dimethyl methylen blue): Bu kolorimetrik
yontem Ozellikle S. aureus’un olusturdugu biyofilmlerde kullanilmaktadir.
Katyonik  bir boya olan 1,9-dimetil metilen  mavisi;  6zellikle
gikozaminoglikanlar1 boyamaktadir. S. aureus’un olusturdugu biyofilm
tabakasindaki, ekstraselliiler matriksin yapisinda bulunan poli-b-1,6 baglariyla
baglanmis N-asetilglukozamini boyamaktadir. Bu boya polisakaritler ile
kompleks olusturduktan sonra bir ¢6ziicii eklenmekte ve spektrofotometrik

olarak degerlendirilmektedir (Pantenella ve ark., 2013).

Floresein diasetat (fluorescein-di-acetate): Floresein diasetat; hiicre membranini
boyayan renksiz bir boyadir. Bakterinin boyay1 almasindan sonra, boya hiicresel
esterazlar ile  floreseine  hidrolize  edilmektedir. Olusan sinyaller
spektrofotometrik olarak degerlendirilmektedir. Olii hiicreler floresein diasetat
boyasin1 metabolize edemedikleri i¢in, sinyal olusturmamaktadir (Pantenella ve

ark., 2013).

Olii/canl1 bakteri boyama (LIVE/DEAD BacLight boyama Kiti) Bu yéntemde iki
cesit niikleik asit boyasi kullanilmaktadir. Birincisi; yesil floresan veren ve canl
bakterilerin ayrimini saglayan Syto9 boyasi, ikincisi ise; kirmizi floresan veren
ve Oli bakterilerin ayrimini saglayan propidyum-iodid boyasidir. Bakterilerin
boyanmasi hiicre membranlari ile iligkilidir. Hiicre zarina gomiilii 61t bakteriler
kirmizi, canli bakteriler ise yesil renkte gozlenmektedir (Pantenella ve ark.,

2013).

2.2.5.2. Metabolik Yontemler

Biyofilm degerlendirilmesinde kullanilan metabolik yontemler sdyle siralanabilir:
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1)

2)

3)

Resazurin yontemi: Resazurin canli hiicrelere zarar vermeyen bir biyolojik
boyadir. Mavi- floresan olmayan resazurin boyasi (Alamar Blue olarak da
bilinir), hiicresel metabolizma sonucunda floresan Ozelligi olan rezorufine
doniistiiriilir ve boyanin rengi pembe olarak degismektedir. Islem sonunda
spektrofotometrik olarak degerlendirilmektedir. Resazurin canli hiicreleri

degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir (Pantenella ve ark., 2013).

XTT yontemi: Bu yontemde redoks indikator kullanilarak, spektrofotometrik
yolla biyofilm tabakasindaki canli hiicrelerin goriilmesini saglanmaktadir. Canli
hiicreler, mikrobiyal respiratuvar metabolizmalar1 sonucunda: 2,3-bis (2-
metoksi-4-nitro-5-siilfonil 5-[(fenilamino) karbonil]-2H-tetrazolyum hidroksit
tuzunu suda ¢oziinebilen formazana indirgeyebilmektedir. XTT’ nin metabolik
indirgemesinden sonra, Siipernatanin absorbansinin Olgiilmesi ile biyofilm
tabakasindaki canli hiicre sayist tespit edilebilmektedir (Pantenella ve
ark., 2013).

BioTimer assay (BTA): Biyofilmi olusturan canli bakterilerin sayisini
belirlemede kullanilan kolorimetrik bir yontemdir. BTA fenol kirmizisi igeren
bir belirteg icermektedir. Bakterilerde fermentatif metabolizma sonucunda,
belirtecin rengi kirmizidan sartya donmektedir. Rengin degisimi sirasinda gegen
siire; bakteri konsantrasyonu ile iliskilidir. Biyofilm tabakasinin antimikrobiyal

duyarhilik tespitinde kullanilabilen, ucuz, kolay bir yontemdir (Pantenella ve
ark., 2013).

2.2.5.3. Molekiiler Yontemler

Biyofilm degerlendirilmesinde kullanilan molekiiler yontemler sunlardir (Pantenella
ve ark., 2013):

1) Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve kantitatif real time PZR yontemleri: PZR

biyofilm olusumu ile iligkili genlerin tespitinde kullanilmaktadir. Kantitasyon

yapilamamasi, canli ve 6lii hiicreyi de ayiramamasi dezavantajlarindandir. Ama
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kantitatif real time PZR yontemi ile bu dezavantajlar asilmistir ve su an i¢in gok

giiclii ve duyarl bir genetik analiz yontemidir.

2) Floresans in situ hibridizasyon: Canli hiicredeki spesifik rRNA’ya ya da hedefe
baglanan floresan boyali oligoniikleotid problart kullanilmaktadir. Biyofilmi
olusturan birden fazla tir olmasi durumunda, bu yontem uygulanabilir.
Floresans in situ hibridizasyon teknigi; canli hiicreyi saptayabilmesine ragmen,

diisiitk metabolizmaya sahip bakterileri tespit edememektedir.

2.2.5.4. Fiziksel Yontemler

Biyofilm degerlendirilmesinde kullanilan fiziksel yontemler agagidaki gibidir :

1) Kiitle spektrofotometrisi (Mass spectrometry): Bu teknik sonucunda incelenen
maddenin yapist belirlenmekte, hem kalitatif hem de kantitatif sonuglar elde
edilebilmektedir. Bu 0Ozellikleri sayesinde; ¢esitli molekiillerin kimyasal
ozelliklerinin belirlenmesinde ve yapist belirlenen materyalin kantitasyonunda
kullanilan c¢ok giiclii analitik bir tekniktir. Kiitle spektrumu, 06rnekteki
bilesiklerin kolaylikla hareket edebilen iyonlara (¢ogunlukla pozitif)
doniistiiriilmesi ve bu iyonlarin kiitle/yiik oranina goére siralanmasiyla elde edilir.
Elde edilen veriler maddenin kimyasal yapisiyla dogrudan iliskilidir. (Pantenella
ve ark., 2013).

2) Lazer taramali konfokal mikroskop (Confocal laser scanning microscopy): Bu
mikroskop aragtirmacilara floresan veya yansitici problar ile isaretlenmis
biyofilm tabakasi gibi oldukca kalin kesitler ile ya da ¢ok kiiciik organizmalar ve
biitiin haldeki hiicre 6rnekleri ile ¢alisma imkan1 saglamaktadir (Pantenella ve
ark., 2013).

3) Konfokal Raman mikroskop (Confocal-raman microscopy): Konfokal metotta

aydinlatmanin ve bilgi toplamanin yapildigi alan aymidir ve 1 um’den daha

kiicik ¢apa sahip ylizeyler analiz edilebilmektedir. Taramali elektron

22


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pantanella%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23435778
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pantanella%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23435778
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pantanella%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23435778

4)

5)

6)

mikroskobu (scanning electron microscope) ve gegirimli elektron mikroskobu
(transmission electron microscope) metodlartyla karsilastirdiginda; daha basit,

daha ucuz ve tahribatsiz bir yontemdir (Pantenella ve ark., 2013).

Elektron mikroskobisi (Electron microscopy): Elektron mikroskobu ile kisa
dalga boylar1 ve yliksek enerjili radyasyon ile daha yiiksek ¢oziiniirliikte goriintii
saglanabilmektedir. Taramal1 elektron mikroskobu yiiksek ¢oziiniirliklii resim
olusturmak icin vakum ortaminda olusturulan ve ayni ortamda elektromagnetik
lenslerle inceltilen elektron demeti ile incelenecek malzemeyi analiz etme
imkan1 sunmaktadir. Gegirimli elektron mikroskobu ise ¢ok ince bir ornek
icinden gecirilen yiiksek enerjili elektronlarin goriintiilenmesi prensibine
dayanmaktadir. Elektronlarin 6rnek ile etkilesimleri sonucu olusan goriintii
biyiiltilir ve floresans ekran, fotografik film katmani gibi bir sensor iizerine

odaklanir (Pantenella ve ark., 2013).

X-ray microskobisi: Cesitli dalga boylarinda X 1smlarmin kullanildigi teknikte
cok yiiksek ¢ozilniirliikte goriintii ve 6rnegin kompozisyonunun haritasi elde
edilebilmektedir. Cok pahali ve kullaniminin zor olmasi gibi 6zelliklerinin

olmas1 kullanimini sinirlamaktadir (Pantenella ve ark., 2013).

Tarayic1 ug¢ mikroskobisi (Scanning probe microscopy) Numunenin yiizeyi
nanometrik boyutlu bir prob ile taranmakta ve topografik olarak
tanimlanmaktadir. Bu teknolojilerin arasinda bakteri hiicreleri ve biyofilm
olusumu gibi mikrobiyolojiyi ilgilendiren konularda en ¢ok kullanilan1 atomik
kuvvet mikroskobudur (atomic force microscopy). Atomik kuvvet mikroskobu:
yiiksek ¢oziiniirliik (nanometre diizeyinde saptayabilme), incelenecek materyale
zarar vermeden analiz edebilme, incelenecek numune hazirliginin kolay olmasi

gibi ozeliklere sahiptir (Dubrovin ve ark., 2012; Pantenella ve ark., 2013).
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2.2.6. Slime Faktor Olusumunun Gosterilmesi

2.2.6.1. Christensen Yontemi (Kalitatif Tiip Testi)

Christensen ve arkadaslar1 tarafindan bildirilmistir. Tiipteki 5 ml soy buyyon
besiyerine, incelenecek bakteriden 6ze ile birkac¢ koloni alinarak inokiile edilir ve
37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilir. inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri bosaltilir
ve bosaltilan her tiipe ayn1 miktarda boya maddesi (kristal viyole vb.) konur, yavasca
karistirtlir ve boya dokiiliir. Tiiplerin kurumalar1 saglandiktan sonra tiip ¢evresinde
olusan renk; koyuluk ve kalinligina gore derecelendirilerek slime faktér olusumu
olarak degerlendirilir. Tiip testi degisken ve subjektif bir yontemdir (Christensen ve
ark., 1982).

2.2.6.2. Kongo Red Agar Yoéntemi

Kongo red besiyeri; litrede 10 g agar, 50 g sukroz, 37 g beyin kalp infiizyon buyyonu
ve 0.8 g Kongo kirmizisi boyasi igerecek sekilde hazirlanir. KNS’lerin kongo red
agara (KRA) tek koloni ekimleri yapilir. 37°C’de 24 saat inkiibasyonun sonunda
pembe ya da kirmizi koloni olusturan suslar slime faktor negatif, siyah koloni

olusturanlar ise slime faktor pozitif olarak degerlendirilir (Freeman ve ark., 1989).

2.2.7. Biyofilm Olusturma Modelleri

Biyofilm olusumunu aragtirmak i¢in hem in vitro hem in vivo modeller
kullanilmaktadir. In-vitro modeller de kendi iginde statik ve dinamik yontemler
olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Statik sartlarda biyofilm olusturmak ve olusumunu
degerlendirmek igin farkli ylizey Ozelliklerine sahip materyaller kullanilmistir. Bu
materyaller arasinda 96 kuyucuklu mikroplak (genellikle polistiren yapidadir ve en
sik kullanilan materyallerden birisidir), kateter disk, silikon elastomer, polivinilkloriir

ve cam boncuk bulunmaktadir (Pantanella ve ark., 2008; Coenye ve ark., 2011).
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Biyofilm olusturmak ve olusumunu degerlendirmek i¢in kullanilan dinamik sistemler
arasinda; silindirik seliiloz filtre, perfiize biyofilm fermenter, Modifiye Robbins
Gereci ve Calgary Biyofilm Gereci (Calgary Biofilm Device) gibi materyaller yer
almaktadir (Ceri ve ark 1999; Pantanella ve ark., 2008; Coenye ve ark., 2011).

In-vitro modellerde biyofilm ve konak immiin sisteminin etkilesimi tam olarak
yansitilamamasi, bu modellemenin en biiyiik dezavantajidir ve bu asamada in Vivo
deneylere ihtiyac duyulmaktadir. In vivo deneyler uygulamasi zor ve zahmetli
olmakla birlikte bir¢ok uygulama alan1 bulmustur. Bu amagla SVK enfeksiyonunu
taklit etmek icin deney hayvanlarinda modeller gelistirilmistir ve bu modellerde
Olusturulan biyofilmlerin yapisal olarak in vitro biyofilmlere benzedigi goriilmiistiir

(Andes ve ark., 2004; Coenye ve ark., 2011 ).

2.2.8. Biyofilm Olusumu ile icaADBC Operonu ve 1S256 Arasindaki iliski

Polisakkarit yapida olan polisakkarit interselliiler adezin (polysccharide intercellular
adhesion-PIA) sentezi gram pozitif ve gram negatif bakterilerde biyofilm
olusumundan sorumlu temel mekanizmay1 olusturmaktadir (Mack ve ark., 2009).
PIA; 6zellikle S. epidermidis’in olusturdugu biyofilmlerde hiicreler arasi adezyondan
sorumlu en 6nemli bilesendir (Mack ve ark., 1992; 1994 ve 1996). Poli-N-siiksinil--
1-6 glikozamin (PIA-PNSG) yapidaki polisakkarit tutunma matriksinin iiretiminden
intercellular adhesin (interselliiler adezin-ica)ADBC operonu ve hareketli insersiyon
sekanst 256 (1S256) elemani1 sorumludur (Heilmann ve ark., 1996; Gerke ve ark.,
1998; Kozitskaya ve ark., 2004). icaADBC operonu; S. epidermidis, S. aureus,
Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus caprae suslarinda bulunmaktadir;
ayrica diger KNS’lerde de operonun homolog sekanslar1 saptanmistir (Cramton ve
ark., 1999; McKenney ve ark., 1999; Allignet ve ark., 2001; Moretro ve ark., 2003;
Frank ve Patel, 2007).

icaADBC gen kiimesinin; matriksin bakterilerin diger bakterilere tutunarak ¢ok

tabakal1 biyofilm olusturma asamasinda, hiicrelerin birbirine yapismasini saglamakta

etkili olduguna yonelik ¢aligmalar mevcuttur. Bu nedenle icaADBC gen kiimesini
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barindiran  stafilokok  suslarinin, potansiyel biyofilm {ireticisi  oldugu
distiniilmektedir (Cramton ve ark., 1999; Mack ve ark., 2009; Szczuka ve ark.,
2013). icaADBC gen ekspresyonunu etkileyen ¢ok ¢esitli faktor bulunmaktadir.
Bunlardan birisi molekiiler olarak nasil diizenlendigi tam olarak bilinmemekle
birlikte, 1S256’nin operonun ¢esitli bolgelerine insersiyonu ya da eksizyonudur
(Ziebuhr ve ark., 1997; Diemond-Hernandez ve ark., 2010).

icaAD; glikoziltransferaz aktivitesine sahiptir, icaC; polisakkaridin elongasyonu ve
PIA sentezinin tamamlanmasi igin gereklidir, icaB’nin ise deasetilaz aktivitesine
sahip oldugu ve PIA’nin olgunlasmasi igin deasetilasyon yaptigi bilinmektedir
(Gerke ve ark., 1998; Lappin-Scott ve Bass, 2001; Vuong ve ark., 2004).

icaA geninin UDP-N-asetilglukozaminden biyofilmin ana tabakasini olusturan N-
asetilglukozamin oligormerlerinin (PIA olusumundan sorumludur) sentezinde yer
alan N-asetilglukozamiltransferaz iiretiminden sorumlu oldugu gosterilmistir
(Arciola ve ark., 2001; Gad ve ark., 2009; Costa ve ark., 2009). Kapsiiler
polisakkaritin fenotipik ifadesinde 6nemli olan N-asetilglukozamiltransferaz’in
maksimum ekspresyonunda ise icaD geninin rol oynadigi belirtilmektedir (Gad ve
ark., 2009). Yapilan bazi caligmalarda; icaA ve icaD genlerinin birlikte c¢alisarak
seker oligomerlerinin sentezine aracilik ettigi gosterilmistir (Vasudevan ve ark.,
2003).

2.2.9. Biyofilmin Antimikrobiyal Dirence Etkisi ve Tedavisi

Biyofilmin antimikrobiyallere kars1 direng gelistirmesinde konvansiyonel antibiyotik
direncinden farkli mekanizmalarin etkili olduguna dair veriler bulunmaktadir.
Biyofilm i¢ine antibiyotigin diisiik orandaki penetrasyonu, yavas iireme ve adaptif
stres yanitinin olusu, bakterinin ¢ok asamali savunmasini olusturmaktadir. Biyofilmi
olusturan mikroorganizmalar igerisinde farkli dirence sahip fenotipik varyantlarin
ortaya ¢ikmasi, genel stres cevabinin uyarilmasi, atim pompalarinin devreye girmesi

ve quorum sensing sistemlerinin etkin hale gelmesi gibi faktorler biyofilmin
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antimikrobiyallere kars1 gelistirdigi direncten sorumlu olan mekanizmalardir

(Stewart, 2002).

Biyofilm direncinde en o6nemli mekanizma; antibiyotiklerin biyofilme penetre
olamamasidir. Ekzopolisakkarit matriks antimikrobiyallerin biyofilm i¢indeki
bakterilere diflizyonunu engellemektedir (Stewart ve ark., 1996). Biyofilm kalinlig1
ile antibiyotiklere direng gelisimi arasinda lineer bir korelasyon oldugu da
gozlenmistir. Diger bir mekanizma, biyofilmdeki mikroorganizmalarin yavas
biiyiime fazina girmeleridir. Ihtiyac duyduklari besin maddelerinin ortamda
azalmasiyla birlikte bakterilerin liremeleri yavaslar ve aktif ireme fazinin yavasladigi
forma gegerler (Costerton ve ark.,1995). Bu durumda da antibiyotiklerin bakterisidal
etkilerini gostermeleri icin ihtiya¢ duyduklar1 aktif {ireme gosteren bakterilerin
sayisinin azalmasina bagli olarak antimikrobiyal etkinlikte de azalma meydana
gelmektedir (Stewart, 2002). En 6nemli tiglincii mekanizma da biyofilmin yapisinda
yer alan degismis kimyasal ortamdir. Bu kimyasal yapilar ya da ortamin pH’sinda
meydana gelen degisiklikler antimikrobiyal etkinligi {izerine olumsuz etki

gostermektedir (Melchior ve ark., 2006).

Antibiyotiklerin subinhibitor konsantrasyonlarinin KNS’lerde icaADBC operonuna
olan etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada, Kinupristin/dalfopristin ve tetrasiklin sub-
MIK konsantrasyonlarinin bu genin etkisini artirdigi, dolayisiyla daha fazla adezin
olusumuna yol agtig1 gosterilmistir (Gotz, 2002). Bagka bir ¢aligmada da vankomisin
ve linezolidinin stafilokoklarin olusturdugu biyofilmlerdeki bakteri miktarini
azalttigl, ancak bu antibiyotiklerin yiiksek konsantrasyonlarda uygulanmasina
ragmen biyofilm olusumunu tamamen oldiiremedikleri saptanmistir (Ceri ve ark.,

1999; Wicox ve ark., 2001).

2.3. Stafilokoklarda Metisilin Diren¢ Mekanizmalari

Penisilinaza direncli penisilinler stafilokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Yakin zamana kadar tedaviyi yonlendirmede

rehberlerin ongordiigii yol, test edilen susun disk difiizyon yontemi ile oksasiline
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direngli olmasi halinde penisiliniza direngli penisilinlerin hepsine direngli kabul
edilmesi seklinde olmakla birlikte, giinlimiizde sefoksitinin duyarliligi ve
Ozgiilliigiiniin daha iyi oldugunu gésteren ¢alismalar bulunmaktadir (Ferreira ve ark.,
2003; Swenson ve ark., 2005; Swenson ve ark., 2007; Marsik, 2011, Swenson ve
ark., 2011) Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitisii’niin (Clinical and
Laboratory Standards Institutute-CLSI) 2014 yili 6nerileri dogrultusunda KNS’lerde
metisilin direncinin saptanmasinda bugiin i¢in izlenen yol,  sefoksitin diski
kullanilarak Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile duyarlilik Olglimiidiir. S.
lugdunensis'in degerlendirimi S. aureus gibi yapilmakta ve Tablo 3.2'de belirtilen
zon ¢aplarina gore duyarlilik belirlenmektedir. S. lugdunensis igin ayrica sefoksitin
(4pg/ml  konsantrasyonda) kullanarak sivi mikrodiliisyon testi yapilmasi da

onerilmektedir (CLSI 2014).

Metisiline direncli stafilokok suslari metisilinin klinik uygulamaya girmesinden kisa
bir siire sonra tanimlanmustir (Barber, 1961). Stafilokoklarda metisilin direnci; yeni
bir penisilin baglayict protein (PBP) olan PBP2a sentezi nedeniyle, asir1 beta
laktamaz salgilanmasi sonucunda, mevcut PBP’lerde beta laktam antibiyotik

afinitesinde azalma ile olusabilir.

2.3.1.Yeni bir penisilin baglayici protein; PBP2a sentezi ile metisilin direnci

gelismesi

Stafilokoklarda metisilin diren¢ mekanizmalarindan en sik karsilasilant PBP2a adi
verilen yeni bir PBP sentezlenmesidir. PBP2a’nin beta-laktam antibiyotiklere
afinitesi diger PBP’lerden daha diisiiktiir. PBP2a, 2 kb’lik DNA segmentine lokalize
bir gen olan mecA geni tarafindan kodlanmaktadir. Bazen bu gen indiiklenebilir ve
transdiiksiyon ile direngli suslardan duyarli suslara aktarilabilir. mecA geni;
regiilasyonunu saglayan mecl (represor gen) ve mecRI (sinyal doniistiiriicii gen)
genleriyle beraber SCC ismi verilen genetik yapmin iizerinde taginmaktadir
(Hiramatsu ve ark., 2002; Unal, 2004).
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SCC; stafilokok tiirleri arasinda genetik madde aligverisine aracilik eden hareketli bir
elemandir. mecA geni SCC ailesinin metisilin direnci agisindan 6zellesmis SCCmec
olarak adlandirilan bir bolgesinde yer almaktadir (Chambers 1997; Hiramatsu ve
ark., 2002; Hanssen ve ark., 2006).

2.3.1.1. SCCmec ve ozellikleri

SCCmec, 21-67 kb biiyiikliigiinde bir DNA dizisi olup, kromozomda replikasyon
baslangicinin  (oriC) yakinindaki orfX’in 3’ ucunda attBscc bolgesinde yer
almaktadir. SCCmec’in replikasyon merkezine yakin bir bolgede yerlesmesi,
antibiyotik diren¢ genlerini ¢abuk almasini saglayarak bakteriye dnemli bir avantaj
kazandirmaktadir. SCCmec, mec gen kompleksi (mecA ve diizenleyici genler) ve ccr
kompleksinden olusmustur. mec gen kompleksi metisilin direncinden sorumludur ve
igerdikleri yapilara gore dort sinifta incelenmektedir (Hiramatsu ve ark., 2002; Ito ve
ark., 2003; Hanssen ve ark., 2006; Martins ve ark., 2007).

ccr gen kompleksi; SCCmec kasetininin mobilizasyonundan, bakteriyel genoma
integrasyonundan ve eksizyonundan sorumludur. Ayrica ccrA, ccrB ve ccrC olmak
tizere ii¢ farkli rekombinaz1 kodlamaktadir (Ito ve ark., 2003; Hanssen ve ark., 2006;
Hiramatsu ve ark., 2002).

SCCmec elemaninin diger kisimlarinda ise, SCCmec tipleri i¢inde farklilik gosteren
ve J (junkyard) bolgesi olarak adlandirilan ¢esitli diziler bulunur. SCCmec’in boyut
degisikliklerinin bu nedenle oldugu diisiiniilmektedir. J dizileri arasinda “insertion
sequence” denilen IS elemanlar1 ve farkli antibiyotiklere direngten sorumlu

transpozonlar yer almaktadir (Ito ve ark., 2001; Ma ve ark., 2002; Ito ve ark., 2001).

Giiniimiize kadar 11 farkli SCCmec tipi tanimlanmustir. Tip I, tip II, tip III ve tip V
Ito ve arkadaslar tarafindan; tip IV Ma ve arkadaglari tarafindan tarif edilmistir (Ito
ve ark., 2001, Ma ve ark., 2002, Ito ve ark., 2004). SCCmec tip VI, tip VII, tip VIII,
tip IX, tip X ve tip Xl International Working Group on the Classification of
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Staphylococcal Cassette  Chromosome  Elements (IWG-SCC) tarafindan
tamimlanmistir (IWG-SCC, 2009).

SCCmec tiplerinden, Tip I, II ve III genellikle hastane kokenli, Tip IV ve V ise
toplum kokenli metisilin direngli S. aureus (MRSA) suslarinda bulunmaktadir.
Toplum kaynakli suslar; mecA disinda direng geni tasimazlar. Eritromisine ve beta-
laktamlara direng tipik olarak simirlidir (Frangois ve ark., 2004; Martins ve Cunha
2007).

SCCmec tiplerinin ¢esitli 6zellikleri vardir:

SCCmec Tipl; 34.364 bg biiyiikliigiinde olup, sinif B mec gen kompleksi ve tipl ccr
gen kompleksinden olugmaktadir. Metisilin ve agir metallere karsi diren¢ geni

tasimaktadir (Zhang ve ark., 2005; Martins ve Cunha, 2007).

SCCmec Tipll; 53.017 bg biiyiikliigiinde olup, sinif A mec gen kompleksi ve tipll ccr
kompleksinden olusmaktadir. Metisilin direnci olusturan mecA ve mecR1 genleri
disinda, J bolgesinde pUB110 plazmidi (aminoglikozidlere karsi direngten sorumlu)
ve Tn554 transpozonu (makrolid, klindamisin ve streptogramin B’ye kars1 direngten

sorumlu) tasimaktadir (Zhang ve ark., 2005; Martins ve Cunha, 2007).

SCCmec Tiplll; 66.896 b¢ olup, simif A mec gen kompleksi ve tip Il ccr gen
kompleksinden olugmaktadir. mecA, mecR1 disinda pT181 plazmidi (tetrasiklin ve
civaya kars1 direngten sorumlu), Tn554 transpozonu, pseudo Tn554 (kadmiyuma
karst direngten sorumlu) tagimaktadir. Ayrica diger tiplerde bulunmayan Yccr geni
icermektedir (Zhang ve ark., 2005; Martins ve Cunha, 2007).

SCCmec TiplV; mecA disinda direng geni tasimayan bu SCCmec tipi; sinif B mec

gen kompleksi ve tip 2 ccr gen kompleksinden olusmaktadir (Zhang ve ark., 2005;
Martins ve Cunha, 2007).
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SCCmec TipV; 27.624 bg olup, sinif C mec gen kompleksi ile ccrC i¢cermektedir ve
sadece metisilin direnci kodlayan genlere sahiptir(Ito T ve ark., 2001; Zhang ve ark.,
2005; Martins ve Cunha, 2007).

SCCmecTip VI; sinif B mec gen kompleksi ile tip4 ccr gen igermektedir (IWG-SCC,
2009).

SCCmec Tip VII; smif C1 mec gen kompleksi ile tip5 ccr gen (ccrC) igermektedir
(IWGSCC, 2009).

SCCmecTip VIII; sinif A mec gen kompleksi ile tip4 ccr gen igermektedir (IWGSCC
2009).

SCCmecTip IX; smif C mec gen kompleksi ile tipl ccr gen icermektedir IWGSCC
2009).

SCCmecTip X; smif C mec gen kompleksi ile tip7 ccr gen igcermektedir (IWGSCC
2009).

SCCmecTip XI; smmif E mec gen kompleksi ile tip8 ccr gen icermektedir IWGSCC
2009).

Metisilin direncinin fenotipik olarak ortaya konmasi bakteriler arasinda degiskenlik
gostermektedir ve fenotipik olarak eksprese edilmesi, homojen ya da heterojen olmak
tizere iki sekildedir. Homojen direngte tiim bakteriler mecA genini tagirlar ve
hepsinde mecA geni fonksiyoneldir. Homojen direng ¢evresel faktorlerle iliskili
degildir. Heterojen direncte ise; mecA geni tagimalarina ragmen, mecA disindaki
diizenleyici genetik elemanlarda mutasyon sonucu metisilin direncinin meydana
gelebildigi  distliniilmektedir. Heterojen direng¢ ortamin  pH’si, 1sis1, tuz
konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi gibi ¢evresel faktorlerden etkilendigi igin, bu tip
direncin tespiti zor olmaktadir (Lencastre ve ark., 1991; Chambers, 1997; Unal 2004;
Giir, 2008).
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2.3.1.2. Asir1 beta laktamaz salgilanmasi ile olusan metisilin direnci

Bu tip direngte, beta laktamazlarin asir1 salgilanmasi sonucunda metisilin kismen
parcalanmaktadir ve metisiline karsi duyarlilikta azalma meydana gelmektedir. Bu
direng tiirtiniin goriildiigl susun sebep oldugu enfeksiyonun tedavisinde; beta laktam
antibiyotiklerin beta laktamaz inhibitorleriyle kombine edilerek kullanilmasi daha

uygun olmaktadir (Rice ve ark., 2003).

2.3.1.3. Mevcut PBP’lerde beta laktam antibiyotik afinitesinde azalma ile olusan

metisilin direnci

mecA geni tasimadiklar1 halde metisiline direngli stafilokoklar tespit edilmeye
baslanmistir. Bu suslarin mevcut PBP’lerinin beta laktam antibiyotiklere diisiik

afinite gosterdikleri saptanmustir (Rice ve ark., 2003; Unal, 2004).

2.3.1. Metisilin Direncinin Tespiti

Metisilin direncinin tespitinde fenotipik (Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi,
gradyent test yontemi, sivi mikrodiliisyon yontemi, agar tarama, lateks agliitinasyon
otomatize sistemler) ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir.

2.3.2.1. Fenotipik Yontemler

2.3.2.1.1. Kirby-Bauer Disk difiizyon Yontemi:

Bakteri inokulum yogunlugu 0.5 McFarland standardina esdeger olacak sekilde
hazirlanir. Mueller Hinton agar (MHA) besiyerine ekiivyon ile yogun ekim yapilir ve
sefoksitin diski yerlestirilir ve 35°C’de 1618 saat inkiibasyona birakilir. inkiibasyon

siiresi bitiminde diskin etrafinda olusan zon c¢apt degerlendirilir (Tablo 3.2)
(Turnidge ve ark., 2003; CLSI 2014).
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2.3.2.1.2. Gradyent Test Yontemi:

Bakteri slispansiyonu yine McFarland 0.5 standartinda hazirlanir ve MHAa ekiivyon
ile ekim yapilir. Oksasilin gradyent test seridi yerlestirilip, 35°C’de 24 saat inkiibe
edilir. inkiibasyon siiresi sonunda, elips seklindeki inhibisyon alaninin seridi kestigi

konsantrasyon MIK olarak belirlenir (Turnidge ve ark., 2003).

2.3.2.1.3. Sivi Mikrodiliisyon Y 6ntemi:

Bu yontemde katyon eklenmis Mueller-Hinton sivi besiyeri kullanilmaktadir ve
antibiyotik olarak sefoksitin tercih edilmektedir. CLSI Onerileri dogrultusunda;
bakterinin inokiilum miktar1 5 x 10° kob/mL olarak ayarlanir ve 24 saat 35°C’de
inkiibasyona birakilir. S. aureus ve S. lugdunensis’in oksasilin direnci tespitinde
onerilmektedir. Degerlendirme asamasinda; MIiK degeri < 4 pg/mL olan suslar

duyarli, > 8 pg/mL olan suslar ise direngli olarak kabul edilmektedir (CLSI, 2014).

2.3.2.1.4. Agar Tarama Yontemi:

Bu yontemde, 6 mg/ml oksasilin ve %4 NaCl iceren MHA besiyerine, McFarland 0.5
standardinda bakteri siispansiyonundan ekiivyon ile ekim yapilir. Plaklar 24 saat
35°C’de inkiibe edilir. Herhangi bir koloni iiremesi halinde; sus metisiline direngli
olarak kabul edilir. Testin duyarliligit oldukg¢a yiiksektir ve S. aureus igin
onerilmektedir (Turnidge ve ark., 2003; CLSI 2014).

2.3.2.1.5. Kromojenik Yontemler:

Kromojenik besiyerleri hedef mikroorganizmanin enzimlerinin kromojenik
substratlarini i¢eren, mikroorganizmanin bu substrati kullanmasi ile renkli koloniler
olusturmasin1 saglayan besiyerleridir. Son yillarda MRSA’larin saptanmasinda
kromojenik enzimatik substratlar1 iceren besiyerleri denenmektedir. Ancak yapilan

caligsmalarda oldukga farkli sonuclar elde edilmistir. Bu konuda daha ileri ¢alismalara
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ihtiya¢ duyuldugu belirtilmektedir (Stoakes ve ark., 2006; Loulergue ve ark., 2006;
Ozel ve ark., 2011).

2.3.2.1.6. Lateks Agliitinasyon Yontemi:

Lateks agliitinasyon testi; PBP2a saptanmasini temel alan ve kisa siirede sonug veren
bir yontemdir. Testin uygulanmasinda; once koloni siispansiyonlarindan PBP2a
ekstraksiyonu yapilmakta, daha sonra lateksle kaplanmis olan PBP2a monoklonal
antikorlarla agliitinasyon saptanmaktadir (van Griethuysen ve ark.,1999; Udo ve ark.,
2000; Velasco ve ark., 2005).

2.3.2.1.7. Otomatize Sistemler:

Otomatize sistemlerde antibiyotik duyarlillk test karti, gram pozitif
mikroorganizmalarin otomatize kantitatif veya kalitatif duyarlilik testi i¢in kullanilir.
Antibiyotik duyarlilik sonuglar1 sistem tarafindan 16-24 saat i¢cinde verilmektedir.
Otomatize sistemde S. aureus ve KNS’ler i¢in oksasilin MIK degerleri genellikle

CLSI o6nerileri dogrultusunda rapor edilmektedir.

2.3.2.1.8. Molekiiler Yontemler:

MRSA izolatlarimin saptanmasinda mecA geninin PZR temelli yOntemlerle
aragtirillmasi altin standart olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, mecA geni
bulunan, ancak bunu eksprese etmeyen duyarli suslarin bulunabilecegi
unutulmamalhidir (Bignardi ve ark., 1996; Swenson ve ark., 2005; Velasco ve ark.,
2005).

2.4. Epidemiyolojik Tiplendirme Yontemleri
Epidemiyolojik tiplendirme yontemleri, epidemik izolatlarin yayilim kaynagini ve

seklini saptamada 6nemli olduklarindan, 6zellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarin

engellenmesinde siirveyans c¢alismalarinin  bir parcast olarak kullanilmalari
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onerilmektedir. Tiplendirme yontemleri; standardize edilmis, duyarli ve 6zgiil olmali
ayrica tekrar edilebilirligi ve ayrim giicii yiiksek, uygulama ve degerlendirmesi kolay
olmalidir. Bu amagla c¢esitli fenotipik ve genotipik tiplendirme yontemleri

kullanilmaktadir (Andrei ve Zervos, 2006).

Cevresel segici baskilardan etkilenme, antijen yapismin degisken olmasi, direng
modellerinin antibiyotik tedavisinden gii¢lii bir sekilde etkilenmesi, fenotipik
Ozelliklerin her zaman eksprese olmayan genlerde kodlanabilmesi, bir tiir igindeki
her bir kokeni ayirt etmeye yeterli farkliliklarin bulunmamasi gibi nedenlerden
dolay1 fenotipik yontemlerin duyarliligi molekiiler yontemlere goére daha azdir
(Derbentli ve ark., 2002). Molekiiler yontemlerin ayrim giicii daha yiiksektir ve bu
yontemler birgok tiire uygulanabilme avantaji saglamaktadir (Andrei ve Zervos,
2006; Singh ve ark., 2006).

2.4.1. Molekiiler Yontemler

Coklu lokus dizilim tiplendirmesi (multi-locus sequence typing—MLST), ribotipleme,
kromozomal DNA’nin PFGE ile analizi ve daha genis kapsamli uygulanabilen
molekiiler biyolojik ¢ogaltma temelli yontemler epidemiyolojik tiplendirme amaciyla

kullanilmaktadir. Bugiin i¢in kullanilan altin standart yontem PFGE’ dir.

2.4.1.1. Degisken Alanh Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis-
PFGE)

PFGE ilk kez 1983 yilinda tarif edilmis ve kisa bir siirede molekiiler epidemiyolojik
analizler arasinda "altin standart" haline gelmistir (Tenover ve ark., 1995).
Geleneksel elektroforez teknikleri 50 kb iizerindeki DNA molekiillerinin jel
icerisindeki  elektroforetik gdcline izin vermemektedir (Gardiner, 1991).
Kromozomal DNA’y1 az siklikla kesen, dolayisiyla geleneksel agaroz jel
elektroforezi ile degerlendirilemeyecek kadar biliyilk DNA pargalar1 olusturan

restriksiyon enzimlerinin tanimlanmasi, alternatif metodlara gereksinim dogurmustur
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(Goering ve ark., 1997; Goering ve ark., 2006). Bu nedenle gesitli elektroforetik

teknikler tanimlanmustir.

PFGE yonteminde geleneksel DNA izolasyon yontemlerinden farkli olarak biitiin
DNA gereklidir. Biitiin DNA elde etmek amaciyla; bakteriler diisiik erime sicakligina
sahip agaroz ile karistirilir. DNA miktarinin gozlenemeyecek kadar az veya
"smearing" ve distorsiyona neden olacak kadar fazla olmamasi igin hiicre
konsantrasyonu belli degerler arasinda [1x10%- 5x10° kob/ml (610 nm’de yaklasik
0.5-1 absorbans araliginda)] hazirlanir (Goering ve ark., 2006). Agaroz kalib1
hazirlandiktan sonra bakteri hiicre duvarlari, enzim ve deterjanlarin yardimiyla
pargalanir. Bu amagla gram pozitif bakteriler i¢in lizozim, lizostafin ve mutanolizin
enzimleri; gram negatif bakteriler i¢in ise proteinaz-K/deterjan karigimi
kullanilmaktadir (Goering ve ark., 2006). Protein ve karbonhidrat gibi
kontaminantlar1 uzaklastirmak igin; agaroz kalib1 50-55°C’de distile su ve TE [LOmM
Tris, ImM EDTA (pH:7,5)] soliisyonu ile yikanir. Agaroz igerisinde saf ve bir biitiin
halinde kalan kromozomal DNA, bir restriksiyon enzimi kullanilarak kesilir.
Bakteriler arasindaki epidemiyolojik iligkinin degerlendirilebilmesi icin DNA kabul
edilebilir bir say1 (10'dan az 25-30'dan fazla olmamali) ve biiyiikliikte kesilmelidir
(Tenover ve ark., 1995). Bakteri kromozomunun G+C igerigi, kromozom tizerindeki
restriksiyon enzim kesim noktalarinin dagilimimi etkileyerek, olusacak DNA
bantlarinin say1 ve biiyiikligiinii belirler. Kesme isleminden sonra agaroz dilimleri
tarak disine yerlestirilir ve gevresine jel dokiilir. Boylece daha siki bir iliski
saglanarak, agaroz dilimlerinin kirilma riski en aza indirilir, dolayisiyla daha keskin
bant paternleri elde edilebilir. Hazirlanan elektroforez jeli, belirli araliklarla yoni
degistirilen elektrik akimi saglayan elektroforez diizenegine konularak 10-2000 kb
uzunlugundaki DNA pargalarinin ayrimi saglanir. Elektroforez isleminden sonra jel
etidyum bromidle boyanarak, bant profilleri goriiniir hale getirilmektedir (Goering ve
ark., 2006).

Restriksiyon profillerinin analizinde ilk yapilmasi gereken PFGE’deki ortak bant

paternlerinin belirlenmesidir. Salgin izolatinin profili diger izolatlarin bantlarinin

sayl ve biyiklikleri ile karsilagtirilir. Bakteri kromozomunda nokta mutasyon,
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insersiyon ve delesyon gibi genetik olaylarla ortaya ¢ikan tek bir genetik degisiklik
cok anlamli bir epidemiyolojik degisim yaratmamaktadir. Tenover ve arkadaglarinin
(1995) ¢alismalarina gére, PFGE sonuglari, elde edilen paternlerdeki bant sayisi
farkina  bakilarak yorumlanmakta ve izolatlarin epidemiyolojik iliskileri
degerlendirilmektedir. Buna gore izolatlar; ayni izolat, yakin iligkili izolat,
muhtemelen yakin iligkili izolat ve iliskisiz izolat olarak siniflandirmaktadir

(Tenover ve ark., 1995).

2.4.1.1.1. Aym Izolat

PFGE’de say1 ve biiyiikliikleri ayn1 bant paterni sergileyen bakterilerin genetik
olarak ayni ve epidemiyolojik olarak iliskili olduklar1 kabul edilmektedir. Tek bant
farklilig1 gosteren izolatlarin da klonal olarak iliskili olduklar1 gosterilmistir

(Tenover ve ark., 1995).

2.4.1.1.2. Yakin iliskili Izolat

Tek bir nokta mutasyon, insersiyon veya delesyon olusmasi nedeniyle aralarinda 2-3
bant farki olusan izolatlar yakin iliskili olarak degerlendirilmekte ve epidemiyolojik

olarak salginin bir pargasi olduklar1 kabul edilmektedir (Tenover ve ark., 1995).

2.4.1.1.3. Muhtemel iliskili izolat

Insersiyon veya delesyon ile restriksiyon bolgelerinin kazanmmi veya kaybi gibi iki
bagimsiz genetik degisiklik meydana geldiginde aralarinda 4-6 bant farki olan
izolatlar olusmaktadir. Cok sayida hastanin kullanildig1 ve 3-6 aydan uzun bir siireyi
kapsayan c¢alismalarda bu gibi izolatlar siklikla gozlenebilmektedir (Tenover ve ark.,
1995). Bu tiir izolatlar muhtemel iliskili izolatlar olarak degerlendirilmektedir. Ancak
genetik olarak yakin iligkili kabul edilmediklerinden, epidemiyolojik olarak iliskili

olma olasiliklar1 daha diisiiktiir (Tenover ve ark., 1995).
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2.4.1.1.4. Nliskisiz izolat
DNA’sinda meydana gelen li¢ ya da daha fazla genetik degisiklikten dolay1 7 ya da

daha fazla bant farki sergileyen bakteriler epidemiyolojik olarak iliskisiz izolatlar

olarak kabul edilmektedir (Tenover ve ark., 1995).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Bakteri izolatlarinin Elde Edilmesi

Calismaya; Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibni Sina Hastanesi Merkez
Bakteriyoloji Laboratuvar1 ve T.C. Saglik Bakanligi Ankara Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarma gonderilen SVK 6rnekleri ve bu
orneklerin alindig1 hastalara ait periferik kan 6rneklerinden izole edilen KNS suslari
ile Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibni Sina Hastanesi Merkez Bakteriyoloji
Laboratuvari’na gonderilen kateter takili olmayan hastalarin periferik kan kiiltiirii

orneklerinden izole edilen KNS suslar1 dahil edilmistir.

Calismanin kontrol grubunu olusturmak amaciyla goniillii saglikli hastane dis
bireylerin cilt floralarindan alinan 6rneklerden izole edilen KNS suslar ile SVK ucu
ornekleri ve kan orneklerinin gonderildikleri hastane kliniklerinde ¢aligsan, saglikl,

saglik calisanlarinin burunlarindan izole edilen KNS suslar1 kullanilmastir.

Calisma etik kurul onay1 almis ve saglikli goniillillerden “bilgilendirilmis goniilli

onam formu” alinmustir.

Calismaya alinan suslarin sayisi ve orneklere gore dagilimi Tablo 3.1 ve Sekil 3.1’de

belirtilmistir.

Tablo 3. 1. Calismaya alinan suslarin 6rneklere gore dagilimi

Ornek KNS

n (%)
El (saglikli, hastane ¢aligan1 olmayan goniilliiler) 30 (14.29)
Burun (saglikli, hastane ¢alisan1 goniilliiler) 26 (12.38)
Kateter kolonizasyonu 35 (16.67)
KIKDE* etkeni Kan 15 (7.14)
Kateter 15 (7.14)
Periferik kan kiiltiirii (kateteri olmayan hastalar) 89 (42.38)
Toplam 210 (100)

*Kateter Iliskili Kan Dolasimi1 Enfeksiyonu
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Sekil 3. 1. Calismaya alinan KNS sayilarinin yiizde olarak 6rneklere dagilimi

3.1.1. Santral Venoz Kateter Orneklerinden Bakteri izolasyonu

3.1.1.1. Semikantitatif (Maki) Kiiltiir Yontemi

Steril kosullarda ¢ekilen kateterin steril makas ile 5 cm’lik distal pargasi kesilip, kuru
steril bir tiip igerisinde laboratuvara gonderilmistir. Kesilen kateter parcasi steril
penset yardimi ile dort-bes kez ¢evrilerek %5 KKA’ya ekim yapilmistir. 37°C’de 24—
48 saat inkiibasyon sonunda 15 veya daha fazla bakteri koloni iiremesi durumunda,
ireyen bakterilere tiplendirim ve antibiyogram iglemleri uygulanmistir (Maki ve ark.,

1977; Bradley, 1996; Pearson, 1996; Mermel ve ark., 2001; Henderson 2000).

3.1.1.2. Tam Kantitatif Kiiltiir Yontemi

Kateter liimenindeki bakterileri degerlendirmek icin, kesilen kateter pargasinin
icinden 1 ml beyin kalp infiizyon buyyonu gegirilmis ve sonrasinda bu besiyerinin
1/100’lik diliisyonu hazirlanmistir. Daha sonra diliisyondan steril mikropipet ile
100’er mikrolitre alinip KKA besiyerine ekim yapilmis ve 37°C’de 24-48 saat
inkiibe edilmistir. Kiiltiir plaklarinda >10° kob bakteri {iremesi pozitif iireme olarak
kabul edilmis ve {ireyen bakterilere tiplendirim ve antibiyogram islemleri
uygulanmistir (Sherertz ve ark., 1990; Jordan ve ark., 1992; Reimer ve ark., 1994;
Mermel ve ark., 2001; Afif ve ark., 2001).
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3.1.2. Kan Kiiltiirlerinden Bakteri izolasyonu

Hastalardan alinan periferik kan orneklerinin koyuldugu kan kiiltiiri siseleri
laboratuvarda BACTEC 9340 kan kiiltiir sistemine konulmustur. Inkiibasyon
sirasinda pozitif lireme sinyali veren ornekler cihazdan ¢ikarilmis; 6rneklerin Gram
boyali preperatlar1 hazirlanarak, mikroskobik incelemeleri yapilmis ve KKA
besiyerine pasajlanmistir. Ureyen bakterilere tiplendirim ve antibiyogram islemleri
uygulanmistir. Reanimasyon iinitesinden 36 (%40.45), dahili boliimlerden 26
(%29.21) , cerrahi boliimlerden 11 (%12.36), YBU’lerden 8 (%8.99) ve acil servisten
8 (%8.99) adet olmak ftizere toplam 89 KNS susu elde edilmistir. Periferik kan
kiiltiirlerinden izole edilen KNS tiirlerinin bolimlere gére dagilimi Sekil 3.2°de

izlenmektedir.

m Acil ®mDahili Bélimler = Cerrahi Béliimler mYBU ® Reanimasyon

Sekil 3. 2. Periferik kan kiiltlirlerinden izole edilen KNS’lerin boliimlere gore

dagilimi

3.1.3. Saghikh Kontrollerin Cilt Floralarindan Bakteri izolasyonu

“Bilgilendirilmis goniillii olur formu” imzalayan saglikli kontrollerin el floralarindan
eldiven yontemi ile KNS izolasyonu yapilmistir. Bu amagla 10 ml steril fizyolojik
tuzlu su konulan steril pudrasiz cerrahi eldivenler bireylere giydirilmistir. Eldiven
izerinden yapilan 1 dakikalik masaji1 takiben, eldiven ¢ikarilmis ve i¢indeki soliisyon
steril bir tiipe aktarilmistir. Bu soliisyonun 50 pl’si alinarak KKA’ya tek koloni
ekimi  yapilmistir. 37°C’de 24  saatlik inkiibasyonu takiben plaklar
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degerlendirilmistir. Ureyen bakterilere tiplendirim ve antibiyogram islemleri

uygulanmistir (Kitao ve ark., 2010).
3.1.4. Saghkh Kontrollerin Burun Bosluklarindan Bakteri izolasyonu

“Bilgilendirilmis goniillii olur formu” imzalayan hastane calisan1 saglikli kontrol
bireylerinin burun bosluklarindan steril ekiivyon ile siiriintii 6rnegi alindiktan sonra,
KKA’a tek koloni ekimi yapilmigtir. Plaklarin 37°C’de 24 saatlik inkiibasyonunu
takiben, olusan koloniler degerlendirilmis ve iireyen bakterilere tiplendirim ve

antibiyogram iglemleri uygulanmistir.
3.1.5. Kateter iliskili Kan Dolasim Enfeksiyonlar1 Etkenlerinin Belirlenmesi

KIKDE bulgular ates, iisiime, titreme, hipotansiyon, tasikardi ve 18kositoz olarak
tanimlanmaktadir. Bu bulgular1 gosteren ve bagka enfeksiyon odagi saptanamayan
hastalarda, kateter pargasindan alinan drnegin ve periferik kan ile birlikte kateterden
alman kan 6rneginin mikrobiyolojik incelenmesi sonucunda benzer biyotip ve direng
paternine sahip mikroorganizma lirediginde; asagidaki kriterlerden birisi saglandigi

taktirde KIKDE olarak tanimlanmaktadir (Ulusoy ve ark., 2005):

1. Kateter ucunda yari kantitatif kiiltirle >15 kob, kantitatif kiiltiirle >10% kob
tireme olmas1

2. Kantitatif kiiltiirlerde, kateterden alinan kanda olan iiremenin, periferik venoz
kana gore koloni sayisinin 5-10 kat fazla olmasi

3. SVK’dan alinan kan kiiltiiriindeki iiremenin, periferik venden alinan kan

kiiltiirtindeki tiremeden en az 2 saat 6nce olmasi
3.2. izolatlarn Tiplendirimi
Ureyen mikroorganizmalarin tiir tayinleri konvansiyonel mikrobiyolojik yontemler

ve suslarm toplandig1 Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi ibni Sina Hastanesi Merkez

Bakteriyoloji Laboratuvari’nda var olan Phoenix (Becton Dickinson, ABD) ve T.C.
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Saglhik Bakanligi Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda bulunan Vitek 2 (bioMerieux, Fransa) ve Bruker Microflex MS
(Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) otomatize tiplendirim sistemleri ile

yapilmigtir.

KNS’lerin konvansiyonel yontemle tiplendirimi i¢in Oncelikle iireme olan
plaklardaki kolonilerin goriiniimleri incelenmistir. KKA’da yuvarlak, diizgiin,
kabarik, mat, alfa ya da non-hemolitik, S tipi koloniler secilmistir. Bu kolonilerden
hazirlanan Gram boyali preperatlarin 151k mikroskobu ile incelenmesi sonucunda
Gram pozitif, kiimeler yapmis, iiziim salkimi  goOriinimiinde izlenen
mikroorganizmalar stafilokok olarak kabul edilmis ve ileri tiplendirime alinmustir.
Bu amagla adi agar besiyerine pasaj yapilmis ve burada iireyen kolonilere katalaz
testi uygulanmistir. Katalaz olumlu olarak degerlendirilen kolonilerin S. aureus’dan
ayrimini saglamak i¢in lam koagiilaz testi yapilmistir. Lam koagiilaz testi negatif
olarak degerlendirilen suslar KNS olarak kabul edilip, bu suslara tiir tanimlanmasi ve

antibiyogram islemleri uygulanmustir.

Katalaz Testi: Eritrositlerde var olan katalaz aktivitesi nedeniyle, adi agar
besiyerinden lam tizerine alinmig koloniye %3’liik hidrojen peroksitten (H.O,) birkag
damla damlatilmis ve hava kabarcigmin olusmasi durumunda Kkatalaz testi pozitif

olarak kabul edilmistir. Kontrol susu olarak S. aureus ATCC 29213 kullanilmustir.

Koagiilaz testi: Gram pozitif kok olarak boyanan ve katalaz testi pozitif olan tim
izolatlara uygulanmistir. KNS’lerin S. aureus’dan ayrimini saglamak i¢in koagiilaz
testi yapilmistir. Bu test i¢in temiz bir lam iizerinde FTS ile siispanse edilen bakteri
kolonileri iizerine bir damla 1/5 oraninda sulandirilmis tavsan plazmasi damlatilmis
ve 10-30 saniye elde cevirme hareketi uygulanarak, bakteri kiimelesmesinin
olusmamasi1 koagiilaz negatif olarak degerlendirilmistir. Lam koagiilaz testinde

pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 29213 susu kullanilmustir.
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3.3. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Antibiyotik duyarlilik testleri i¢in suslarin toplandigi laboratuvarlarda bulunan
Phoenix (Becton Dickinson, ABD) ve Vitek2 (bioMerieux, Fransa) otomatize
tiplendirim sistemlerinden alinan sonuglar, kontrol suslari i¢in Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemi ile elde edilen sonuglar degerlendirilmistir. Vankomisinin MIK
degerini belirlemek i¢in sivi mikrodiliisyon yontemi uygulanmistir. Tiim sonuglar

CLSI 2014 kriterlerine gore yorumlanmistir (CLSI, 2014).

3.3.1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yoéntemi

3.3.1.1. Gerecler

3.3.1.1.1. Besiyerleri ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi

KKA besiyeri,
MHA besiyeri

Koyun Kanh Agar Hazirlanmasi

Dehidrate besiyeri (Merck, Almanya), 40 g/L konsantrasyonda olacak sekilde distile
su i¢inde 1sitilarak eritilip, otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edilmistir. 50—
55°C'ye sogutulup, %5 oraninda defibrine koyun kani ilave edilmis, karistirilip petri
plaklarina dokiilmiistiir.

Mueller Hinton Agar Hazirlanmasi

MHA (Merck, Almanya) 22 g tartilmus ve 1000 ml dH,0 ile tamamlanmstir.

Otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edilmis, soguduktan sonra petri plaklarina

dokiilmiistiir.
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3.3.1.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Amoksisilin-klavulanik asit (AMC; 20/10 pg) (Oxoid, Ingiltere),
Eritromisin (15 pg) (Oxoid, Ingiltere),

Klindamisin (2 pg) (Oxoid, Ingiltere),

Rifampisin (5 pg) (Oxoid, Ingiltere),

Tetrasiklin (30 pg) (Oxoid, ingiltere),

Gentamisin (10 pg) (Oxoid, Ingiltere),

Siprofloksasin (5 pg) (Oxoid, Ingiltere),
Trimetoprim-siilfametoksazol (1.25 / 23.75 ng) (Oxoid, Ingiltere),
Sefazolin (30 pg) (Oxoid, ingiltere),

Teikoplanin (30 pg) (Oxoid, ingiltere),

Sefoksitin (30 pg) (Oxoid, Ingiltere)

3.3.1.1.3. Araclar

Etiiv (Heraus, Almanya)
Otoklav (Niive, Tirkiye)
Phoenix Spec Nephelometer (BD, Fransa)

3.3.1.2. Yontem

Toplanan suglarin siispansiyonu 0.5 McFarland standardina uygun olarak, Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Ibni Sina Hastanesi Merkez Bakteriyoloji
Laboratuvari’nda bulunan PhoenixSpec Nephelometer (BD, Fransa) nefelometre
cihaz1t kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyondan MHA besiyerine
ekiivyonla yogun ekim yapilmistir. Besiyeri plagimna amoksisilin-klavulanik asit
(AMC; 20/10 pg), eritromisin (15 pg), klindamisin (2 pg), rifampisin (5 pg),
tetrasiklin (30 pg), gentamisin (10 pg), trimetoprim- siilfametoksazol (1.25 / 23.75
ng), sefazolin (30 pg), teikoplanin (30 pg) ve linezolid (30 pg) yerlestirilmistir.
Hazirlanan plaklar 35-37°C’de 18-24 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir.
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Inkiibasyondan sonra zon caplar1 CLSI &nerileri dogrultusunda degerlendirilmistir.

Zon ¢aplar1 Tablo 3.2’de verilmistir (CLSI, 2014).

Metisilin direncinin fenotipik olarak tespiti i¢in plaklara sefoksitin (30 pg) diskleri
yerlestirilmis, direng gosteren suslar metisilin direncli olarak kabul edilmistir. Ayrica
sefoksitin direngli suslar CLSI 2014 6nerileri dogrultusunda beta laktam ajanlarina,

beta laktam-laktamaz inhibitér kombinasyonlarina da direngli olarak kabul edilmistir.

Tablo 3. 2. Kirby-Bauer Disk Difiizyon yonteminde kullanilan antibiyotiklerin
KNS’ler i¢in duyarlilik zon ¢aplar1 (CLSI, 2014)

Antibiyotik Duyarh Orta Direncli
(mm) duyarh (mm)
(mm)
Sefoksitin (S.lugdunensis) >22 <21
Sefoksitin (S.lugdunensis harig ) >25 - <24
Gentamisin >15 13-14 <12
Eritromisin >23 14-22 <13
Klindamisin >21 15-20 <14
Rifampisin >20 17-19 <16
Tetrasiklin >19 15-18 <14
Trimetoprim- siilfametoksazol >16 11-15 <10
Siprofloksasin >21 16-20 <15
Teikoplanin >14 11-13 <10
Linezolid >21 - <20

3.3.2. Cift Disk Testi (D test)

3.3.2.1. Gerec¢

3.3.2.1.1. Besiyerleri ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Mueller Hinton Agar ve Hazirlanmasi

MHA (Merck, Almanya) 22 g tartilmis ve 1000 ml dH20 ile tamamlanmistir.

Otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edilmis, soguduktan sonra petri plaklarina

dokilmiistiir.
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3.3.2.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Eritromisin (15 pg) (Oxoid, ingiltere),
Klindamisin (2 pg) (Oxoid, Ingiltere)

3.3.2.1.3. Araglar

Etiiv (Heraus, Almanya)
Otoklav (Niive, Tirkiye)
Phoenix Spec Nephelometer (BD, Fransa)

3.3.2.2. Yontem

Antibiyotik duyarlilik sonuclarina gore eritromisine direngli ve klindamisine duyarh
olarak degerlendirilen KNS suslarinin indiiklenebilir klindamisin direng fenotipi
(iIMLSB) eritromisin (15 pg) ve klindamisin (2 pg) disklerinin kullanildigi D testi ile
CLSI’da belirtilen kriterlere gore saptanmistir (CLSI, 2014). PhoenixSpec
Nephelometer (BD, Fransa) nefelometre cihazi kullanilarak 0.5 McFarland
bulanikliginda hazirlanan bakteri siispansiyonundan yogun ekim yapilan MHA
izerine 15-26 mm arayla diskler yerlestirilmistir. Plaklar 35°C°de 18—24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda diskler etrafindaki inhibisyon zonu o6l¢iilmiis ve
klindamisin inhibisyon zonunda iki disk arasinda eritromisin diskine yakin olan
kisimda diizlesme goriiliirse, iIMLSB fenotipi direng; indiiklenmis kindamisin
direncli, eritromisine direngli klindamisine duyarli olarak saptandiginda ise MS

fenotipi direng olarak degerlendirilmistir.
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3.3.3. Vankomisin i¢cin Mikrodiliisyon Yéntemi ile Minimum Inhibitér

Konsantrasyonun Tespit Edilmesi

3.3.3.1. Gereg

3.3.3.1.1. Besiyerleri

%?2 oraninda NaCl i¢eren katyon ayarli Mueller Hinton Broth (BBL, Fransa)

3.3.3.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Otoklavlanmisg ultra saf su (ddH,0O)
Vankomisin hidroklorid V—2002-100mg (Sigma-Aldrich, ABD)

3.3.3.1.3. Araglar

Spektrofotometre (BioTek, ABD)

Phoenix Spec Nephelometer (BD, Fransa)

Cok kanalli pipet (Thermo, Almanya)

Ayarli, hacimli otomatik pipetler (Thermo, Almanya)

Steril filtreli pipet uglart 10 ul, 20 ul, 200 pl, 1000 pul (Ratiolab, Almanya)
Manyetik karistirict (WTW Inolab, ABD)

Hassas terazi (Mettler- Toledo, Isvicre)

Mikrosantrifiij tiipleri 1.5 ml (Greiner Bio-One, Almanya)

96 kuyucuklu U tabanli mikroplak (Santa Cruz Biotechnology Inc, ABD)
50 ml’lik enjektor (Greiner Bio-One, Almanya)

15 ml’lik falcon tiip (Greiner Bio-One, Almanya)

Etliv (Heraus, Almanya)

Derin dondurucu (-20°C) (Regal, Tiirkiye)

Otoklav (Niive, Tirkiye)
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3.3.3.2. Yontem

Mikrodiliisyon ile MiK belirlenmesi CLSI M27-A3 standartlarina gére yapilmistir.
Kontrol susu olarak S. aureus ATCC 29213 kullanilmustir.

Baslangic konsantrasyonunu 128ug/mL olacak sekilde ayarlayabilmek icin toz
vankomisin stok soliisyonu 512 pug/mL olacak sekilde hazirlanmistir. Bunun igin;
0,0512g vankomisin tartilip, 1 mL distile su ile diliie edilmis ve bu ana stok 100’er

mikrolitrelik hacimlere boliinerek, -20°C’ de saklanmustir.

3.3.3.2.1. Vankomisin Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

0,0512g vankomisin tartilip, 1 ml distile suya konulmustur (51200 pg/ml’lik
siispansiyon elde edilmistir)

Distile su ile 1/10 oraninda sulandirilmistir

5120pg/ml ———>>Stok olarak -20°C’de saklanmistir

3.3.3.2.2. Vankomisinin Mikroplak Kuyucuklarina Dagitilmasi

1. Stok soliisyondan 100 pL alinip, 900 pL distile su ile karigtirilmis ve 1/10
oraninda seyreltilmistir. Bdylece toplam 1 ml hacimde 512 pg/ml ilag

konsantrasyonuna ulasilmistir.

2. Mikroplagin biitiin kuyucuklarma 100’er pL katyon ilaveli Mueller Hinton
Broth 1I (MHBII) konulduktan sonra, hazirlanan konsantrasyondaki
vankomisin soliisyonu, mikroplagin her sirasindaki ilk kuyucuklara 100’er
uL olarak dagitilmistir. Boylece bu siradaki kuyucuklardaki 256 pg/ml ilag

konsantrasyonuna ulasilmistir.

3. Daha sonra 1. kuyucuktan 2. kuyucuga, 2. kuyucuktan 3. kuyucuga .......
100’er ul’lik aktarimlarla seri sulandirim yapilarak, kuyucuklarda 256 pg/ml;
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128 pg/ml; 64 pg/ml; 32 pg/ml; 16 pg/ml; 8 pg/ml; 4 pg/ml; 2 pg/ml; 1
pg/ml; 0.5 pg/ml; 0.25 pg/ml; 0.125 pg/ml konsantrasyonlarina ulagilmistir.
Her siranin son kuyucugu mikroorganizma ilireme kontroliine ayrilacagindan,

ila¢ konulmamustir (Sekil 3.3).

4. Uzerlerine asagida anlatildig: sekilde hazirlanan bakteri siispansiyonundan
100°er pl eklenmistir (birinci kuyucuklardaki konsantrasyon 128ug/ml

olmustur).
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Sekil 3. 3. U tabanli mikroplak kuyucuklarindaki ilag miktarlari, tireme kontrol ve

sterilite kontrol kuyucuklarinin sematik olarak gosterilmesi

*A,B,C,D,E test edilecek KNS suslar1; F: pozitif kontrol; G: negatif kontrol

3.3.3.2.3. Mikroplak Kuyucuklarina Konulacak Bakteri inokulum

Siispansiyonunun Hazirlanmasi
Besiyeri olarak katyon ayarh MHB 1II besiyeri kullamlmistir. MIK degeri
hesaplanacak suglarin MHA pasajlart yapilmis ve 37°C’de 24 saat siire ile

inkiibasyona birakilmistir.

MHA’da iiretilen izolatlar 4 ml steril fizyolojik tuzlu su igerisinde McFarland

standart bulanikligi Phoenix Spec Nephelometer (BD, Fransa) cihazi ile 0.5
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McFarland olacak sekilde ayarlanmistir. Bu siispansiyondan 50 ul alinarak, 4950 pl
MHB 1I igerisine konulmustur. Béylece 1/100 oraninda sulandirim yapilarak, son
inokiilim konsantrasyonu 5x10° kob/ml olarak hazirlanmistir. Hazirlanan bu
siispansiyondan 100’er pl, mikroplagin sterilite kucuklart hari¢ diger tiim

kuyucuklarina konulmustur.

Hazirlanan mikroplaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve ertesi giin sonuglart hem
gozle hem de spektrofotometrede (BioTek, ABD) 570 nm dalga boyunda
degerlendirilmistir. Her iki sonug¢ birlikte yorumlanarak, her sirada {iremenin
olmadig ilk kuyucuk MIK olarak saptanmistir. Her sus ii¢ kere ¢alisilmistir ve her

plaga pozitif kontrol susu konulmustur.

Tablo 3. 3. KNS’lerde vankomisin i¢in MIK Degerleri (CLSI, 2014)

Duyarh Orta Duyarh Direngli

Vankomisin <4 pg/ml 8-16 pg/ml >32 ng/ml

3.4. Koagiilaz Negatif Stafilokok Suslarindan DNA Eldesi

3.4.1. Gerec¢

3.4.1.1. Besiyerleri

Koyun Kanh Agar Hazirlanmasi

Dehidrate besiyeri (Merck, Almanya), 40,0 g/L konsantrasyonda olacak sekilde

distile su icinde 1sitilarak eritilip, otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edilmistir.

50-55°C'ye sogutulup, %5 oraninda defibrine koyun kani ilave edilmis, karistirilip

petri plaklarina dokiilmustiir.
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3.4.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

ddH,0

Tris HCI (Applichem, Almanya)

NaCl (Merck, Almanya)

EDTA [pH: 8,0](Applichem, Almanya)
Lizostafin (Applichem, Almanya)
Qiagen DNA mini kit (Qiagen, Almanya)

3.4.1.3. Kullanilan Soliisyonlar

Lizis Soliisyonu (pH 8.0)

20 mM Tris HCI (Applichem, Almanya)
140 mM NaCl (Merck, Almanya)

5 mM EDTA (Applichem, Almanya)

3.4.1.4. Araclar

Cok kanalli pipet (Thermo, Almanya)

Ayarli, hacimli otomatik pipetler (Thermo, Almanya)

Steril filtreli pipet uglar1 10 pl, 20 ul, 200 ul, 1000 ul (Ratiolab, Almanya)
Manyetik karistirici (WTWInolab, ABD)

Hassas Terazi (WTWInolab, ABD)

Etiiv (Heraeus, Almanya)

Oze (1pl’lik)

3.4.2.Yontem
PZR kullanilacak bakteri DNA’sinin elde edilmesi icin; her bir susun KKA

besiyerinde bir gecelik kiiltlirlinii takiben bir 6ze (1ul’lik) dolusu koloni 100 pl lizis

sollisyonu igerisine toplanmistir. Soliisyona 3 U lizostafin eklenerek 37°C’de 4 saat
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bekletildikten sonra ekstraksiyon islemine Qiagen DNA mini kit (Qiagen, Almanya)

ile tiretici firmanin onerileri dogrultusunda devam edilmistir.

3.5. PZR Yontemi ile mecA Geni Varhginin Arastiriimasi

3.5.1. Gereg

3.5.1.1. Sarf Malzemeleri

Steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipleri (Orange Scientific, Belgika)

Steril PZR tiipii 0.2 ml (Orange Scientific, Belgika)

Ayarli, hacimli otomatik pipetler (Thermo, Almanya)

Steril filtreli pipet uglart 10 pl, 20 ul, 200 ul, 1000 ul (Ratiolab, Almanya)
Lateks muayene eldiveni (Dolphin, Tiirkiye)

3.5.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Taq DNA Polimeraz (Fermentas, Lituanya)

10x PZR Buffer (Fermentas, Lituanya)

10 mM MgClI, (Fermentas, Lituanya)

dNTP Karisimi (Fermentas, Lituanya)

mecA primerleri (Thermo, Almanya)

Molekiiler grade agaroz (Vivantis, Malezya)

Etidyum bromid (Applichem, Almanya)

Loading dye solution — yiikleme soliisyonu (Fermentas, Lituanya)

Gene Ruler 50b¢ DNA Ladder, ready-to-use, 50-1000 bg, (Fermentas, Lituanya)

3.5.1.3 Araglar
Santrifiij (Eppendorf, Almanya)

Vorteks (HVD, Avusturya)

Termal déngii cihaz1 (Techne, Ingiltere)
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Hassas terazi (Mettler- Toledo, Isvicre)

Mikrodalga firin (Vestel, Tiirkiye)

Elektroforez tanki1 (Thermo, Almanya)

Elektroforez gii¢c kaynagi (Bio-Rad, ABD)

UV transilliiminator (Vilber —Lourmat TFX-20.M [ETX-20 M], Fransa)

Fotograf makinesi (Canon Power Shot G5, Kanada)

3.5.2. Yontem

3.5.2.1. PZR yontemi

mecA geninin saptanmasi amaciyla Tablo 3.4’te gésterilen mecA primer dizileri ve
PZR programi kullanilmistir (Geha ve ark., 1994). PZR karisimi ve dongii kosullari
icin Geha ve arkadaglarinin (Geha ve ark., 1994) calismalarindaki yontemler

modifiye edilerek uygulanmis ve asagida gosterilmistir.

Tablo 3. 4. mecA geninin saptanmasi amaciyla kullanilan primer dizileri

Gen Primer Dizisi PZR iirlin{iniin Kaynak
biiyiikliigii (bg)
mecA | 5-GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA A-3’ 310 Geha ve
5" -CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTAA -3’ ark., 1994
mecA PZR Protokolii icin Reaksiyon Karisimi N

dH20 _ XN
10x Taq tamponu +KClI 2.5 pIxN
dNTP 2.5 mMxN
MgCl, 2 mMxN
mecA F primer 10pmolxN
mecA R primer 10 pmolxN
Taq polimeraz 2.5 UxN
DNA 3 uLxN
TV 50 pIxN
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mecA geninin cogaltilmasi icin PZR Programi

Baslangic denatlirasyonu..................ccoc.cooevveeeeuerenesereneseeeneanne 94 °C” de 5dakika
94 °C’de 30 saniye

55°C’de 30 saniye 30 dongii
............................ 72 °C’de 30 saniye

Son uzama 72 °C’de 10 dakika

Denatiirasyon agamasi

Primer yapigmasi (anneling)

Sentez (uzama) asamasi

3.5.2.2. Agaroz Jel Hazirlanmasi ve PZR Uriiniiniin Agaroz Jel

Elektroforezinde Saptanmasi

mecA geni i¢in PZR firiinleri %2’lik agaroz jelde degerlendirilmistir. Agaroz jel icin
1,6 g molekiiler grade agaroz (Vivantis, Malezya) 0.5 X TBE (Tris-borik asit-EDTA)
ile 80 ml’ye tamamlanmistir. TBE 0.5 X soliisyonu; TBE 5 X soliisyonunun 1/10
oraninda ddH;O ile seyreltilmesiyle hazirlanmigtir. TBE igerisine alinan agaroz
mikrodalga firinda (Beko, Tirkiye) kaynatilmigtir. Soguduktan sonra {izerine
etidyum bromidin (Applichem, Almanya) %5’lik stok soliisyonundan 3pul ilave
edildikten sonra iyice karistirilmis ve uygun taraklar konulmus jel tabagina (Thermo,
Almanya) dokiilmiistiir. Agarozun donmasi igin yaklasik 45 dk bekleme siiresinde
sonra, jel tabagiyla birlikte elektroforez tankina (Thermo, Almanya) yerlestirilmistir.
Elektroforez tanki 0.5 x TBE soliisyonu ile jelin iistiinii kapatacak sekilde
doldurulmustur. PZR fiiriinlerinden 6ul alinarak temiz bir parafilm (Parafilm,
Chicago, ABD) iizerinde 3ul yiikkleme soliisyonu (Fermentas, Lituanya) ile
karistirilmis ve jel lizerinde taragin ¢ikarilmasiyla agilan kuyucuklara yiiklenmistir. 1
saat 100 V elektrik akimina tabi tutulup, elektroforez isiemi uygulandiktan sonra,
312 nm’de UV transilliiminator (Vilber-Lourmat TFX-20.M [ETX-20 M], Fransa)
ile degerlendirilmistir. Elde edilen bantlar fotograf makinesi (Canon Power Shot G5,
Kanada) ile goriintiilenmistir.  Amplifikasyon iriinlerinin  biiyiikliklerinin
degerlendirilmesinde belirte¢ olarak Gene Ruler DNA Ladder 50bg, ready-to-use,
50-1000 bg, (Fermentas, Lituanya) kullanilmistir.
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3. 6. mecA Pozitif Olan Suslara Stafilokokkal Kaset Kromozom (Staphylococcal
Casette Chromosome-SCC)mec Tiplendiriminin Yapilmasi

3.6.1. Gerec

3.6.1.1. Sarf Malzemeleri

Steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipleri (Orange Scientific, Belgika)

Steril PZR tiipii 0.2 ml (Orange Scientific, Belcika)

Ayarli, hacimli otomatik pipetler (Thermo, Almanya)

Steril filtreli pipet uclart 10 pl, 20 pl, 200 ul, 1000 pl (Ratiolab, Almanya)
Lateks muayene eldiveni (Dolphin, Tiirkiye)

3.6.1.2. Kimyasal Malzemeler

Taq DNA Polimeraz (Fermentas, Lituanya)

PZR Master Mix 2x (Fermentas, Lituanya)

mecA primerleri (Thermo, Almanya)

Molekiiler grade agaroz (Vivantis, Malezya)

Etidyum bromid (Applichem, Almanya)

Loading dye solution-yiikleme soliisyonu 1x (Fermentas, Lituanya)

Gene Ruler 100 bg¢ plus DNA Ladder, ready-to-use, 100-3000 bg, (Fermentas,
Lituanya)

3.6.1.3. Araclar

Santrifiij (Eppendorf, Almanya)
Vorteks (HVD, Avusturya)

Termal dongii cihazi (Techne, Ingiltere)
Hassas terazi (Mettler- Toledo, Isvicre)
Mikrodalga firin (Vestel, Tiirkiye)
Elektroforez tanki1 (Thermo, Almanya)
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Elektroforez gii¢ kaynagi (Bio-Rad, ABD)

UV transilliiminator (Vilber-Lourmat TFX-20.M [ETX-20 M], Fransa)
Fotograf makinesi (Canon Power Shot G5, Kanada)

Giivenlik Kabini Class Il (Teknomar, Tiirkiye)

3.6.2. Yontem

3.6.2.1. PZR Yontemi

Izolatlarin SCCmec tiplendirimleri (Kondo ve ark., 2007) yéntemi esas almarak
yapilmistir. mA1l, mA2, al, a2, a3, B¢, 04.2, B4.2, YR ve yF genlerine ait primerler
son hacimleri 10 pmol olacak sekilde sulandirilarak M-PZR 1’de kullanilmistir. m16,
IS7, IS2 ve mA7 genlerine ait primerler son hacimleri 10pmol olacak sekilde

sulandirilmis ve M-PZR 2’de kullanilmistir.

SCCmec tiplendiriminde kullanilan primerlerin listesi Tablo 3.5°de verilmistir
(Kondo ve ark., 2007).

3.6.2.1.1. Multipleks PZR I¢in Amplifikasyon Karisimlarimin Hazirlanmasi

PZR reaksiyonu i¢in karigim ve PZR dongiileri asagida gosterilmistir:

M-PZR 1 PZR Protokolii icin Reaksiyon Karisimi N
dH,0 10ul x N
PZR Master Mix 2x 12.5 ul x N
M-PZR 1 primer karigimi : 4 ul x N
Taq polimeraz 0.5ul x N
DNA 3uL xN
Toplam Hacim 25ul
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M-PZR 2 PZR Protokolii i¢cin Reaksiyon Karisimi N

dH.O __ .. 10 ul x N
PZR Master Mix 2x 125 ul x N
M-PZR 2 primer karisimi 4 ul x N
Taq polimeraz 0.5ul x N
DNA 3uL x N
ToplamHacim 25ul

SCCmec tiplendirilmesi i¢in kullanilan PZR dongiileri Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3. 5. SCCmec molekiiler tiplendiriminde kullanilan primerler

Gen Oligoniikleotid sekansi (5°-3°) Amplikon | SCCmec Hedeflenen
biiyiikliigii | tipleri gen bolgesi
(be)
mAl | TGCTATCCACCCTCAAACAGG 286 Tip Il mecA
(mA1-mA2)
_, |.MA2 | AACGTTGTAACCACCCCAAGA
o al | AACCTATATCATCAATCAGTACGT 695 Tip | cccrAl-ccrB
N (al- Bec)
s a2 | TAAAGGCATCAATGCACAAACACT 937 Tip Il cccrA2-ccrB
g (a2- Bc)
E a3 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT 1791 Tip 11 cccrA3-ccrB
§ (a3- Be)
b= Bc | ATTGCCTTGATAATAGCCITCT Tip I,
E Tip Il
= Tiplll
2 | 042 | GTATCAATGCACCAGAACTT 1287 TiplV | cccrA4-ccrB4
[}
i (04.2-B4.2)
£ [ B42 | TTGCGACTCTCTTGGCGTTT TiplV
- YR | CCTTTATAGACTGGATTATTCAAAATAT 518 TipV | ccrC (yR-yF)
5o scc
8 mercury
yF | CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT TipV
SCC
mercury
ml16 | CATAACTTCCCATTCTGCAGATG 1963 Tip Il mecA-mecl
£ (MA7-m16)
= N1 IS7 | ATGCTTAATGATAGCATCCGAATG 2827 Tip | mecA-1S1272
i mecA
£ (mAT7-1S7)
S G| 1S2 | TGAGGTTATTCAGATATTTCGATGT 804 TipV | mecA-
5 § (is- 1S431upstream
o8l 2 of mecA(mA7-
g5 1S2{isS-2})
mA7 | ATATACCAAACCCGACAACTACA




Tablo 3. 6. SCCmec tiplendirilmesi igin kullanilan PZR dongiileri

PZR dongiileri

M-PZR 1

M-PZR 2

Baslangi¢ denatiirasyonu

94 °C’ de 2dakika

94 °C’ de 2dakika

Denatiirasyon agamasi

94 °C’de 2 dakika

94 °C’de 2 dakika

Primer yapismasi
(anneling)

57 °C’de 1 dakika
dongi

30

60°C’de 1 dakika
dongii

30

Sentez (uzama) agsamasi

72 °C’de 2 dakika

72 °C’de 2 dakika

Son uzama

72 °C’de 2 dakika

72 °C’de 2 dakika

3.6.2.2. Agaroz Jel

Hazirlanmasi

Elektroforezinde Saptanmasi

PZR iirtinleri elektroforez ile 0.5x TBE tamponu i¢inde 0.5ul etidyum bromid igeren
%2’lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra UV transilliiminator (Vilber—Lourmat TFX-
20.M [ETX-20 M], Fransa) ile goriintilenmistir. Amplifikasyon {irlinlerinin
biiyiikliiklerinin degerlendirilmesinde 100 bg’lik DNA biiyiikliik belirteci [Gene

ve

PZR

Uriiniiniin  Agaroz

Ruler 100 bg plus DNA Ladder, 100-3000 bg, (Fermentas, Lituanya)] kullanilmistir.

3.7. Biyofilm Deneyleri

Suslarin biyofilm olusturma yetenekleri mikroplak yontemi ile kantitatif olarak

gosterilirken, slime faktér olusumlarina da KRA yontemi ile fenotipik olarak

bakilmistir. iki yontem ile elde edilen veriler karsilastirilmistir.

3.7.1. Mikroplak Yontemi ile Biyofilm Olusumunun Kantitatif Olarak

Degerlendirilmesi

3.7.1.1.Gerec¢

3.7.1.1.1.Kimyasal Madde ve Malzemeler

Glukoz (Sigma- Aldrich, ABD)
Triptik soy broth (Merck Almanya )
Etanol (Sigma- Aldrich, ABD)




Metanol (Sigma- Aldrich, ABD)
Tamponlu tuz ¢ozeltisi (Phosphate Buffered Saline - PBS) (Sigma- Aldrich, ABD)
Kristal viyole (Sigma- Aldrich, ABD)

3.7.1.1.2. Araclar

Phoenix Spec Nephelometer (BD, Fransa)

96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplak (Piove di Sacco, italya)

Cok kanalli pipet (Thermo, Almanya)

Ayarli, hacimli otomatik pipetler (Thermo, Almanya)

Steril filtreli pipet uglart 10 pl, 20 ul, 200 ul, 1000 ul (Ratiolab, Almanya)
Steril 15ml’lik falkon tiip (Isolab, Almanya)

Spektrofotometre (BioTek, ABD)

Vorteks (HVD, Avusturya)

3.7.1.2. Yontem

Suslarin stok kiiltiirlerinden KKA besiyerine ekim yapilarak, 24 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir. izolatlarin saf kiiltiir halinde olduklar1 dogrulandiktan sonra, aym
morfolojik ozellikleri gosteren birkac koloni segilerek, steril fizyolojik tuzlu su
icerisinde  silispanse  edilmistir. Stispansiyonun  bulanikligi  PhoenixSpec
Nephelometer (BD, Fransa) nefelometre cihazinda 0.5 McFarland (10%kob/ml)
standardina ayarlanmistir. Elde edilen siispansiyon 1 dakika siire ile vortekslenmistir
(Vorteks cihazi, HVD, Avusturya). Hazirlanan bu bakteri siispansiyonunun 20 pl’si
steril 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplak (Piove di Sacco, Italya) kuyucuklarina
aktarilmistir. Uzerlerine %1 glukoz ilave edilmis 180 pl triptik soy buyyon (TSB)
eklenerek 24 saat siire ile 37°C’de inkiibe edilmistir. Ertesi giin mikroplak bosaltilip,
3 kez 200 pl fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi (phosphate buffered saline - PBS) ile
yikanarak tutunmayan bakteriler uzaklastirilmistir. Plaklar ters cevrilerek havada
kurumaya birakilmig, sonrasinda kuyucuklarin i¢ine 200 pl metanol konularak 20
dakika siire ile biyofilm olusturan bakterilerin fiksasyonu saglanmistir. Fiksasyonu

takiben metanol bosaltilmis ve plaklar oda 1sinda bir gece siire ile ters ¢evrilerek
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havada kurumaya birakilmistir. Ertesi giin tutunan bakteriler 150ul %0.5’lik kristal
viyole ile 15 dakika siire boyunca boyanmis, sonrasinda pipetle iizerlerindeki boya
cekilerek, steril fizyolojik tuzlu su ile 3 kez yikanmigtir. Havada kurutulan plaklarin
tizerine %95°lik etanol konularak, oda 1sisinda 30 dakika, ¢alkalama olmaksizin
inkiibe edilmistir. Bu islem sirasinda etanoliin buharlagsmasini 6nlemek i¢in plaklarin
tizeri parafilm ile kapatilmistir. Son olarak kuyucuklarin  absorbansi
spektrofotometrede (BioTek, ABD) 570 nm’de okutulmustur (Stepanovic ve ark.,
2007; Zmantar ve ark., 2010).

Pozitif kontrol olarak biyofilm olusturdugu bilinen S. aureus ATCC 25923 ve
S.epidermidis ATCC 35984, negatif kontrol olarak S. aureus ATCC 29213, sterilite
kontrolii i¢in sadece besiyeri igeren, mikroorganizma ilave edilmemis kuyucuklar
kullanilmistir. Her mikroorganizma ii¢ farkli kuyucukta c¢alisilmis ve sonuglar ii¢
deneyin ortalamasi alinarak hesaplanmistir. Sadece besiyeri igeren kuyucuklarin
optik dansitometrelerinin ortalamasi alinmis ve ii¢ standart derivasyonu hesaplanarak
ODc deger belirlenmistir. Elde edilen cut off degerine gore biyofilm pozitiflikleri
yorumlanmistir (Zmantar T ve ark., 2010).

OD <0ODc - negatif
ODc < OD < 2x0ODc D+
2xODc < OD <4x0Dc D+t
4xODc <OD D+t

3.7.2. Kongo Red Agar Metodu ile Slime Faktorii Olusumunun Fenotipik

Olarak Gosterilmesi

3.7.2.1. Gereg¢

3.7.2.1.1. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Beyin kalp infiizyon buyyonu (Merck, Almanya )
Sukroz (Sigma- Aldrich, ABD)
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Agar (Merck, Almanya)
Serum fizyolojik (Merck, Almanya)

3.7.2.1.2. Araglar

Petri kutusu kii¢iik 90x17mm (Isolab, Almanya)

Cok kanalli pipet (Thermo, Almanya)

Ayarli, hacimli, otomatik pipetler (Thermo, Almanya)

Steril filtreli pipet uglar 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl (Ratiolab, Almanya)
Oze (Isolab, Almanya)

Steril 15ml’lik falkon tiip (Isolab, Almanya)

Kongo red boyasi (Sigma- Aldrich, ABD)

Otoklav (Niive, Tirkiye)

Vorteks (HVD, Avusturya)

Etiiv (Heraeus, Almanya)

3.7.2.2. Yontem

Calismada izolatlarin mikroplak yontemi ile biyofilm olusumunun arastirilmasinin
yani sira KRA besiyerinde olusturduklar1i kolonilerin goriiniim farkliliklarina
dayanan ‘Kongo Red Agar’ yontemi olarak bilinen yontem ile slime faktor
olusumlari arastirilmistir. Bu amagla; beyin kalp infiizyon buyyonu (37 g/1), stikroz
(50 g/l), agar (10 g/l) ve Kongo Red boyasi (0.8 g/l) igeren besiyeri hazirlanmustir.
Besiyerine konulacak Kongo Red boyasi, konsantre sivi soliisyon seklinde ayri
olarak hazirlanmis ve 121°C’de 15 dakika siire ile otoklavlanmistir. Sterilizasyonu
yapilmis agar iceren besiyeri 55°C’ye kadar soguduktan sonra besiyerine Kongo red
boyasi soliisyonu eklenmistir. Hazirlanan besiyeri 9 cm ¢apindaki petri plaklarina 20
ml olarak dagitilmis, katilasip sogumasi1 beklenmis, plaklar bir gece oda 1sisinda
bekletildikten sonra ertesi giin taze olarak kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak
biyofilm olusturdugu bilinen S. aureus ATCC 25923 ve S. epidermidis ATCC 35984,
negatif kontrol olarak S. aureus ATCC 29213 suslar1 kullanilmistir. Her agara en az

bir pozitif kontrol bir negatif kontrol ekimi yapilmistir. KRA besiyerine ekim i¢in iki
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yontem kullanilmistir. Birinci yontemde suslarin besiyerine tek koloni ekimleri
yapilmis, ikinci yontemde segilen koloniler 5ml fizyolojik tuzlu su iginde siispanse
edilmis ve 20 pl’si damlatma yontemi ile plak iizerine aktarilmistir. Ekim islemini
takiben plaklar 37°C’de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda etlivden
cikarilan plaklar degerlendirildikten sonra, oda sicakliginda 24 saat daha bekletilmis
ve 48. saatte yeniden degerlendirilmistir. Degerlendirme islemleri iki ayr1 arastirmact
tarafindan, birbirinden bagimsiz olarak yapilmistir. Kuru kristal kivaminda koyu
kirmizi-siyah renkli koloni olusturan suslar slime faktorii pozitif; agik pembe-kirmizi
ya da bordo renkte koloni olusturanlar slime faktorii negatif olarak yorumlanmustir.
Slime faktorii olusturmayan suslarin nadiren gosterdigi boga gozii goriiniimii denilen
ortalarinda siyahlagma gosteren pembe renkli koloniler de negatif olarak kabul

edilmistir (Freeman ve ark., 1989).

3.7.3. Biyofilm Genlerinin Varhgina Bakilmasi

Genomik DNA’nin ekstraksiyonunu takiben (suslardan DNA eldesi boliimiinde
detaylar1 verilmistir), Tablo 3.7’de verilen primerler kullanilarak icaA, icaD ve 15256
gen bolgeleri c¢ogaltilmistir. icaA ve icaD gen bolgeleri KNS’lerde biyofilm
olusumundan sorumlu PIA sentezini gerceklestirken, biyofilm olusumunu etkileme
kapasitesine sahip mobil bir eleman olan 1S256 gen bdlgesi ica operonuna geri
dontisimlii olarak eklenmek suretiyle ica operonu ekspresyonunu etkilemekte ve
dolayisiyla slime faktorii iiretiminin ve biyofilm olusumunun diizenlenmesinde rol
oynamaktadir (Ziebuhr ve ark., 1999; Silva ve ark., 2002). PZR yontemi ig¢in

kullanilan protokol ve programlar asagida izlenmektedir.

3.7.3.1. Gerec

3.7.3.1.1. Sarf Malzemeleri

Steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipleri (Orange Scientific, Belgika)

Steril PZR tiipii 0.2 ml (Orange Scientific, Belgika)
Ayarli hacimli otomatik pipetler (Thermo, Almanya)
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Steril filtreli pipet uglart 10 pul, 20 ul, 200 ul, 1000 ul (Ratiolab, Almanya)
Lateks muayene eldiveni (Dolphin, Tiirkiye)

3.7.3.1.2. Kimyasal Malzemeler

Taq DNA Polimeraz (Fermentas, Lituanya)

10X PZR Buffer (Fermentas, Lituanya)

10 mM MgCl, (Fermentas, Lituanya)

dNTP Karisim1 (Fermentas, Lituanya)

icaA ve icaD primerleri (Thermo, Almanya)

I1S256 primerleri (Thermo, Almanya)

Molekiiler grade agaroz (Vivantis, Malezya)

Etidyum bromid (Applichem, Almanya)

Loading dye solution —yiikleme soliisyonu 1x (Fermentas, Lituanya)

Mass Ruler DNA ladder mix, ready-to-use, 80-10.000 bg, (Thermo, Almanya)

3.7.3.1.3. Araclar

Santrifiij (Eppendorf, Almanya)

Vorteks (HVD, Avusturya)

Termal dongii cihaz1 (Techne, Ingiltere)

Hassas terazi (Mettler- Toledo, isvicre)

Mikrodalga firin (Vestel, Tiirkiye)

Elektroforez tanki1 (Thermo, Almanya)

Elektroforez gii¢ kaynagi (Bio-Rad, ABD)

UV transilliiminator (Vilber-Lourmat TFX-20.M [ETX-20 M], Fransa)
Fotograf makinesi (Canon Power Shot G5, Kanada)

Giivenlik Kabini Class Il (Teknomar, Tiirkiye)
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3.7.3.2. Yontem

3.7.3.2.1. PZR Yontemi

Genomik DNA’nin ekstraksiyonunu takiben (suslardan DNA eldesi boliimiinde
detaylar1 verilmistir), Tablo 3.7°de verilen primerler kullanilarak KNS’lerde biyofilm
olusumundan sorumlu icaA, icaD ve 1S256 gen bolgeleri asagida verilen protokol ve
programlar kullanilarak PZR yoOntemiyle arastirilmistir (Vasudevan ve ark., 2003;
Montanero ve ark., 2007).

icaA ve icaD PZR Protokolii i¢cin Kullamilan Reaksiyon Karisimi N

ddH.O _ xN

Tampon 10X (NH4)2SO4xN
dNTP 200 pMxN

MgCl, 3mM xN

icaA veya icaD forward primer . 50 pmolxN

icaA veya icaD reverse primer 50 pmolxN

Taq polimeraz 1.5 UxN

DNA 5 uLxN

TV (total voliim) 50 pIxN

icaA ve icaD genlerinin cogaltilmasi icin PZR Programi
............................................. 94 °C” de 3 dakika

94 °C’de 45 saniye

55°C’de 45 saniye > 30 dongii

Baslangi¢ denatiirasyonu

Denatiirasyon agsamast

Primer yapigmasi (anneling)

Sentez (uzama) asamasi 72 °C’de 1 dakika

Son uzama 72 °C’de 7 dakika
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1S256 icin Protokolii icin Kullanilan Reaksiyon Karisimi N

dH,0 xN
Tampon 10X (NH4)2SO4xN
dNTP 200 pMxN
MqCl, 3 mM xN
1S256 forward primer . 50 pmolxN
1S256 reverse primer 50 pmolxN
Taq polimeraz 1.5 UxN
DNA 5 uLxN
TV (total voliim) 50 pIxN

1S256 geninin cogaltilmasi icin icin PZR Programi

Baslangig denatlirasyonu, ............c.cooeeereereesnernceseennes 94 °C’ de 12 dakika

94 °C’de 30 saniye
55°C’de 30 saniye > 30dongii

Denatiirasyon asamasi

Primer yapigmasi (anneling)

Sentez (uzama) asamasi 72 °C’de 2 dakika

SON UZAMA, __.........ooooeeeeeeeeeeeeeeseee e seeeee s eesnsenenees 72°C’de 7 dakika
3.7.3.2.2. Agaroz Jel Hazirlanmasi ve PZR Uriiniiniin Agaroz Jel

Elektroforezinde Saptanmasi

icaA, icaD ve 1S256 genleri i¢in PCR frlinlerini %2’lik agaroz jelde
degerlendirilmistir. %2’lik agaroz jel i¢in 1.6g agaroz (Vivantis, Malezya) 0.5x TBE
ile 80ml’ye tamamlanmistir. TBE 0.5X soliisyonu; TBE 10x soliisyonunun 1/20
oraninda ddH;O ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Agaroz istenilen yiizdelerde
hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda (Beko, Tiirkiye) kaynatilmistir. Uzerine
etidyum bromidin (Applichem, Almanya) %5’lik stok soliisyonundan 3ul ilave
edildikten sonra iyice karistirilmis ve jel tabagina (Thermo, Almanya) dokiilmiistiir.
Jel dokiilmeden once jel tabagi uygun taraklar kullanilarak hazirlanmistir. Agarozun
donmasi icin yaklasik 45 dk bekleme siiresinde sonra, jel tabagiyla birlikte
elektroforez tankina (Thermo, Almanya) yerlestirilmistir. Elektroforez tanki 0.5x
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TBE soliisyonu ile jelin {istiinii kapatacak sekilde doldurulmustur. PCR iiriinlerinden
6ul alarak temiz bir parafilm (Parafilm, Chicago, ABD) iizerinde 3ul loading dye
(Fermentas, Lituanya) ile karigtirtlmigtir. 1 saat 100 V elektrik akimina tabi tutulup
jel elektroforezi uygulandiktan sonra, 312 nm’de UV transilliiminatér (Vilber—
Lourmat TFX-20.M [ETX-20 M], Fransa) ile degerlendirilmistir. Fotograf makinesi
(Canon Power Shot G5, Kanada) ile goriintiilenmistir. Amplifikasyon {iriinlerinin
biiyiikliiklerinin degerlendirilmesinde 100 bg’lik DNA biiyiikliik belirteci [Mass ruler
DNA ladder mix, ready-to-use, 80-10.000 bg, (Thermo, Almanya)].

Tablo 3. 7. Biyofilm genlerinin saptanmasinda kullanilan primer listesi

Hedef Primer Dizisi Amplikon Referans
Gen biiyiikligii (b¢)

icaA F: 5°-GAC CTC GAA GTC AAT AGA GGT-3’ 1315 Vasudevan ve
R: 5’-CCC AGT ATA ACG TTG GAT ACC-3’ ark., 2003

icaD F: 52-AGG CAA TAT CCAACG GTAA-3 381 Vasudevan ve
R:52-GTC ACGACCTTTCTT ATATT-3’ ark., 2003

1S256 5’-TGA AAA GCGAAG AGATTC AAAGC-3 1102 Montanero ve
5’-ATG TAG GTC CAT AAG AAC GGC-3’ ark., 2007

3.8. Minimum Biyofilm Eradike Edici Konsantrasyon Degerinin Belirlenmesi

Deneyi

3.8.1. Gerec¢

3.8.1.1. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Glukoz (Sigma - Aldrich, ABD)

Triptik soy broth (Merck, Almanya )

Etanol (Sigma - Aldrich, ABD)

Metanol (Sigma - Aldrich, ABD)

Tamponlu tuz ¢ozeltisi (Phosphate Buffered Saline - PBS) (Sigma - Aldrich, ABD)
Kristal viyole (Sigma - Aldrich, ABD)
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3.8.1.2. Araclar

Phoenix Spec Nephelometer (BD, Fransa)

96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplak (Piove di Sacco, italya)

Cok kanalli pipet (Thermo, Almanya)

Ayarli hacimli otomatik pipetler (Thermo, Almanya)

Steril filtreli pipet uglart 10 pl, 20 ul, 200 ul, 1000 ul (Ratiolab, Almanya)
Steril 15ml’lik falkon tiip (Isolab, Almanya)

Nanofotometre (Implen, Almanya)

Vorteks (HVD, Avusturya)

Etiiv (Heraeus, Almanya)

3.8.2. Yontem

Suslarin stok kiiltiirlerinden KKA besiyerine ekim yapilarak, 24 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir. Sonrasinda 0.5 McFarland degerinde siispanse edilen bakterilerin 20 pL’si
96 kuyucuklu diiztabanli plaklara aktarilmistir. Kuyucuklar 180 puL %0.25 glukoz
eklenmis TSB ile doldurulmustur. Plaklar 24 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi yapigsmayan hiicrelerin dékiilmesi igin plaklar 200
uL steril FTS ile ii¢ kez yikanmistir. Yikama islemi sonrasinda kuyucuklara tutunan
bakteri hiicreleri tizerine katyonu ayarlanmig 100 pLL MHB II resiispanse edilmis ve
kuyucuklara 100 pL. vankomisinin farkli konsantrasyonlar1 (2.0, 4.0, 8.0, 16.0, 32.0,
64.0, 128 ve 256 pL/ml) eklenmistir. Plaklar 24 saat siire ile 37°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda aspirasyon islemi ile vankomisin uzaklastirilmis ve
kuyucuklar 200 pL steril FTS ile {i¢ kere yikanmistir. Plaklar ters ¢evrilerek 3 saat
stire ile havada kurumaya birakilmis, sonrasinda tutunan bakteriler {izerine 200 pl
metanol konularak 20 dakika siire ile bakterilerin fiksasyonu saglanmistir.
Fiksasyonu takiben metanol bosaltilmis ve oda 1sinda bir gece siire ile ters ¢evrilerek
havada kurumaya birakilmistir. Ertesi gilin tutunan bakteriler 150 pl %0.51ik kristal
viyole ile 15 dakika siire ile boyanmis, sonrasinda pipetle iizerlerindeki boya
cekilerek, 200 pL steril FTS ile 3 kez yikanmistir. Havada kurutulan plaklarin

lizerine %95’lik etanol konularak, oda 1sisinda 30 dakika, ¢alkalama olmaksizin

68



inkiibe edilmistir. Bu islem sirasinda etanoliin buharlagmasini 6nlemek i¢in plaklarin
tizeri parafilm ile c¢evrilerek kapatilmistir. Son olarak kuyucuklarin absorbansi
spektrofotometrede (BioTek, ABD) 570 nm’de okutulmustur. Pozitif kontrol olarak
biyofilm olusturdugu bilinen S. aureus ATCC 25923 ve S. epidermidis ATCC 35984,
negatif kontrol olarak S. aureus ATCC 29213 suslar1 kullanilmustir. Sterilite kontroli
olarak ve aymi zamanda spektrofotometreyi korlemek amaciyla mikroorganizma
icermeyen %0.25 glukoz eklenmis TSB kullanilmistir. Biitiin biyofilm deneyleri,
optik dansite Ol¢limlerindeki degiskenlikleri en aza indirgemek icin ii¢ kere

tekrarlanmustir.

3.9. Degisken Alanh Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis-PFGE)

SVK kiiltir orneklerinden ve kateteri olan hastalarin periferik kan kiiltiiri
orneklerinden ayni tir KNS iiremesi durumunda, Orneklerin epidemiyolojik
iliskilerinin belirlenmesi agisindan PFGE yontemi uygulanmistir. Bu amagla Tenover
ve ark., (Tenover ve ark., 1995) yontemi Tekeli ve ark., (Tekeli ve ark., 2009)
modifiye ettigi sekliyle yapilmustir.

3.9.1. Gerec

3.9.1.1. Sarf Malzemeleri ve Kimyasal Malzemeler

Ayarli, hacimli otomatik pipetler (Thermo, Almanya)
Beyin kalp infiizyon buyyonu (Merck, Almanya)

Blood base agar (Merck, Almanya)

Etidyum bromid (Applichem, Almanya)

Gel Compar II (AppliedMaths, Belcika)

Gliserol soliisyon (Sigma-Aldrich, ABD)

Lambda PFGE marker (New England Biolabs, ingiltere)
Lateks muayene eldiveni (Dolphin, Tiirkiye)

Lizostafin (Applichem, Almanya)

Oze (Isolab, Almanya)
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Petri kutusu kii¢iik 90x17mm (Isolab Almanya)

Proteinaz K (20 mg/ml) (Fermentas, Lituanya)

Smal (Fermentas, Lituanya)

Steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipleri (Orange Scientific, Belgika)

Steril 15 ml’lik tiipler (Orange Scientific, Belcika)

Steril 15 mI’lik falkon tiip (Isolab, Almanya)

Steril filtreli pipet uglart 10 pl, 20 pl, 200 ul, 1000 pl (Ratiolab, Almanya)
Tango buffer (Fermentas, Lituanya)

3.9.1.2. Kullanilacak Soliisyonlar

Proteinaz K Tamponu (pH=8-9):

250 mM EDTA (Applichem, Almanya)
%1 sarkosyl (Applichem, Almanya)
1000 ml ddH,0 ile tamamlanir

Lizis Tamponu

6 mM Tris HCI (Applichem, Almanya)

1 M NaCl (Merck, Almanya)

100 mM EDTA (Applichem, Almanya)
%0.2 Na deoksikolat (Applichem, Almanya)

%0.5 Na lauroylsarcosine (Applichem, Almanya)
1000 ml ddH-0 ile tamamlanir

Tris-EDTA (TE) Tamponu (pH=8):
10 mM Tris (Thermo, Almanya)
1 mM EDTA (Applichem, Almanya)

5x TBE (pH 7-9):
54 g Tris (Thermo, Almanya)

27.5 g Borik asit (Applichem, Almanya)
20 ml 0.5 M EDTA (Applichem, Almanya) (pH :8)
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0.5x TBE (pH 7-9):
5x TBE 1/10 oraninda ddH20 ile sulandirilmasiyla hazirlanmistir

%2 diisiik erime sicakligina sahip agaroz hazirlanmasi

0.2 mg ‘low melt point” agaroz (Bio Basic, Kanada)
10mlI TE
Mikrodalga firinda (Vestel, Tiirkiye) eritildi

%1’lik pulsed-field elektroforez agaroz jelinin hazirlanmasi
1 gr ‘pulsed field” agaroz (Bio-Rad, ABD)

100 ml 0.5 x TBE

Mikrodalga firinda (Vestel, Tiirkiye) eritildi

3.9.1.3. Araclar

Vorteks (HVD, Avusturya)
Santrifiij (Eppendorf, Almanya)
Etiiv (Heraeus, Almanya)

Otoklav (Niive, Tiirkiye)
Nanofotometre (Implen, Almanya)

Derin dondurucu (Regal, Tiirkiye)

UV transilliiminator (Vilber-Lourmat TFX-20.M (ETX-20 M), Fransa)

Kuru 1sitict blok (HVD, Avusturya)

Calkalayici1 (HVD, Avusturya)

Calkalayicili su banyosu (GFL, Almanya)

Mikrodalga firin (Vestel, Tiirkiye)

Hassas terazi (Mettler- Toledo, Isvicre)

Fotograf makinesi (Canon Power Shot G5, Kanada)

CHEF-DR II sistemi (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, ABD)
Gel Compar Il (Applied Maths, Belgika)
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3.9.2. Yontem

3.9.2.1. PFGE Yonteminde Kullamlacak izolatlarin Hazirlanmasi

1. Otomatize sistemler ile tlir diizeyinde tanimlanan ve -20°C’de %4 gliserolli
buyyonda saklanan bakteri izolatlar1, %5 KKA besiyerine ekildi ve 37°C’de 20-

24 saat aerobik kosullarda inkiibe edilmistir.

2. Ureyen kolonilerden birer éze dolusu (0.1 ul’lik 6zeler ile) alip, Sml beyin
kalp infiizyon buyyonu igerisine koyulmus ve 18-24 saat 37°C’de inkiibasyona

birakilmustir.

3. Inkiibasyonu takiben etiivden ¢ikarilan beyin kalp infiizyon buyyonlari vorteks
(HVD, Avusturya) uygulanmis ve nanofotometrede (Implen, Almanya) optik

dansiteleri 0.9-1.1 olacak sekilde ayarlanmustir.

4. Bu siispansiyondan 400 pl aliip mikrosantrifiij tiiplerine konulmustur ve 13000

rpm’de 4 dakika santrifiigasyon (Eppendorf, Almanya) islemi uygulanmistir.

5. Santrifiigasyon isleminden sonra siipernatan uzaklastirilmis ve pelletin iizerine

150 pl TE tamponu koyulmustur.

6. Ayrica 5 pl (10 U) lizostafin (Applichem, Almanya) eklenerek nazikce pipetaj
islemi uygulanmig ve 37°C’de 10 dakika siireyle bekletilmistir.

3.9.2.2. izolatlarin Agaroza Gomiilmesi

1. %2’lik disiik erime sicakligina sahip agaroz (low melt, LMP (Bio Basic,
Kanada) mikrodalga firinda (Vestel, Tiirkiye) birka¢ defa kaynamasina izin
verilerek iyice eritilip, 55°C’lik su banyosuna konulmustur. Bu arada agaroz

kalib1 hazirlanmustir.
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2. Yukarida anlatildig1 sekilde hazirlanan bakteri siispansiyonu ile %2’lik LMP
agaroz esit oranlarda (her ikisinden 100’er pl) pipetaj yaparak (baloncuk

olusmamasina 6zen gosterilerek) karistirilmistir.

3. Bu karisimdan pipet yardimiyla 100 pl alinip agoroz kalibinin kuyucuklarma

hava kabarcig1 olmamasina 6zen gostererek dagitilmistir.

4. Kaliplar +4°C’de 10 dakika bekletilerek agarin katilagmasi saglanmistir.

3.9.2.3. Agar I¢erisindeki Hiicrelerin Parcalanmasi

1. Hazirlanan kaliplar 6ze yardimiyla jel tutucudan gikartilmis ve 4 ml lysis

tamponu igeren tiiplerin i¢ine konulmustur.

2. Tipler galkalayicili su banyosuna (GFL, Almanya) yerlestirilmis ve bir gece
37°C’de inkiibe edilmistir.

3. Ertesi giin EC lysis tamponu uzaklastirilip, tiiplerin igine 10 ul proteinaz K

(20 mg/ml Fermentas, Lituanya) ve 1000 pl proteinaz K tamponu eklenmistir.

4. Tiupler ¢alkalayicili su banyosuna (GFL, Almanya) yerlestirilmis ve 54°C’de 2

saat tutulmustur.

3.9.2.4. Agaroz Kaliplarin Yikanmasi

1. Proteinaz K tamponu dokiiliip, 5-10 ml TE tamponu ile 5 kez 30 dakika boyunca
calkalayicida (HVD, Avusturya) yikama islemi gerceklestirilmistir.

2. Kesim enzimi ile muamele edilinceye kadar 4 ml TE iginde 4°C’de saklanmuistir.
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3.9.2.5. DNA’nmin Restriksiyon Enzimiyle Kesilmesi

1. Kesim islemi i¢in kaliplar TE iceren tampondan ¢ikarilip ortadan ikiye kesilmis

ve 1 ml distile su igeren mikrosantrifiij tiiplerine konulmustur.

2. Kaliplar 30 dakika boyunca ¢alkalayicida (HVD, Avusturya) yikanmistir.

3. Distile su uzaklagtirilmis ve her bir mikrosantrifiij tiipiine tampon-su karigimi (180
pl su + 20 ul Tango buffer) eklenmistir ve 30 dakika boyunca calkalayicida
bekletilmistir.

4. Tampon su karisimi da uzaklastirilmis ve mikrosantrifiij tiiplerine enzim-tampon-
su karisimi (3 pl Smal (Fermentas, Lituanya) (10 U) +180 pl su + 17 pl tampon)
konularak, 30°C’de 1s1tic1 blokta (HVD, Avusturya) 4 saat siire ile birakilmustir.

5. Siire sonunda tampon-su-enzim karisimi uzaklastirilmis ve 1000 pl 0.5x TBE
tamponu eklenmistir. 37°C’de 30 dakika bekletilmis ve siire bitiminde TBE tamponu

uzaklastirilmistir.

3.9.2.6. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi

1. %1’ lik “’pulsed-field certified’’ agaroz (Bio-Rad, ABD) kullanilarak jel

hazirlanmstir.

2. Bu amagla agaroz dokiilecek kaset bir zemine yerlestirilerek su terazisi ile

tamamen diizgiin oldugu kontrol edilmistir.

3. Sonrasinda 15 digli taragin 13 tanesinin dislerinin u¢ kismina yukarida anlatildig:

sekilde hazirlanan ve TBE tampondan ¢ikarilan agaroz kaliplar1 yerlestirilmistir.

4. Agaroz kaliplarinin etrafinda kalan Smal enzim karisimi kurutma kagidi veya

kagit havlu kullanilarak uzaklastirilmistir.
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5. Tarak bu haliyle 5 dakika oda sicakliginda tutularak agaroz kaliplarin taragin

ucuna yapismasi beklenildikten sonra, jel dokiilecek kasete yerlestirilmistir.

6. 45-50°C sicakliginda olan agaroz hava kabarcigi olusmamasina dikkat edilerek

kasete dokiilmiistiir.

7. Katilagmasi i¢in oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir.

8. Tarak dislerinden kalan bosluklar ayrilan 3-5 ml PFGE jeli ile pipet yardimiyla

doldurulmustur.

9. Polimerize olmus agaroz jel igerisine ticari olarak satin alinan Lambda Ladder
PFGE Marker’ dan (New England Biolabs, Ingiltere) bistiiri yardimiyla yaklasik
I’er mm kalinliginda parcalar halinde kesilerek, bos birakilan iki kuyucuga

konulmustur.

10. Tabla iizerindeki agaroz jel, altindaki siyah destek ve siyah dikdortgen gergeve
ile igerisinde 1700 ml 0.5x TBE tamponu PFGE tankina yerlestirilmistir.

3.9.2.7. Elektroforez Sistemi

PFGE i¢in CHEFF-DR 1I cihazinda (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium)
elektroforez uygulanmistir. Elektroforez sartlar1 asagida belirtildigi gibidir:

Elektroforez kosullari

Baslangig vurug Bitis vurug Vurus agisi Akim Sicakhk Siire
suiresi 5.3 sn suiresi 34.9 sn 120° 6V/cm? 14°C 20 saat
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3.9.2.8. Jelin Boyanmasi

1. Elektroforez sonrasinda jel, 30 pl etidyum bromid igeren 300 ml ultra saf su ile 30

dakika boyanmustir.

2. Sonrasinda jel 400 ml ultra saf su i¢erisinde 45 dakika 2—-3 kere suyu degistirilerek
yikanmistir ve boylece DNA’ya baglanmamis boya uzaklastirilmistir.

3. UV Transilliiminator (Vilber-Lourmat TFX-20.M (ETX-20 M), Fransa) altinda
bantlarinin fotografi fotograf makinesi (Canon Power Shot G5, Kanada) ile ¢ekilmis

ve kayit edilmistir.

3.9.2.9. Sonuclarin Degerlendirilmesi

PFGE sonrasinda olusan DNA paternleri hem gozle hem de “Gene Directory
Programme” (Syngene, UK) ile degerlendirilmistir. Benzerlik indeksi “Dice”
katsayist kullanilarak %1 tolerans degerinde olusturulmus ve izolatlar arasi
kiimelenme iliskisi aritmetik ortalamali agirliksiz ¢ift grup yontemi (unweighted pair
group method of arithmatic averages-UPGMA) y6ntemi kullanilarak gésterilmistir.
Izolatlar aras1 genotipik iliskinin degerlendirilmesinde Tenover ve arkadaslari
(Tenover ve ark., 1995) tarafindan belirlenen ilkeler ve Gel Compar Il (Applied
Maths, Belcika) programi kullanilmistir.

3.10. Verilerin Analizi ve istatistiksel Degerlendirme

Verilerin analizi “SPSS for Windows 157 paket programinda yapilmistir.
Tanimlayici istatistikler dagilimi normal olan degiskenler icin ortalama + standart
sapma, dagilimi normal olmayan degiskenler i¢in ortanca (minimum — maksimum),

nominal degiskenler ise vaka sayisi ve (%) olarak gosterilmistir.

Grup sayisi iki oldugunda gruplar arasinda ortalamalar yoniinden farkin 6nemliligi t

testi ile ortanca degerler yoniinden farkin 6nemliligi Mann Whitney U testi ile
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arastirtlmistir. Grup sayis1 ikiden fazla oldugunda gruplar arasinda ortalamalar
yoniinden farkin onemliligi ANOVA varyans analizi testi ile ortanca degerler
yoniinden farkin onemliligi Kruskal Wallis testi ile arastirilmistir. Nominal
degiskenler Pearson Ki-Kare veya Fisher exact testi ile degerlendirilmistir. Gerekli

degiskenler i¢in Phi ve Cramer V iliski katsayilar1 hesaplanmistir.
Sefoksitin disk difiizyon yontemi i¢in duyarlilik, secicilik yanlis pozitif, yanlis
negatif, yanlis pozitif olabilirlik orani, yanlis negatif olabilirlik orani, total dogruluk

oran1 ve bunlara iligkin %95 giiven araliklar1 hesaplanmistir.

Sonuglarda p<0,05 i¢in istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Koagiilaz Negatif Stafilokok Suslari ve Sayilan

Calismaya 30’u saglikli hastane ¢alisan1 olmayan bireylerin ellerinden, 26’s1 saglikli
hastane ¢alisan1 goniilliillerin burunlarindan, 35°i kateter kolonizasyonu etkeni, 15’1
KIKDE etkeni (15 SVK’dan izole + 15 bu hastalarin kan kiiltiirlerinden izole), 89
SVK takili olmayan hastalarin periferik kan kiiltiirlerinden izole edilen toplam 210

KNS susu alinmisgtir (Tablo 3.1).

Toplam 210 susun 74’ (%35.23) S. epidermidis, 58’1 (%27.61) Staphylococcus
haemolyticus, 52’si (%24.76) Staphylococcus hominis, 13’1 (%6.19) Staphylococcus
capitis, 8’1 (%3.8) Staphylococcus warnerii, 2’si (%0.95) S.lugdunenesis, 2’si
(9%0.95) Staphylococcus saprophyticus, 1’i (%0.47) Staphylococcus sciuri olarak
tiplendirilmistir. KNS tiirlerinin dagilimlar1 Sekil 4.1°de, invaziv olan ve olmayan

orneklere gore dagilimlari ise Tablo 4.1’de verilmistir.

2 %1%
8;4% 1 1;0%

® S. epidermidis; %35.23
® S. haemolyticus; %27.61
i S. hominis; %24.76

E S, capitis; %6.19

| S. warnerii; %3.8

i S. lugdunensis; %0.95

i S, saprophyticus; %0,95
®S. sciuri; %0.47

Sekil 4. 1. KNS izolatlarinin tiirlere gore dagilimi
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Tablo 4. 1. KNS tiirlerinin invaziv olan ve olmayan 6rneklere gore dagilimi

2 3 L2 3 <
§ 2 L2 [%} :E CU:) é —~ 8\/
— 5~ S ~ S~ —_ T~ >~ [N
ES | 88| ES | 88| 88| 58| €8 | 28| =
S < = o - 8 < < = =S = o - < e
S < g c < = . = c o c 5 c % € K
® £ ] » % 2 g s
Ornekler » %) 2 I =
7 5 3 15
= [ Kan
. 55| S (3.33) | (2.38) | (1.42) (7.14)
5% | Kateter ! 5 8 15
ZEL (3.33) | (2.38) | (1.42) (7.14)
=0 | Periferik Kan 32 34 17 4 1 1 89
(kateteri olmayan) (15.23) | (16.19) (8.09) (1.90) (0.47) (047) (42.38)
=~ | 8 4 9 1 6 2 30
S 3 (3.8) (1.90) | (4.28) | (0.47) | (2.85) | (0.95) (14.28)
£ 8 Burun 6 1 11 6 1 1 26
S5 (2.85) (0.47) (5.23) (2.85) (0.47) (0.47) (12.38)
z X
S £ | Kateter 14 9 9 2 1 35
E:S kolonizasyonu (6.66) (4.28) (4.28) (0.95) (0.47) | (16.66)
74 58 52 13 8 2 2 1 210
Toplam (35.23) | (27.61) | (24.76) | (6.19) | (3.80) | (0.95) | (0.95) | (0.47) | (100)

KIKDE etkenleri ve SVK’s1 olmayan hastalarin periferik kan kiiltiirlerinden izole

edilerek tiplendirilen KNS suslarinin (invaziv suslarin) izole edildikleri kliniklere
gore dagilimlart sirasiyla Tablo 4.2, Sekil 4.2 ve Tablo 4.3, Sekil 4.3’te verilmistir.

Tablo 4. 2. KIKDE etkenlerinin izole edildikleri kliniklere gore dagilimi

Dabhili Cerrahi YBU* Reanimasyon Toplam
Boliimler Boliimler n n n
n n (%) (%) (%)
(%) (%)
S. epidermidis - - 10 4 14
(33.33) (13.33) (46.66)
S. haemolyticus - 2 6 2 10
(6.66) (20) (6.66) (33.33)
S. hominis - - 4 2 6
(13.33) (6.66) (20)
Toplam - 2 20 8 30
(6.66) (66.66) (26.66) (100)

*Yogun bakim {initesi
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27%

V

mYBU
m Genel Cerrahi

Reanimasyon

Sekil 4. 2. KIKDE etkenlerinin izole edildikleri kliniklere gore dagilimlar

Tablo 4. 3. SVK’s1 olmayan hastalarin periferik kan kiiltiirlerinden izole edilen KNS

tiirlerinin boliimlere gore dagilimi

. Dahili Cerrahi s .
nA(‘;‘/'(')) Béliimler Béliimler :](](3(}/{) : Reaz'zno/i)syo” Tr??(!/i;“
n (%) n (%)
S. epidermidis 3 17 4 2 6 32
) (3,37) (19.10) (4.49) (2.25) (6.74) (35.96)
S. haemolyticus ! 4 4 4 21 34
: (1.12) (4.49) (4.49) (4.49) (23.60) (38.20)
S. hominis 4 4 2 ! 6 17
: (4.49) (4.49) (2.25) (1.12) (6.74) (19.10)
L. 1 1 2 4
S. capitis (1.12) - (1.12) (2.25) (4.49)
S. warnerii - - - - ! L
(1.12) (1.12)
S. saprophyticus - - (1.112) - - (1.112)
Toplam 8 26 11 8 36 89
(8.99) (29.21) (12.36) (8.99) (40.45) (100)

* Yogun Bakim Uniteleri

Periferik kan kiiltiirlerinden izole edilen KNS suslar1 arasinda; dahili boliimlerden
izole edilenlerde S. epidermidis oranmnin, reanimasyon ve YBU’lerden izole
edilenlerde ise S. haemolyticus 'un oraninin yiiksek olmasi istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). Sekil 4.4’te SVK’s1 olmayan hastalarin periferik kan

kiiltiirlerinden izole edilen KNS suslarinin tiirlere gére dagilimi izlenmektedir.

Periferik kan kiiltiirlerinden izole edilen 89 KNS’nin 13’iiniin (%13.61) KDE etkeni

oldugu saptanmistir. Bu KNS’lerde birden fazla kan kiiltiir sisesinde {iireme
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goriilmiis, baska bir enfeksiyon odagi saptanamamistir.

KDE etkeni

olarak

tiplendirilen KNS suslarinin izole edildikleri bolgelere gore tiir dagilimlari Tablo

4.4°te verilmistir. KDE etkeni olan KNS’lerin tiirlerine bakildiginda 6 (%46.15) S.
epidermidis, 6 (%46.15) S. haemolyticus ve 1 (%7.69) tane S. hominis izole
edilmistir. Ayrica 13 KNS’nin 8 (%61.54) tanesinin reanimasyon tiinitesinden, 5

(%38.46) tanesinin dahili boliimlerden izole edildigi goriilmiistiir.

Tablo 4. 4. KDE etkeni olan KNS’lerin izole edildikleri boliimlere gore dagilimi

Suslar Reanimasyon Dahili Boliimler Toplam
n (%) n (%) n (%)
S. epidermidis 2 (15.38) 4(30.77) 6 (46.15)
S. haemolyticus 5 (38.46) 1(7.69) 6 (46.15)
S. hominis 1(7.69) - 1(7.69)
Toplam n (%) 8 (61.54) 5 (38.46) 13 (100)
9% m Acil
' B Dahili Boliimler
Cerrahi Boliimler
‘ = YBU
9% 12% ® Reanimasyon

Sekil 4. 3. SVK’s1 olmayan hastalarin periferik kan kiiltiirlerinden izole edilen KNS

suslarinin boliimlere gore dagilimi

B S. epidermidis
B S. haemolyticus
W S. hominis

B S. capitis

W S. warnerii

W S. saprophyticus

Sekil 4. 4. SVK’s1 olmayan hastalarin periferik kan kiiltlirlerinden izole edilen KNS

suslarinin tiirlere gére dagilim
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Tablo 4.5 ve Sekil 4.5’te kateter kolonizasyonu etkeni olan KNS tiirlerinin izole

edildikleri kliniklere gore dagilimlar1 goriilmektedir.

Tablo 4. 5. Kateter kolonizasyonu etkenlerinin izole edildikleri kliniklere gore

dagilimi
Dabhili Cerrahi YBU* Reanimasyon Yamk Toplam
Boliimler Boliimler n (%) n (%) n (%) n (%)
n (%) n (%)
S. epidermidis - - 13 (37.14) - 1(2.86) 14 (40)
S. haemolyticus - - 7 (20) 1(2.86) 1(2.86) | 9(25.71)
S. hominis 1(2.86) 1(2.86) 6 (17.14) - 1(2.86) | 9(25.71)
S. capitis - - 2 (5.71) - 2 (5.71)
S. sciuri - - 1(2.86) - - 1(2.86)
Toplam 1(2.86) 1(2.86) 29 (82.86) 1(2.86) 3(8.57) | 35(100)
*Yogun bakim tinitesi
m YBU
B Reanimasyon
Yanik

H Genel Cerrahi

m Dahiliye Bolimler

Sekil 4. 5. Kateter kolonizasyonu etkeni olan KNS suslarinin izole edildikleri

kliniklere gore dagilimlari

4.2. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

4.2.1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yéntemi Sonuglari

KNS susglarinin, Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile elde edilen antimikrobiyal
duyarlilik oranlar1 Tablo 4.6°da gosterilmistir. Suslarin higbirisinin teikoplanin ve

linezolide direngli olmadiklar1 saptanmustir.

Indiiklenebilir klindamisin direnci 13 S. epidermidis susunda (%17.57), 8 S.
haemolyticus’da (%13.79), 17 S. hominis’da (%32.69), 3 S. capitis’de (23.08)
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bulunmustur (Tablo 4.6). Istatistiksel olarak tiirler arasinda indiiklenebilir

klindamisin direnci agisindan anlamli fark saptanmamustir (p>0.05).

Tablo 4. 6. Suslarin Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanilarak elde edilen

antimikrobiyal diren¢ ve indiiklenebilir klindamisin direng oranlari

S. S. S. S. S. S. Diger
epidermidis haemolyticus hominis capitis warnerii lugdunensis KNS**
(74) (58) (52) (13) ®) @ (©)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
FOX* 41(55.41) | 53(91.8) | 34(65.38) | 7(53.85) | 2(25) 2 (100) | 3(100)
cz* 41 (55.41) | 53(91.8) | 34(65.38) | 7(53.85) | 2 (25) 2(100) | 3(100)
cip~ 31(41.89) | 49(84.48) | 26(50) | 3(23.08) | 1(12.5) 1(50) | 1(33.3)
SXT* 31(41.89) | 49(84.48) | 29 (55.77) | 4(30.77) 0 1 (50) 2 (40)
RF* 25(33.78) | 30(51.72) | 12(23.08) | 4(30.77) | 1(12.5) 1(50) [ 1(33.3)
E* 51(68.92) | 50(86.21) | 39(75) | 8(61.54) | 1(12.5) 1(50) | 3(100)
DA* 44 (59.46) | 20(34.48) | 29 (55.77) | 6 (46.15) | 1(12.5) 1(50) | 1(33.3)
inaDA* | 13(1757) | 8(13.79) | 17 (32.69) | 3 (23.08) 0 0 0
AMC* | 41(55.41) | 53(91.8) | 34(65.38) | 7(53.85) | 2(25) 2(100) | 3(100)
TET* 34 (45.95) | 31(53.45) | 25(48.08) | 3(23.08) | 1(12.5) 1 (50) 0
GN* 32(43.24) | 47(81.03) | 25(48.08) | 3(23.08) | 1(12.5) 1 (50) 0
TEC* 0 0 0 0 0 0 0
LIN* 0 0 0 0 0 0 0

* FOX: Sefoksitin, CZ: Sefazolin, CIP: Siprofloksasin, SXT: Trimetoprim-
siilfametoksazol, RF: Rifampisin, E: Eritromisin, DA: Klindamisin, Ind DA:
indiiklenebilir klindamisin direnci, AMC: Amoksisilin klavulonat, TET: Tetrasiklin,
GN: Gentamisin, VA: Vankomisin, DAP: Daptomisin, TEC: Teikoplanin ve LIN:
Linezolid

** S. saprophyticus (n:2), S. sciuri (n:1)

CLSI 2014 onerileri dogrultusunda oksasiline direngli olarak saptanan KNS’ler,
klinik olarak yeterli yanit vermedikleri i¢in, penisilinler, beta laktam/beta laktamaz
inhibitér kombinasyonlar1 gibi diger beta laktam ajanlara da direncli olarak kabul
edilmektedirler. Dolayisiyla sefoksitin diski ile direng saptanan KNS suslari

sefazolin ve amoksisilin klavulanata da direncli olarak kabul edilmistir.

Sekil 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10 ve 4.11°de sirasiyla S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
hominis, S. capitis, S. warnerii ve diger KNS’lerin Kirby-Bauer disk difiizyon

yontemiyle elde edilen antimikrobiyal direng oranlar1 verilmistir.
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S. haemolyticus’ta sefoksitin (%91.8), sefazolin (%91.8), amoksisilin-klavulonat
(%91.8), siprofloksasin  (%84.48), trimetoprim-siilfametoksazol  (%84.48),
rifampisin (%51.72) ve gentamisine (%81.03) kars1 diren¢ oranlariin diger tiirlere
gore anlamli oranda yiiksek oldugu ve klindamisine karsi direng oraninin da
(%34.48) diger tiirlere gore anlamli oranda diisiik oldugu saptanirken (p<0.05);
eritromisin ve tetrasikline karsi olan direng¢ oranlarinda tiirler arasinda istatistiksel

olarak farklilik saptanmamustir.

S. epidermidis'te antimikrobiyal diren¢ oranlari

68,92%

55,41%

59,46%
55,41% 55,41%
45,95%
41,89% 41,89% 43%
33,78%
I 0% 0%
FOX Ccz cip SXT RF E

DA AMC TE GN TEC LIN

Sekil 4. 6. S. epidermidis’in antimikrobiyallere kars1 direng oranlari

S. haemolyticus'ta antimikrobiyal direng oranlari
91,80% 91,80% 91,80%
9 0 86,21%
84,48% 84,48% 81,03%
51,72% 53,45%
34,48%

0% 0%

FOX Ccz cip SXT RF TE GN TEC LIN

Sekil 4. 7. S. haemolyticus’un antimikrobiyallere kars1 direng oranlari
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S. hominis'te antimikrobiyal diren¢ oranlari

75,00%
65,38% 65,38% 65,38%
55,77% 55,77%
50,00% 48,08% 48,08%
23,08%
0% 0%
FOX Ccz  Cip DA AMC TE GN TEC LN
Sekil 4. 8. S. hominis’in antimikrobiyallere kars1 direng oranlari
S. capitis'te antimikrobiyal diren¢ oranlari
61,54%
53,85% 53,85% 53,85%
46,15%
30,77% 30,77%
23,08% 23,08% 23,08%
FOX CZ CiP  SXT RF E DA AMC TE GN  TEC LN

Sekil 4. 9. S. capitis’in antimikrobiyallere kars1 direng oranlari
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S. warnerii'de antimikrobiyal direnc¢ oranlari
30,77%

25,00% 25,00% 25,00%

12,50% 12,50% 12,50% 12,50% 12,50% 12,50%
I I I I I I 0%
FOX Ccz cip SXT RF E DA AMC TE GN TEC

0%
LiN
Sekil 4. 10. S. warnerii’nin antimikrobiyallere kars1 direng oranlari
Diger KNS'lerde antimikrobiyal direng oranlari
100,00% 100,00% 100,00%
80,00%
60,00%
40,00% 40,00% 40,00%
20,00% 20,00%
I I 0% 0%
FOX  cz ciP  SXT  RF E DA AMC TE GN  TEC LN

Sekil 4. 11. Diger KNS’lerin antimikrobiyallere kars1 direng oranlari

4.2.2. Vankomisin i¢in Minimum Inhibitér Konsantrasyonun Degerlendirilmesi

Suslarin  vankomisin icin MIK degerleri CLSI (2014) verilerine

gore

degerlendirilmistir. Calismadaki suslarin hepsinin vankomisin MIK degerleri <4

ug/ml olarak bulunmus ve vankomisine duyarli kabul edilmistir (Tablo 3.3).

Sonuglar Tablo 4.7°de gosterilmistir.
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Tablo 4. 7. Vankomisin i¢in MIK degerleri (tiim suslar)

0.12 0.25 0.5 1 2 4 Toplam
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml n (%)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
S. epidermidis 2 2 26 82 > 5
) (0.95) (4.28) (12.38) | (15.23) (2.38) (35.23)
S. haemolyticus 1 > 2 20 > >8
' (0.47) (2,38) (12,85) | (9,52) (2,38) (27.61)
S. hominis 6 25 17 4 52
' (2.85) (11.90) (8.09) (1.90) (24.76)
S. capitis 2 3 > 3 13
(0.95) (1.42) (2.38) (1.42) (6.19)
. 1 9 2 1 13
Diger KNS ©047) | (428) | (095) | (0.47) | (6.19)
Toplam 1 2 23 90 76 18 210
(0.47) (0.95) (10.95) | (42.85) | (36.19) (8.57) (100)

Suslarm biiyiik bir boliimiiniin MIK degerinin 1 pg/ml [90 KNS (%42.85)] ve 2
pg/ml [76 KNS (%36.19)] oldugu gériilmiistiir. Diger MiK degerlerine dagilan sus

say1s1 az oldugu i¢in, hangi MIK dagilim araliginda yigilma oldugu ile ilgili suslar

arasinda istatistiksel agidan anlaml fark olup olmadig1 konusunda bir degerlendirim

yapilamamustir.

S.epidermidis, S.haemolyticus, S.hominis ve S.capitis suslarinin vankomisin MIK

degerlerinin dagilim araliklar1 Sekil 4.12°de gosterilmistir.

35
30
25
20
15
10

5

0

0,12 0,25

0,5

B S. epidermidis
0OS. haemolyticus
B S. hominis
B S. capitis

O Diger KNS

Sekil 4. 12. Vankomisin MIK degerlerinin suslara gore dagilim araliklari (ug/ml)

KNS suslarinmn izole edildikleri klinik &rneklere gore vankomisin MIK dagilimi

Tablo 4.8’de 6zetlenmistir.
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Tablo 4. 8. Klinik 6rneklere gore vankomisin MIK dagilimi

012 | 025 0.5 1 2 4
Ornekler pg/ml [ pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml Tr?‘()(!/i‘ ;n
n(%) | n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
. Kan ] 1 1 9 4 ] 15
2 = (047) | (0.47) | (4.28) | (1.90) (7.14)
£ @ | Kateter ) - 1 9 4 ) 15
S |Ez (047) | (0.47) | (4.28) | (1.90) (7.14)
g |Periferik kan | 7 32 39 11 89
s | (kateter © | (334) | 1524) | (1857) | (5.24) | (42.38)
= £ | olmayan)
=l g ] ] 11 17 2 ] 30
I, (5.24) | (8.10) | (0.95) (14.29)
= | Burun ] 1 6 13 6 26
%83 (0.47) | (2.86) | (6.19) | (2.86) | (12.38)
¢ & g| Kateter 1 ] 2 17 14 1 35
| .S S :© [ kolonizasyonu (0.47) (0.95) (8.10) (6.67) (0.47) | (16.67)
Toplam 1 2 23 90 76 18 210
0.47) | (0.95) | (10.95) | (42.86) | (36.19) | (8.57) | (100)

Invaziv olan ve olmayan orneklerden izole edilen KNS suslari arasinda vankomisin

MIK degerleri agisindan anlamli farklilik saptanamamustir (p=0.117). Suslarin izole

edildikleri bolgelere gére vankomisin MIiK degerleri karsilastirildiginda; burundan

ve periferik kan kiiltiirlerinden izole edilen KNS’lerde MiK degeri istatistiksel olarak

anlaml1 oranda daha yiiksek bulunmustur (p<0.001).

Sekil 4. 13. Sivi Mikrodiliisyon ydntemi ile suslarin vankomisin MiK degerlerinin

belirlenmesi
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Suslarin MIK degerlerini gosteren kuyucuklar siyah daire i¢ine alinmstir. H
sirasindaki tiim kuyucuklar sterilizasyon kontrolii, mikroorganizma konulan her
siranin sonundaki kuyucuk ise tireme kontrolii i¢in kullanilmigtir. ATCC: S. aureus

ATCC 29213; UK: iireme kontrolii

4.3. mecA Geni Varhgina Bakilmasi

Suslarin mecA geni varligina PZR yontemiyle bakilmistir. Toplam 210 KNS susunun
159’unda (%78.09) mecA geni varlig1 saptanmistir. Bu 159 susun 144’1 (%90.57)
CLSI (2014) tarafindan 6nerilen fenotipik yontem olan Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemi ile sefoksitin diski kullanilarak metisilin direngli olarak saptanirken, 15°1
(%9.43) bu yontem ile metisilin duyarli bulunmustur. mecA geni tasidigi halde
fenotipik olarak duyarli bulunan 15 susun, 13’ii invaziv olmayan 6rneklerden izole
edilen suglar iken (3 el, 8 burun, 2 kateter kolonizasyon 6rnegi), 2’si periferik kan
kiiltiirtinden izole edilen KNS 6rnegidir. mecA geni negatif olarak bulunan toplam
51 susun, Kirby-Bauer disk diflizyon yontemiyle saptanan direng oranlarina
bakildiginda, kateter kolonizasyonu etkeni olan bir S. hominis susunda disk difiizyon
yontemiyle direng saptandigi goriilmiistiir (Sekil 4.14). Buna goére metisilin direnci
saptanmasinda mecA geni bulunmasi altin standart olarak kabul edildiginde,
sefoksitin diski kullanilarak yapilan metisilin direnci saptanmasi yonteminin
duyarlilig1 %91 (testin gliven araligt: %85-94), 6zgiilliigl %98, (testin giiven aralig:
%89-99), negatif prediktif degeri %76.92 (testin giiven araligi: %71-82), pozitif
prediktif degeri %99.31(testin giiven araligi: %97-99) olarak saptanmistir.

Invaziv olan ve olmayan &rneklerde fenotipik ve genotipik yontemler ile saptanan

metisilin direncinin kargilagtirilmasi Tablo 4.9°da verilmistir.
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159 mecA 51 mecA (-
(+) )

1 FOX R (S.hominis;

144 FOXR 15 FOX'S kateter kolonizani)

13'G invaziv

2'si periferik kan

ornegi ornek degil

-
] ) 1

8 burun 2 kateter

3 el 6rnegi . .
ornegi kolonizani

Sekil 4. 14. Suslarin mecA diren¢ geni varligi ve Kirby-Bauer disk diftizyon
yontemiyle saptanan metisilin diren¢g durumlarinin karsilagtirilmasi

(FOX: sefoksitin; S: duyarli; R: direncli)

Sekil 4. 15. Suslarda mecA geni varliginin PZR yontemiyle gosterilmesi
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Sekil 4.15’te Hat 1, 2 ve 3: mecA pozitif (310 bg) olarak izlenmektedir [PK: pozitif
kontrol; S. aureus ATCC BAA-42, NK: negatif kontrol; M: Molekiiler biiyiikliik
belirteci: Gene ruler 50 bg, ready-to-use, 50-1.000, (Thermo, Almanya)].

Tablo 4. 9. Invaziv olan ve olmayan drneklerde fenotipik ve genotipik yontemler ile

saptanan metisilin direncinin karsilastirilmasi

mecA geni pozitif olan suslar

FOX
S (Duyarl1) | R (Direngli) Toplam
n (%)* n (%)*

Ellerden alinan 6rnekler 3(1.43) 8 (3.81) 11 (5.24)
Invaziv | Burundan aliman érnekler 8 (3.81) 12 (5.71) 20 (9.52)
olmayan | Kateter kolonizasyonu 2 (0.95) 26 (12.2) 28 (13.33)
Ornekler
Invaziv | Periferik Kan (kateter 2 (0.95) 74 (35.8) 76 (36.19)
Ornekler | takili olmayan)

KIKDE | Kan érnegi - 12 (5.71) 12 (5.71)

Etkeni Kateter ornegi - 12 (5.71) 12 (5.71)
Toplam 15 (7.14) | 144 (68.57) | 159 (75.71)

*Toplam sus sayisina gore (210) hesaplanmigtir

Invaziv &rneklerin %84.03’iinde (100/119) mecA geni pozitif, %15.97 sinde
(19/119) negatif olarak bulunurken; invaziv olmayan Orneklerin %64.84’linde
(59/91) mecA geni saptanmis, %35.16’sinda (32/91) saptanamanustir. Invaziv
orneklerden izole edilen KNS suslarinda mecA geninin yiiksek oranda pozitif,
invaziv olmayan orneklerden izole edilenlerde ise mecA geninin yiiksek oranda

negatif olarak saptanmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001).

Suslar  izole  edildikleri  yerlere @ gére  gruplandirilarak  birbirleriyle
karsilastirildiklarinda, ellerden izole edilen 30 susun 19’unda (%63.3) mecA geninin

negatif olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001).
Periferik kan Kkiiltiirlerinden izole edilen KDE etkeni (13/13; %2100) ile

kontaminasyon (63/76; %82.89) olarak kabul edilen KNS’ler arasinda mecA

pozitifligi acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p=0.201).
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Invaziv olan ve olmayan 6rneklere gore, suslarin sefoksitin diski kullanilarak yapilan

Kirby-Bauer disk diflizyon yontemiyle saptanan metisilin diren¢ oranlarinin mecA

geni varhigi ile karsilastirmali sonuglar1 Tablo 4.9 ve Tablo 4.10°da verilmistir.

Tablo 4. 10. Invaziv olan ve olmayan drneklerde mecA geni negatif olarak bulunan

suslarin Kirby- Bauer disk diflizyon yontemiyle saptanan sefoksitin direng

oranlariin karsilastirilmasi

mecA geni negatif olanlar

FOX
S R
(Duyarli) (Direngli) Toplam
n (%)* n (%)*

Ellerden alinan 6rnekler 19 (9.05) - 19 (9.05)
Invaziv Burundan alinan rnekler 6 (2.86) - 6 (2.86)
olmayan Kateter kolonizasyonu etkeni 6 (2.86) 1(0.48) 7 (3.33)
ornekler olanlar
invaziv Periferik kan (kateter takili | 13 (6.19) - 13 (6.19)
Ornekler olmayan)

KIKDE Kan 0rnegi 3(1.43) - 3(1.43)

etkeni Kateter ornegi 3(1.43) - 3(1.43)
Toplam 48 (23.81) 1(0.48) 51 (24.29)

*Toplam sus sayisina gore (210) hesaplanmigtir

Toplam 210 KNS susunda fenotipik ve genotipik yontemler ile saptanan metisilin
direncinin tiirlere gére dagilimi karsilastirmali olarak Tablo 4.11°de verilmistir. Buna
gore mecA pozitif 159 susun 50’sini S. epidermidis (%31.45), 54’ini S.
haemolyticus (%33.96), 40’11 S. hominis (%25.16), 8’ini S. capitis (%5.03), 2’sini
S. warnerii (%1.26), 2’sini S. lugdunensis (%1.26), 2’sini S. saprophyticus (%1.26),
1’ini S. sciuri (%0.63) olusturmaktadir. Fischer exact testi ile suslar tiirlerine goére
incelendiginde S. haemolyticus’ta mecA geninin yiiksek oranda pozitif (p<0.001) , S.
warnerii’de ise yiiksek oranda negatif saptanmasi istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur (p<0.001).
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Tablo 4. 11. KNS’lerde fenotipik ve genotipik yontemler ile saptanan metisilin

direncinin karsilastiriimasi

mecA geni pozitif (n:159) | mecA geni negatif (n:51) | Toplam
n (%) n (%)
FOXS FOXR FOXS FOXR

S. epidermidis 5 (2.38) 45 (21.43) 24 (11.43) - 74 (35.24)
S. haemolyticus 2(0.95) 52 (24.76) 4 (1.90) - 58 (27.62)
S. hominis 7(3.33) 33 (15.71) 11 (5.24) 1(0.48) 52 (24.76)
S. capitis 1(0.48) 7 (3.33) 5 (2.38) - 13 (6.19)
S. warnerii - 2 (0.95) 6 (2.86) - 8 (3.81)
S. lugdunensis - 2 (0.95) - - 2 (0.95)
S. saprophyticus - 2 (0.95) - - 2 (0.95)
S. sciuri - 1(0.48) - - 1(0.48)
Toplam 15 (7.14) 144 (68.57) | 50(23.81) | 1(0.48) 210 (100)

*Toplam sus sayisina gore (210) hesaplanmigtir

4.4. mecA Pozitif Olan Suslara SCCmec Tiplendiriminin Yapilmasi

mecA geni pozitif bulunan 159 olan susa SCCmec tiplendirimi amaciyla M-PZR 1
protokolii uygulanmistir. Suglardan 129°u bu protokol ile tiplendirilmis, kalan 30
susa M-PZR 2 protokolii ile tiplendirim yapilmig ancak 5 sus bu protokol ile de
tiplendirilememistir. Tiplendirimi yapilamayan suslarin ikisinin S. hominis (birisi
burun, birisi periferik kan kiiltiiriinden izole edilen), birinin S. epidermidis (periferik
kan kiiltiiriinden izole edilen), birinin S. haemolyticus (periferik kan kiiltiiriinden
izole edilen) ve birinin de S. saprophyticus (burundan izole edilen) suslari oldugu

goriilmustiir (Sekil 4.16).

Tiplendirimi yapilan 154 susun 38’inin SCCmec tip I (%24.68), 27’sinin SCCmec tip
II (%17.53), 3’tniin SCCmec tip I (%1.89), 59’unun SCCmec tip V (%38.31),
15’inin SCCmec tip VI (%9.74), 5’inin SCCmec tip [ + V (%3.25), 2’sinin SCCmec
tip I + II (%1.30), 2’sinin SCCmec tip I + III (%1.30), 2’sinin SCCmec tip Il + V
(%1.30) ve I’inin SCCmec tip 111 + VI (%0.63) oldugu saptanmistir. KNS suslarinin
SCCmec tiplerine gore dagilimi Tablo 4.12°de verilmistir.

SCCmec tip V ve SCCmec tip VI’da S. haemolyticus oranlari sirasiyla %85 ve %54.7
olarak bulunmustur (p<0.001).
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159 mecA (+) sus

M-PZR 1

129'u tiplendirildi

30'u tiplendirilemedi
M-PZR 2

25'i tiplendirildi

5'i tiplendirilemedi

2 S.hominis (1

burun; 1 periferik
kan izolati)

1 S.haemolyticus
(periferik kan

izolati)

1 S.saprophyticus
(burun izolati)

Sekil 4. 16. M-PZR 1 ve M-PZR 2 uygulanan sus sayilar1

Tablo 4. 12. KNS suslarinin SCCmec tiplerine gére dagilimlart

Tipl Tipll Tiplll TipV TipVI Tip Tip Tip Tip Tip Toplam
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) 1+11 1+111 1+V 11+V1 In+V n (%)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
S. epidermidis 13 13 3 16 1 1 2 - - - 49
(8.44) (8.44) (1.95) | (10.39) (0.65) | (0.65) | (1.30) (31.82)
S. haemolyticus 7 3 - 29 13 - - 2 54
(4.55) (1.95) (18.83) (8.44) (1.30) | (35.06)
S. hominis 15 8 8 1 1 3 1 - 38
(9.74) (5.19) (5.19) (0.65) (0.65) (1.95) | (0.65) (24.68)
S. capitis 2 3 3 - - - - 8
(1.30) (1.95) (1.95) (5.19)
S. warnerii 1 - 1 2
(0.65) (0.65) (1.30)
S. lugdunensis - 1 1 2
(0.65) (0.65) (1.30)
S. sciuri - 1 - 1
(0.65) (0.65)
S. saprophyticus 1 - 1
(0.65) (0.65)
Toplam 38 27 3 59 16 2 2 4 1 2 154
(24.68) | (17.53) | (1.95) | (38.31) | (10.39) | (1.30) | (1.30) | (2.60) | (0.65) | (1.30) (100)

KDE etkeni 13 KNS’nin 10 (%76.92) tanesinin SCCmec tip I oldugu [5 (%38.46)’1
S. epidermidis, 4 (%30.77)’1 S. haemolyticus ve 1 (%7.69)’1 S. hominis], 3 (%23.08)
tanesinin SCCmec tip Il [1 (%7.69)’1 S. epidermidis, 2 (%15.38)’si S. haemolyticus]

oldugu saptanmistir (Tablo 4.14) .
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SCCmec M-PZR 1 ve M-PZR 2 ile saptanan SCCmec tiplerinin jel elektroforez
goriintiileri Sekil 4.17, 4.18 ve 4.19°da izlenmektedir.

1500 b
200 b

000 be
900 be
800 bg

700 be

600 bg

500 be

400 be

Sekil 4. 17. SCCmec M-PZR 1 ile tiplendirim sonucunda saptanan SCCmec tip I, tip
I, tip V ve tip VI KNS 6rnekleri

SCCmec M-PZR 1 sonucunda; 1no’lu hat: tipl; 2 no’lu hat: tip 11; 3 no’lu hat: tipV;
4 no’lu hat: tip VI olarak saptanmistir [M: Molekiiler agirlik belirteci: Gene Ruler
100 bg plus, 100-3000 bg, (Thermo, Almanya)]
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Sekil 4. 18. SCCmec M-PZR 1 ile tiplendirim sonucunda saptanan SCCmec tip V, tip
I, tip 111 + tip VI KNS 6rnekleri

SCCmec M-PZR 1 sonucunda; 1no’lu hat: tip V; 2 no’lu hat: tip 11I; 3 ve 4 no’lu
hatlar: tip 111 + tip VI olarak saptanmistir [M: Molekiiler agirlik belirteci: Gene Ruler
100 bg plus, 100-3000 bg, (Thermo, Almanya)]
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3000 be
2000 be

1500 b
1200 be

1000 b
900 be

800 be
700 be

600 b

500 be S

Sekil 4. 19. SCCmec M-PZR 2 ile tiplendirim sonucunda saptanan SCCmec tip I, tip
Il ve tip V KNS 6rnekleri

SCCmec M-PZR 2 sonucunda 1ve 2 no’lu hatlar: tip V; 3 no’lu hat: tip I; 4 ve 5
no’lu hatlar: tip V; 6 ve 7 no’lu hatlar: tip II olarak saptanmistir [M: Molekiiler
agirlik belirteci: Gene Ruler 100 bg plus, 100-3000 bg, Thermo, Almanya)]
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4.5. Biyofilm Deneylerinin Sonuglar:

4.5.1. Mikroplak Yontemi ile Biyofilm Olusumunun Kantitatif Olarak

Degerlendirilmesi

Suslar mikroplak yontemiyle biyofilm olusumlarinin degerlendirilmesi amaciyla, 96
kuyucuklu diiz tabanh plaklarin {i¢ farkli kuyucuguna, materyal ve yontemde
anlatildig1 diizenekte yerlestirilmistir. Pozitif kontrol olarak biyofilm olusturdugu
bilinen S. aureus ATCC 25923 ve S.epidermidis ATCC 35984, negatif kontrol olarak
S. aureus ATCC 29213, sterilite kontrolii i¢in sadece besiyeri igeren,
mikroorganizma ilave edilmemis kuyucuklar kullanilmistir. Cut off degerinin
belirlenmesinde sadece besiyeri igeren ve negatif kontrol i¢in kullanilan
kuyucuklarin optik dansitometrelerinin ortalamasi alinmis ve ii¢ standart derivasyonu
hesaplanarak ODc¢ degeri belirlenmistir. OD¢c degeri 0.28’in altinda deger veren
kuyucukta biyofilm olusmadigi; 0.28-0.56 degerleri arasindaki kuyucuklarda zayif (+
kuvvetinde) biyofilm olustugu; 0.57-1.12 degerleri arasindaki kuyucuklarda orta (++
kuvvetinde) diizeyde biyofilm olustugu; 1.13 ve iizerinde deger veren kuyucuklarda
biyofilm olusumunun kuvvetli (+++) oldugu kabul edilmistir (Sekil 4.20) (Zmantar
ve ark., 2010).

OD <0.28 negatif
0.28<0OD < 0.56 +
0.56< 0D <1.12 ++
1.12< OD +++

Sekil 4. 20. Mikroplak yontemi ile biyofilm olusumunun kantitatif olarak
hesaplanmasi

Suslarin mikroplakta biyofilm olusumlarinin degerlendirilmesi sonucunda; toplam
210 susun 48’1 (%22.86) zayif; 55’1 (%26.19) orta; 33’1 (%15.71) kuvvetli biyofilm
olusturmuslardir. Tablo 4.13’te suslarin mikroplak yontemiyle biyofilm olusturma

oranlar1 Orneklerin invaziv olup olmamalarina gore yorumlanmustir. Biyofilm
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olusturan suslarin 76’s1 (76/136; %55.88) invaziv Orneklere ait iken, 59’unun
(59/136; %43.38) invaziv olmayan orneklere ait suslar oldugu saptanmustir. Suslarin
74’lUnlin  (%35.23) biyofilm olusturmadigi, bunlarin 43’iiniin (43/75; %57.33)

invaziv Orneklere ait oldugu goriilmiistiir.

Mikroplak yontemiyle biyofilm olusumu agisindan incelendiginde, invaziv olan ve
invaziv olmayan orneklerden izole edilen KNS suslar1 arasinda anlamli farklilik

saptanmamistir (p>0.05).

Tablo 4. 13. invaziv olan ve olmayan KNS suslarmin mikroplak yontemiyle

biyofilm olusturma oranlar1

Biyofilm Biyofilm olusturan
olusturmayan n:136
Ornekler n:74 TOPLAM
n:210 Mikroplak | Mikroplak | Mikroplak | Mikroplak n (%)*
() (+) (+4) (++4)

n (%)* n (%)* n (%)* n (%)*
invaziv Ornekler 42 (20) 27 (12.86) 36 (17.14) 14 (6.66) 119 (56.67)
invaziv Olmayan 32 (15.71) 21(10) 19 (9.04) 19 (9.04) 91 (43.33)
Ornekler
TOPLAM 74 (35.23) 48 (22.86) 55 (26.19) 33(15.71) 210 (100)

*Toplam sus sayisi (210) iizerinden hesaplanmistir

Izole edildikleri yerlere gore incelendiginde; KiKDE etkeni olan ve kateter
kolonizasyonu yapan KNS suslarinda mikroplak yonteminde biyofilm olusturma
oraninin digerlerine gore daha yiiksek saptanmasi istatistiksel agidan anlamli olarak
yiiksek bulunmustur (p< 0.001). Periferik kan kiiltiirlerinden ve ellerden izole edilen
KNS’lerin ise mikroplak yonteminde biyofilm olusturmama orani digerlerine gore
anlaml oranda ytiksektir (p< 0.001). Kan kiiltlirlerinden izole edilen KDE etkenleri
ve kontaminasyon olarak kabul edilen KNS’lerde mikroplakta biyofilm olusturma
oranlar1 karsilastirildiginda; KDE etkeni olanlarda mikroplakta biyofilm olusturma
oraninin (11/13; %84.62), kontaminantlara (36/74; %48.65) gore daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir (p< 0.01). KDE etkeni olan KNS’lerin 6zellikleri Tablo 4.14’te
izlenmektedir. Mikroplakta biyofilm olusumu i¢in hazirlanan diizenek Sekil 4. 21°de

gosterilmistir.
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Tablo 4. 14. KDE etkeni KNS’lerin ozellikleri

Sus No Sus* SccC icaA icaD 1S256 | KRA | Mikroplakta Vankomisin MBEK/
mec 24 biyofilm _ MiK
Tipi saat sonucu MIK MBEK
ng/ml ng/ml
2 KAN S. epidermidis | + + - + ++ 1 2 2
152 KAN | S, epidermidis 1] - - + + ++ 2 4 2
192 KAN | S, epidermidis 1] - + - - ++ 4 64 16
225 KAN | S, epidermidis 1] - + + + ++ 1 16 16
226 KAN | S. epidermidis 1 + + - - ++ 1 2 2
4NKAN | S, epidermidis ] + - - + ++ 2 4 2
155 KAN | S. haemolyticus VI - - + - _ 2 4 2
196 KAN | S, haemolyticus \V - - - - - 1 1 1
203 KAN | S. haemolyticus \Y - + + + ++ 2 64 32
205 KAN | S. haemolyticus \Y/ - + + + ++ 2 4 2
213 KAN | S. haemolyticus 1] - - + + ++ 2 64 32
61839 S. haemolyticus | - + + + +++ 2 8 4
KAN
193 KAN | S. hominis | - + + - + 2 4 2

* Biitiin suslar mecA geni pozitiftir

X L ] | j
B TR R N
Sekil 4. 21. Diiz tabanli 96 kuyucuklu mikroplaklarda olusturulan 24 saatlik
biyofilmlerin spektrofotometrede degerlendirme asamasindan Once makroskobik

gorunimu

Her sus ticer kuyucukta ¢alisilmistir. En alt sirada bulunan H-1, H-2, H-3’te; pozitif
kontrol: S. epidermidis ATCC 35984, H-4, H-5, H-6da; sadece besiyeri igeren
mikrorganizma igermeyen kuyucuklar, H-7, H-8, H-9’da ; negatif kontrol: S. aureus
ATCC 29213 izlenmektedir.
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Mikroplakta biyofilm olusumu acisindan KNS susglar1 tek tek incelendiginde; 74
S.epidermidis susunun 57’si (%77.02); 58 S.haemolyticus’un 33’1 (%56.89); 52
S.hominis’in 36’s1 (%69.23) ve 13 S.capitis’in 7’si (%53.84) biyofilm olusturmustur

(Tablo 4.15). S. epidermidis ve S. hominis suslarinin biyofilm olusturma oranlarinin

diger suslara gore yiiksek olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05).

Tablo 4. 15. KNS suslarinin mikroplakta biyofilm olusturma oranlari

Mikroplak Mikroplak Mikroplak Mikroplak Toplam
) (+) (++) (+++) n (%)*
n (%)* n (%)* n (%)* n (%)*
S. epidermidis 17 (8.10) 21 (10) 21 (10) 15 (7.14) 74 (35.24)
S. haemolyticus 25 (11.90) 14 (6.66) 13(6.19) 6 (2.85) 58 (27.62)
S. hominis 16 (7.61) 7(7.14) 19 (9.05) 10 (4.76) 52 (24.76)
S. capitis 6 (2.85) 3(1.42) 2(0.95 2(0.95 13 (6.19)
S. warnerii 8 (13.80) - - - 8 (13.80)
S. lugdunensis 1 (0.48) 1(0.48) 2 (0.95)
S. saprophyticus 1(0.48) 1(0.48) - - 2 (0.95)
S. sciuri - 1(0.48) - - 1(0.48)
Toplam 74 (35.23) 48 (22.86) 55 (26.19) 33 (15.71) 210 (100)

4.5.2. Kongo Red Agar Yontemi ile Slime Faktorii Olusumunun Fenotipik

Olarak Gosterilmesi

KRA’ya ekimi takiben 24. saatte kuru kristal kivaminda, siyah renkli koloni
olusturan suslar slime faktorii pozitif olarak kabul edilmistir (Sekil 4.22). Buna gore
toplam 210 susun 68’1 (%32.38) slime faktorii pozitif, 142’si (%67.62) slime faktorii
negatif olarak degerlendirilmistir. Slime faktorii pozitif olan 68 susun 41 (41/68;
%60.29)’inin invaziv suslar, 27’sinin (27/68; %39.71) ise invaziv olmayan suslar
oldugu goriilmiistiir. KRA yontemi ile slime faktorii olusturmayan 142 susun 78’i
(78/142; %54.93) invaziv, 64’i (64/142; %45.07) ise invaziv olmayan suslardir
(Tablo 4.13).

KRA ekimlerinin 24. ve 48. farkliliklar
saatte daha fazla pozitiflik tespit edilmis; 24

saatlerde olusan kolonilerdeki
incelendiginde; 24. saatte
degerlendirildiginde negatif olarak bulunan higbir susun 48. saatte pozitif olarak
yorumlanmadig1 goriilmiistiir. Istatistiksel olarak da KRA ile 24 saatte elde edilen

sonuclar 48 saatteki sonuglara gore anlamli derecede yliksek bulunmustur (p<0.001).
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Bu nedenle ¢alismamizda elde edilen 6n verilerin degerlendirilmesinden sonra, KRA
yontemi ile slime faktorii olusumunun fenotipik olarak degerlendiriminde 24. saatte

elde edilen veriler kullanilmustir.

Invaziv olan suslar arasinda KRA’da slime faktorii pozitif olarak degerlendirilen 41
(41/119), invaziv olmayanlarda pozitif olarak degerlendirilen 27 (27/91) sus
bulunmaktadir (Tablo 4.16). KRA’da slime faktorii olusumu agisindan toplam sus
sayis1 Uzerinden degerlendirildiginde invaziv olan ve olmayan gruplar arasinda
anlamli  farklihk saptanmamstir  (p>0.05). Izole edildikleri yerlere gore
incelendiginde ise KIKDE etkeni olan KNS suslarinda KRA’da slime faktér olusumu
anlamli oranda yiiksek (%60) olarak saptanmistir (p<<0.001).

1 numarah sus 2 numarah suy

Negatif kontrol ‘ NN Pozitil Konrol
Sekil 4. 22. Slime faktoriiniin fenotipik olarak KRA’da gosterilmesi

1 numarali sus: slime faktor negatif, 2 numarali sus: slime faktor pozitif

Tablo 4. 16. Invaziv olan ve olmayan KNS suslarin KRA ydntemiyle slime faktorii

olusturma oranlari

KNS Suslar KRA (+) KRA (-)
n (%)* n (%)*
Invaziv olan 41 (19.52) 78 (37.14)
Invaziv olmayan 27 (12.85) 64 (30.47)
Toplam 68 (32.38) 142 (67.62)

*Toplam susg sayist (210) tizerinden hesaplanmistir KRA(+): KRA’da slime faktorii

olusumu gosterenler; KRA(-)’da slime faktorii olusumu gostermeyenler
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KRA besiyerine ekim yontemiyle slime faktorii olusumu agisindan KNS suglar1 tek

tek incelendiginde; 74 S.epidermidis susunun 30’u (%40.54); 58 S. haemolyticus’un
14°{i (%24.14): 52 S. hominis’in 20°si (%38.46) ve 13 S. capitis’in 3"iiniin (%23.08)

slime faktor olusturdugu saptanmustir. Istatistiksel olarak tiirler arasinda KRA slime

faktor olusumu oranlart incelendiginde anlamli farklilik saptanmamistir (p=0.463)

(Tablo 4.17).

Tablo 4. 17. KNS suslarinin tiirlere gore KRAda slime faktorii olusturma oranlari

wn w
% 5 1% = 2 5
£ |28 |£E8 | 58|88 |, 28/ 58|28 =88
S < S c < c = s c T c| 5¢ . IEC
& = ” I S g |©
KRA (-) 44 44 32 10 8 2 1 1 142
(20.95) | (20.95) | (15.24) | (4.76) | (3.81) | (0.95) | (0.48) | (0.48) | (67.62)
KRA(#) | 30 14 20 3 - - 1 - 68
(14.29) | (6.67) | (9.52) | (1.43) (0.48) (32.38)
Toplam 74 58 52 13 8 2 2 1 210
(35.24) | (27.62) | (24.76) | (6.19) | (3.81) | (0.95) | (0.95) | (0.48) | (100)
50
44 44
45
40
i 35 20 325
5 30
g 25
2 20
@ 14
15
10
5 l. l
0 -_
S. epidermidis | S. haemolyticus S. hominis S. capitis S. warnerii S. /ugdunens:s
WKRA (-) 44 44 32
W KRA (+) 30 14 30 1

Sekil 4. 23. KRA'da slime faktorii olusturan suslarin tiirlere gore dagilimi

Tablo 4.18’de biyofilm olusumunu degerlendirmede kullanilan mikroplak yontemi

ve slime faktorii olusumunu degerlendirmede kullanilan KRA ydntemi ile elde edilen
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sonuglarin karsilastirmasi verilmistir. Mikroplak yontemi ile biyofilm olusturmayan
suglarin biri hari¢ tamami KRA yonteminde de negatif olarak degerlendirilmistir.
KRA deneyleri iki kez tekrarlanmis ve bagimsiz iki arastirmaci tarafindan
degerlendirilmis, mikroplak deneyi ii¢ farkli kuyucukta gerceklestirilmistir. Buna
karsin kateter kolonizasyonu ornegi olan bir adet S.haemolyticus susu mikroplak
yonteminde biyofilm olusturmazken, KRA’da 24. saatte siyah koloni olusturmus ve
pozitif olarak degerlendirilmistir. Ayn1 susun arastirilan biyofilm genlerinden icaA
genini tasimazken, icaD ve 1S256 genleri pozitif oldugu gosterilmistir. Susun bazi
genleri tasimasindan yola ¢ikarak, farkli kosullar altinda biyofilm ekspresyonunda

degiskenlik olabilecegi yorumunda bulunulmustur.

Tablo 4. 18. Mikroplakta biyofilm olusturan suslar ile KRA’da 24 saatte slime

faktorii pozitif olarak degerlendirilen invaziv olan ve olmayan suslarin karsilastirmali

analizi
) Mikroplak | Mikroplak | Mikroplak [ Mikroplak Toplam
Ornekler ) *) (++) (++4) n (%)
n (%) n (%) n (%) n (%) °
5 + - 1(0.47) 6 (2.85) 2 (0.95) 9 (4.28)
% éa Kan KRA T 1047) | 2095 | 1(047) | 2(095) | 6(285)
& + - 1(0.47) 6 (2.85) 2 (0.95) 9 (4.28)
QO =
g | Kateter | KRA 1(047) | 2(095) | 1(047) | 2(095) | 6(2.85)
% & | Periferik kan + - 2 (0.95) 16 (7.61) 5(2.38) | 23(10.95)
s < | (kateteri KRA
L glmayan) 41(1952) | 18(857) | 6(2.85) 1(0.47) | 66(31.42)
= g NE - 4 (1.90) 2 (0.95) 1(0.47) 7(7.14)
E 15 (7.14) 5 (2.38) 2 (0.95) 1(0.47) | 23(10.95)
= - 2 (0.95) 2(0.95) 8 (3.80) 12 (5.71)
3 §§ Burun KRA 10 (4.76) | 3(L42) 1(0.47) ; 14 (6.66)
g © 2| Kateter KRA 1(0.47) - 3(1.42) 4 (1.90) 8 (3.80)
E < .5| kolonizasyonu 5 (2.38) 8 (3.80) 9 (4.28) 5 (2.38) 27 (12.85)
Toplam 74 (35.23) | 48(22.86) | 55(26.19) | 33(15.71) | 210 (100)

Buna karsilik mikroplak yontemiyle zayif, orta ya da kuvvetli pozitif biyofilm
olusturdugu gosterildigi halde KRA’da negatif olarak saptanan suslar bulunmaktadir.
KRA yontemi mikroplak yontemi ile karsilastirildiginda; KRA’nin mikroplakta
biyofilm olusturan suslar1 yakalama iliski katsayisi Phi= 0.489 olarak saptanmuistir.
Ozellikle mikroplak yonteminde zayif (+) biyofilm olusumu gdsteren 20 adet
periferik kan KNS susunun 18’inin KRA’da negatif olarak izlenmesi dikkat ¢ekici
bulunmustur. Toplamda bakilacak olursa; mikroplakta (+) kuvvetinde biyofilm

olusumu gosteren 48 adet KNS susunun 37’si (37/47; %78.72) KRA’da negatif
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olarak izlenmistir. Mikroplakta (++) kuvvetinde biyofilm olusumu gosteren 55 adet
KNS susunun 20’si (20/55; %36.36) KRA’da negatif olarak izlenmistir. Son olarak,
33 adet mikroplakta (+++) kuvvetinde biyofilm olusumu gosteren KNS susunun 11’1
(11/33; %33.33) KRA’da negatif olarak izlenmistir. KRA; mikroplakta (+)
kuvvetinde biyofilm olusturan suslarin 10’unda (10/48), (++) kuvvetinde biyofilm
olusturan suslarin 35’inde (35/55), (+++) kuvvetinde biyofilm olusturan suslarin ise
22’sinde (22/33) pozitif olarak saptanmistir. Mikroplak yonteminde biyofilm
olusturma giicli (pozitiflik derecesi) arttikca KRA ydnteminin de pozitif olanlari

saptama olasiliginin arttig1 goriilmektedir (iliski katsayisi, Cramer’s V= 0.608).

Tablo 4. 19. Mikroplakta biyofilm olusturan suslar ile KRA’da 24 saatte slime

faktorii olusturan invaziv olan ve olmayan suslarin tiirlere gore karsilagtirmali analizi

Mikroplak | Mikroplak | Mikroplak | Mikroplak | Toplam
) (+) (++) (+++) n (%)*
n (%)* n (%)* n (%)* n (%)*
S. epidermidis KRA | + - 6 (2.85) 13 (6.19) | 11(5.24) | 30(14.29)
- 17 (8.10) 15 (7.14) 8 (3.80) 4(1.90) 44 (20.95)
S. haemolyticus | KRA | + 1 (0.47) 2 (0.95) 9 (4.28) 2 (0.95) 14 (6.67)
- 24 (11.43) | 12(5.71) 4(1.90) 4(1.90) 44 (20.95)
S. hominis KRA | + - 1(0.47) 12 (5.71) 7 (3.33) 20 (9.52)
- 16 (7.61) 6 (2.85) 7 (3.33) 3(1.43) 32 (15.24)
S. capitis KRA | + - - 1(0.47) 2 (0.95) 3(1.43)
- 6 (2.85) 3(1.42) 1(0.47) - 10 (4.76)
S. warnerii KRA + - - - - -
- 8 (3.80) - - - 8 (3.80)
S. lugdunensis KRA + - - - - -
- 1(0.47) 1(0.47) - - 2 (0.95)
S.saprophyticus | KRA | + - 1(0.47) - - 1(0.47)
- 1(0.47) - - - 1(0.47)
S. sciuri KRA |+ - - - - 1(0.47)
- - 1(0.47) - - -
Toplam 74 (35.23) | 48(22.86) | 55(26.19) | 33 (15.71) | 210 (100)

*Toplam sus sayisi (210) iizerinden hesaplanmistir
4.5.3. Biyofilm Genlerinin Saptanmasi ve Degerlendirilmesi
Calismadaki tiim suslarda (n:210) icaA, icaD ve 1S256 genleri arastirilmigtir. icaA,

icaD ve 1S256 gen pozitiflikleri saptanan sus sayilari sirasiyla; 47 (%22.38), 75
(%35.71) ve 100 (%47.62) olarak bulunmustur.
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Ikili gen gruplar1 incelendiginde KIKDE etkenlerinde biitiin ikili gruplarin (icaA +
icaD, icaA + 1S256, icaD + IS256) ve ii¢ genin bir arada pozitif (icaA + icaD+
1S256) bulunma oraninin anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,05).
Periferik kanda ve ellerden alinan 6rneklerde icaA + icaD genlerinin birlikte negatif
bulunma orani sirasiyla %60 ve %70.8 olarak saptanmistir ve istatistiksel olarak

anlamli oranda distiktiir (p<0.05).

KRA’da slime faktorii olusumu ile biyofilm olusturan genlerin varlig1 arasindaki
iliskiye bakildiginda; burunda ve periferik kanda icaA geni tasiyan suslarda KRA’da
slime faktorli olusumunun da saptanma oraninin daha yiiksek oldugunu goriilmiistiir
(p<0.05). icaD geninin ellerde, burunda, KIKDE etkenlerinde ve periferik kanda
pozitif saptanmasi1 halinde KRA’da da slime faktorii pozitifliginde artma olmaktadir
(p<0.05). 1S256 pozitifligi i¢in ise sadece el drneklerinde ayni iligki s6z konusudur
(p<0.05).

Calismada suslarda arastirilan biyofilm olusumuna katkida bulunan genlerden icaA,
icaD ve 1S256 genlerinin varligi ile mikroplak ydnteminde saptanan biyofilm

olusumu istatistiksel olarak karsilastirildiginda;

l.icaA geni pozitif oldugunda mikroplakta da biyofilm olusumu pozitif olarak
saptanmistir (p<0.001).

2.icaD geni pozitif olan suslarda mikroplakta da biyofilm olusumu pozitif olarak

saptanmustir (p<0.001).

3. 1S256 geni pozitif olan suslarda mikroplakta biyofilm olusumu pozitif olarak
saptanmustir (p<0.05).

4. ikili gruplar halinde incelendiginde eger iki gen de negatifse (icaA + icaD), (icaA

+ 1S256), (icaD + 1S256) mikroplakta da biyofilm olusumunun gézlenmedigi ortaya
cikmigtir (p<0.001).
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Suslarin her iic geni de tagimasi halinde mikroplakta biyofilm olusturmama

durumunun izlenmedigi goriilmistiir (p<0.001).

Calismamizda toplam 12 adet susta (10 periferik kan kiiltiirii, 2 burunlardan alinan
orneklerden izole edilen suslar) mikroplakta biyofilm olusumu gdsterilmesine
ragmen PZR yontemi ile arastirilan genler saptanamamistir. Bu suslarin 7’si S.

epidermidis, 3’1 S. hominis, 1’1 S. haemolyticus ve 1’1 S. capitis’tir.

KRA ile elde edilen sonuglarla, biyofilm genlerin birlikteligi arastirildiginda; g
genden (icaA, icaD ve 1S256) herhangi birinin pozitif olarak tespit edilmesi halinde
KRA’da da slime faktorii olusumu tespit edildigi goriilmiistiir (p<0.005).

Tablo 4.20°de mikroplakta biyofilm olusturmayan toplam 74 susun tasidigi genlerin

durumu, suslarin invaziv olan /olmayan suslar olmalarina gore ayrilarak sunulmustur.

Tablo 4. 20. Mikroplakta biyofilm olusturmayan suslarin tagidigi biyofilm genlerinin

analizi
icaA icaD 1S256
n (% n (%) n (%)
+ - + - + -
Kan KRA | + | 5(2.38) | 4(1.90) 7 2 9
(3.33) | (0.95) | (4.29)
- 2(0.95) | 4(1,90) 2 4 5 1
2 (0.95) | (1.90) | (2.38) | (0.48)
Z Kateter | KRA | + 5 4 (1,90) 7 2 9 -
(2.38) (333) | (0.95) | (4.29)
5 2(0.95) | 4(1,90) 2 4 5 1
% 095 | (190) | (238 | (0.48)
= Periferik Kan | KRA | + | 4(1,90) 19 11 12 11 12
z (9.05) | (5.24) | (5.71) | (5.24) | (5.71)
3 1(0.48) 65 13 53 19 47
5 (30.95) | (6.19) | (25.24) | (9.05) | (22.38)
El KRA | + | 1(0.48) 6 6 1 4 3
(286) | (2.86) | (0.48) | (1,90) | (1.43)
" 2 (0.95) 21 6 17 3 20
= (10) (286) | (8.10) | (1.43) | (9.52)
1 Burun KRA | + 12 - 5 7 2 10
S (5.71) (2.38) | (3,33) (0.95) (4.76)
§ 3 11 - 14 2 12
5 (1.43) | (5.24) (6.67) | (0.95) | (5.71)
% Kateter KRA | + 3 5 6 2 8 -
2z Kolonizasyonu (1.43) (2.38) (2.86) (0.95) (3.81)
3 - 7 20 10 17 23 4 (1.90)
5 (333) | (9.52) | (4.76) | (8.10) | (10.95)
Toplam 47 163 75 135 100 110
(22.38) | (77.62) | (35.71) | (64.29) | (47.62) | (52.38)
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Sekil 4. 24. icaA lokusuna ait PZR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

goriintiileri

1, 2, 3, 4 ve 5 no’lu hatlar icaA pozitif (1315 bg) olarak belirlenmistir [PK: pozitif
kontrol- S. epidermidis ATCC 35984, NK: negatif kontrol- S. aureus ATCC 29213,
M: Molekiiler agirlik belirteci: Mass ruler DNA ladder mix, ready-to-use, 80-10000
b¢ (Thermo, Almanya)]
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Sekil 4. 25. icaD lokusuna ait PZR amplifikasyon tiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

1, 2, 3 ve 4 numarali suslar icaD pozitif (381 bg) olarak belirlenmistir (PK: pozitif
kontrol- S. epidermidis ATCC 35984, NK: negatif kontrol- S. aureus ATCC 29213,
M: Molekiiler agirlik belirteci: Mass ruler DNA ladder mix, ready-to-use, 80-10000
b¢ (Thermo, Almanya)
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Sekil 4. 26. 1S256°ya ait PZR amplifikasyon {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi

1,2, 3, 4,5 ve 6 no’lu hatlar 1S256 pozitif (1102bg) olarak belirlenmistir (PK: pozitif
kontrol- S. epidermidis ATCC 35984, NK: negatif kontrol- S. aureus ATCC 29213,
M: Molekiiler agirlik belirteci: Mass ruler DNA ladder mix, ready-to-use, 80-10000
b¢ (Thermo, Almanya)

Tablo 4.21°de KNS suslarinin tiirlere gore tasidiklari biyofilm genleri, mikroplakta
zayif, orta ya da kuvvetli biyofilm olusturma derecelerine gore iliskilendirilerek

verilmigtir.
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Tablo 4. 21. KNS tiirlerinin; mikroplakta, biyofilm olusturmayan ve zayif, orta ya da

kuvvetli biyofilm olusturma derecelerine gore tasidiklar1 biyofilm genlerinin dagilimi

Mikroplak (-) biofilm ile genlerin iliskisi (n=74)
icaA icaD 1S256 icaA ve icaA ve icaD ve icaA, icaD
n n n icaD 1S256 15256 ve 1S256
% % % n n n n
% % % %
+ - + - + - + - + - + - + -
S. epidermidis B 17 1 16 1 16 - 16 - 16 - 15 B 15
n=17 810 | 048 | 762 | 048 | 7.62 7.62 7.62 7.14 7.14
S.haemolyticus B 25 1 24 9 16 B 24 B 16 1 16 B 16
n=25 1190 | 048 | 1143 | 429 | 7.62 11.43 762 | 048 | 7.62 7.62
S. hominis 1 15 B 16 2 14 B 15 B 13 B 14 B 13
n=16 048 | 7.4 762 | 095 | 667 7.14 6.19 6.67 6.19
S. capitis n=16 1 5 - 6 - 6 - 5 - 5 - 6 - 5
048 | 238 2.86 2.86 2.38 2.38 2.86 2.38
S. warnerii n=8 - 8 - 8 - 8 - 8 - 8 - 8 - 8
381 381 3.81 3.81 381 381 3.81
S. lugdunensis - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1
n=1 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48
S.saprophyticus - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1
n=1 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48
S. sciuri n=0 - - - - -
Toplam 2 72 2 72 12 62 B 70 B 60 1 61 B 59
095 | 3429 | 095 | 3429 | 571 | 2952 33.33 2857 | 048 | 29.04 28.10
Mikroplak (+) biyofilm ile genlerin iliskisi (n=48)
icaA icaD 1S256 icaA ve icaA ve icaD ve icaA, icaD
n n n icaD 1S256 1S256 ve 1S256
% % % n n n n
% % % %
+ - + - + - + - + - + - + -
S. epidermidis 5 16 11 10 7 14 3 8 3 12 2 5 2 | 41.90
n=21 238 | 762 | 524 | 476 | 333 | 667 | 1.43 | 381 | 143 | 571 | 095 | 238 | 095
S. haemolyticus 1 13 5 9 14 - 1 9 - 3 1
n=14 048 | 619 | 238 | 429 | 6.67 048 | 4.29 143 | 048
S. hominis n=7 1 6 5 2 6 1 - 2 - 3 3 1 - 1
048 | 286 | 238 | 095 | 286 | 048 0.95 143 | 143 | 048 0.48
S. capitis n=3 - 3 - 3 3 - - 3 - - - 3 -
1.43 143 | 143 1.43 1.43
S.warnerii n=0 - - - - - - - - - - - -
S. lugdunensis 1 - 1 - - 1 1
n=1 0.48 0.48 048 | 048
S.saprophyticus 1 - - 1 - 1 - - - - - 1
nzlp phyt 0.48 0.48 0.48 0.48
S. sciuri n=1 - 1 1 - 1 - - - - - 1
048 | 048 0.48 0.48
Toplam 9 39 23 25 31 17 5 22 3 18 7 9 2 5238
429 | 1857 | 10.95 | 11.90 | 1476 | 810 | 238 | 1048 | 143 | 857 | 333 | 429 | 095
Mikroplak (++)biyofilm ile genlerin iligkisi (n=55)
icaA icaD 1S256 icaA ve icaA ve icaD ve icaA, icaD
n n n icaD 15256 1S256 ve 1S256
% % % n n n n
% % % %
+ - + - + - + - + - + - + -
S. epidermidis 7 14 12 9 11 10 6 8 2 5 5 3 - 2
n=21 333 | 667 | 571 | 429 | 524 | 476 | 28 | 381 | 095 | 238 | 238 | 143 0.95
S. haemolyticus 5 8 7 6 11 2 2 3 5 2 6 1 2 |1
n=13 238 | 381 | 333 | 28 | 524 | 095 | 095 | 143 | 238 | 095 | 286 | 048 | 095 | 048
S. hominis 4 15 10 9 15 4 3 8 2 2 8 2 2 | 1
(n=19) 190 | 714 | 476 | 429 | 714 | 190 | 143 | 381 | 095 | 095 | 381 | 095 | 0.95 | 048
S. capitis n=2 - 2 - 2 1 1 - 2 - 1 - 1 - 1
0.95 0.95 | 048 | 048 0.95 0.48 0.48 0.48
S.warnerii n=0 - - - - - - - - - -
S. lugdunensis - - - - -
n=0
S.saprophyticus - - - - -
n=0)
S. sciuri n=0 - - - - -
Toplam 16 39 29 26 38 17 11 21 9 10 19 7 4 | 5238
762 | 1857 | 1381 | 1238 | 1840 | 810 | 524 | 10 | 429 | 476 | 95 | 333 | 1.90
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Mikroplak (+++)biyofilm ile genlerin iliskisi (n=33)
icaA icaD 1S256 icaA ve icaA ve icaD ve icaA, icaD
n n n icaD 1S256 1S256 ve 1S256
% % % n n n n
% % % %
+ - + - + - + - + - + - +
S. epidermidis 11 4 10 5 13 5 8 2 11 2 9 1 1 1
n=15 524 | 190 | 476 | 238 | 619 | 238 | 38L | 095 | 524 | 095 | 429 | 048 | 048 | 048
S. haemolyticus 1 5 6 - 6 - 1 - 1 - 6 - 5
n=6 048 | 238 | 286 2.86 0.48 0.48 2.86 238
S. hominis 6 4 6 4 3 7 3 1 1 1 3 4 1 1
n=10 286 | 190 | 286 | 190 | 143 | 333 | 143 | 048 | 048 | 048 | 143 | 190 | 048 | 048
S. capitis n=2 2 B 1 1 1 1 1 1 1 E 1 1
095 048 | 048 | 048 | 048 | 048 | 048 | 048 048 | 048
S. warnerii n=0 - i - - i i i i i i
S. lugdunensis
n=0
S.
saprophyticus
n=0
S. sciuri n=0 - - - - - - -
Toplam 20 13 23 10 23 13 13 4 14 3 19 6 7 | 2095
9524 | 619 | 1095 | 476 | 1095 | 619 | 619 | 190 | 667 | 143 | 905 | 286 | 3.33

4.6. Minimum Biyofilm Eradike Edici Konsantrasyon Degerleri

Mikroplak yontemiyle biyofilm olusturdugu gosterilen (zayif, orta ya da kuvvetli
diizeyde) S.epidermidis (n:57), S. hominis (n:36), S. haemolyticus (n:33), S.capitis
(n:7), S. lugdunensis (n:1), S. saprophyticus (n:1), ve S. sciuri (n:1) olmak iizere
toplam 136 sus tespit edilmisti. MBEK degerlerinin hesaplanmasi igin test
edilmiglerdir. Bu amagla 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplaklarda once biyofilm
olusturmalar1 saglanmis, daha sonra vankomisinin farkli konsantrasyonlariyla
karsilagtirilmigs ve hangi vankomisin dozunun biyofilmi yok ettigini saptamak
amaciyla plaklar spektrofotometrede 24. saat sonunda 570 nm’de okutulmustur.
Pozitif kontrol olarak biyofilm olusturdugu bilinen S. aureus ATCC 25923 ve S.
epidermidis ATCC 35984, negatif kontrol olarak S. aureus ATCC 29213, sterilite
kontrolii i¢in sadece besiyeri igeren, mikroorganizma ilave edilmemis kuyucuklar
kullanilmistir. Cut off degerinin belirlenmesinde sadece besiyeri igceren ve negatif
kontrol i¢in kullanilan kuyucuklarin optik dansitometrelerinin ortalamasi alinmis ve
lic standart derivasyonu hesaplanarak OD¢ degeri belirlenmistir. Her sirada OD¢
degeri 0.45’in altinda deger veren ilk kuyucuktaki ilag konsantrasyonu MBEK olarak

belirlenmistir.

Calismada MBEK degerleri; 136 biyofilm olusturan KNS’nin 4’i (%2.94) igin
lpug/ml, 35’1 (%25.74) i¢in 2pg/ml, 43’1 (%31.62) i¢in 4pg/ml, 22°s1 (%16.18) i¢in 8
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pg/ml, 5°1 (%3.68) icin 16 pg/ml, 11°1 (%8.09) i¢in 32 pg/ml, 9’u (%6.62) icin 64

png/ml ve 5’1 (%3.68) i¢in 256 pg/ml olarak saptanmistir. Vankomisin i¢cin MBEK

degerleri Tablo 4.21°de goriilmektedir. Tiirler arasinda S. warnerii’nin diger suslara

gore MBEK degeri anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (p<0.001).

Invaziv olan ve olmayan &rneklerden izole edilen KNS suslarinda MBEK degerleri

acisindan anlamli farklilik saptanamamistir (p=0.243). Suslarin izole edildikleri

bolgelere gore MBEK degerleri ortanca degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.22). Buna

gore MBEK degerleri karsilastirildiginda, ellerden izole edilen KNS suslarmin

MBEK degerleri diger suslara gore anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0.001).

Tablo 4. 22. Biyofilm olusturan suslarin vankomisin i¢in MBEK degerleri

1 2 4 8 16 32 64 128 256 | Toplam
pg/ml | pg/ml | peg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml n
n®) | n(%) | n(%) | n(%) | n(%) | n(%) | n(%) | n(%) | n(%) | (%)
S. epidermidis 3 17 16 9 3 5 4 33
(2.20) | (12.5) | (11.76) | (6.62) | (2.20) | (3.68) | (2.94) (24.26)
S. haemolyticus 7 14 5 1 1 5 36
(5.15) | (10.29) | (3.68) | (0.74) | (0.74) | (3.68) (26.47)
S. hominis 5 12 7 1 5 2 4 57
(3.68) (8.82) (5.15) | (0.74) | (3.68) | (1.47) i (2.94) | (41.91)
S. capitis 4 1 1 1 7
(2.94) (0.74) (0.74) (0.74) | (5.15)
S. lugdunensis 1 1
(0.74) (0.74)
S. saprophyticus 1 1
(0.74) (0.74)
S. sciuri 1 1
(0.74) (0.74)
Toplam 4 35 43 22 5 11 9 5 136
(2.94) | (25.74) | (31.62) | (16.18) | (3.68) | (8.09) | (6.62) i (3.68) (100)

Tablo 4. 23. KNS suslarinin izole edildikleri bolgelere gore MBEK degerleri

Ornek Ortanca Minimum Maksimum
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
El 2 0.50 64
Burun 4 2 256
Kateter kolonizani 4 2 64
KiKDE* 6 2 32
Periferik kan kultiri 4 1 64
Toplam 4 0.50 256

* Kateter iliskili kan dolasim enfeksiyonu
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Tim suslar ele alindiginda; vankomisin i¢cin MBEK ortanca degerinin 4 pg/ml (1-

128) oldugu saptanmustir.

Suslarin biyofilm olusturduktan sonra vankomisin ile muamele edildigindeki MBEK
degerleri ile planktonik formdaki MIK degerlerini karsilastirmak amaciyla
MBEK/MIK oranlarini hesaplanmistir  (Tablo 4.24). Buna gore zayif biyofilm
olusturan suslarda MBEK / MIiK orami diisiikken, suslarin biyofilm olusturma giicii
arttikga bu oranin yiikselmesi istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p< 0.001).

Ayrica mikroplak yonteminde biyofilm olusturdugu gosterilen KNS’lerin
MBEK/MIK oranlarmin ortanca degeri 4 (1-128), negatif bulunan KNS’lerin

MBEK/MIK oranlarinin ortanca degeri 1 (1-4) olarak saptanmistir.

Tablo 4. 24. KNS tiirlerinin MBEK/MIK ortanca degerleri

Tir Ortanca Minimum Maksimum
S. epidermidis 4 1 128

S. haemolyticus 4 1 32

S. hominis 4 1 128

S. capitis 3 1 64

S. warnerii 1 1 1
Diger KNS 15 1 2

S. epidermidis, S. haemolyticus ve S. hominis suslarinda MBEK/MIK oranlarmnin
diger KNS’lere gore daha yiiksek olarak saptanmasi istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0.05).

KNS suglar1 invaziv olan veya olmayan oOrneklerden izole edilmelerine gore
gruplandirilarak  incelendiginde, MBEK/MIK degerlerinde anlamli  farklilik
saptanamamustir (p=0.795).

Suslarin izole edildikleri bolgelere gore MBEK/MIK ortanca degerleri

hesaplanmistir (Tablo 4.25). Buna gore ellerden ve periferik kandan izole edilen

KNS’lerde MBEK/MIK degerlerinin digerlerine gore daha diisiik olmasi, KIKDE
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etkenlerinin MBEK/MIK degerlerinin digerlerine gore yiiksek olmasi istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Tablo 4. 25. KNS suslarmin izole edildikleri bolgelere gére MBEK/MIK ortanca

degerleri

Ornek Ortanca Minimum Maksimum
El 2 1 64
Burun 4 1 128
Kateter 4 1 64
KIKDE* 4 2 128
Periferik Kan Kiiltiiri 2 1 32
Toplam 4 1 128

* Kateter iliskili kan dolasim enfeksiyonu

Tablo 4.26 ve Sekil 4.27°de mikroplak yonteminde biyofilm olusturan KNS

suslarinin vankomisin icin MBEK / MIK oranlar1 verilmektedir.

Tablo 4. 26. Biyofilm olusturan suslarin vankomisin i¢in MBEK/MIK oranlari

MBEK/MIK oranlari*
1 2 4 8 16 32 64 128 Toplam
n(%6) n(%) n(%6) n (%) n(%) n(%) n(%) | n(%) n(%)
S. epidermidis 5 18 19 5 4 3 (2.20) 1 2 57
(3.68) | (13.24) | (13.97) (3.68) (2.94) (0.74) | (1.47) | (41.91)
S. haemolyticus 2 8(5.88) 13 3 1 6 - - 33
(1.47) (9.56) (2.20) (0.74) (4.41) (24.26)
S. hominis 1 7(5.15) 11 6 1 5 4 1 36
(0.74) (8.09) (4.41) (0.74) (3.68) (2.94) | (0.74) | (26.47)
S. capitis 1 2(1.47) | 3(2.20) - - - 1 - 7
(0.74) (0.74) (5.15)
S. lugdunensis - 1(0.74) - - 1
(0.74)
S.saprophyticus 1 - - - - - - - 1
(0.74) (0.74)
S. sciuri - 1(0.74) - - - - - 1
(0.74)
Toplam 10 37 46 14 4 14 6 3 136
(7.35) | (27.21) | (33.82) | (10.29) | (2.94) | (10.29) | (4.41) | (2.20) (100)

*Yiizde degerleri mikroplak yonteminde biyofilm olusturan sus sayisi iizerinden

(n:136) lizerinden hesap edilmistir.
KDE etkeni olan KNS’lerin MBEK/MIK degerleri kontaminasyon olarak kabul

edilen KNS’lerin MBEK/MIK degerleri ile karsilastirilmistir; KDE etkeni olan
KNS’lerin MBEK/MIK degerleri anlamli oranda yiiksek bulunmustur (Tablo 4.27).
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Tablo 4. 27. Periferik kan kiiltiirlerinden izole edilen KNS’lerin vankomisin i¢in
MBEK/MIK degerleri

Ornek Ortanca | Minimum | Maksimum
Periferik kan Kontaminasyon 1 1 32
kiiltiirlinden p=0.016
izole edilen KNS | KDE etkeni 2 1 32
MBEK/MIK Oranlari
50
45
40 S. sciuri
~ 35
s 30 u S. saprophyticus
§ 25 W S. lugdunensis
C% ig | S. capitis
10 . m S. hominis
5 B S. haemolyticus
0

B S. epidermidis
1 2 4 8 16 32 64 128

MBEK/MIK oranlari

Sekil 4. 27. Biyofilm olusturan suslarin vankomisin i¢in MBEK/MIK oranlari

4.7. Degisken Alanh Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis-PFGE)

Sonug¢lan

KIKDE etkeni 15 adet sus izole edilmistir; bunlarin 7’si S.epidermidis, 5’i S.
haemolyticus, 3’1 S. hominis olarak tiplendirilmistir. Kanlarindan bu etkenlerin izole
edildigi hastalarin SVK 6rneklerinden de aym tiir bakteriler tanimlannstir. KIKDE
etkeni olan suslara, SVK’lardan izole edilen suslar ile olan yakinliklarin1 ortaya
koymak amaciyla PFGE uygulanmistir. Dort kez tekrarlanmasina ragmen kesim
enzimi ile uygun sonu¢ vermeyen kandan izole edilen bir S.epidermidis susu
degerlendirme dis1 birakilmis; bunun disinda, PFGE’de ayni hastalarin SVK
ornekleri ve kanlarindan KiKDE etkeni olarak izole edilen suslarin %100 benzer
profil olusturdugu goézlemlenmistir. Bununla birlikte iki farkli hastadan (6 ve 36

no’lu hastalar) izole edilen S. epidermidis suslar1 arasinda %85 oraninda yakinlik
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tespit edilmistir (Sekil 4.28). Tablo 4.28’de KIKDE etkeni olan suslarin dzellikleri
verilmistir. Sekil 4.28, 4.29 ve 4.30’da sirasiyla S.epidermidis, S. haemolyticus ve S.

hominis suslarina ait PFGE dendogramlari gériilmektedir.

Tablo 4. 28. KIKDE etkeni olan suslarin dzellikleri

Sus Tir mecA SCCmec | KRA Mikroplakta icaA | icaD 1S256 MIK | MBEK
no* biyofilm
olusumu

20A | S.epidermidis + I - +++ + R T 2 8
20B | S.epidermidis + I - +++ + R T 2 8
47A | S.epidermidis + 1 - T+ T T N 2 3
47B | S.epidermidis + 1 - ++ + + - 2 8
2A S.epidermidis + 1l + +++ + + + 0.25 32
2B S.epidermidis + 1 + +++ + + + 0.25 32
6A | S.epidermidis - - + ++ - - + 1 4
6B | S.epidermidis - - + ++ - - + 1 4
36A | S.epidermidis - - + + + + + 2 4
36B | S.epidermidis - - + + + + + 2 4
5A | S.epidermidis + I + ++ - T n 1 2
5B S.epidermidis + I + ++ B T T 1 2
12A | S.epidermidis + \ + +++ + + + 1 8
12B | S.epidermidis + \V + +++ + + + 1 8
3A | S. haemolyticus + Vv - + - - + 1 4
3B | S. haemolyticus + \ - + - - + 1 4
48A | S. haemolyticus + 1+V - + - - + 1 4
48B | S. haemolyticus + 1+Vv - + - - + 1 4
4A | S. haemolyticus + \Y - +++ - + + 1 4
4B S. haemolyticus + \V - +++ - + + 1 4
50A | S. haemolyticus + \ - - - - + 0.5 -
50B | S. haemolyticus + \Y - - - - + 0.5 -
7A | S. haemolyticus + \Y + ++ + + + 1 4
7B | S. haemolyticus + \Y + ++ + + + 1 4
43A | S. hominis + n+Vi + ++ - + + 1 32
43B | S. hominis + VI + ++ - T T 1 32
14A | S. hominis - - + ++ + + + 2 8
14B | S. hominis - - + ++ + + + 2 8
49A | S. hominis + | + ++ N _ T 1 32
49B | S. hominis + | + ++ N - T 1 30

*A: Kan izolati; B: SVK izolat1 (ayn1 numarali suslar, ayn1 hastadan izole edilmistir)

KIKDE etkenleri mecA pozitiflikleri agisindan degerlendirildiginde 12’sinin (%80)
pozitif, 3’iniin (%20) negatif oldugu gorilmistiir. Aym hastalarin SVK ve kan
izolatlarnin SCCmec tiplerinin 2 sus disinda ayni oldugu goriilmiistiir. Farkli
SCCmec tipi gosteren, KIKDE etkeni olan ve SVK’dan izole edilen S.hominis
tirtindeki KNS susunun ayni hastanin kateterinden izole edilen ve kaynak kabul
edilen izolatiyla PFGE sonucu %100 benzerlik gosterdigi ortaya konulmustur.
S.haemolyticus tiiriindeki bir KIKDE etkeni ve aym hastanin SVK’sindan izole

edilen ayni tiir sus hari¢ tiim KiKDE etkenleri ve kaynak kabul edilen kateter
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izolatlarinin mikroplakta biyofilm olusturdugu gosterilmistir. Sadece bir hastadan
izole edilen kan-kateter ikili izolat1 (S.epidermidis) hari¢ tiim suslarin IS256 genini
tasidigl; bu geni tasimayan suslarinda icaA ve icaD genlerini tasidiklari ortaya
konulmustur. Suslarin MIK/MBEK oranlarina bakildiginda en az 2 kat, en ¢ok 128
kat artis oldugu gdzlenmistir. MIK/MBEK oraninda 128 katlik artis izlenen suslarin
bakilan her ii¢ biyofilm genini de tasidigi ve mikroplakta kuvvetli biyofilm

olusturdugu, ayn1 zamanda KRA’da slime faktdrii meydana getirdigi goriilmiistiir.

KIKDE Etkenleri: Staphylococcus epidermidis susglar

A I 11l 20a
— Lol I 1[I 208
| R I Y/
‘ Lo ] 478
| Lol T I 111 2a
! N I 1] 28
N | | eB
L I [T ea
L 111 sea
I LI 36B
\ . L] 5B
| | . 1] 12A
! | I || 128
Sekil 4. 28. S.epidermidis suslarinin PFGE dendogramlari
KIKDE Etkenleri: Staphylococcus haemolyticus
|| | N 4A
|| 4B
| | |l 50A
y | . 508
|| || ] 3A
y || ] 38
. | . 48A
| | N 48B
| | . | | 7A
| . . 78

Sekil 4. 29. S.haemolyticus suslarinin PFGE dendogramlari
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KIKDE Etkenleri: Staphylococcus hominis suslari

40 5 60 70 80 1‘00

Sekil 4. 30. S.hominis suslarinin PFGE dendogramlari
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5. TARTISMA

Calismamizda 30’u saglikli hastane calisani olmayan bireylerin ellerinden, 26’s1
sagliklt hastane calisan1 goniilliilerin burunlarindan, 35’1 kateter kolonizasyonu
etkeni, 15°i KIKDE etkeni (15 santral vendz kateterden + 15 bu hastalarin periferik
kan kiiltiirlerinden izole), 89 kateter takili olmayan hastalarin periferik kan
kiltlirlerinden izole edilen toplam 210 KNS susu kullanilmistir. Toplam 210 susun
740 (%35.23) S. epidermidis, 58’1 (%27.61) S. haemolyticus, 52’si (%24.76) S.
hominis, 13’4 (%6.19) S. capitis, 8’1 (%3.8) S. warnerii, 2’si (%0.95) S.
lugdunenesis,  2’si (%0.95) S. saprophyticus, 1’i (%0.47) S. sciuri olarak
tiplendirilmistir (Tablo 4.1).

Hastanede yatan hastalarda kateter iliskili enfeksiyonlar ve komplikasyonlar1 ¢ok
siklikla karsimiza cikmaktadir. Kateter iliskili enfeksiyonlara en sik sebep olan
mikroorganizma KNS’lerdir. KNS’lerin ¢esitli virulans ozelliklerinin yaninda
biyofilm olusturma o6zellikleri de bu enfeksiyonlar1 olusturmalar1 agisindan ¢ok

onemlidir (Francois ve ark., 1996).

Kateterin dis kismindaki mikroorganizmalarin tespiti i¢in semikantitatif, i¢
ylzeyindeki mikroorganizmalarin tespiti i¢in ise tam kantitatif kiiltlir yontemi tercih
edilmektedir.  Kateter ucu kiiltiir Orenklerinin degerlendirilmesinde kullanilan
yontemlerin incelendigi bir calismada semikantitaif ve tam kantitatif yontemlerin
duyarliliklart %72.7 ve %59.3; ozgiilliikleri %95.7 ve %94.4 olarak saptanmustir.
Calismanin sonucunda da semikantitatif kiiltiir yonteminin yiiksek duyarlilik ve
Ozgiilliige sahip oldugu vurgulanmustir (Riboli ve ark.,2014). Siegman-Igra ve
arkadaglarinin  yapti§1 bir meta-analizde semikantitatif yéntemin KIKDE igin
duyarlilik ve oOzgiilliigli %85 olarak tespit edilmistir ve kantitatif kiiltiirlerin
semikantitatif ve kalitatif kiiltiirlere gore daha giivenilir oldugu saptanmistir
(Siegman-Igra ve ark., 1997). Calismamizda da; duyarlilik ve 6zgiilliikk oranlarinin
arttirtlmast  amaciyla;  kateter  kiiltir ucu  Orneklerinin  mikrobiyolojik
degerlendirilmesinde semikantitaif ve tam kantitatif kiiltiir yontemlerinin her ikisi

birlikte kullanilmistir.
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Penel ve arkadaslariin yaptiklari ¢alismada 14 KIKDE etkenininin yedisinde KNS,
dordiinde metisilin duyarli S. aureus (MSSA), ikisinde E. coli ve birinde C. albicans
etken olarak izole edilmistir (Penel ve ark., 2007). Templeton ve arkadaslarininin
yaptig1 calismada ise, 34 adet KIKDE saptanmis ve etken olarak en sik KNS (%28),
S. aureus (%19) ve Candida spp. (%17) suslar1 izole edilmistir (Templeton ve ark.,
2008). Yenidoganlarda KIKDE enfeksiyonlarmnin arastirildigi bir ¢alismada; yedi
yillik bir siirede 399 hastadan gelen 584 kateter drnegi incelenmis, 29 KiKDE
saptanmistir. KIKDE etkenlerinin arasinda en stk KNS’ler saptanmis olmakla birlikte
KNS’ler i¢inde ilk siralarda; S. epidermidis (%65.5) ve S. haemolyticus (%10.3) izole
edilmistir. (Riboli ve ark., 2014). Calismamizda KIKDE etkeni olarak en sik S.
epidermidis (14 adet; yedi tanesi kateterden, yedi tanesi periferik kandan) ve S.
haemolyticus (10 adet; bes tanesi kateterden, bes tanesi periferik kandan) suslari

izole edilmis ve bu sonuglar diger caligmalarin bulgulariyla uyumlu bulunmustur.

Calismamizda periferik kan kiiltiirlerinden izole edilen KNS sayist 89°dur.
Laboratuvara, SVK’s1 olmayan hastalara ait ve en az iki adet kan kiiltiir sigesi (en az
bir set) olarak gonderilen 6rnekler kabul edilmis ve bu orneklerde iireyen KNS’ler
“periferik kan kiiltiir” izolat1 olarak tanimlanmistir. Bu KNS’lerin KDE etkeni ya da
kontaminant olarak karar verilmesinde; iireyen sise sayisi ve beraberinde hastanin
laboratuvar bulgularindan 16kositoz, CRP ve prokalsitonin yiiksekligi géz oniinde
bulundurulmustur. Iki veya daha fazla sisede aym tiir KNS iiremesi oldugunda,
hastanin Klinik bulgular: ve yukarida siralanan laboratuvar verilerinin de eslik ettigi
durumlarda; mikroorganizma KDE etkeni olarak kabul edilmistir. Calismamizdaki
periferik kan kiiltiir 6rneklerinden izole edilen 89 KNS’nin 13 (%17.11) tanesi KDE

etkeni, 76 (%85.39) tanesi kontaminasyon olarak belirlenmistir.

Periferik kan kiiltiirlerinden en sik izole edilenler; S. epidermidis; 34 (%38.20) adet,
S. haemolyticus; 32 (%35.96) adet ve S. hominis; 17 (%19.11) suslaridir.
Kontaminasyonlari ¢ikardigimizda; KDE etkeni olarak 6 (% 6.74) S. epidermidis, 6
(% 6.74) S. haemolyticus ve 1 (%1.12) S. hominis saptanmustir. Tirkiye’den Koksal
ve arkadaslar1 KNS’lerin etken oldugu KDE’leri arastirmislar ve en sik etken olarak

S. epidermidis (%43.5), sonra sirayla S. haemolyticus (%11.5) ve S. hominis (%9.5)
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suglarin1 bulmuslardir (Koksal ve ark., 2009). Mert ve arkadaslarimin yaptigi
calismada da 462 kan kiiltiirinde 313 KNS (261 metisilin direngli KNS -MRKNS)
tespit edilmistir. Calismalarinda hem bakteriyemi etkenleri hem de kontaminasyon
olarak belirledikleri KNS’ler iginde en sik olarak S. epidermidis’i izole etmislerdir
(Mert ve ark., 2011). Gatermann ve arkadaslari; kan Kkiiltiirleri ve Kkateter
enfeksiyonlarindan izole ettikleri KNS’ler icinde S. epidermidis’i %67.4, S.
haemolyticus’u %11.9 ve S. hominis’i %7.5 sikliginda saptamislardir (Gatermann ve
ark., 2007). Calismamiza laboratuvara gelen tek kan kiiltiir siselerinde iireyen
KNS’ler ile SVK’s1 olan hastalarda tireyen KNS’leri dahil edilmemistir.
Calismamizin sonucunda KDE etkenleri arasinda en sik saptanan KNS’ler S.
epidermidis ve S. haemolyticus olarak saptanmis ve bu bulgu yapilan benzer

caligsmalarin sonuglariyla uyumlu olarak bulunmustur.

Stafilokoklara bagli KDE’lerde mortalite oranlar1 ortalama %35 (%12-80)’tir (Pittet
ve ark., 1997). Periferik kan kiiltiirlerinden stafilokoklar izole edildiginde;
etken/kontaminant karar1 vermek her zaman kolay olmamaktadir. KDE’lerde
KNS’lerin etken olarak saptanmasi i¢in birden fazla kan kiiltiir sisesinde KNS nin
tiremesi, temel alinan algoritma basamaklarindan birisidir. Bir sisede veya birden
fazla sisede kan Kkiiltirlinde KNS pozitifliginin mortalite iizerine etkilerinin
arastirlldigi ¢alismalarin bazilarinda mortalite oranlarinin tek kan kiiltiirii sisesinde
pozitif olanlarda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Tak ve arkadaslari tek kan
kiltiir sisesinde KNS iireyen hastalarda mortalite oranim1 %23, birden fazla sisede
KNS iiremesi olanlarda ise %14 olarak tespit edilmistir edilmistir (Tak ve ark.,
2013). Favre ve arkadaslar1 ise tek kan kiiltiirinde KNS pozitifligi ve birden fazla
kan kiiltiir sisesinde KNS saptanmasi oranlarini sirasiyla %15.3 ve % 7.0 (14 gilinde)
ve % 20.8 ve % 11.3 (28 giinde) olarak saptamislardir (Favre ve ark., 2005).
Dolayisiyla tek kan kiiltiir sisesinde KNS iiremesi durumunda bile kontaminasyon
olarak yorumlanmadan oOnce sepsis agisindan klinik  verilerle birlikte
degerlendirilmesi, sepsis tanisi, mortalite ve morbidite agisindan daha uygun

olacaktir.
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Calismamizda izole edilen KNS’lerin antimikrobiyallere karsi diren¢ oranlarina
bakildiginda S. haemolyticus’ta sefoksitin (%91.8), sefazolin (%91.8), amoksisilin-
klavulonat (%91.8), siprofloksasin (%84.48), trimetoprim-siilfametoksazol (%84.48),
rifampisin (%51.72) ve gentamisine (%81.03) kars1 diren¢ oranlarmin diger tiirlere
gore anlamli oranda yiiksek oldugu saptanmistir (p<0.05). S. haemolyticus’un ¢ok
fazla antibiyotige direncli olmasi tedavide yasanilan giigliiglin yani sira, bu
antibiyotik diren¢ genlerinin diger KNS’lere transfer olabilmesi gibi 6zelliklerden

dolay1 6nem kazanmaktadir (Barrosa ve ark., 2012; Bouchami ve ark., 2012).

Calismamizda indiiklenebilir klindamisin direnci 41 (%19.52) KNS izolatinda
saptanmugtir.  Indiiklenebilir klindamisin ~direncinin tiirlere gore dagilimina
bakildiginda S. epidermidis suslarinin 13'tinde (%17.57), S. haemolyticus suslarininn
8'inde (%13.79), S. hominis suslarmin 17'sinde (%32.69), S. capitis suslarinin 3'iinde
(%23.08) tespit edildigi goriilmiistiir (Tablo 4.6). Istatistiksel olarak tiirler arasinda
indiiklenebilir klindamisin direnci agisindan anlamli fark saptanmamistir (p>0.05).
Stafilokoklarda indiklenebilir klindamisin direnci ile ilgili yapilan g¢esitli
caligmalarda farkli sonuglar elde edilmistir. Delialioglu ve arkadaslarinin
calismasinda indiiklenebilir klindamisin direnci oram1 %14.7, Gonilli  ve
arkadaslarinin ¢alismasinda ise bu oran %11.4 olarak saptanmistir (Delialioglu ve
ark., 2005; Goniilli ve ark., 2009). Fiebelkorn ve arkadaslar1 ABD’de yaptiklari
stafilokoklarla ilgili ¢calismalarinda indiiklenebilir klindamisin direng¢ oranlarin1 %
29.8; Schmitz ve arkadaslar1 Avrupa’da % 7 olarak tespit etmislerdir (Schmitz ve
ark., 2000; Fiebelkorn ve ark., 2003).

mecA geninin heterojen ekspresyonu nedeniyle, metisilin direncinin fenotipik olarak
gosterilmesi halen bir sorun olusturmaktadir. PZR ile mecA geninin tespit edilmesi
altin standart yontem olmakla birlikte, ¢ogu laboratuvarda rutin olarak molekiiler
yontemlerin calisilabilecegi olanaklar bulunmadigindan, metisiline direngli suslar
hizli ve dogru olarak saptayabilecek, kolay uygulanabilir fenotipik ydntemlere
ihtiya¢c duyulmaktadir. Calismamizda metisilin direncinin tespiti i¢in fenotipik ve
molekiiler yontemler birlikte kullanilmistir. Fenotipik olarak; Kirby-Bauer disk
diftizyon yontemi (sefoksitin diski kullanarak), genotipik olarak mecA geninin tespiti
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icin PZR yontemi uygulanilmistir. PZR yontemi ile 210 KNS susunun 159’unda
(%78.09) mecA geni varligi gosterilmistir. Disk diflizyon yontemi kullanilarak
arastirildiginda ise 145’inde (% 69.12) sefoksitin diskine kars1 direng saptanmis ve
metisiline direngli kabul edilmistir (CLSI, 2014). iki yontem karsilastirildiginda 15
(%9.43) KNS susunda molekiiler yontemlerle metisilin direnci tespit edilmesine
ragmen fenotipik yontemlerle direng gosterilememistir. Kateter kolonizasyonu etkeni
olarak bir tane S. hominis susu ise disk difiizyon yontemi ile metisilin direngli olarak
tespit edilmesine ragmen, PZR ile mecA geni saptanamamistir. mMecA geni
saptanamayan fakat fenotipik olarak direnc¢li bulunan suslarda gosterilen metisilin
direnci, bu suslarda: asir1 B-laktamaz yapimi, metisilini inaktive eden enzimlerin
varligi, PBP2a disinda penisilin baglayan proteinlerin bulunmasi gibi farkl
mekanizmalar ile agiklanmaya g¢alisilmaktadir (Tenover ve ark., 1999). Sefoksitin
disk difiizyon testi ile mecA geni tespitini karsilastiran ¢esitli calismalar mevcuttur.
Telli ve arkadaslar1 S. aureus’larda metisilin direncini arastirdiklar1 ¢alismalarinda;
mecA geni pozitif olan 181 sustan liclinii sefoksitin disk diflizyon testi ile negatif,
mecA negatif 119 sustan birini sefoksitin disk difiizyon testi ile pozitif olarak
belirlemiglerdir (Telli ve ark., 2006). Palazzo ve arkadaglari da 58 S. aureus ve 58
KNS’de metisilin direncini ¢ok yonlii olarak inceledikleri ¢alismalarinda 1 adet KNS
susunu MecA genine sahip olmamasina ragmen sefoksitin disk difiizyon yonteminde
ve oksasilin agar diliisyon yonteminde duyarli olarak saptamiglardir (Palazzo ve ark.,

2007).

Metisilin direnci saptanmasinda kesin yontem mecA geni tespiti olarak kabul
edildiginde (Cavassini ve ark., 1999); sefoksitin disk difiizyon testiyle metisilin
direnci saptanmasi yonteminin duyarliligt %91 (testin giiven araligi: %85-94),
ozgulligl %98, (testin giiven aralig: %89-99), negatif prediktif degeri %76.92
(testin giiven araligi: %71-82), pozitif prediktif degeri %99.31(testin giiven araligi:
%97-99) olarak saptanmistir. Sonuglara bakildiginda disk difiizyon yonteminde
Ozgiilligin (%98), duyarliliktan (%91) daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bir
baska deyisle, yanlis pozitif sonu¢ olasiligi, yanlis negatif sonu¢ olasiligindan daha
yiiksektir. Bazi ¢aligmalarda sefoksitin disk difiizyon icin duyarlilik % 98, 6zgiilliik
%99, pozitif prediktif deger %99, negatif yorumlama giicii % 98 olarak belirtilmistir
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(Telli ve ark., 2006). Velasco ve arkadaslar1 ise sefoksitin disk diflizyon yonteminin
duyarliligint %100, o6zgilligini %98, pozitif prediktif degerini %98, negatif
prediktif degerini %100 olarak belirlemislerdir (Velasco ve ark., 2005). Ozel ve
arkadaglar1  stafilokoklarda metisilin direncini; degisik antimikrobiyallerin
kullanildig: disk diflizyon ve PBP2a lateks agliitinasyon yontemi ile arastirmislardir.
Calismalarinda PBP2a lateks agliitinasyonunu referans yontem olarak aldiklarinda;
sefoksitin disk difiizyon difiizyon yonteminin duyarliligini %90.9, 6zgiiliglini ise

%98.2 olarak bulmuslardir (Ozel ve ark., 2011).

Metisilin direnci tespit etmede karsilasilan sorunlar nedeniyle genetik direnci,
fenotipik yonemlerle en iyi gOsteren test veya yontem arayis: siirmektedir. Heterojen
dirence sahip stafilokoklarda, sefoksitinin metisilin direncini oksasilinden daha iyi
gosterdigini  kanitlayan bircok yaym bulunmaktadir. Bazi c¢aligmalarda da
sefoksitinin, 6zellikle heterojen suslarin tespitinde mecR1 i¢in daha iyi ve hizli bir
indiikleyici oldugu ve mecA gen varligr ile uyumunun daha iyi oldugu bildirilmistir
(Felten ve ark., 2002; Boutiba-Ben Boubaker ve ark., 2004; Cauwelier ve ark., 2004;
Swenson ve ark., 2005; Swenson ve ark., 2007).

Metisilin direncinin belirlenmesindeki hatalar ciddi klinik sorunlara neden
olabilmektedir. Yalanci duyarli sonuglar tedavide yetersizlige ve MRKNS suslarinin
yayilmasina; yalanci direngli sonuglar ise glikopeptidlerin asir1 kullanimi ve gereksiz
izolasyon tedbirleri nedeniyle asir1 maliyete yol agabilmektedir. Bu nedenle
stafilokoklarda metisilin direncinin dogru tanimlanmast Onem tasgimaktadir.
Calismamizda genotipik olarak mecA pozitif bulunan suslarin  %90.57’sinde
fenotipik olarak disk difiizyon ile metisilin direnci saptanabilmistir; bu da KNS’lerde
metisilin ~ direncini  belirlemede fenotipik duyarlilik testlerinin  ¢evresel
degisikliklerden etkilenebildigini, genotipik yontemlerin daha duyarli ve giivenilir

oldugunu gostermistir.
Calismamizda mecA geni pozitif olarak bulunan ve SCCmec tiplendirimi yapilan 154

susun (154/159) %38.31’inin SCCmec tip V, %?24.68’inin SCCmec tip |,
%17.53’lintin SCCmec tip II, %9.74’tintin SCCmec tip VI ve %1.89’unun SCCmec
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tip III oldugu saptanmistir. Her SCCmec tipine diisen KNS sayis1 az oldugu igin;
tiplerin bulunma sikli§i hakkinda istatistiksel olarak yorum yapilamamistir.
Tiplendirimi yapilan 154 (154/159) sus arasinda SCCmec tip V ve SCCmec tip VI’da
S. haemolyticus oranlar1 sirasiyla %85 ve %54.7 olarak bulunmustur (p<0.001).
Rupee ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada da ccrC kompleksinin S. haemolyticus’ta
daha sik oldugu tespit edilmistir (Rupee ve ark., 2009). Yapilan caligmalarda farkl
KNS tiirlerinde, farkli SCCmec tiplerininin oldugu goriilmektedir. Mombach ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada S. epidermidis ve S. capitis’lerde en sik bulunan
SCCmec tipi tip III (ayn1 ¢alismada tiim KNSler i¢inde en en sik tip Il olarak
bulunmustur) olarak bulunurken, Ibrahem ve arkadaslarinin yaptigir calismada; S.
epidermidis’lerde en stk SCCmec tip IV saptanmistir (Mombach ve ark., 2007,
Ibrahem ve ark., 2009). Xu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada ise KNS’lerde tip 1l
baskin olarak izlenmektedir (Xu ve ark.,2008).

Mert ve arkadaslar1 kan kiiltiirlerinden izole ettikleri KNS’lerde SCCmec tiplendirimi
yapmuslar; tip I't %23.3, tip [I'yi %0, tip 'l %11.8, tip IV’li %24.9 ve tip V’i
%14.1 sikliginda saptamiglardir (Mert G ve ark., 2011). Mombach ve arkadaslarinin
kan kiiltlirlerinden izole ettikleri 129 KNS’nin SCCmec tiplerine gore dagilimi; 36
(%27.9) tip 1, 4 (%3) tip I, 67 (%52) tip 111, 1 (%0.8) tip IV olarak belirtilmistir.
(Mombach ve ark., 2007). Rupee ve arkadaslarinin burunlardan izole ettikleri
KNS’lerde SCCmec tiplerinin dagilimi; 1 (%1) tip 11, 28 (%29) tip 1V, 25 (%26) tip
V olarak saptanmistir (Rupee ve ark., 2009). Ibrahem ve arkadaglar1t 61 MRKNS’de
SCCmec tiplendirimi yapmislar ve dagilimi tip IV; 20 (%33), tip V; 11 (%18), tip I
/TA; 4 (%6) ve tip II; 3 (%4) olarak vermislerdir (Ibrahem ve ark., 2009). Xu ve
arkadaglarinin  simif I integron tasiyicilign ve SCCmec tiplerini arastirdiklar
calismalarinda; 30 integron tasiyicist MRKNS’de: tip I, tip II ve tip III olarak
saptanan MRKNS sayilar; 5,15 ve 5; 23 integron tasiyicist olmayanlarda ise tip I, tip
II ve tip III sayilar sirasiyla 4,9 ve 7 olarak saptanmistir (Xu ve ark., 2008).

Giliney Brezilya’da yapilan bir ¢alismada KNS’ler iginde en sik SCCmec tiplll

saptanmig ve tiplIl’lin diger tiirlere (tip I, II ve IV) gore beta laktam olmayan

antibiyotiklere karsi daha fazla direngli oldugu saptanmistir ve klindamisin ( p =
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0.021 ), rifampisin (p = 0.010), levoflaksasine (p = 0.005) kars1 direng istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (Mombach ve ark., 2007). Calismamizda SCCmec tipleri
ile antimikrobiyallere diren¢ arasinda istatistiksel olarak anlamh iliski

saptanmamustir (p>0.05).

Calismamizda birden fazla SCCmec tipine sahip KNS tespit edilmistir. Bunlar; tip |
+V (%3.25), tip | + 11 (%1.30), tip | + 111 (%1.30), tip 1l + V (%1.30) ve tip Il + VI
(%0.63)’dir (Tablo 4.12). Yapilan bir¢ok calismada da; tiirtine ve izole edildigi
ornege bagl olmaksizin birden fazla SCCmec tipine sahip KNS saptanmistir. Mert
ve arkadaslar1 46 (%17.6); Mombach ve arkadaslar1 4 (%3); Ruppe ve arkadaslar1 35
(%36.3); Bhargava ve arkadaslar1 2 tane KNS’de birden fazla bant saptamislardir
(Mombach ve ark., 2007; Rupee ve ark., 2009; Mert ve ark., 2011; Bhargava ve ark.,
2014).

Calismamizda 159 sustan 5 (%3.14)’i SCCmec tiplendirimi i¢in yapilan PZR’ler
sonucunda tiplendirilememistir. Yapilmis bazi ¢alismalarda da gesitli 6rneklerden
izole edilen KNS’lerde SCCmec tiplendirimi yapilamayanlar bulunmaktadir. Ruppee
ve arkadaglart 96 MRKNS’nin SCCmec tiplendirmesini yaptiklar1 ¢aligmalarinda
kullanilan semaya uymayan 10 (%10) adet MRKNS saptamiglardir (Rupee ve ark.,
2009). Mert ve arkadaglar ise kan kiiltiirlerinden izole ettikleri 265 MRKNS susunu
inceledikleri  caligmalarinda 21 (%7.92) MRKNS’nin  SCCmec tipini
saptayamamiglardir. 21 MRKNS susunun; 10’u ger¢ek bakteriyemi etkeni,11°1 ise
kontaminant olarak ayrilmistir (Mert ve ark., 2011). Ibrahem ve arkadaslarinin
hastalarin burun 6rneklerinden izole ettikleri 61 MRKNS’de SCCmec tiplendirmesi
yapmusglar ve 3 (%4.92) S. epidermidis susunu tiplendirememislerdir (Ibrahem ve ark
2009). Mombach ve arkadaslart KDE izolati olan 129 KNS’yi inceledikleri
calismalarinda, 17 (%13.18)’sini tiplendirememislerdir (Mombach ve ark., 2007).
Xu ve arkadaglariin 53 MRKNS’yi inceledikleri ¢alismalarinda ise 8 (%15.09) adet
[5 (%9.43)’1 integron tasicisi, 3 (%5.66)’l integron tasiyicisi olmayan] tiplendirimi
yapamadigt KNS susu mevcuttur (Xu ve ark., 2008). Etlerden izole edilen 25
MRKNS’nin 9 [%36: 6: (%24) S. sciuri, 1(%4) S. epidermidis, 1(%4) S. fleuretti ve
1(%4) S. vitulinus]’unu tiplendirememislerdir (Bhargava ve ark., 2014).
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SCCmec tiplendiriminde kullanilan yontemlerin ¢ogu S. aureus’a gore diizenlenmis
oldugu i¢in, KNS’lerde kullanildiginda ccr genlerdeki genetik varyasyonlara bagh
olarak, tiplendirimde baz1 kisithikliklar ortaya c¢ikmaktadir. KNS’ler arasinda
metisilin direncinin transferinde SCC’den farkli vektor ya da mekanizmalarin oldugu
distintilmektedir (Zhang ve ark., 2009). SCCmec elmani hareketli genetik bir
elemandir ve stafilokoklar arasinda genis bir dagilima sahiptir. Ulkemizdeki baskin
tipin saptanmasit ve dagilimmin belirlenmesi i¢in daha fazla epidemiyolojik

caligsmaya ihtiya¢ duyuldugu ¢ok aciktir.

Calismamizda suslarin  mikroplakta biyofilm olusumlarinin  degerlendirilmesi
sonucunda; toplam 210 susun 136’siin biyofilm olusturdugu tespit edilmistir; olusan
biyofilm tabakalarinin 48’1 (%22.86) zayif;, 55’1 (%26.19) orta; 33’4 (%15.71)
kuvvetli olarak degerlendirilmistir. KIKDE etkeni olan ve kateter kolonizasyonu
yapan KNS suslarinda mikroplak yonteminde biyofilm olusturma oranlari; periferik
kan kiiltiirlerinden ve ellerden izole edilen KNS’lerin ise biyofilm olusturmama
oranlar1 digerlerine gore anlamli oranda yiiksek (p<0.001) bulunmustur. Periferik kan
kiltiirlerinden izole edilen KNS’ler; KDE etkenleri ve kontaminasyon olarak ikiye
ayrildiginda, KDE etkeni olan KNS’lerde biyofilm olusumunun (11/13; %84.62)
kontaminant suslara (36/74; %48.65) gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
(p=0.016). Kateterden izole edilen KNS’lerin katetere tutunmak i¢in adezyon
ozelliklerini kullanmalar;; KDE ve KIKDE etkenlerinin klinik acgidan tasidiklar:
onem gibi ozellikler dikkate alindiginda, bu, beklenilen bir sonugtur. Oufrid ve
arkadaslar1 yaptiklar1 calismada biyofilm olusturan suslarin oranimi %36 olarak
bildirirken; kateterden izole edilen mikroorganizmalarin periferik kandan izole
edilenlere gore daha fazla biyofilm olusturdugunu gostermislerdir. Test edilen klinik
orneklerde biyofilm genlerinin varlig1 ile mikroplakta biyofilm olusturma oranlarim
karsilastirdiklarinda da %97.77 gibi yiiksek bir korelasyon saptamislardir (Oufrid ve
ark., 2015). Biyofilm genlerinin varligi ile in vitro biyofilm olusumu arasinda uyum
olmadigin1 belirten ¢alismalar da mevcuttur. Ornegin Ruzicka ve arkadaslar1 ica
genleri tasiyan suslarin  %20’sinin  biyofilm olusturmadigini belirtmislerdir.
Caligmalarinda saglikli goniilliilerin ellerinden ve kan kiiltiirlerinden izole edilen

KNS’lerin biyofilm 6zelliklerini arastirmiglardir. Christensen tiip yontemi, PZR (ica
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operonunun gosterilmesi) ve KRA kullandiklar1 arastirmalarinda; kan kiiltiiriinden
izole edilen KNS’lerde ica operonunu %62.6 (92/147), ellerden izole edilenlerde ise
%29.9 (44/147) oranlarinda saptamislardir. Kan kiiltiirlerinden izole edilen suslarin
21(21/147)’inde tiip testinde biyofilm olusturmasina ragmen, KRA’da slime olusumu
izlenmemistir. Ellerden izole edilen ve ica operonu tasiyan 29 sus (29/147) her iki
yontemle de biyofilm olusturmustur. ica operonu tasiyan suslardan; 4 (4/147)i
sadece tip metodu ile pozitif, 1 (1/147)’i sadece KRA’da zayif pozitiflik
gostermistir. ica operonu tagmayan ve KRA’da zayif pozitiflik gosteren 1 sus
bulunmaktadir (Ruzicka ve ark., 2004).

Calismamizdaki 210 susun 68 (%32.38)’inin slime faktorii pozitif (41°1 invaziv
suglar, 27’si invaziv olmayan suslar) olarak degerlendirilmistir. Arciola ve
arkadaglar1 100 adet kateter ilisili enfeksiyonlardan, 51 adet ise saglikli goniilliilerin
(26’s1 hastane ¢alisani) cilt ve mukozalarindan elde ettikleri S. epidermidis suslarinda
icaA, icaD genlerini PZR yontemi kullanarak, slime faktor olusumunu da KRA
yontemi ile arastirmiglardir. Sonugta 100 kateter ilisili enfeksiyon etkeninin 61’inde,
51 kontrol susunun ise 3’linde (3 sus da hastane calisanlarindan) genler pozitif
bulunmus, KRA’da da fenotipik olarak slime faktér olusumu tespit edilmistir
(Arciola ve ark., 2001). Caligmamizda KIKDE etkeni oldugu halde mikroplakta
biyofilm olusumu saptanmamis 1’1 kateterden, 1’i ayni hastanin periferik kan
kiltiriinden izole edilmis 2 adet S. haemolyticus susumuz bulunmaktadir. KDE
etkeni olan ve biyofilm olusturmamis 1 adet S. haemolyticus susumuz
bulunmaktadir. Arciola ve arkadaslar1 kateter ilisili enfeksiyon etkeni olmasina
ragmen biyofilm genleri ve slime faktorii olusumunun saptanmadigi %39 oranindaki
S. epidermidis susunda; adeziv matriks molekiillerini taniyan mikrobiyal yiizey
komponentleri ~ (Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix
Molecules-MSCRAMMs) ya da fibrinojen baglayici protein gibi adezyondan
sorumlu diger patojenik faktorlerin sorumlu olabilecegi yorumunda bulunmuslardir
(Arciola ve ark., 2004). Calismamizda icaA, icaD ve 1S256 gen pozitiflikleri
saptanan sus sayilar1 sirastyla; 47 (%22.38), 75 (%35.71) ve 100 (%47.62) olarak
bulunmustur. Genlerin tek tek pozitiflikleri durumunda, mikroplakta biyofilm

olusumunun da pozitif olarak saptanmasi anlamli bulunmustur (p<0.001).
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Kateter kolonizani1 olarak kabul ettigimiz 35 susun 6’sinda biyofilm olusumu
gosterilememistir. Biyofilm olusumu gdsterilen suslarin 8’1 (+), 12’si (++), 9’u ise
(+++) kuvvetinde biyofilm olusturmustur. Antunes ve arkadaslari ¢alismalarinda
SVK’dan izole ettikleri 224 stafilokok susunun (185 KNS ve 39 S. aureus) hepsinin
biyofilm tireticisi oldugunu belirtmislerdir (Antunes ve ark., 2011).

Calismamizda KRA ekimleri 24. ve 48. saatlerde degerlendirilmistir ve 24. saatte
daha fazla pozitiflik saptadigi tespit edilmis (p<0.001); 24 saatte degerlendirildiginde
negatif olarak yorumlanan hicbir susun 48. saatte pozitif olarak yorumlanmadig:
goriilmiistiir. Arciola ve arkadaglari da KKA besiyerinde 24 saatlik inkiibasyon
sonucu siyah olan kolonilerde, 48 saatlik inkiibasyon sonucu merkezinde pempe veya
kirmizi renk degisimi goriilebildigini ve bu durumun faz degisiminden
kaynaklandigini bildirilmislerdir. Kendi ¢aligmalarinda faz degisimi goriilen 50 susla
yapilan ¢alismalarda; insersiyonel mutasyonla (1S256 bolgesi) icaC geninin inaktive
olmasi buna sebep olarak gosterilmektedir (Arciola ve ark., 2001; Arciola ve ark.,
2004).

Mikroplakta (+) kuvvetinde biyofilm olusturan suslarin 10 (10/48)’unda, (++)
kuvvetinde olusturanlarin 35 (35/55)’inde, (+++) kuvvetinde olusturanlarin ise 22
(22/33)’sinde KRA’da slime faktor iiretimi pozitif olarak saptanmistir. Mikroplak
yonteminde biyofilm olusturma giicii (pozitiflik derecesi) arttikga KRA yonteminin
de pozitif olanlar1 saptama olasiliginin arttigt goriilmektedir (iliski katsayisi,
Cramer’s V= 0,608). Buna karsilik ¢calismamizda mikroplak yontemiyle zayif, orta
ya da kuvvetli pozitif biyofilm olusturdugu gosterildigi halde KRA’da negatif olarak
saptanan suslar bulunmaktadir. Yapilan bir ¢calismada 128 ica pozitif S.aureus susun
mikroplak yontemi, tiip yontemi ve KRA kullanarak arastirildiginda; tiip yontemi ve
mikrotitrasyon plagi yontemini uyumlu bulurken, KRA besiyeri sonuglari uyumlu

bulunmamistir (Knobloch ve ark., 2002).

Calismamizda icaA, icaD ve 1S256 gen pozitiflikleri saptanan sus sayilari sirasiyla;
47 (%22.38), 75 (%35.71) ve 100 (%47.62) olarak bulunmustur. PZR yontemiyle

aragtiritlmis olan icaA, icaD ve 1S256 genlerinin en az birinin pozitif olma durumunda
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mikroplakta da biyofilm olusumu pozitif olarak saptanmistir (sirasiyla, p<0.001,
p<0.001, p<0.05). Suslarin her ii¢ geni de tasimasi halinde mikroplakta biyofilm
olusturmama durumunun izlenmedigi gorilmistir (p<0.001). Liberto ve
arkadaslarinin yaptigi bir arastirmada da ¢alistiklart KNS’lerin %79.3’linde KRA’da
slime faktorii olusumu ile biyofilm genlerinin (icaA ve icaD) varlig1 ve slime faktori
tiretimi olmamasiyla da icaA ve icaD genlerinden birinin yoklugu arasinda uyum

tespit edilmistir (Liberto ve ark., 2009).

Toplam 12 adet susta (10’u periferik kan kiiltiirii, 2’si burun 6rneginden izole edilen
suslar) mikroplakta biyofilm olusumu gosterilmesine ragmen PZR yo6ntemi ile icaA,
icaD ve 1S256 genleri saptanamamistir. Biyofilm olusumunda farkli genlerin ve
mekanizmalarin rol oynadig1 disiiniiliirse daha fazla gen arastirilmasi sonucunda bu
suglarin da mekanizmalarinin agiklanabilecegini diisiinmekteyiz. Vasudevan ve
arkadaslarinin biyofilm pozitif ve negatif toplam 35 izolatin tamaminda icaA ve icaD
genlerinin bulundugunu gostermislerdir. Calismada iki susta icaAD pozitif olmasina
ragmen Uretiminin goriilmemesi insersiyonel inaktivasyona veya ica lokusundaki

delesyonlara bagli olabilecegi bildirilmistir (Vasudevan ve ark., 2003).

Biyofilm olusumundan sorumlu genlerin gosterilmesi kolay degerlendirilebilir, hizli
bir yontem olmakla birlikte biyofilm olusturma kapasitesini gostermesi ve her zaman
fenotipik olarak gostermemesi gibi dezavantajlar1 mevcuttur (O’Gara ve ark., 2001).
Genotipik yontem sonucunda genlerin saptanamadigi durumlarda; var olan genlerin
faz varyasyonu, biyofilm olusumunda baska genler ya da bagka mekanizmalarin
etkin olmasi s6z konusu olabilecegi gibi, var olan genlerde degisiklik de goz ardi
edilmemelidir. KRA ucuz, kolay, rutinde uygulanabilir olmakla birlikte
degerlendirmenin siibjektif olmasi, besiyerinden, kiiltiir kosullarindan etkilenmesi ve
mikroplak sonucunda zayif biyofilm olusumu gosterenleri saptayamama gibi
dezavantajlart nedeniyle dikkatli degerlendirilmesi gerekmektedir. Mikroplak
yontemi biyofilm hakkinda kantitasyon vermesi acisindan faydali olmakla birlikte,
yontemin zahmetli olmasi, ¢ok uzun siirede sonu¢ vermesi, kontaminasyon riski ve

her seferinde cut off degerinin hesaplanmasi gibi zorluklar1 mevcuttur.
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Mikroplak ydnteminde biyofilm olusturdugu gosterilen KNS’lerin MBEK/MIK
oranlarmin ortanca degeri 4 (1-128), negatif bulunan KNS’lerin MBEK/MIK
oranlarinin ortanca degeri 1 (1-4) olarak saptanmistir (Tablo 4.24). Zayif biyofilm
olusturan suslarda MBEK/MIK orani diisiikken, suslarin biyofilm olusturma giicii
artika bu oranin yiikselmesi istatistiksel acidan anlamli bulunmustur (p< 0.001).
Antunes ve arkadaslar1 da biyofilm olusturma derecesi arttikga MBEK degerlerinin
arttigin1 saptamislardir (p<0.001). Ayrica ¢aligmalarinda zayif biyofilm olusturanlar
ile giiclii biyofilm olusturanlarn MBEK/MIK degerlerini karsilastirmiglar ve
MBEK/MIK degerlerinin giiglii biyofilm olusturanlarda anlamli derecede yiiksek
oldugunu gostermislerdir (p<0.001). MBEK ya da MBEK/MIK oraninin giiclii
biyofilm iiretenlerde daha yliksek degerlerlerde olmasini, bu suslarda biyofilm
tabakasinin daha fazla oldugu i¢in vankomisinin diflizyonunun daha zor olacagi
yoniinde agiklanmaktadir (Antunes ve ark., 2011). Yapilan baska ¢alismalarda da
biyofilm olusumu ile diren¢ gelisimi; biyofilm  matriksi  nedeniyle
antimikrobiyallerin diflizyonunundaki azalmaya baglanmistir (Rice, 2006; Frank ve

ark., 2007).

KNS suslar1 invaziv olan veya olmayan oOrneklerden izole edilmelerine gore
gruplandirilarak incelendiginde, MBEK/MIK degerlerinde anlamli farklilik
saptanmamistir  (p=0.795). Invaziv olan ve olmayan suslarin arasinda fark
bulunamamasmin nedeninin; KDE etkeni olan ve kontaminant olan KNS’lerin
periferik kan kiiltiirii izolati olarak tek bir grup altinda toplanmasi ve invaziv
ornekler arasinda yer almasindan; kateter kolonizani olarak kabul edilen suslarin ise
invaziv olmayan grupta yer almasindan kaynaklaniyor olacagini diisiinmekteyiz
(Tablo 4.1). Suslarin izole edildikleri bolgelere gére MBEK/MIK degerleri
karsilagtirildiginda ise ellerden ve periferik kandan izole edilen KNS’lerde
MBEK/MIK degerlerinin digerlerine gére daha diisiik olmasi, KIKDE etkenlerinin
MBEK/MIK degerlerinin digerlerine gore yiiksek olmasr istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0.05). KIKDE etkeni olan KNS’lerin yiiksek virulans, adezyon
Ozelliklerinin olmas1 ve dolayisiyla da MBEK oranlarinin yiiksek olmasi beklenen

bir sonug olarak yorumlanmustir.

132



Son yillarda 6zellikle tedavi se¢imlerinde yenilikler yapilmasina yonelik fikirler
giindemdedir. Ideal tedavi stratejisi, biyofilm matriksindeki ekstraselliiler polimerik
maddelerden en az etkilenecek, ¢cok hizli bakterisidal etki gosterebilecek ve etki
mekanizmasi biyofilm hiicrelerinin biiylime hizindan etkilenmeyecek antimikrobiyal

ajanlar iizerine yogunlagsmaktadir (Mathur ve ark., 2004; Cargill ve ark., 2009).

Mathur ve arkadaslar1 ¢alismalarinda iki kontrol susu (S.epidermidis ATCC 35983 ve
S.epidermidis ATCC 12228) ve iki klinik izolatta (MRSA ve metisilin direngli KNS)
linezolid, vankomisin, dalfopristin/ kinupristin ve ranbezolidin MiK ve MBEK
degerlerini karsilastirmislardir. Calismadaki tiim &rneklerde MBEK degerleri MIK
degerlerine gore belirgin artmis (2—16 kat) olmakla birlikte, bu artis oraninin en az
oldugu antibiyotiklerin dalfopristin/kinupristin ve ranbezolid oldugu goriilmiistiir.
Calismalarinda dalfopristine/Kinupristin ve ranbezolidi biyofilm olusumundaki

bakterilere en etkili antibiyotikler olarak bildirilmislerdir (Mathur ve ark., 2004).

Ceri ve arkadaslart in vitro model kullanarak c¢esitli antibiyotiklerin MBEK
degerlerini arastirmislardir. Calismalarinda stafilokoklarin MIK degerleri ile MBEK
degerleri arasindaki farklarin ¢ok yiiksek oldugunu, siprofloksasin, klindamisin,
sefazolin, oksasilin ve vankomisinin ¢ok yiiksek dozda uygulanmasi durumunda bile
stafilokoklarin olugturdugu biyofilmi inhibe etmedigini gozlemislerdir ve biyofilme

kars1 en etkili antibiyotigi gentamisin olarak belirtmislerdir (Ceri ve ark., 1999).

Vankomisin ve teikoplaninin subinhibitér konsantrasyonlarda ica genlerinin
ekpresyonunu etkilemedigi gosterilmistir. S.epidermidis vankomisine oldukga
duyarli olmasina ragmen biyofilm i¢indeki bakteri i¢in ayn1 seyi sdylemek miimkiin
degildir. Vankomisinin molekiil biyiikliigii bu azalmis duyarliliktan sorumlu
tutulmaktadir. Bazi ¢aligmalarda biyofilmin kendisinin glikopeptid aktivitesini

azalttig1 one siiriilmektedir (Rachid ve ark., 2000).
El-azizi ve arkadaslar1 linezolid, vankomisin, quinupristin / dalfopristinin MIK ve

MBEK degerlerini karsilagtirmiglardir. Calismalarinda planktonik form, biyofilm

olusumu ve biyofilmden kopan bakteriler olmak iizere ii¢ faz kullanmislardir.
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Biyofilm bakterilerinin plaktoniklere ve biyofilmden kopan bakterilere kiyasla
antibiyotiklere karsi ¢ok daha direngli oldugunu belirtmislerdir. Quinupristin
/dalfopristin biyofilmden kopan pargalara karsi en etkili antimikrobiyal olarak
bulunurken, vankomisin 500 ve 1000 pg/ml gibi yiiksek dozlarda uygulandiginda
MRSA ve S. epidermidis biyofilmlerine etkili olurken, MSSA’nin olusturdugu
biyofilme kars1 etkili olmamustir (E1-Azizi ve ark., 2005).

Calismamizda invaziv olmayan 6rneklerin i¢ine dahil ettigimiz hastane ¢alisanlarinin
burun Orneklerinden izole edilen KNS’lerin %46.15’inin slime faktor ve
%61.54’tiniin mikroplakta biyofilm olusturdugu goriilmiistiir. Mikroplakta biyofilm
olusturanlarin 8 (8/26)’1 kuvvetli, 3 (3/26)’t orta, 5 (5/26)’1 zayif biyofilm
olusturdugu gosterilmistir. Hastane c¢alisanlarinin  burunlarindan izole edilen
stafiloklarin incelendigi bir ¢alismada 81 (%68.6) KNS ve 37’si (%31.4) S.aureus
saptanmistir. Dahili kliniklerde calisan personelden izole edilen KNS suslarinin
25/44°1 (%56.8) slime faktorii pozititken, cerrahi kliniklerde bu oran 28/37 (%75.7)
olarak saptanmustir (Celik ve ark., 2005). Hastane ¢alisanlarinin burunlarindan izole
edilen KNS’lerde slime faktor olusumunun incelendigi baska bir ¢alismada 190 tibbi
personelin burun bosluklarinda saptanan S. epidermidis suslarinda %72.2 gibi yiiksek
bir oranda slime faktor tiretimi gozlenmistir (Bal ve ark., 1997). KNS tiirlerinin kan
akimi ve prostetik materyal enfeksiyonlarindan sorumlu oldugu dikkate alinirsa
saglik calisanlarinin enfeksiyon kontrol onlemlerine uyumda son derecede titiz

davranmalar1 gerekliligi bir kez daha 6n plana ¢ikmistir.

Yenidoganlarda KIKDE enfeksiyonlarmm arastirildigi bir calismada, KiKDE
tanisinda PFGE yontemi kullanilmis; kateter ucu kiiltiir 6rneklerinden ve kan
kiltlirlerinden izole edilen KNS’ler arasinda benzerlik karsilastirilmasi yapilmstir.
Analiz sonucunda duyarlilik oran1 %82.6, 6zgiillik oran1 %100 olarak saptanmistir

(Riboli ve ark., 2014).

Bizim g¢alismamizda da bir sus hari¢c PFGE’de ayni hastalarin kateter 6rnekleri ve
kanlarindan KIKDE etkeni olarak izole edilen suslarm %100 benzer profil
olusturdugu goézlemlenmistir. Bu bulgu hastalardaki KDE etkenlerinin kateter
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kaynakli oldugunun géstergesi olarak yorumlanmistir. KIKDE etkenlerinin
epidemiyolojik 6zellikleri incelendiginde; iki farkli hastadan (6 ve 36 no’lu hastalar)
izole edilen S. epidermidis suslar1 arasinda %85 oraninda yakinlik tespit edilmistir
(Sekil 4.28). Suslarin izole edildigi hastalara ait veriler incelendiginde; hastalarin
yatis tarihlerinin, bdliimlerinin ve hastanelerinin farkli oldugu saptanmstir. iki sus

arasindaki yakinlik rastlantisal olarak yorumlanmustir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bir¢ok enfeksiyonda etken olarak karsimiza ¢ikan KNS’lerin tedavilerinde uygun
olmayan antibiyotiklerin bilingsizce kullanimi, bakterilerin kisa siirede birden ¢ok
ilaca diren¢ gelistirmesine neden olmaktadir. Ozellikle biyofilm tabakas1 olusturan
tiirlerin neden olduklar1 enfeksiyonlarda, biyofilm tabakasinin antimikrobiyal
ajanlardan korunma da bakterilere sagladig1 avantajlar yiiziinden, tedavileri daha zor
ve daha uzun siirede olmaktadir. Bu nedenle KNS suslarinin olusturduklar1 biyofilm
mekanizmasinin anlagilmasi 6nemlidir. Biyofilm olusumunda yer alan genlerin ve
mekanizmalarin anlasilmasi ile bu enfeksiyonlarin tedavisinde yeni nesil mekanizma

bloke edici ilaglarin iiretilmesine 151k tutulabilecektir.

1. Calismaya 30’u saglikli hastane c¢alisani olmayan bireylerin ellerinden, 26’s1
saglikli hastane ¢alisan1 goniilliilerin burunlarindan, 35°1 kateter kolonizasyonu
etkeni, 15’i KIKDE etkeni (15 SVK 6rneklerinden + 15 bu hastalarin periferik
kan kiiltiirlerinden izole edilen), 89 SVK takili olmayan hastalarin periferik kan
kiiltiirlerinden izole edilen toplam 210 KNS susu alinmistir. Calismamizdaki
KIKDE etkenlerinin sayisinin az olmas1 kliniklerden SVK ile birlikte periferik
kan kiltlir ©rnegi gonderilmemesinden kaynaklanmaktadir. Calismamiza
periferik kan kiiltiirii gonderilmeden sadece kateter kiiltiirii génderilen ve kateter
kiiltiiriinde KNS {ireyen hastalardan izole edilen suslar; kateter kolonizasyonu
veya KIKDE etkeni ayrimi yapilamayacagi i¢in dahil edilmemistir.
(Calismamizdaki kateter kolonizani olan suglar; SVK 6rnegi ile birlikte periferik
kan kiiltiiri gonderilen hastalarin, periferik kan kiiltiirlerinde KNS {iremesi
olmayip, sadece SVK kiiltiirlerinde anlamli KNS iiremesi olan suslardir.)
Hastalarin kateterlerinin ¢ekilmesi esanasinda periferik kan kiiltiiri 6rneginin de
yollanmasinm;  KIKDE  etkenlerinin ~ dogru  tamimlanmasi,  kateter
kolonizanlarinin belirlenmesi ve hastanin gereksiz antimikrobiyal kullaniminin

onlenmesi agisindan 6nemli oldugu goriisiindeyiz.

2. Toplam 210 susun 74’1 (%35.23) S. epidermidis, 58’1 (%27.61) S. haemolyticus,
52’si (%24.76) S. hominis, 13’1 (%6.19) S. capitis, 8’1 (%3.8) S. warnerii, 2’si
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% (0.95) S. lugdunenesis, 2’si %(0.95) S. saprophyticus, 1’i (%0.47) S. sciuri

olarak tiplendirilmistir.

Indiiklenebilir klindamisin direnci 13 S. epidermidis susunda (%17.57), 8 S.
haemolyticus susunda (%13.79), 17 S. hominis susunda (%32.69), 3 S. capitis’de
(%23.08) bulunmustur. Istatistiksel olarak tiirler arasinda indiiklenebilir

klindamisin direnci agisindan anlamli fark saptanamamuistir (p>0.05).

S. haemolyticus’ta sefoksitin (%91.8), sefazolin (%91.8), amoksisilin-klavulonat
(%91.8), siprofloksasin (%84.48), trimetoprim-siilfametoksazol (%84.48),
rifampisin (%51.72) ve gentamisine (%81.03) kars1 diren¢ oranlarimin diger
tiirlere gore anlamli oranda yiiksek oldugu ve klindamisine kars1 direng oraninin
da (%34.48) diger tilirlere gore anlamli oranda diisiik oldugu saptanirken
(p<0.05); eritromisin ve tetrasikline kars1 olan diren¢ oranlarinda tiirler arasinda

istatistiksel olarak farklilik saptanmamustir.

Suslarmn  vankomisin i¢in MIK degerleri CLSI (2014) verilerine gore
degerlendirilmis, hepsi <4 pg/ml olarak bulunmus ve duyarl kabul edilmistir.
Suslarin biiyiik bir béliimiiniin MiK degerinin 1 pg/ml [90 (%42,85)] ve 2
pg/ml [76 (%36,19)] oldugu goriilmiistiir. Calismamizda vankomisine karsi
direncli sus tespit edilmemistir. Bu veri vankomisinin planktonik formdaki KNS
suslarinda giivenle kullaniminin uygun oldugu yoéniinde yorumlanmistir.
Biyofilm olusturan KNS suslarinda daha yiiksek vankomisin dozlarina ihtiyag
olabilecegi, asagida aciklandigi iizere, c¢alismamizin biyofilm deneyleri

sonucunda ortaya konulmustur.

Suglarin mecA geni varligima PZR yontemiyle bakilmistir. Toplam 210 KNS
susunun 159’unda (%78.09) mecA geni varligi saptanmistir. Bu oran KNS
suslarinda metisilin direncinin yiiksekligine isaret etmekte ve uygun

antimikrobiyal se¢ciminin 6nemini vurgulamaktadir.
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Susglarin metisilin direng oranlarim1 saptamak amaciyla rutin uygulamada
kullanilmakta olan ve CLSI (2014) tarafindan Onerilen, fenotipik bir yontem
olan sefoksitin diski kullanarak yapilan Kirby-Bauer disk diflizyon yonteminde;
PZR yontemi ile mecA geni tasidigi gosterilen 159 susun 144’4 (%90.57)
metisilin direngli olarak saptanirken, 15’1 (%9.43) metisilin duyarli bulunmustur.
mecA geni tasidigi halde fenotipik olarak duyarli bulunan 15 susun, 13’i invaziv
olmayan oOrneklerden izole edilen suslar iken (3 el, 8 burun, 2 Kateter

kolonizasyon 6rnegi), 2’si periferik kan kiiltlirinden izole edilen KNS suslaridir.

PZR yo6ntemi ile mecA geni negatif olarak bulunan toplam 51 susun, sefoksitin
diski kullanilarak uygulanan Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle saptanan
direng oranlarina bakildiginda, kateter kolonizasyonu etkeni olan bir S. hominis
susunda disk difiizyon yontemiyle diren¢ saptandigi goriilmiistiir. Buna gore
metisilin direnci saptanmasinda mecA geni bulunmasi altin standart olarak kabul
edildiginde, sefoksitin disk diflizyon testiyle metisilin direnci saptanmasi
yonteminin duyarliligt %91 (testin giiven araligi: %85-94), ozgiilliigii %98,
(testin giiven araligi: %89-99), negatif prediktif degeri %76.92 (testin giiven
araligi: %71-82), pozitif prediktif degeri %99.31(testin giiven araligi: %97-99)
olarak saptanmistir. Calismamizda saptanan bu degerler yapilan bazi caligsmalar

ile uyum gostermektedir:

Swenson ve arkadaslari, 62 S. aureus ve 53 KNS susunda metisilin direncini
tespit etmek i¢in sefoksitin diski kullanilarak yapilan Kirby-Bauer disk diflizyon
yonteminini mecA PZR ile karsilastirmislar ve sonugta Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemininin duyarlilik ve 6zgiilliigiinii; S. aureus suslari i¢in %98 ve
% 100, KNS suslar1 igin %99 ve %96 olarak bulmuslardir (Swenson ve ark.,,
2005). Palazzo ve arkadaslari, 58 S. aureus ve 58 KNS susunda oksasilin agar
dilisyon, Kirby-Bauer disk difiizyon yoOnteminini (oksasilin ve sefoksitin
diskleri kullanarak), ve mecA PZR ile metisilin direncini arastirmiglardir. Rutin
laboratuvarlarda disk diflizyon testi yontemlerinin yiiksek duyarlilik ve
ozgilliige sahip olmalar1 ve ucuz olmalar1 nedeniyle tercih edilebilecegini buna

karsin diisiik diizey ya da heterojen dirence sahip KNS’lerde fenotipik
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10.

yontemlerin metisilin direncini belirlemede yeterli olmadigimi vurgulamislardir
(Palazzo ve ark., 2007). Metisilin direncinin dogru olarak belirlenememesi,
etkili olmayan bir tedavinin uygulanmasina yol agarken, klinige yanlis pozitif
sonu¢ verilmesi de gereksiz yere pahali ve ciddi yan etkileri bulunan bir
glikopeptid antibiyotigin kullanilmasina neden olabilmektedir. Calismamizin
sonucunda; KNS suslarinda metisilin direncinin belirlenmesinde sefoksitin diski
kullanilarak yapilan Kirby-Bauer disk difiizyon yontemininin 6zgiilliigliniin %98
bulunmasi, CLSI 6nerileri dogrultusunda rutin laboratuvarlarda kullanilmasinin
uygun olacagr goriisiinii desteklemekledir. Bununla birlikte verilerimiz,
surveyans calismalarinda mecA geni arastirilarak metisilin direnci takibinin

onemine dikkat cekmektedir.

Tiplendirimi yapilan 154 susun 38’inin SCCmec tip I (%24.68), 27’sinin
SCCmec tip II (%17.53), 3’iintin SCCmec tip III (%1.89), 59’unun SCCmec tip
V ( % 38.31), 15’inin SCCmec tip VI (%9.74), 5’inin SCCmec tip | + V
(%3.25), 2’sinin SCCmec tip I + I (%1.30), 2’sinin SCCmec tip | + 111 (%1.30),
2’sinin SCCmec tip Il + V (%1.30) ve 1’inin SCCmec tip Il + VI (% 0.63)
oldugu saptanmistir. SCC mec tipV ve SCCmec tip VI’da S. haemolyticus
oranlar sirastyla %85 ve %54.7 olarak bulunmus ve bu tiplerde S. haemolyticus
bulunma olasilig: diger tiirlere gore istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek
kabul edilmistir (p<0.001). Ulkemizde yapilan bir baska ¢alismada, toplam 261
metisilin direngli KNS’nin SCCmec tiplendirilmesi yapilan bir g¢alismada,;
SCCmec tip I; 61 (%23.3) SCCmec tip 11 0 (%0), SCCmec tip Il1; 31 (%11.8),
SCCmec tip IV 65 (%24.9), SCCmec tip V 37 (%14.1), SCCmec tip VI 46
(%17.6) olarak bulunmustur (Mert ve ark., 2011). Aym c¢alismada
tiplendirilemeyen 21 (%18.2) sus bulunmaktadir. KNS suslariin SCCmec
tiplerinin, tiirlerine, izole edildikleri klinik 6rnege ya da cografi bolgeye gore
degiskenlik gosterip gostermedigini ve viriilans faktorleri ile ilgili olup
olmadiklarim1 ortaya koymak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugu

goriisiindeyiz.
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12.

13.

KNS suslarinda biyofilm olusumlarinin incelenmesi amaciyla mikroplak
yontemi uygulanmistir. Degerlendirme asamasinda sadece besiyeri iceren ve
negatif kontrol iceren kuyucuklarin optik dansitelerinden yola ¢ikilarak yapilan
istatistiksel hesaplama sonucunda bir cut off degeri hesaplanmig ve bu cut off
(ODc¢) kullanilarak pozitif ve negatif degerler belirlenmistir. OD¢ degeri 0.28’in
altinda deger veren kuyucukta biyofilm olugsmadigi; 0.28-0.56 degerleri
arasindaki kuyucuklarda zayif (+ kuvvetinde) biyofilm olustugu; 0.57-1.12
degerleri arasindaki kuyucuklarda orta (++ kuvvetinde) diizeyde biyofilm
olustugu; 1.13 ve lizerinde deger veren kuyucuklarda biyofilm olusumunun
kuvvetli (+++) oldugu kabul edilmistir. Bunun sonucunda; suslarin, 136’simin
(%64.76) biyofilm olusturdugu, 74’tniin (%35.23) ise olusturmadigi
goriilmistlir. Biyofilm olusturmayan suslarin 43’14 (43/74; %58.11) invaziv
orneklere ait iken, biyofilm olusturanlarin 76’sinin (76/136; %55.88) invaziv
orneklere ait oldugu saptanmistir. Mikroplak yontemiyle biyofilm olusumu
acisindan incelendiginde, invaziv olan ve invaziv olmayan Orneklerden izole
edilen KNS suslar1 arasinda anlamli farklilik saptanmamistir (p>0.05). Farklilik
ortaya c¢ikmamasindaki sebeplerden birincisi periferik kan kiiltiiriinden elde
edilen tiim KNS suslarimi (etken olan ve kontaminant olan) calismaya dahil
etmis olmamiz olarak yorumlanmustir. Ikinci sebep ise hastane c¢alisanlarin
burunlarindan izole edilen KNS suslarinda biyofilm olusumunun beklenenden
yliksek olusudur ki bu da hastane ¢alisanlarinin, gerek hastane ortamindan gerek

hastalardan kaynaklanan ¢ok c¢esitli suslarla etkilesmesi olarak diisiiniilebilir.

Toplam 210 susun 48°i (%22.86) zayif; 5571 (%26.19) orta; 33’i (%15.71)

kuvvetli biyofilm olusturmuglardir.

izole edildikleri yerlere gore incelendiginde KIKDE etkeni olan ve kateter
kolonizasyonu yapan KNS suslarinda mikroplak yonteminde biyofilm olusturma
oraninin digerlerine gore daha yiiksek saptanmasi istatistiksel agcidan anlamli
olarak yiiksek bulunmustur (p< 0.001). KIKDE etkenleri, ¢alismanin son
basamag olan PFGE ile aynmi hastalarin SVK’larindan alinan 6rneklerde ireyen

KNS suglar ile birebir ayn1 ¢ikmislardir. Bu da bize bu hastalardaki kan dolagim
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14.

15.

16.

enfeksiyonu etkenlerinin  kateter kaynakli oldugunu epidemiyolojk yolla
ispatlamaktadir. KIKDE olan hastalardan izole edilen SVK kaynakli KNS’lerin
biri hari¢ hepsinin mikroplakta biyofilm olusturdugu ve yine bir baskasi haric
hepsinin biyofilm genlerinin diizenlenmesinde rol iistlenen 1S256 genine sahip
oldugu saptanmistir. Bu bulgular da KIKDE suslarinin neden diger suslara gore
daha yiiksek biyofim olusturma oranina sahip oldugunu agiklamaktadir. Kateter
kolonizani olarak izole edilen KNS suslarinda biyofilm olusumlarinin yiiksek
olmasi ise, bu mikroorganizmalarin genellikle biyomateryaller iizerinde biyofilm

tabakasi olusturmasiyla iligkili bulunmustur.

Periferik kan kiiltiirlerinden ve ellerden izole edilen KNS’lerin ise mikroplak
yonteminde biyofilm olusturmama oran1 digerlerine gore anlamli oranda
yiksektir (p< 0.001). Hastane c¢alisan1 olmayan kisilerin ellerinden alinan
orneklerden ve periferik kan kiiltiirlerinden (kontaminantlar ve etkenlerin hepsi
calismaya alinmistir) izole edilen KNS’lerde biyofilm olusumun diisiik olmasi
beklenen bir sonuctur. Periferik kan kiiltiirlerinden izole edilen KDE etkeni ile
kontaminantlar ayrildiginda; KDE olan KNS’lerin (11/13; %84.62) mikroplakta
biyofim olusturma oranlarinin kontaminantlara (36/74; %48.65) gore anlamli

derecede fazla oldugu ortaya ¢ikmustir (p<0.001).

Suslarin slime faktor olusumu KRA yontemi ile arastirilmistir. Buna gore toplam
210 susun 68’i (%32.38) slime faktor pozitif, 142’si (%67.62) slime faktor
negatif olarak degerlendirilmistir. Mikroplak yontemi ile karsilastirildiginda
oran ¢ok diisliktiir ki fenotipik bir yontem olmasi ve degerlendirmenin subjektif
olmasi1 gibi yontemin dezavantajlari mevcuttur. Bu durum, zayif biyofilm iireten
suslarin, KRA yontemi ile degerlendirilmesinin zor olmasina ve sonuglarinin

yorumlanmasindaki giigliige baglanabilir.

Calismadaki tiim suslarda icaA, icaD ve 1S256 genleri arastirilmistir. icaA, icaD
ve 1S256 gen pozitiflikleri saptanan sus sayilar1 sirasiyla; 47 (9%22.38), 75
(%35.71) ve 100 (%47.62) olarak bulunmustur. Genlerin tek tek pozitiflikleri

durumunda, mikroplakta biyofilm olusumunun da pozitif olarak saptanmasi

141



17.

18.

anlamli  bulunmustur (p<0.001). Stafilokok suslarmin biyofilm olusumlar
iizerine etkili ¢cok fazla sayida gen bulunmaktadir. Calismamizda en sik rastlanan
gen bolgeleri se¢ilmistir. Calismamizda her bir genin tek basina varligi ile
mikroplakta biyofilm olusumu arasinda dogru orant1 kurulmus olsa da, ilerideki
calismalarda diger gen bolgelerinin de secilmesi ve arastirilmasinin daha

aciklayici olabilecegi goriisiindeyiz.

El Azizi ve arkadaslarinin yaptigi calismada metisilin direngli ve duyarlt S.
aureus ve S. epidermidis suslarminin vankomisin, linezolid, dalfopristin,
quinopristin ve dalfopristin-quinopristine olan MIK degerleri ve biyofilm
olusturmus suslar iizerine MBEK degerleri arastinlmistir. Arastirmacilar,
biyofilm bakterilerinin, planktonik bakterilere oranla 8-12 kat daha fazla direngli
oldugunu, biyofilm olusturmus bakterilerin eradikasyonunun zor oldugunu ve bu
bakterilere kars1 antimikrobiyal kullanirken MiK degerlerinin ¢ok daha iistiinde

dozlarda kullanilmas1 gerekliligini vurgulamislardir [El Azizi ve ark.,, 2005].

Tiim suglar ele alindiginda; vankomisin icin MBEK ortanca degerinin 4 pg/ml
(1-128) oldugu saptanmustir. Mikroplak yonteminde biyofilm olusturdugu
gosterilen KNS’lerin MBEK/MIK oranlarinin ortanca degeri 4 (1-128), negatif
bulunan KNS’lerin MBEK/MIK oranlarinin ortanca degeri 1 (1-4) olarak
saptanmistir. Biyofilm kuvvet dereceleriyle birlikte ele alindiginda; zayif
biyofilm olusturan suslarda MBEK / MIK oram diisiikken, suslarin biyofilm
olusturma giicli arttikga bu oranin yiikselmesi istatistiksel acidan da anlamh
bulunmugtur (p<0.001). Bu da biyofilm tabakasinin kuvveti arttik¢a
antimikrobiyale kars1 gecirgenligin azalmasi ve en iist tabaka antimikrobiyalden
etkilense bile asag1 indikge etkilenen sus sayisinin azalmasi sonucunda beklenen
bir bulgudur. Bu veri biyofilm olusturan suslarda daha yiiksek dozlarda
vankomisin kullanima ihtiyag duyulabilecegi seklinde, 6nemli bir bulgu olarak

yorumlanmustir.
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OZET

Santral Venoz Kateterlerden izole Edilen Koagiilaz Negatif Stafilokoklarin
Antimikrobiyal Diren¢ Profilleri ve Biyofilm Olusturma Ozelliklerinin

Konvansiyonel ve Molekiiler Yontemlerle Arastirilmasi

Kateter ile iliskili kan dolasimi enfeksiyonlar1 (KIKDE), hayati tehdit edici
durumlara yol acabilmeleri nedeniyle 6nem tasirlar. Koagiilaz negatif stafilokoklar
(KNS), KIKDE etkenleri arasinda ilk siralarda yer alirlar. Bu enfeksiyonlarda,
bakterilerin ~ biyofilm  olusturabilme  potansiyelleri  kateter  {izerindeki
kolonizasyonlarin1 saglayarak onemli bir viriilans faktorii olarak karsimiza ¢ikmakta

ve tedaviyi gii¢lestirmektedir.

Calismamizda 30’u saglikli hastane calisani olmayan bireylerin ellerinden, 26’s1
saglikli hastane c¢alisan1 goniilliilerin burunlarindan, 35’1 kateter kolonizasyonu
etkeni, 15’1 KIKDE etkeni (15 santral venoz kateterden + 15 bu hastalarin periferik
kan Kkiiltiirlerinden izole), 89 kateter takili olmayan hastalarin periferik kan
kiiltiirlerinden izole edilen toplam 210 KNS susu kullanilmistir. Toplam 210 susun
74’0 (%35,23) S. epidermidis, 58’1 (%27,61) S. haemolyticus, 52’si (%24,76) S.
hominis, 13’4 (%6,19) S. capitis, 8’1 (%3,8) S. warnerii, 2’si %(0,95) S.
lugdunenesis,  2’si %(0,95) S. saprophyticus, 1’1 (%0,47) S. sciuri olarak
tiplendirilmistir. Periferik kan kiiltlirlerinden izole edilen KNS suslar1 arasinda;
dahili boliimlerden izole edilenlerde S. epidermidis oraninin, reanimasyon ve yogun
bakim tinitelerinden izole edilenlerde ise S. haemolyticus un oraninin yiiksek olmasi

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Tiim suslarin antimikrobiyal direng profilleri Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile
calisilmis ve higbirisinin teikoplanin ve linezolide direngli olmadiklar1 saptanmustir.
Indiiklenebilir klindamisin direnci 13 S. epidermidis susunda (%17.57), 8 S.
haemolyticus’da (%13.79), 17 S. hominis’de (%32.69), 3 S. capitis’de (%23.08)
bulunmustur. S. haemolyticus’ta sefoksitin (%91.8), sefazolin (%91,8), amoksisilin-
klavulonat (%91.8), siprofloksasin (%84.48), trimetoprim-siilfametoksazol (%84.48),

rifampisin (%51.72) ve gentamisine (%81.03) kars1 diren¢ oranlarimin diger tiirlere

143



gore anlamli oranda yiliksek oldugu ve klindamisine karsi direng oranimnin da

(%34.48) diger tiirlere gore anlamli oranda diisiik oldugu saptanmistir (p<<0.05).

Suslarin vankomisin i¢in minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri CLSI
(2014) verilerine gore degerlendirilmis, hepsi < 4 pg/ml olarak bulunmus ve duyarh
kabul edilmistir. Suslarin izole edildikleri bolgelere vankomisin MIK degerleri
karsilagtirildiginda; burundan ve periferik kan kiiltiirlerinden izole edilen KNS’lerde

MIK degeri istatistiksel olarak anlaml1 oranda daha yiiksek saptanmistir (p<0.001).

Suslarin metisilin direncine mecA geni arastirilarak PZR yontemiyle bakilmistir.
Toplam 210 KNS susunun 159’unda (%78.09) mecA geni varlig1 saptanmistir.
Istatistiksel olarak invaziv suslardamecA geninin yiiksek oranda pozitif, invaziv
olmayan suslarda ise mecA geninin yliksek oranda negatif olarak saptanmasi anlamh
bulunmustur (p<0.001). Suslar izole edildikleri orneklere gore gruplandirilarak
birbirleriyle karsilastirildiklarinda, ellerden izole edilen 30 susun 19 (%63.3)’unda
mecA geninin negatif olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001).
Fischer exact testi ile suslar tiirlerine gore incelendiginde S. haemolyticus’ta mecA
geninin yiiksek oranda pozitif, S. warnerii’de ise yiiksek oranda negatif saptanmasi

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001).

mecA geni pozitif bulunan 159 susun 144’1 (%90.57) CLSI (2014) tarafindan
onerilen fenotipik yontem olan sefoksitin disk difiizyon testi ile de metisilin direngli
olarak saptanirken, 15’1 (%9.43) bu yontem ile metisilin duyarli bulunmustur. Buna
gore metisilin direnci saptanmasinda mecA geni bulunmasi altin standart olarak kabul
edilirse, sefoksitin disk difiizyon testiyle metisilin direnci saptanmasi yonteminin
duyarliligi %91 (testin gliven araligi: %85-94), 6zgiilliigii %98, (testin giiven araligi:
%89-99), negatif prediktif degeri %76.92 (testin giiven araligi: %71-82), pozitif
prediktif degeri % 99.31(testin giiven araligi: %97-99) olarak saptanmistir.

mecA geni pozitif bulunan 159 olan susa SCCmec tiplendirimi amaciyla M-PZR

protokolii uygulanmigtir. Tiplendirimi yapilabilen 154 susun 38’inin tip I (%24.68),
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27’sinin tip I (%17.53), 3’iintin tip I (%1.89), 59’unun tip V ( % 38.31), 15’1nin tip
VI (%9.74), 5’inin tip I + V (%3.25), 2’sinin tip 1 + II (%1.30), 2’sinin tip 1 + III
(%1.30), 2’sinin tip II + V (%1.30) ve 1’inin tip III + VI (% 0.63)oldugu
saptanmistir. SCCmec tipV ve tipVI’da S. haemolyticus oranlar1 sirasiyla %85 ve
%354,7 olarak bulunmustur (p<0.001).

Suslarin biyofilm olusturma yetenekleri mikroplak yontemi ile kantitatif olarak
gosterilirken, slime faktér olusumlarina da Kongo red agar (KRA) yontemi ile
fenotipik olarak bakilmistir. Mikroplakta suslarin 136’simmin (%64.76) biyofilm
olusturdugu, 74’lniin (%35.23) ise olusturmadig gorilmiistiir. Mikroplak
yontemiyle biyofilm olusumu acisindan incelendiginde, invaziv olan ve invaziv
olmayan Orneklerden izole edilen KNS suslart arasinda anlamli farklilik
saptanmamustir (p>0.05). Izole edildikleri yerlere gére incelendiginde KIKDE etkeni
olan ve kateter kolonizasyonu yapan KNS suslarinda mikroplak yonteminde biyofilm
olusturma oranmin digerlerine gore daha yiiksek saptanmasi istatistiksel agidan
anlamli olarak yiliksek bulunmustur (p< 0.001). KRA yo6nteminde toplam 210 susun
68’1 (%32.38’1) slime faktor pozitif, 142’si (%67.62) slime faktér negatif olarak
degerlendirilmistir. Mikroplak yonteminde biyofilm olusturma giicii (pozitiflik
derecesi) arttitkga KRA yonteminin de pozitif olanlar1 saptama olasiliginin arttig

goriilmektedir (iliski katsayisi, Cramer’s V= 0.608).

Calismadaki tiim suslarda icaA, icaD ve 1S256 genleri arastirilmig, pozitiflik
saptanan sus sayilar1 sirasiyla; 47 (%22.38), 75 (%35.71) ve 100 (%47.62) olarak
bulunmustur. Genlerin herhangi birinin pozitifligi durumunda, mikroplakta biyofilm

olusumunun da pozitif olarak saptanmasi1 anlamli bulunmustur (p<0.001).

Mikroplak yontemiyle biyofilm olusturdugu gosterilen (zayif, orta ya da kuvvetli
diizeyde) toplam 136 sus [S.epidermidis (n:57), S. hominis (n:36), S. haemolyticus
(n:33), S.capitis (n:7), S. lugdunensis (n:1), S. saprophyticus (n:1) ve S. sciuri (n:1)]
minimum biyofilm eradike edici konsantrasyon (MBEK) degerlerinin hesaplanmasi
igin test edilmislerdir. Tirler arasinda S. warnerii’nin diger suslara gore MBEK

degeri anlaml1 olarak daha diisiik bulunmustur (p<0.001). Ellerden izole edilen KNS
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suslarinin MBEK degerleri diger suslara gore anlamli derecede diisiik bulunmustur

(p<0.001).

KIKDE etkeni 15 adet sus izole edilmistir; bunlarin 7’si S.epidermidis, 5’i S.
haemolyticus, 3’ii S. hominis olarak tiplendirilmistir. KIKDE etkeni olan suslara,
kateterden izole edilen suslar ile olan benzerliklerini ortaya koymak amaciyla
Degisken Alanli Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis-PFGE)
uygulanmustir. PFGE’de aym hastalarin kateter drnekleri ve kanlarindan KiKDE
etkeni olarak izole edilen suslarin %100 benzer profil olusturdugu gézlemlenmistir.
Bununla birlikte farkli hastalarin KiKDE etkenleri arasinda epidemiyolojik

benzerlige rastlanmamustir.

Calismamizda hastanemizdeki kateter ile iliskili kan dolasimi etkenlerinin
epidemiyolojik oOzellikleri ve antimikrobiyal diren¢ profilleri hakkinda bilgi

edinilmesini saglayarak, tedavi protokollerine 11k tutulmasit hedeflenmistir.

Calisma rutin mikrobiyolojik inceleme i¢in gonderilen hasta kiiltiirlerinden elde
edilen suslar lizerinden yiiriitiilmistlir. Saglikli kontrollerden 6rnek alinmasi i¢in
“bilgilendirilmis goniilli olur formu” hazirlanmis ve calisma etik kurul onayi

almistir.

Anahtar Kelime: Koagiilaz negatif stafilokok, biyofilm, kateter, vankomisin, mecA
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SUMMARY

Investigation of Antimicrobial Resistance Patterns and Biofilm Generation
Properties of Coagulase Negative Staphylococci That Were Isolated From

Central Venous Catheters by Conventional and Molecular Methods

Catheter related blood stream infections (CRBSI) are important because they may
cause life threatening situations. Coagulase negative staphylococci (CoNS) are one
of the first factors of CRBSI. In these infections, biofilm generation potential of the
bacteria appears as an important virulence factor and makes the treatment harder by

facilitating their colonization on the catheters.

In our study, a total of 210 CoNS strains, 30 of them were obtained from the hands of
individuals who do not work at the hospital, 26 of them were obtained from the noses
of healthy volunteer hospital workers, 35 of them are catheter colonization factors,
15 of them are CRBSI factors (15 isolated from the central venous catheter + 15
isolated from these patients’ peripheral blood culture), 89 of them were isolated from
peripheral blood cultures of patients who do not have catheters, were used. From
these 210 strains, 74 of them (35.23%) were classified as S. epidermidis, 58 of them
(27.61%) as S. haemolyticus, 52 of them (24.76%) as S. hominis, 13 of them (6.19%)
as S. capitis, 8 of them (3.8%) as S. warnerii, 2 of them (0.95%) as S. lugdunenesis, 2
of them (0.95%) as S. saprophyticus, and 1 of them (0.47%) was classified as S.
sciuri. Among the CoNS strains that were isolated from peripheral blood cultures, it
is statistically significant that in the ones that were isolated from internal medicine
clinics S. epidermidis ratio is high and in the ones that were isolated from

reanimation and intensive care units S. haemolyticus ratio is high (p<0.05).

Antimicrobial resistance profiles of all strains was studied by Kirby-Bauer disc
diffusion method and it was determined that none of them is resistant to teicoplanin
and linezolid. Inducible clindamycin resistance was found in 13 S. epidermidis strain
(17.57%), 8 S. haemolyticus strain (13.79%), 17 S. hominis strain (32.69%), and 3 S.
capitis strain (23.08%). It was determined that in S. haemolyticus, the ratio of the
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resistance to cefoxitin (91.8%), cefazolin (91.8%), amoxicillin - clavulanate (91.8%),
ciprofloxacin (84.48%), trimethoprim/sulfamethoxazole (84.48%),  rifampicin
(51.72%) and gentamicin (81.03%) is significantly higher and the ratio of resistance
to clindamycin is significantly lower than the others (p<0.05).

Minimum inhibitor concentrations (MIC) of the strains for vancomycin were
evaluated according to the CLSI (2014) data, all of them were found as <4 pg/ml and
were accepted sensitive. When the vancomycin MIC values were compared, the MIC
value of CoNS those were isolated from nose and peripheral blood cultures was
detected significantly higher than the others (p<0.001).

Methicilline resistance of the strains was investigated with PCR method by searching
mecA gene. The presence of mecA gene was detected in 159 of 210 (78.09%) CoNS
strain. It is statistically significant that mecA gene in invasive strains is highly
positive and in noninvasive strains it is highly negative (p<0.001). When the strains
are compared to each other by their isolation sites, it is statistically significant that in
19 of 30 (63.3%) strains that were isolated from hands, mecA gene were negative
(p<0.001). When the strains were investigated according to their species by the
Fischer exact test, it is statistically significant that in S. haemolyticus mecA gene is

highly positive and in S. warnerii it is highly negative (p<0.001).

While the 144 of 159 (90.57%) strains which have positive mecA gene were found
resistant to methicilline by cefoxitin disk diffusion test which is a phenotypic method
recommended by CLSI (2014), 15 (9.43%) of them were found sensitive to
methicilline. If the presence of mecA gene is accepted as a gold standard f or
determining methicilline resistance, sensitivity of the cefoxitin disk diffusion test is
91% (confidence interval 85-94%), specifity 98% (confidence interval 89-99%),
negative predictive value 76.92% (confidence interval 71-82%), positive predictive
value 99.31% (confidence interval 97-99%).

M-PCR protocol was applied to 159 strains which have mecA gene for identification
of SCCmec. From the 154 strains which could be identified, 38 of them are type |
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(24.68%), 27 of them are type Il (17.53%), 3 of them are type Il (1.89%), 59 of
them are type V (38.31%), 15 of them are type VI (9.74%), 5 of them are type | + V
(3.25%), 2 of them are type | + 11 (1.30%), 2 of them are type | + 11l (1.30%), 2 of
them are type 1l + V (1.30%) and 1 of them is type Ill + VI (0.63%). S.haemolyticus
ratios were found as 85% and 54.7% in SCCmec type V and type VI respectively
(p<0.001).

While the ability of biofilm generation of the strains was shown quantitatively by
microplate method, the formation of slime factor was observed phenotypically by
Congo Red Agar (CRA) method. It was observed that in the microplate, 136
(64.76%) of the strains formed biofilm, 74 (35.23%) of them did not. When
investigated in terms of biofilm generation by microplate method, there were not any
significant differences determined between the CoNS strains which were isolated
from invasive and non-invasive samples (p>0.05). When investigated according to
their isolated regions, biofilm generation ratios of the CoNS strains that are CRBSI
factors and make catheter colonization were found significantly higher than the
others (p< 0.001). In CRA method from the 210 strains 68 of them (32.38%) were
evaluated as slime factor positive and 42 of them (67.62%) were evaluated as slime
factor negative. As the biofilm generation power in microplate method increases, it is
observed that the possibility of the CRA method to determine the positive ones also

increases (relation coefficient, Cramer’s V= 0.608).

In all the strains in the study, icaA, icaD and 1S256 genes were investigated,
positivity rates were found as 47 (22.38%), 75 (35.71%) and 100 (47.62%)
respectively. In the case of gene positivity, it was found significant that the formation

of biofilm in microplate is also positive (p<0.001).

A total of 136 strains that were proved to form biofilm by microplate method
[S.epidermidis (n:57), S. hominis (n:36), S. haemolyticus (n:33), S.capitis (n:7), S.
lugdunensis (n:1), S. saprophyticus (n:1)ve S. sciuri (n:1)] were tested to calculate
the minimum biofilm eradication concentrations (MBEC). The MBEC value of

S.warnerii were found significantly lower when compared to other strains (p<0.001).
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The MBEC values of CoNS strains that were isolated from hands were found

significantly lower than the others (p<0.001).

A total of 15 CRBSI strains were isolated; 7 of them were identified as
S.epidermidis, 5 of them as S.haemolyticus, 3 of them as S.hominis. Pulsed field gel
electrophoresis (PFGE) was applied to CRBSI strains to show their similarities with
the strains that were isolated from catheters. In the PFGE, it was observed that the
CRBSI strains and the catheter strains of the same patients show 100% similar
profiles. In addition, epidemiological similarity was not observed between CRBSI

strains of different patients.

Our aim is to get information about the epidemiological properties and antimicrobial
resistance profiles of CRBSI strains isolated from our hospital and by this way to
guide the treatment protocols.

The study was performed with the strains that were obtained from routine patient

cultures. To take samples from healthy control group, “informed volunteer consent

form” was prepared and the study was approved by the ethical committee.

Key Words: Coagulase negative staphylococci, biofilm, catheter, vancomycin, mecA
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