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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

KLINIK ORNEKLERDEN iZOLE EDIiLEN KOAGULAZ NEGATIF
STAFILOKOKLARIN ANTIMIiKROBIYAL DUYARLILIKLARI VE BAZI
VIRULANS FAKTORLERININ ARASTIRILMASI

Muhuyedin Abdirahman ZI'YAD

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah

Mikrobiyoloji Programi

Danmisman: Prof. Dr. Hrisi BAHAR TOKMAN

Koagiilaz Negatif Stafilokoklar (KNS) gilinlimiizde, ¢oklu ila¢ direncine sahip olmalar1 ve
biyofilm iiretebilmeleri nedeniyle, infeksiyonlarin tedavisinde giiglilklere neden olmaktadirlar.
Calismamizda KNS’lerin antimikrobiyal diren¢ durumlarinin ve biyofilm olusturma
Ozelliklerinin aragtirilmasi, elde edilen sonuglar dogrultusunda, izolatlarin antibiyotik direng
profilleri ve biyofilm olusturabilme 6zellikleri arasinda bir iliski olup olmadiginin
belirlenmesi amaglanmaktadir.

Calismamiz, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gelen yatan hastalara ait kateter, cerahat, doku orneklerinden
infeksiyon etkeni oldugu 6ngoriilen 100 adet KNS izolati ile gergeklestirilmistir. KNS’ lerin
tiir diizeyinde tanimi1 Matriks-Destekli Lazer Desorpsiyon/Iyonizasyon Kiitle Spektrometresi
(MALDI TOF-MS) ile yapilmustir. Izolatlarin antibiyotik duyarliliklart Mueller Hinton agarda
Kirby-Bauer Disk Diffuzyon yontemiyle gergeklestirilmistir. Metisilin direnci mecA geninin
varligina gore, biyofilm olusturma 6zellikleri Kongo kirmizili agar (KKA)’da iireyen koloni
ozelliklerine ve icaA, icaD, 1S256” nin Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-
PCR) yontemiyle saptanmasina gore tespit edilmistir. Sonuclar istatistiksel yontemler
kullanilarak degerlendirilmistir.

Orneklerden en sik iiretilen tiirlerin S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis oldugu ve
antibiyotiklere en fazla direng gdsteren tiiriin S. haemolyticus oldugu saptanmistir. Sefoksitin
direncine gore ve mecA geni varligina gore 100 KNS izolatinin 64’tinde (%64) metisilin
direnci gozlenmistir. Bunlarin disinda 17 KNS izolatinda sefoksitin duyarliligina karsin mecA

Xiii



pozitifligi saptanmistir. 100 KNS izolatinin 52” si KKA da slime pozitif bulunmustur. Tiim S.
epidermidis, S. haemolyticus ve 17 S. hominis izolatinda icaA ve icaD pozitifligi gézlenmistir.
KKA’da slime pozitif S. epidermidis ve S. haemolyticus izolat sayis1 ile icaA ve icaD
genlerini tasiyan izolat say1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goézlenmistir
(p<0.05). 1S256, icaA ve icaD genleri pozitif olan tim S. haemolyticus izolatlarinda, 15 S.
hominis ve 40 S. epidermidis izolatlarinda goriilmistiir. Coklu ilag direnci saptanan S.
epidermidis ve S. haemolyticus izolatinin %100 {inde, S. hominis izolatinin ise %94.1’inde
icaA ve icaD pozitifligi de saptanmustir.

KNS’ler gibi biyofilm olusturan bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde
yasanan giicliikler nedeniyle yeni antibiyofilm ajanlarin gelistirilmesi yararli olacaktir.

Ocak 2023,

105 sayfa.
Anahtar kelimeler: Koagiilaz Negatif Stafilokok, Biyofilm, Antibiyotik direnci,
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITIES AND SOME
VIRULANCE FACTORS OF COAGULASE NEGATIVE STAPHYLOCOCCI
ISOLATED FROM CLINICAL SAMPLES

Muhuyedin Abdirahman ZI'YAD

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Microbiology
Microbiology

Medical Microbiology
Supervisor: Prof. Dr. Hrisi BAHAR TOKMAN

Today, Coagulase Negative Staphylococci (CoNS) cause difficulties in the treatment of
infections due to their multi-drug resistance and ability to produce biofilms. We aimed to
investigate the antimicrobial resistance and biofilm forming properties of CoNS, and to
determine whether there is a relationship between these properties.

Our study was carried out with 100 CoNS predicted to be infectious agents, isolated from
catheter, pus and tissue samples of inpatients coming to Istanbul University-Cerrahpasa,
Cerrahpasa Medical Faculty Hospital, Medical Microbiology Laboratory, isolates were
identified by Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry (MALDI-TOF
MS). Antibiotic susceptibilities were determined on Mueller Hinton agar by Kirby-Bauer
Disk Diffusion method. Methicillin resistance was determined by mecA gene positivity,
biofilm formation by the colony characteristics on Congo red agar (CRA) and ica A, ica D,
IS256 by Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) method. The results were
evaluated using statistical methods.

The most frequently isolated species were S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, and the
most resistant species to antibiotics was S. haemolyticus. C efoxitin resistance and mecA
gene, were observed in 64 (64%) of CoNS. Furthermore, 17 CoNS isolate were mecA
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positive despite sensitivity to cefoxitin. 52% of CoNS were slime positive in CRA. All S.
epidermidis, S. haemolyticus and 17 S. hominis isolates were icaA, icaD positive. The number
of slime positive S. epidermidis and S. haemolyticus isolates in CRA was statistically different
from the number of isolates carrying the icaA and icaD genes (p<0.05). 1S256 was seen in all
S. haemolyticus and 15 S. hominis isolates with positive icaA and icaD genes and in 40 S.
epidermidis isolates. All S. epidermidis and S. haemolyticus and 94.1% of S. hominis with
multidrug resistance were icaA and icaD positive.

It would be beneficial to develop new antibiofilm agents due to the difficulties experienced in
the treatment of infections caused by biofilm forming bacteria such as CoNS.

January 2023, 105 pages.

Keywords: Coagulase Negative Staphylococci, Biofilm, Antibiotic resistance.
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1. GIRIS

Koagiilaz Negatif Stafilokoklar (KNS), insan ve hayvan mikrobiyotasinda yaygin
olarak bulunan bakterilerdir (1). Genellikle kolonize olduklar1 konakla kommensal bir iliski
igindedirler, ancak viicudun dogal bariyeri olan derinin travma, yanma, yaralanma veya tibbi
cihaz takilma sirasinda hasar goérmesi sonucunda patojenik duruma doniigebilmekte ve
ozellikle bagisiklik yetmezligi olanlarda, yogun bakim hastalarinda, prematiire bebeklerde,
kemoterapi alanlarda ve altta yatan hastaliklar1 olanlarda ciddi kronik infeksiyonlara neden
olabilmektedirler (2,3).

Koagiilaz Negatif Stafilokoklarin patogenezinde rol oynayan en onemli viriilans 6zellikleri
biyofilm olusturabilmeleridir (4). Bu 6zellik KNS’larin konak savuma sisteminden kendilerini

korumalarinda en 6nemli savunma mekanizmalarindan biridir (5).

Antibiyotik direnci giiniimiizde kiiresel bir saglik sorunu olmakta ve ayni zamanda
tilkeler icin ciddi bir maddi kiilfet yaratmaktadir. Antibiyotik direncine bagl olarak hastanin
tedavi siiresi ve hastanede kalis siiresinin uzamasi sonucunda diger nozokomiyal infeksiyon
etkenlerinin bulagma riski artmaktadir (6). Antimikrobiyal direncin artmasinda birgok neden
tespit edilmistir; bunlar arasinda biyofilm tabakalar1 igerisinde bulunan bakterileri Grten
biyofilm matriksin kalinligi ve bilesenleri 6nemli rol oynamaktadir. Biyofilm i¢indeki
bakterilerde 6zellikle beta-laktam antibiyotiklere karst direncin arttigi belirtilmektedir (7,8).
KNS’lerda antibiyotik direnci c¢ok Onemli bir sorundur. Siklikla rastlanan metisilin
direnci, mecA geni tarafindan kodlanan ve penisilin baglayan protein 2a/2’ (PBP2a/PBP2)
olarak adlandirilan bir proteinin liretimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu modifiye olmus
proteinin beta-laktam grubu antibiyotiklere afinitesi diisiik oldugu i¢in tiim beta-laktam ve
beta-laktam tiirevi antibiyotiklere dirence neden olmaktadir (6,7,8). Son yillarda KNS
tiirlerinin, baslica antibiyotiklerden 6zellikle penisilin, oksasilin, siprofloksasin, klindamisin,

eritromisin ve gentamisin’e artan oranlarda direng gelistirdigi gosterilmistir (9,10,11).

IS256 insersiyon elementleri daha ¢ok biyofilm olusturan ve antibiyotiklere direng gdsteren
invazif Ozellige sahip nozokomiyal KNS izolatlar1 ile iliskilendirilmektedir. 1S256, S.
epidermidis 'te icAADBC operonunun icaA modiiliine geri doniisiimlii olarak baglanarak gen

igeriginin ve gen ekspresyonunun infeksiyodz tarza doniisme seklindeki optimizasyonuna izin



veren bir sekans olarak tanimlanmaktadir. Ozellikle invazif suslarla iliskilendirilerek bir

patojenite markir1 olarak kabul edilebilecegi 6ne siiriilmektedir (12).

Koagiilaz negatif stafilokoklar, kateter iligkili infeksiyonlar, bakteriyemi, osteomiyelit, artrit,
endokardit, idrar yolu infeksiyonu ve yara infeksiyonlarinda etken olarak izole edilmislerdir
(13). Hastalarda kullanilan protez, kalp kapakgiklari, santral vendz kateterler, idrar sondalari,
kontak lensler ve intrauterin cihazlar gibi cesitli kalict tibbi cihazlarda kolonizasyonlari
sonucunda, basta bakteriyemi ve septisemi olmak lizere kateter iliskili infeksiyonlara, drenaj
ile iliskili menenjite, cerrahi bolge, protez eklem ve peritonit ile iliskili lokal infeksiyonlara da
neden olabilmektedirler (13,14,15). Infeksiyonlarda KNS tiirlerinden en sik rastlananlar; S.
epidermidis, S. lugdunensis ve S. haemolyticus olarak bildirilmistir ancak son yillarda yapilan
gen dizilimleri sonucunda ¢ok daha fazla KNS tiiriiniin infeksiyon etkeni olabilecegi

gosterilmistir (3).

Gilinlimiizde, coklu ila¢ diren¢ profiline sahip olmalar1 ve biyofilm iiretebilmeleri nedeniyle,
infeksiyonlarin tedavisinde giiglilklere neden olduklari gézlemlenen KNS tiirlerine olan ilgi

ve bu konuda yapilan arastirmalar giderek artmaktadir (16,17).

Calismamizda, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesinde yatan hastalara ait kateter,
cerahat ve doku orneklerinde infeksiyon etkeni olarak izole edilen KNS’lerin tiir diizeyinde
tanimlanarak, basta metisilin direnci olmak {izere, antimikrobiyal diren¢ durumlarinin ve
biyofilm olusturma 6zelliklerinin arastirilmasi, elde edilen sonuglar dogrultusunda, izolatlarin
antibiyotik diren¢ profilleri ve biyofilm olusturabilme ozellikleri arasinda bir iliski olup

olmadiginin belirlenmesi amag¢lanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. TARIHCE

Stafilokoklar Iskogyali cerrah Alexander Ogston tarafindan ilk kez 1880 yilinda
tanimlanmastir (18, 19, 20-22). Paris’te ayn1 sene Louis Pasteur tarafindan da sivi besiyerinde
tiretilmistir (23-25). Yine 1882’de ilk kez Staphylococcus adi Alexander Ogston tarafindan
kullanilmistir. Ogoston, hastalardan elde ettigi cerahat 6rnegini boyayarak kiimelenmis halde
goriilen koklar1 tiziim salkimina benzetmistir ve Staphylococcus adini yunanca {iziim salkim
anlamina gelen staphylos kelimesinden tiireterek kullanmistir. 1884 yilinda Friedrich
Rosenbach tarafindan hastalardan alinan 6rneklerinden stafilokoklar tiretilmistir. Rosenbach
besiyerinde izole ettigi kolonileri renklerine gore adlandirmistir, sar1 renge sahip kolonilere
Staphylococcus aureus, beyaz renklilere ise Staphylococcus albus adin1 vermistir. 1970’leden
itibaren Staphylococcus epidermidis disindaki Koagiilaz Negatif Stafilokok (KNS) tiirleri
tanimlanmaya baglanmistir. Baird-Parker tarafindan spesifik KNS tirleri ilk kez
tanimlanmistir (23-27).

2.2. STAFILOKOLARIN GENEL OZELLIiKLERI

Stafilokoklar, insan ve hayvan mikrobiyotasinda yaygin olarak bulunabilen ve
hareketsiz, katalaz pozitif, spor olusturmayan fakiiltatif anaerob Gram pozitif kok seklinde
bakterilerdir (28). Stafilokok cinsi Micrococcaceae familyasinda, ¢aplar: 0.5-1.5 um arasinda
degisebilen, tek tek koklar veya bazen dortlii koklar seklinde goriilen bakterilerdir (28, 29,
30-32). Stafilokok cinsi, kan plazmasinin pithtilasmasina neden olan koagiilaz enzim {iretme
yetenegine bagli olarak, koagiilaz pozitif ve koagiilaz negatif stafilokoklar olarak iki ana
gruba ayrilmistir (33). Stafilokoklar arasinda en sik izole edilen tiirler, koagiilaz pozitif
grubuna ait Staphylococcus aureus, koagiilaz negatif grubuna ait S. epidermidis dir bu
nedenle ¢ogu bilimsel c¢alisma bu iki tiir {izerinde yogunlagmistir (34). Bununla birlikte,
KNS’ler 50°den fazla tiirii olan, 20°den fazla alt tiire sahip biiyiikk ve siirekli genisleyen bir
stafilokok grubundan olusmaktadir (35).

Koagiilaz Negatif Stafilokoklar (KNS), insan derisini olusturan mikrobiyotada yaygin
olarak bulunan, kolonize olma 6zelli§ine sahip bakterilerdir. Infeksiyon etkeni olmaktan
ziyade kiiltiirlerde genellikle kontaminant olarak degerlendirilmislerdir (36,37). Konak ile

yararl iligkileri olmasina ragmen bagisiklig1 baskilanmis hastalarda ciddi infeksiyonlara da



neden olduklart belirtilen bu bakteriler son yillarda firsat¢1 patojen olarak taninmakta ve

saglik alandaki 6nemleri artmaktadir (38,39).

Stafilokoklar ¢esitli karbonhidratlara karsi metobolik aktivite gosterirler. Glukoz
oksidasyonu sonucu olusan asil iriin laktik asit iken, aecrop kosullarda CO, ve asetik asit
olusumuna neden olabilirler (21, 23, 40). Stafilokoklarin ¢ogunlukla oksidaz testi negatiftir
(41, 24, 40). Laboratuvarda sik izole edilen stafilokok tiirlerinin genel 6zellikleri Tablo
2.1’deki gibidir (40, 23, 24, 42). Koagiilaz pozitif stafilokoklardan en 6nemlisi S. aureus’tur
(41, 23, 40). Diger koagiilaz pozitif tiirleri olan S. hyicus, S. schleiferi, S. intermedius, S.
lugdunensis mikrobiyolojik 6zellikleri ve neden olduklari infeksiyonlar bakimindan S.
aureus’tan ziyade KNS tiirlerine benzerlik gosterirler bunun igin KNS’ler igerisinde
incelenmektedirler (40). insalarda en ¢ok kolonize olan KNS tiirleri S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. saprophyticus, S. lugdunensis, S. warneri, S. hominis, S. saccharolyticus, S.
caprae, S. pasteuri, S. capitis, S. cohnii, S. schleiferi, S. simulans, S. xylosus ve S. auricularis
tir (18, 19, 43, 44).

Koagiilaz negatif stafilokok tiirleri arasinda S. epidermidis hem mikrobiyota icerisinde
bulunan hem de infeksiyon etkeni olarak en sik izole edilen tiirdiir (41, 45, 24, 43, 44). S.
epidermidis etken olarak izole edilen tim KNS’lerin %50-90 kadarini olusturur (44). S.
haemolyticus, S. schleiferi, S. Saprophyticus, S. warneri, S. lugdunensis tiirleri diger KNS
tirleriyle kiyaslandiginda S. epidermidis’ ten sonra daha sik infeksiyon etkeni olarak izole

edilen tiirlerdir (41, 19, 43, 44). Bunlar arasinda en virulan olan S. lugdunensis’tir (19).
Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis, klinik 6rneklerden izole edilen KNS tiirleri arasinda en yaygin olanidir
ve hastane ortaminda infeksiyonlara en ¢ok neden olan KNS tiiriidiir (14). S. epidermidis’in
protez ve tibbi cihazlara kolonize olmasinda ve enfekte etmesinde rol oynayan en 6nemli
virlilans faktorii biyofilm olusturabilme ozelligidir (46). Metisiline direnci, KNS’lerin
nozokomiyal izolatlarindan 6zellikle S. epidermidis’te yaygin olarak rastlanir; diinya ¢apinda
sikligi yaklasik %75-90 arasinda degismektedir (47). Bu direnci, penisilini baglayan proteini
olan PBP2a'y1 kodlayan mecA geninin varligindan kaynaklanir ve metisiline baglanma
afinitesi diiser (48). Aminoglikozitlere, makrolidlere ve daha az olgiide tetrasiklin,
kloramfenikol ve klindamisine direnci de hastane ile iligkili S. epidermidis suslar1 arasinda

siklikla gozlemlenmektedir (49).



Tablo 2.1: Laboratuvarda sik izole edilen stafilokoklarin genel 6zellikleri (41, 23, 42, 43).
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Tablo 2.1: (devam): Laboratuvarda sik izole edilen stafilokoklarin genel 6zellikleri (41, 23, 42, 43).
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d: suslarin %11-89’u pozitif reaksiyon ; (): gecikmis reaksiyon; PYR: Pyrrolidonyl arylamidase aktivitesi.




Vankomisine karst orta diizeyde direng gosterebildigi durumlar zaman zaman yiikselise
geciyor olsa da vankomisine yiiksek diizeyde direngli S. epidermidis suslarmin yayildigi
bildirilmemistir (50, 51).

Staphylococcus haemolyticus

Staphylococcus haemolyticus KNS grubunun bir tiyesidir. Deri mikrobiyotasinda
bulunmasina ragmen kalp kapakc¢ik infeksiyonu, endokardit, protez ve eklem infeksiyonu,
menenyjit, deri, yumusak doku infeksiyonu ve kateter ile alakali kan dolagim infeksiyonlaria

neden olabilecek potansiyele sahiptir (52-55).

Giiniimiizde klinik 6rneklerde KNS tiirleri arasinda S. epidermidis’ten sonra ikinci sirada
rastlana Staphylococcus haemolyticus’tur. Konak¢r makrofajlarda apoptozu indiikleme
yetenegine sahiptir. Bunun yanisira esas olarak KNS’lerin viriilansi, biyotik veya abiyotik
yiizey kolonizasyonu ve biyofilm olusturabilmesine atfedilir (56). Biyofilm iginde biiyiime
modu, bakterileri konak immiin sistemi ve antibiyotiklerden korur bdylece biyofilm ile iligkili
infeksiyonlar kalict olur ve ayrica antibiyotik tedavisi ile eradikasyonu oldukca zorlasir
(57,58). S. haemolyticus, S. epidermidis ‘in antibiyotiklere karsi hizla diren¢ kazanma
egiliminde olduklari bildirilmektedir ve degisen oranda beta-laktam antibiyotiklere,

eritromisin ve tetrasikline direng gostermektedirler (59).
Staphylococcus saprophyticus

S. saprophyticus, idrar yolu infeksiyonuna neden olan patojenlerin 6nde
gelenlerindendir ve Escherichia coli den sonra en onemli ikinci idrar yolu patojeni olarak
kabul edilir (60). S. saprophyticus’un neden oldugu idrar yolu infeksiyonu olgularinda
hastalar ¢gogunlukla kadinlardir. Kadinlara kolonize olma yayginligi, son giinlerde gegirilen
idrar yolu infeksiyonu, adet donemi ve kandida infeksiyonu gibi durumlar ile
bagdastirilmaktadir. S. saprophyticus’un idrar yolllarina kolonizasyonunu ve infeksiyonunu
kolaylagtiran 6nemli faktorler; biyofilim olusturabilmesi, ylizey baglama proteinleri ve ureaz
enzimi tretebilmesine baglhidir (61,62). Diger birgok KNS’ den farkli olarak S. saprophyticus,

Gram pozitif organizmalara karsi kullanilan ¢ogu antibiyotige nadiren direng gosterir (63).
Staphylococcus lugdunensis

S. lugdunensis, ilk kez 1988’de tanimlandi ve 6nemli bir insan patojeni olarak kabul

edilmektedir (64, 65). S. lugdunensis derinin normal flora {iyesidir ve genellikle pelvis, kasik



ve koltuk alti bolgelerinde bulunur (66). Bu bakterinin hiicre duvarina bagli koagiilaz
(clumping faktorii) tiretebiliyor olmasi Staphylococcus aureus ile benzer 6zellik paylasmasina
sebep olur ancak S. aureus’tan farkli olarak serbest koagiilaz enzimi tiretmez. Laboratuvarda
lam’da koagiilaz testi sonucu pozitif verebilir ancak tiipte koagiilaz testi sonucu negatif ¢ikar;
bu nedenle, uygun testler yapilmadig: takdirde bazen yanlislikla S. aureus olarak tanimlanir
(67, 68). Diger KNS’lerden farkli olarak S. aureus’a ¢ok benzeyen bu tiir, eklem ve kemik
infeksiyonu, enfektif endokardit ve septisemi gibi ciddi infeksiyonlara neden olabilmektedir
(69,70). S. lugdunensis, son derece akut ve yikici enfektif endokardite neden olabilmektedir,
bu durum diger KNS’lere nazaran daha fazla 6liim oranina sahip olmasina yol agmaktadir
(70). S. lugdunensis birbirinden farkli ¢esitli insan matris proteinlerine baglanabilir ve lipaz,
esteraz, yag asitlerini modife edici enzimler (FAME) ve biyofilm {iretebildigi bildirilmistir
(71). S. lugdunensis diger KNS tiirlerin aksine genellikle antibiyotiklere karsi duyarlilik
gostermektedir (72, 73).

Staphylococcus schleiferi

Staphylococcus schleiferi ilk olarak 1988 yilinda Freney ve arkadaslari tarafindan
tanimlanmistir ve kalici veya gegici insan koltuk alt1 deri florasinin bir {iyesi olarak kabul
edilmistir (74, 75). S. schleiferi’nin, S. schleiferi subsp coagulans ve S. schleiferi subsp
schleiferi olarak bilinen iki farkli alt tiirii vardur. iki alt tiir birbirinden tiipte koagiilaz ve iireaz
aktivitesi ile ayirt edilebilmektedirler. S. schleiferi subsp schleiferi tiipte koagiilaz ve iireaz
negatifken, S. schleiferi subsp coagulans tiipte koagiilaz ve iireaz pozitiftir (76). S. schleiferi,
kalp pili infeksiyonu, endokardit, ekstradural apseler ve menenjit gibi g¢esitli insan
infeksiyonu ile iligkilendirilmistir (76,77). Rutin laboratuvar testlerinde S. schleiferi’nin, S.
aureus olarak hatali tanimlanmasi nedeniyle, S. schleiferi infeksiyonlarinin gercek sikligi
eksik bildirilmektedir. Her iki sus da beta hemoliz aktivitesini sergiler ve kanli agarda
morfolojik olarak benzerdir. Ayrica, S. schleiferi subsp. schleiferi, S. aureus gibi, hem hiicre
duvarma bagl koagiilaz (clumbing faktdrii) hem de termoniikleaz, DNaz iiretir (78). iki tiir
arasindaki biyokimyasal Ozellik farkliklar1 belirteg olarak kullanilip birbirinden ayirt
edilebilirler. S. schleiferi’nin S. aureus’tan farkli olarak maltoz, laktoz, manitol, siikrozu

siirli fermente eder (76).



Staphyloccus hominis

Staphylococcus hominis, KNS’ler arasinda hastanede yatan hastalarin kanindan elde
edilebilen en sik tanimlanmus ti¢ izolattan biridir. Bu bakteri potansiyel olarak firsatg1 patojen
olarak kabul edilir ve kan dolasimi infeksiyonlarina, endokardit, peritonit, osteomiyelit, kemik
ve eklem infeksiyonlarina neden olabilmektedir (79). Antibiyotiklere kars1 direngli suslarin
artigi, S. hominis’in neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde ciddi bir sorun olusturmaktadir
(80).

Staphylococcus warneri

Staphylococcus  warneri, yenidoganlarda bakteriyemi, endokardit, vertebral
osteomiyelit, sant iliskili menenjit, diskit, subdural ampiyem, idrar yolu infeksiyonlar1 ve
sepsis gibi ciddi infeksiyonlara neden olan firsatg1 bir patojendir (81). Bu infeksiyonlar
agirlikli olarak bagisikligi baskilanmis hastalarda ve kalici tibbi cihazlari olanlarda goriiliir
(82). Stafilokoklarin epitel hiicrelerine veya yapay bir yilizeye baglanmasi, kolonizasyonun ve
ardindan biyofilm olusumunun ilk adim1 olarak kabul edilir. Bakterilerin biyofilm biiylime
modundayken tedavi edilmesi, bakterilerin hem antimikrobiyallere hem de konak
savunmasina kars1 direnci nedeniyle zordur. Bu nedenle biyofilmde iireyen bakteriler akut ve
kronik infeksiyonlara neden olur (83). Rifampisinin, stafilokok biyofilmine verimli bir sekilde
niifuz etme, yiiksek bir konsantrasyon elde etme ve ayrica miikkemmel bir bakterisidal etki
gosterme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir. Rifampisin monoterapisi hizli bir sekilde
rifampisin direnci ile sonuglanmakta ve bu nedenle rifampisin ile en az bir aktif

antimikrobiyal ajanin daha birlikte kullanilmasi 6nerilmektedir. (84).
Staphylococcus saccharolyticus

S. saccharolyticus fazla tanimlanmamis, kisith sayidaki arastirmalara konu olan
anaerobik bir KNS tiiriidiir. Anerobik endokardit, kemik, eklem infeksiyonu ve bakteriyemiye

neden oldugu bildirilmistir (85, 86).
Staphylococcus caprae

S. caprae, ilk olarak 1983 yilinda kegi siitiinden izole edilmistir ve kecilerin deri ve
meme Dbezlerinde kolonize oldugu bilinmektedir (87,88). Daha sonraki donemlerde
arastirmacilar, S. caprae’yi insan 6rneklerinden izole etmisler ve bu bakterinin saglikli insan

derisi, tirnaklar1 ve burun mukozasinda komensal olarak kolonize oldugunu gostermislerdir.
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(87). S. caprae, akut otitis media, akut otitis eksterna, mastoidit, endokardit, idrar yolu
infeksiyonu, bakteriyemi, tekrarlayan sepsis, menenjit, peritonit, pndmoni ve en sik olarak
kemik ve eklem infeksiyonlarindan izole edilmistir (87-96). S. caprae’nin kemik ve eklem
infeksiyonlarinda tanimlayan raporlarin ¢ogu, infeksiyon kaynagi olarak implante ortopedik

cihazlar gostermektedir (87-89, 94-96).

S. caprae’nin patojenitesinde yer alan ve iyi bilinen viriilans faktorleri arasnda: 1. Insan
dokularina baglanma 6zelligine sahip altC geni tarafindan kodlana otolizin veya fibronektin
baglayicit proteinlerin iiretimi; ve 2: ica operon varligina bagh olarak, kemik ve/veya
ortopedik osteosentez cihazlarinda, kateter hattinda veya intraspinal cihazda bir biyofilm
olusturabilme 6zelligine sahip olmas1 ve dolayisi ile bagisiklik sistemi ve antibiyotiklere karsi

bakteriye koruma saglamasidir (97, 98, 99).
Staphylococcus pasteuri

Staphylococcus pasteuri, adin1 Fransiz mikrobiyolog Louis Pasteur’den alan gram
pozitif, koagiilaz negatif, hareketsiz, sar1 goriiniimlii bir bakteridir. Bu tiir, Louis Pasteur’un
adimi tastyan ‘‘The Institut Pasteur’’ enstitiisiinde karakterize edilmistir (100). S. pasteuri
yaygin olarak bir deri flora iiyesi degildir ve daha ¢ok igme suyunda ve kegi siitii, Italyan
sosisleri, deniz baliklar1 ve perakende sigir eti gibi bir dizi gidanin yani sira kapali havadaki
bakterilerden, kus gozii sivisindan izole edilmistir (100-106). Staphylococcus pasteuri nadir
goriilen bir insan patojenidir (107,108). Ramnarain ve ark (107) Staphylococcus pasteuri’ye
bagli osteomiyelit ve endokardit infeksiyonu gegiren bir olgu tanimlamislardir.
Arastirmacilar, kiitle spektrometresi kullanarak kan kiiltiirlerinden tiim antibiyotiklere duyarl

S. pasteuri izole etmislerdir.
Staphylococcus xylosus

Staphylococcus xylosus kommensal bir bakteridir ve genellikle kuslar, memelilerin
deri ve mukoza zarlarinda bulunur (109,110). Biyofilm olusturma yetenegine ek olarak, S.
xylosus’un her yerde bulunmasi, farkli ortamlara uyum saglama yetenegi ile agiklanabilir
(111). S. xylosus ¢ig et ve siitte dogal olarak bulunur ve bunlarin fermentasyonu i¢in yaygin
olarak baglangi¢ kiiltiirii olarak kullanilir (112,113). Bu tiir, genelde patojenik olmayan bir
stafilokok olarak tanimlanir, ancak birka¢ S. xylosus susu, hayvan ve insanda firsatgi
infeksiyonlarla iliskilendirilmistir (114,115).
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Staphylococcus capitis

Staphylococcus capitis ilk olarak 1975’te insan derisinden izole edilmistir ve KNS
tiiri olarak siniflandirilmistir (116). S. capitis birbirinden kolaylikla ayirt edilebilen iki alt tiire
sahiptir, birisi ureaz iiretebilen (ssp. ureolyticus), digeri ise liretmeyen (ssp. capitis) (117). S.
capitis’in idrar yolu infeksiyonu, kateter ile iligkili bakteriyemi, endokardit ve yeni dogan
bebeklerde nekrotizan enterokolite neden oldugu bildirilmistir (60). S. capitis yenidogan
yogun bakim {initelerinde ciddi sorun olusturan ve yenidogan sepsis olgularinin yaklasik
%?20’sinden sorumlu olan bir bakteridir (118). Buna ilaveten S. capitis’in neden oldugu
infeksiyonlarin tedavisinde, son c¢are olarak kullanilan vankomisin ve linezolid gibi
antibiyotiklere karsi duyarliliginin azalmis olmasi S. capitis infeksiyonlarinin tedavisini
zorlagtirmaktadir (118). Bakterinin lipaz ve yag asitlere modife edici enzimlerin (FAME)

tiretebildigi bildirmistir (71).
Staphylococcus cohnii

Staphylococcus cohnii, 1975 yilinda Schleifer ve Kloos tarafindan tanimlanmis ve
adim1 Alman botanikgi ve bakteriyolog Ferdinand Cohn’dan almistir (119). S. cohnii, fenotipik
Ozelliklerine gére tanimlanan iki alt tiirden olusur: Staphylococcus cohnii subsp. cohnii ve
Staphylococcus cohnii subsp. urealyticus (120). S. cohnii ssp. cohnii sadece insanlarda

kolonize olabiliyorken, ssp. urealyticum ayrica diger primatlarda da bulunabilmektedir.

S. cohnii, vitronektin, laminin, fibronektin ve kollajen gibi ekstrasiililler matris proteinlerine
baglanabilir. Lipaz ve yag asitleri modife edici enzim (FAME) aktivitesi gosterdigi de
bildirilmis (71). S. cohnii’nin, beyin apsesi, pndmoni, akut kolesistit, endokardit, bakteriyemi,

idrar yolu infeksiyonu ve septik artrite neden olabildigi belirtilmektedir (121).
Staphylococcus simulans

S. simulans, kalp kapakeigi infeksiyonlari, endokardit, idrar yolu infeksiyonu,
septisemi, yara, kemik ve eklem infeksiyonlar1 gibi ¢esitli hayvan ve insan infeksiyonlarina
yol agabilen bir bakteridir. Lipaz ve yag asitlerini modife edici enzimler {irettigi tespit

edilmistir (71).
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Staphylococcus auricularis

Staphylococcus auricularis, ilk defa insanda dis kulaktan izole edilmistir ve zayif bir
sekilde hemolitiktir (122). Yaygin olarak insan derisinde bulundugundan, ¢ok nadir de olsa

firsatc1 infeksiyonlara veya sepsise neden olabilmektedir (123).

2.3. KOAGULAZ NEGATIF STAFILOKOKLARDA VIiRULANS FAKTORLERI

Koagiilaz Negatif Stafilokoklar (KNS) koagiilaz enzimi tiretmediginden bunlarin
viriilens faktorleri ile koagiilaz pozitif olanlara gére daha az ilgilenilmistir. Bununla beraber
stirekli yeni tlirler ve alt tiirlerin bulunmast KNS’lerin degisen diizeyde cesitli viriilans
faktorlerine sahip olan heterojen bir grup oldugunu ortaya ¢ikarmigtir (124). KNS’lerin canli
ya da cansiz yiizeylere kolonizasyonu ve biyofilm olusturma ozellikleri en 6nemli viriilans
faktorleri kabul edilir (4). Ayrica antibiyotiklere karsi direng olusturmalari da viriilanslarini

arttiran bir bagka yonleridir.

2.3.1. Biyofilm

Dogada, sanayi ve hastane ortaminda bakteriler agirlikli olarak biyofilm iginde
biliyliylip yasarlar. Biyofilm, canli veya cansiz yiizeye geri doniigiimsiiz olarak bagli,
kendilerine 6zgii bir yap1 i¢inde fizyolojik 6zelliklere ve gen ekspresyonuna sahip bir y1gin
seklinde birbirine yapisik halde bulunan mikroorganizmalarin olusturdugu ¢ok hiicreli bir
topluluktur. Planktonik biiyiimeden farkli olarak biyofilm igerisinde eksprese olan genler,
degisen metabolizmaya uyum saglamada ihtiya¢ duyulan genlerdir. Bu genlerden bazilari
biyofilm yapisinin olusumu ile direkt olarak iligkili olan ve polisakkarit gibi, baglayici yiizey
proteinleri gibi hiicre dig1 makromolekiilleri kodlayan genlerdir. Biyofilm yapist icerisinde
yasayan bakteriler; antibiyotiklere karsi artan diizeyde direng goOsterme, bagisiklik sistemi
hiicrelerinin saldirilarina karst korunakli halde olma gibi avantajlara sahiptir (125). Bu
nedenle biyofilm olusumu, KNS’lerin konak dokulara ve viicutta bulunan tibbi cihazlara

kolonize olmalarina biiytik bir katki saglar.

Biyofilm yapist igerisinde bulunan hiicrelerin kendi aralarindaki etkilesimleri
neticesinde genomlarinda degisiklikler meydana gelmektedir ¢iinkii biyofilmler bakteriler
arasinda gen degisimleri i¢in ideal bir ortam olusturur. Diren¢ geni tasiyan plazmitlerin

hiicreler arasinda aktarilmasi sayesinde diren¢ geni kazanan hiicreler antimikrobiyal ajanlara
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kars1 direng gelistirmektedir (126). Boylece biyofilmde bulunan mikroorganizmalar, serbest

yasayan planktonik hiicrelere gore 200-500 kat daha direnglidir (127).

2.3.2. Koagiilaz Negatif Stafilokoklar ve Slime Faktorii

Viicudun dogal bariyeri olan deri ve mukozanin mikroflora {iyelerinden birisi de
koagiilaz negatif stafilokoklardir. Stafilokoklar polimer gibi cansiz yiizeylere tutunup
kolonize olabildiginden cansiz yiizeylere bagl infeksiyonlarin gelismesine yol agmaktadirlar.
Christensen tarafindan ilk kez 1982’de Staphylococcus epidermidis tiiriin {irettigi slime
faktoriiniin %40 karbonhidrat ve %27 protein igeren glikokaliks yapisinda, ekstraseliiler bir
madde oldugu tanimlanmigtir. Bu yapi stafilokoklarin konak doku hiicrelerine veya cansiz
yiizeylere baglanmasindan sorumludur. KNS’lerin biyomateryaller iizerinde olusturdugu
biyofilmler septisemi gibi ciddi infeksiyonlara kaynak olusturlar. KNS’lerin en 6nemli
viriilans Ozelligi hem cansiz hem canli yiizeylere biyofilm olusturabilme &zelligidir (128,

129).

Koagiilaz Negatif Stafilokoklarin biyofilm iiretebilme giicii baslica viriilans faktorleri olarak
kabul edilmektedir ve son yillarda biyofilm olusumunu agiklayan mekanizmalar 6zel bir ilgi
odag1 olmustur. KNS’lerin biyofilm olusturmasi ii¢ safthada gelisen karmasik ve ¢ok asamali
bir siirectir: Ik satha KNS’lerin canli veya cansiz bir yiizeye tutunma ve baglanmasi, ikinci
satha karmagik ¢ok hiicreli bir yapiya doniiserek olgunlagsmasi ve icilincli satha biyofilm
hiicrelerinin yakin ¢evreye dagilmasidir (130). Hiicre yiizey adezyonlarinin hem konak
proteinlerine ve dokularina baglanmada, hem de biyofilm yapisinin olgunlasmasinda 6nemli
rolii vardir. Bakteride hiicre duvarina kovalent baglar ile bagl proteinler, ‘‘microbial surface
components recognizing adhezive matrix molecules’> (MSCRAMMSs) ve ‘‘accumulation
associated protein’’ (Aap) adi verilen hiicre yiizey adezyonlari, konak doku hiicre ligandlarina
istikrarli, siki baglantilarin olugmasimi saglar ayrica bu proteinler kalici tibbi cihazlar
icerisinde sik stk meydana gelen akiskan kesme kuvvetler altinda adezin-ligand kompleksi
baglantilarinin olugmasina da neden olurlar (131). Hiicre duvarina kovalent bag ile bagh
olmayan adezyon proteinleri arasinda, ‘‘autolysin/adhesins AtIE’’ adi verilen Oncelikli
gorevleri hiicre duvar dongiisii, hiicre bdliinmesi ve pargalanmasi olan proteinler bulunur.
Ancak, AtIE proteinin araci oldugu hiicre pargalanmasi sonucu disariya salinan DNA’nin
(hiicre dis1 DNA, eDNA) cevrede bulunan hiicrelerin polistiren yiizeylere baglanmasini
destekledigi gosterilmistir (132). Protein yapida olmayan hiicre yilizey adezyon grubu teikoik

asit (TASs) ve “‘polysaccharide intercellular adhesin’” (PIA) adi verilen polisakkarit molekiiller
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de hiicre ylizey adezyonunda gorev alir (133-136). Biyofilm olusumu asamali bir siirectir. Bu

stirecler asagida kisaca 6zetlenmistir.

Ik Baglanma: Koagiilaz Negatif Stafilokok (KNS)’lar abiyotik (polistiren, cam ve demir
vb.) veya biyotik (canli doku ve protein ile kapli cansiz ylizey vb.) yiizeyler gibi birbirinden
farkl yiizeylere baglanma giiciine sahiptir. Abiyotik yiizeylere baglanma siklikla gida isleme
endustrisi ile iliskilendirilirken biyotik yiizeylere baglanma klinik ve hastane ortamlar ile

iligkilidir. (137, 138).

Abiyotik Yiizeylere Baglanma: Cansiz yiizeylere baglanmada oOncelikle hidrofobik ve
elektrostatik etkilesimler gibi fizikokimyasal giigler aracilik eder (139, 140). Ayrica bazi
spesifik bakteriyel yiizey molekiilleri bu siireci gelistirirler. Abiyotik ylizeylere ilk baglanma
siirecine ‘‘autolysin/adhesins AtIE’’ ve ‘‘accumulation associated protein’’ (Aap) adi verilen
adezyon proteinleri katilirlar (141, 142). Protein yapida olmayan hiicre yiizey molekiilleri
olarak da teikoik asit (TAs)’ler ilk baglanmada 6nemli rol oynar. TAs hiicre duvarinda bolca

bulunan ve birka¢ 6nemli hiicre fonksiyonuna katilan bir aniyonik glikopolimerdir (143, 144).

Biyotik Yiizeylere Baglanma: Canli doku veya yiizeyi konak proteinleri ile kapli tibbi
cihazlar gibi biyotik ylizeylere bakteri baglanmasi c¢esitli etkilesimler tarafindan
kolaylastirilir. Baglanma, ¢ogunlukla konak hiicre ya da hiicredis1 matris proteinleri ile bakteri
ylizey adezyonlar1 arasinda gergeklesen spesifik ligand-reseptor etkilesimleri araciligi ile
olusur. S. aureus, S. epidermidis ve diger KNS tiirleri fibrinojen, fibronektin, vitronektin ve
kollajen gibi insan matris proteinlerine baglanabilen onlarca birbirinden farkli MSCRAMMSs

tiretirler (145, 146).

Olgunlasma: Yiizeylere baglanmadan sonra, bakteri hiicreleri boliinmeyi, kiimeler olugturma
ve kendilerine 6zgii belirgin li¢ boyutlu yapiyr sekillendirmeye baglar. Bu muazzam giiclii
yaptya devam edebilmeleri i¢in hiicrelerin sadece ylizeylere baglanmalar1 yeterli degildir,
hiicrelerin birbiriyle de baglanmas1 gerekir. Bu nedenle biyofilm hiicreleri kendi trettikleri
polisakkaritler, proteinler, lipitler, eEDNA, RNA ve TAs gibi molekiiller i¢erisinde gomiiliidiir
(147, 148). Bu hiicre dig1 matris, biyofilmin fonksiyonel ve yapisal rolleri agidan esas teskil
eder ¢linkii mekanik kuvvetlere kars1 dayaniklilik saglar ve ayrica biyofilm yasam bi¢imi i¢in
gerekli olan 6zgiin ¢evreyi meydana getirir (149, 150). Biyofilm i¢ katmanlarinda yasayan
hiicrelere yeterli besin maddelerinin ve fonksiyonel organizasyonun saglanabilmesi i¢in

biyofilm yapisi igerisinde kanallarin bulunmasi gerekir. Bunu yapabilmek i¢in yikici gii¢lerin



15

devreye girmesi gereklidir. Boylece biyofilm olgunlasma silirecinde baglayici ve yikici

kuvvetler arasinda ince bir denge vardir (130).

S. epidermidis tiirlerinde hiicreler arasi baglanma siirecinde gorev alan en baskin adezyon
molekiilii ‘‘polysaccharide intercellular adhesin’’ (PIA) veya kimyasal yapisi nedeniyle de
“‘poly-N-acetyl-beta-1-6—glucosamine’” (PNAG) adi verilen molekiildir (151). PNAG
oligomerleri interseliiler adezyon (ica) adli gen bodlgesinden kodlanan enzimler tarafindan
sentezlenmektedir, bu gen bolgesi icaA, icaD, icaB, icaC ve icaADBC bolgesinin yukarisinda

yer alan ve bu genlerin regiilasyonundan sorumlu icaR genlerden olusmaktadir (152).

PNAG, biyofilm yapinin olusumunda kanitlanmis temel gorevinden dolay1 uzun siire biyofilm
iretimi i¢in zorunlu oldugu disiiniilmiistiir. Yine de ica genleri tasimayan suslarin daha az
kuvvetli olsa da biyofilm yapisini olusturabildigi de goriilmiistiir. (152, 154). Boylece
biyofilm olusumunu proteinler de destekleyebilecegi veya tamamen aracilik edebilecegi
anlasilmistir (130,133, 134). Gergekte S. lugdunensis biyofilmleri polisakkaritlerden ziyade
proteinlerden olusur (155, 154). S. epidermidis tiirlerinde biyofilm olgunlasmasinda
proteinlerin rolii ile alakali en ¢ok incelenen protein Aap molekiiliidir. Aap, N-asetil
glukozamin molekiilii ile etkilesime girerek protein-polisakkarit biyofilm agi olusturdugu

bilinmektedir (156, 157).

Dagilma: Biyofilm daha fazla biiyiidiikge hiicre kiimeleri biyofilm yapisini terk etmeye
bagslar. Bu satha, biyofilm yayilmasi, bakterin hayatta kalmasi ve hastaligin aktarilmasi gibi
durumlar i¢in 6nem arz etmektedir (158). Son giinlerde, dagilma asamasi ilk uyaricisina gore
iki mekanizmaya bdliinmiistiir. Bu mekanizmalardan birincisi pasif dagilma olarak
adlandirilir. Biyofilmden ayrilma siireci dis faktdrler tarafindan kontrol edilir. Ikincisi ise dis
sinyallere kars1i yanit olarak bakterilerin kendilerinin devreye soktugu cesitli siireclerin
entegrasyonu ile gerceklesen aktif dagilmadir (159). Pasif dagilma, biyofilmdeki hiicrelerin
baska partikiiller ile ¢arpismasi, aginmasi veya biiyilik sivi akintilarla karsilasmasi sonucunda
gerceklesir ve hiicreler biyofilmden kopmayi baslar (158-160). Biyofilmin dagilma siirecini
uyaran ve biyofilm matris molekiillerini yitkma 6zelligine sahip olan enzimler de bu kategori
igerisinde degerlendirilir (158). En ¢ok incelenen ve S. epidermidis biyofilmi dagitma giiciine

sahip olan enzim “‘Dispersin B’” ad1 verilen enzimidir (161).

Hiicreler arasi baglantilarin dagitilmasi, biyofilm yapisi igerisinde kanalciklarin olugsmasina

neden olur. Boylece kanalciklar araciligr ile i¢ katmanlara besinin ulasmasi ve atiklarin
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disartya atilmasini saglanir. Stafilokoklarda bu rolii proteaz, nukleaz ve ‘‘phenol-soluble
modulin’> (PSM) adi verilen proteinler istlenir (162-165). PSMs proteinleri, kovalent
olmayan baglar1 bozmak suretiyle biyofilm yapilanmasina katki saglayan gii¢lii yiizey aktif
maddeye benzer Ozelliklere sahip amfifilik molekiillerdir (138). Tahmin edilebilecegi gibi
PSMs proteineri iiretildikleri seviyeye gore farkli sonuglara neden olurlar, orta diizeyde bir
tiretim biyofilm sekillenmesine yol acarken yiiksek miktarda {iretildiginde biyofilm

dagilmasina sebebiyet vermektedir (164).

2.4, KOAGULAZ NEGATIiF STAFILOKOKLARDA EKSOENZIMLER VE
TOKSINLER

Koagiilaz Negatif Stafilokoklar, S. aureus gibi agir septisemiye neden olabilecek
viriilans faktorleri tiretmezler. Teikoik asit ve peptidoglikan, Gram negatif bakterilere 6zgii
olan lipopolisakkaritten ¢ok daha diisiik inflamatuar etkiye sahiptir. KNS’ler genellikle
superantijenik aktiviteye sahip molekiiller iiretmez. Fakat doku yikimi ve inflamatuar

tepkimelere neden olabilecek bazi viriilans faktorlerine sahiptirler (166, 167).

S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hyicus, S. warneri ve S. xylosus gibi bazi KNS tiirlerinin
tirettigi lipaz enzimleri, insan veya memeli derisinden salgilanan yag asitlerinin etkilerine
kars1 korur ve yasamlarini siirdiirebilmelerine katkida bulunabilir (168). Son dénemde yapilan
caligmalarda KNS’lerin firettigi proteaz enzimlerinin, fibrinojeni ve kompleman C5’i
yikabildigi bildirilmistir. Bu durum bu bakterilerin viicut savunma sisteminden kagabildigi
izlenimini vermektedir. (169). Ilk 6nce S. aureus’ta tanimlanan *‘Fatty-acid modifying
enzyme (FAME)’’ adi verilen enzimin, S. epidermidis suslarinin %80 inde ve diger KNS
tiirlerinde bulundugu tespit edilmistir. Bu enzimin deride bulunan bakterisidal etkiye sahip
yag asitlerini etkisizlestirerek bakterilere savunma gorevi sagladigi belirtilmektedir. (170).
““Phenol soluble modulin’ (PSMs) adi verilen proteinler, biyofilm sekillendirme ve
dagitilmas: gorevleri disinda sitokin salinimi ve makrofajlarin uyarilmasina neden olurlar.
Ayrica PSM’ler, insan nétrofillerinin degraniilasyonuna, spontan apoptoza engel ve

kemoatraktan olarak gorev yaparlar (171).
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2.5. KOAGULAZ NEGATIF STAFILOKOKLARDA EPIDEMIYOLOJIi VE
BULASMA

Deri, dis cevre ile temasta oldugundan ve fiziksel bariyer gorevi istelendiginden
dolay1 ¢ok sayida birbirinden fizyolojik acidan farkli mikroorganizmalarla kolonize olur.
KNS’ler insan ve hayvan derisinin devamli olarak mikrobiyota tiyesidir (172). Deri, insan
viicudunun en biiyiik organi olarak algilanirken deri kalinlig1 ve kivrimlarindaki farkliklar, kil
folikiillerinin yogunluklari mikrobiyotalar i¢in farkli yasam alanlar1 belirler. Bu KNS’ler igin
de gegerlidir. S. epidermidis insanlarda en ¢ok bulanan KNS tiiridiir. Bu bakteri 6zellikle
nemin yogun oldugu, koltuk alti, kasik, 6n burun delikleri ve konjonktiva gibi viicut
yiizeyinde kolonize olur (173). S. hemolyticus ve S. hominis tercihen koltuk alti ve kasik
bolgelerinden izole edilir. S. capitis, ergenlik sonrasinda yag bezleri etrafinda alin ve kafa

dermisinde bulunabilir (174, 175).

Hastane ortamlarinda ¢oklu antibiyotik direnci olan ve biyofilm iiretme giicline sahip olan
KNS tiirlerinin yayilimini antibiyotik kullanimi ve tibb1 cihaz uygulamasi gibi modern tibbi
yontemler kolaylastirmaktadir. Yenidogan yogun bakim iinitelerinde ve hasta servis
odalarinda endemik klonal yayilim ve ¢oklu direng KNS tiirlerinin prematiire yenidoganlarda

kolonizasyona ve hastaliklara neden oldugu belirlenmistir (176).

2.6. KOAGULAZ NEGATIF STAFILOKOKLARDA PATOGENEZ

Koagiilaz Negatif Stafilokok (KNS)’lerin infeksiyon hastaliklarina ve kolonizasyona
neden olmalarin1 kolaylastiran viriilans faktorlerinden en 6nemlileri hiicre yiizey adezyon
molekiilleri ve biyofilm olusturabilme o6zellikleridir. Infeksiyon ve/veya kolonizasyon
olusumunda ilk kritik olay, konak doku hiicrelerine veya modern tipta kullanilan tibbi cihaz
yiizeylerine tutunmalaridir. Yabanci cisim ile iligkili KNS infeksiyonlariin patogenezinde en

kritik faktor gok katmali biyofilm olusturma oldugunu kabul edilmektedir (177-179).

Abiyotik yiizeye veya konak doku hiicreleri ve matris proteinlerine tutunmada aracilik etmek
hem de bakteri hiicreleri arasindaki etkilesimi saglamak icin stafilokoklar, protein veya
protein yapisinda olmayan ¢esitli hiicre yiizey adezyonlar1 tiretirler (180). Protein yapida olan
adezyonlar, ‘‘microbial surface components recognizing adhezive matrix molecules’
MSCRAMMs) ve ‘‘accumulation associated protein’” (Aap) adi verilen hiicre ylizey
adezyonlardir (181-184). Protein yapida olmayan adezinler ‘‘hiicreler aras1 adezyon’’ (PIA)
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veya poly-N-asetil glukozamin (PNAG) olarak da taninan polisakkarit molekiilleri ve tiekoik
asitleri (TAs) icermektedir. KNS’ler, cansiz veya canli ylizeylere tutunmayi ve biiyiiylip
hiicreler aras1 baglantilar ve etkilesimler kurmayi basarmalari sonucunda cesitli kronik
infeksiyonlara neden olurlar ve biyofilmden kopmalar1 aracigiyla da bakteriyemi ya da

septisemi gibi infeksiyonlara kaynak olustururlar.

2.7. KOAGULAZ NEGATIF STAFILOKOKLARIN KLINiK ONEMi

Hasta popiilasyonlarindaki koklii degisikliklerin, prematiire yeni doganlardaki artigin,
yasli, kronik hastalikli ve bagisiklig1r baskilanmig hastalardaki artisin ve ayrica tibbi cihaz
kullanimindaki artisin gesitli KNS infeksiyonlarima neden oldugu kabul edilmektedir. KNS
tirleri igerisinde en ¢ok infeksiyona neden olan S. epidermidis tiiriidiir, bunu sirasiyla S.
hominis, S. haemolyticus, and S. capitis tiirleri takip etmektedir (185-187). Buna karsilik,
global endokardit ¢alismalarinda S. lugdunensis’in en yaygin patojen oldugu bildirilmistir.

(188). KNS ile iliskilendiren en 6nemli klinik durum tibbi cihazlar ile iligkili infeksiyonlardir.

Koagiilaz negatif stafilokoklarin neden oldugu ciddi infeksiyonlar kisaca asagida

Ozetlenmistir.

Yabancr Cisimle fliskili Kan Dolasim Infeksiyonlar1: Kalic1 veya gecici olarak implant
edilmis tibbi cihazlar ile iliskili kan dolasim infeksiyonlarindan ¢ogunlukla KNS izolatlari
sorumludur (189). Bu infeksiyonlar lokal veya sistemik olabilir. Kolonizasyonun baslangic
slirecinde tibbi cihazlar ile iligkili kan dolagim infeksiyonlarinin semptomlart belirsiz veya
hafif olabilir fakat KNS kaliciligi devam ettiginde metastatik yayilma, embolik komplikasyon
ve septik tromboflebit gibi ciddi agir komplikasyonlu sonuglara yol agabilmektedir (190).
Nozokomial menenjit veya ventrikiilit vakalarinda S. epidermidis kaydedilmis infeksiyonlarin
%73 lnden sorumludur ve bu izolatlarin iicte ikisinin oksasiline karsi direngli oldugu

bildirilmistir.(191).

Yenidogan Infeksiyonlar:: Saglikli ve siiresinde dogmus bebeklerde KNS tiirleri oldukca
diisik invaziv Ozellige sahipken prematiire yenidogan bebeklerin invaziv KNS
infeksiyonlarina yatikligi vardir. Bunun nedenleri de olgunlagsmamig bagisiklik sistemi, cilt ve
mukoza bariyerinin zayif olmasidir. Insan viicut yiizeyinde KNS’lerin kolonizasyonu ilk
birka¢ giin veya haftalarda baslar ve S. epidermidis, S. warneri, ve S. haemolyticus sirasiyla

en sik kolonize olan tiirlerdir (192, 193). Hastane yatisi sirasinda &zellikle ¢oklu direngli,
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mecA-pozitif S. haemolyticus tiirleri daha fazla yayginlik gosterir (193). Yogum bakimda
yatan yenidoganlarda biyofilm olusumu, kalict KNS bakteriyemisi i¢in en Onemli risk

faktoriidiir (194).

Notropenik Hastlarda Bakteriyemi, Septisemi: Ozellikle kemoterapiye bagli notropenik
hastalarda, vakalarin yaklasik %20-%40’inda KNS’lerin S. epidermidis tiirleri atesli
septisemiye neden olan etken olarak sorumlu tutulmaktadir (195-198). 1.051 bakteriyemi
olgusunun etiyolojisini inceleyen ¢ok merkezli bir ¢alismada, 785 kanserli hastadan izole
edilen patojenlerin %40’ 1ndan fazlasinin KNS tiirleri oldugu belirlenmistir (199). Nétropenik
hematoloji hastalar1 arasinda KNS nozokomiyal yayilma ile bulasabilmekte ve onkoloji hasta
servislerinde S. epidermidis klonlar1 bulunabilmektedir. Bu hastalarda KNS bakterileri kan

dolasim infeksiyonunun yaygin etkeni olarak kabul edilmektedirler.

2.8. KOAGULAZ NEGATIF STAFILOKOKLARDA ANTIBiYOTIK DIRENCi

Koagiilaz negatif stafilokoklarin 6nemi, esas olarak sahip olduklart ¢oklu antibiyotik
direnci ve biyofilm iiretebilme giicii gibi 6zelliklerinden dolay1 yillar icinde artmistir (200,
201-205). Bu bakterilerde antibiyotik direncin artmasiyla ilgili birka¢ mekanizma iizerinde
tartisgilmaktadir. Birincisi, biyofilm igindeki hiicreleri ¢evreleyen matrisin kalinlhigi ve
kompozisyonu antibiyotiklerin igeriye girmesi ve diflizyonunu engelleyebilecegi, ikinci
mekanizma ise stafilokok biyofilm popiilasyonunun mutasyona ¢ok yatkin olusu ve bunun da
antibiyotiklere karsi direncin yiikselmesine neden olabilecegidir (206, 207). Bu varsayimlar
dogrultusunda birkag antibiyotikten olusan kokteylin tedavide kullanilmasi bugiin énemli bir
strateji olmustur (200, 208-2012). Ancak, biyofilm hiicreleri igerisinde KNS’lerin antibiyotik
toleransinin yiiksek olmasi bu yontemin basarisizlikla sonuglanmasina yol agabilmektedir.
(11). Yillar iginde KNS’lerin antibiyotiklere karsi direncinin artmasina, uygunsuz ve/veya
yaygin antibiyotik kullanimi, evcil ve tarla hayvanlar i¢in antibiyotik kullanimi, yeni
antibiyotik icat orammmin diismesi, c¢evre kosullarindaki degisiklikler, bakterilerin

antibiyotiklere kars1 adaptasyon elde etmeleri gibi faktorler neden olmustur. (213-220).

2.8.1. B-laktam Antibiyotiklere Direng

KNS izolatlarini siklikla temsil eden S. epidermidis (221), S. haemolyticus (222) ve S.
sciuri (223) gibi tiirlerin metisiline yiiksek oranda direng gosterdigi bilinmektedir (224, 225).
Bu fenotip belli bir bolgeye spesifik bir durum olarak kabul edilmez ¢ilinkii farkli cografik
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bolgelerden Ornegin: Avrupa’dan Kuzey Amerika’da yapilan c¢alismalar, kan dolagim
infeksiyonlarindan izole edilen %60 ila %80 oraninda KNS tiirlerinin metisiline direng
gosterdigini  bildirmislerdir. (226-229). Bu direncin ilk Once antibiyotiklerin b-laktam
halkasini hidrolize eden penisilinaz enziminin etkisi sonucunda ortaya ¢iktig1 ifade edilmistir.
Giiniimiizde stafilokoklarin b-laktam antibiyotiklerin aktivitelerini etkisizlestirmeden sorumlu
spesifik penisilin baglayict protein (PBP2a) {irettigi ve bu direngli fenotipteki suslarda
direncin, PBP2a proteinini kodlayan mecA genini igeren stafilokok kaset kromozomu
(SCCmec) tagimalarina bagli bir durum oldugu belirtilmektedir (230-232). Bugiin hastane
ortamindan izole edilen KNS’lerin %90°1 penisilin tiirevli antibiyotiklere karsi artan dirence

sahiptir (216, 222, 233).

2.8.2. Diger Antibiyotiklere Direng

Yillar igerisinde MR-KNS infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan glikopeptid
antibiyotiklere karsi direng gelistiren KNS suslarinin sayisinda artis oldugu goriilmiistiir.
Omek olarak, S. epidermidis’in fakli etki mekanizmasmna sahip birbirinden farkli sekiz
antibiyotige kars1 direng¢ gelistirdigi ve nozokomiyal izolatlar igerisinde %80’inin metislin
disindaki antibiyotiklere de direng gosterdigi tespit edilmistir. (229, 234). Bununla bereber
vankomisin, KNS izolatlarina kars1 etkinligini halen korumaktadir ve direngli KNS
infeksiyonlarinda kullanilan antibiyotiklerin en iist listesinde yerini korumaktadir. Vakomisin
veya teikoplanin gibi glikopeptid antibiyotikler tek basina veya sefazolin, rifampisin ve
fosfomisin gibi antibiyotikler ile kullanilabilir (201, 216, 234, 235). Son yillarda,
siprofloksasin, klindamisin, eritromisin, gentamisin ve tetrasiklin gibi antibiyotiklere karsi
onemli ve endise verici diizeyde direnci artig1 bildirilmistir. (236, 203, 213, 237, 9, 238-241).
Linezolid daha yeni bir antibiyotik sinifina aittir ve ¢oklu direng gosteren stafilokok

infeksiyonlarina kars1 miicadelede imit vaat edici olarak ortaya ¢ikmistir. (242, 243).
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Tablo 2.2: Stafilokoklarda goriilen antibiyotiklere direng mekanizmalari (244).

Antibiyotik Diren¢ mekanizmasi Direncin temeli

Penisilin B-laktamaz ile inaktivasyon Plazmit
2. PBP’de degisimler

Metisilin PBP’lerde degisim Yeni bir DNA  bolgesi
PBP2a varligi eklenmesi

Tetrasiksin 1. Hiicreden disa atim pompa 1. Plazmid

sistemi (efflux) ile uzaklastirma
2. Ribozom modifikasyon

2. Yeni bir DNA boélgesi
(lokus) kazanimi

Kloramfenikol Enzimatik inaktivasyon Plazmit
Gentamisin Enzimatik inaktivasyon Plazmit, transpozon
Eritromisin Ribozomal rRNA’nin | Plazmit

enzimatik degisimi  sonucu

ilacin baglanamamasi
Trimetoprim Alternatif dihidrofolat rediiktaz | Plazmit

Florokinolonlar

1. DNA giraz da degisme
2. Efflux sistemi

1.Gen mutasyonu
2. Mutasyon neticesinde pompa

sistemi aktivasyonu

2.9. KLINIK TANI VE LABORATUVAR TANISI

Insan mikrobiyota iiyesi olmasindan dolay1, infeksiyon etkeninin KNS oldugunu teshis
etmek kafa karistiran ve kolay olmayan bir durumdur ¢iinkii klinik 6rnek alimi sirasinda
mikrobiyotadan kontaminasyon yoluyla bulagmis olabilme olasiligi vardir. Bu nedenle
KNS’lerin etken olarak tanimlanmasi zorlayici bir durumudur (234). Bu tiir sorunlarin ortadan
kaldirilmasi ve o6zellikle S. epidermidis i¢in infeksiyon etkeni mi kolonizasyon mu sorusuna
yanit bulmak i¢in ayirt edici kapasiteye sahip bir markerin bulunabilmesine yonelik yillarca
calismalar yapilmistir.  Ancak komensal olarak deri veya mukozada yasamini
stindiirebilmesini saglayan faktorler ile infeksiyona yol acan KNS viriilans faktorleri aym
oldugundan anlamli bir sonu¢ elde edilememistir (138). Yapilan birkag c¢alismanin
sonuglarina bagli olarak komensal suslarin antibiyotklere daha fazla duyarli oldugu ve ¢ogu
kez de ‘‘accumulation associated protein’’ (aap), ‘‘arginine catabolic mobile elements’’
(ACME) ve ‘‘format dehidrogenaz’’ (fdh) ad1 verilen genleri tasidiklar1 gozlemlenmistir (245,
246-248). Klinik izolatlar i¢in ise patojen KNS tiirleri yiiksek antibiyotik direnci, biyofilm ile
iligkili icaABCD genlerinin varhigi ve IS256 ve SCCmec elementleri tagimalariyla
iligskilendirilmektedir (246-251).

Koagiilaz negatif stafilokoklarin bazi biyokimyasal 6zellikleri basit testlerle ortaya
cikarilabilmektedir (Tablo 2.1). Katalaz pozitifligi, oksidaz negatifligi, nitratin nitrite

indirgenmesi gibi testler 6n tanida kullanilan basit testlerdir. Bunlarin yani sira koagiilaz
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aktivitesi de laboratuvarda kolayca gdosterilebilen bir 6zelliktir. KNS 6n tanisinda Gram
boyamada gram pozitif kiime yapmis koklarin goriilmesi, izolatin katalaz pozitif olmasi ve
koagiilaz negatif olmasi gerekmektedir. Tiir tayini igin hemoliz 6zelligi, novobiyosine

duyarlilik, mannitol mannoz, maltoz ve siikroza etkisi, termoniikleaz testleri de uygulanabilir.

Gelisen teknoloji ile glinlimiizde bakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasinda islemlerin daha
standart olmasini saglayan, analitik hatalar1 azaltan is yiikiinii daha basite indirgeyen yar1
otomatize ve otomatize sistemler kullanilmaktadir. API (BioMerieux), Vitek 2(BioMerieux),

Phoenix sistem (Becton Dickinson) bunlara 6rnek teskil etmektedir.

Molekiiler yontemlerin klinik bakteriyolojisinde hizla kullanima gegmesi ile 16S rRNA geni,
dizi analizi gibi yontemler tiir diizeyinde bakterilerin dogru tanimlanmasinda siklikla tercih
edilmektedir (252). Matriks assisted lazer desorption ionization time of flight
massspectrometry (MALDI-TOF MS) giiniimiizde bakteri ve bazi mantarlarin tiir diizeyinde
tanimlanmasi i¢in tercih edilen yeni bir yontemdir ve pek cok laboratuvarda kullanima

girmistir.

2.9.1. Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight (MALDI-TOF MS)
Bu yontem, mikroorganizmalardaki biyomolekiillerin iyonize olduktan sonra manyetik
alandan gecirilmesi neticesinde protein profillerinin goriintiilenmesine dayanmaktadir. Bu
profillerin grafik seklinde goriiniimleri, cihazin veri tabanindaki mikroorganizmalar ile olan
uyumuna gore tiir diizeyinde tanimlanir (253). Bu Kiitle spektrometri yontemi 1900’lerde
kesfedildigi halde uzun siire ¢ok sinirli kullanilmistir. 1970’11 yillarda mikrobiyoloji alaninda

kullanilmaya baglanmistir.

MALDI, 1980’lerin sonunda soft iyonizasyon tekniklerinin gelistirilmesi sonucu proteinler
i¢in uygulanabilir duruma geldi. Bu teknikte protonlarin eklenmesi ya da ¢ikarilmasi ile peptit
zincirleri iyonize olmaktadir. MALDI-MS cihazi ilk kez 1990’larin baginda ticari kullanima
sunuldu (254). Giiniimiizde Vitek MS (BioMerieux, Etoile France) ve MALDI Biotyper
(Bruker Daltonics Inc, Fremont, CA) olarak satilan MALDI -TOF sistemleri bulunmaktadir.
Bakteri izolatlar1 i¢in MALDITOF MS’in tiir diizeyinde dogru tanimlama orani %384,1 ile
%95,2 arasinda degisebilmektedir (255, 256).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Subat 2022-Temmuz 2022 tarihleri arasinda Istanbul Universitesi-
Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi Bashekimligi, Tibbi Mikrobiyoloji Merkez
Laboratuvarina gonderilen kateter, cerahat, doku pargasi orneklerinden infeksiyon etkeni

oldugu 6ngoriilen 100 adet KNS izolati ile gerceklestirilmistir.

Calismamiz, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Klinik Arastirmalar Etik kurulunca 05

Mayi1s 2022 tarihli, 374100 sayili yazi ile onaylanmustir.
Calismada

1. Hastanin hekimi tarafindan bakteriyolojik analiz icin laboratuvara gonderilen
kateter, cerahat ve doku drneklerinden standart mikrobiyolojik yontemlerle tiretilip

izole edilen 100 adet KNS izolati, arastirmamiz kapsamindaki deneylerde
kullanilmak tizere, %10 gliserinli brusella siv1 besiyerinde -80 “C’de saklandt.

Calismaya dahil edilen KNS’lerin se¢iminde asagidaki 6zellikler dikkate alindi.

a. Hastanin kateter kiiltiirlinde iireyen KNS es zamanli olarak hastanin kan
kiltliriinde de iiredi ise izolat caligmaya alindi.

b. Aym hastaya ait birka¢ giin ara ile gonderilen doku veya cerahat
orneklerinde siirekli ayni antimikrobiyal diren¢ profiline sahip aynm1 KNS

izolat1 saf olarak iirliyorsa bu izolat caligmaya alindi.

2. ATCC 35984 S. epidermidis standart kokeni tiretici firma onerileri dogrultusunda
brucella sivi besiyerinde c¢ozdiiriildii, duyarlilik deneylerinde ve biyofilm

varliginin fenotipik ve genotipik yontemlerle arastirilmasi sirasinda kullanilmak

iizere -80 C’de saklandu.

3. Koagiilaz negatif stafilokoklarin Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi
Komitesinin (EUCAST) 2023 kriterleri dogrultusunda penisilin, eritromisin,
klindamisin, tetrasiklin, siprofloksasin, rifampisin, trimetoprim-sulfametoksazol ve
linezolid antibiyotiklerine duyarliliklar1 Mueller Hinton agarda Kirby-Bauer Disk

Diffuzyon yonemi ile saptandi. Vankomisin ve teikoplanin duyarliliginin
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belirlenmesinde bu antibiyotiklerin MIK’unu saptamak icin E-test yontemi
kullanildi. Metisilin duyarliligi, sefoksitin diski kullanilarak arastirildi, ayrica
geotipik olarak mecA geninin varligi Ger¢ek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR) yontemiyle tespit edildi. Sonuglar EUCAST 2023 kriterleri
dogrultusunda degerlendirildi.

. Koagiilaz Negatif Stafilokoklarin 6n tanist konvansiyonel yontemlerle, tiir tanisi
ise  Matriks-Destekli Lazer Desorpsiyon/Iyonizasyon Kiitle Spektrometresi
(MALDI TOF-MS) yontemi ile yapildi.

. Koagiilaz negatif stafilokoklarin biyofilm olusturma o&zellikleri fenotipik ve
genotipik yontemlerle arastirildi. Fenotipik yontemle, Kongo Kirmizili agara tek
koloni ekimleri yapilarak arastirildi. Genotipik yontemle RT-PCR ile icaA ve icaD
biyofilm genlerinin varlig arastirildi.

. Ayrica biyofilm olusumuyla ilgili olanica operonuna geri doniisiimlii olarak
eklenmek suretiyle ica operonu ekspresyonunu ve sonrasinda da biyofilm
Olusumunu etkileme kapasitesine sahip olan mobil genetik eleman IS256 da
spesifik primeri ile saptandi.

. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.1. GERECLER

3.1.1. Deneylerde Kullanilan Malzemeler

Eppendorf tiipleri (steril 2mLlIik)

Petri kutulari (steril, 90 x17 mm)

Tek kullanimlik 6ze (steril, 0.01mm ¢apl)

Mikropipet (10-100 pL’lik, Corning marka)

Mikropipet (100-1000 pL’lik, Corning marka)

Filtreli pipet uglar1 (100,250 ve 1000 pL’lik Kirgen marka)
PZR Tipleri (steril, ince ¢eperli,2 mL (Nest marka)
MALDI-TOF MS i¢in matris soliisyonu (VITEK® MS CHCA)
MALDI-TOF MS igin Tek kullamimhik VITEK® MS slaytlar:
Primer: icaA (Sentromer DNA Teknolojileri)

Primer: icaD (Sentromer DNA Teknolojileri)

Primer: mecA (Sentromer DNA Teknolojileri)
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Primer: 1S256 (Sentromer DNA Teknolojileri)

S. epidermidis ATCC 12228

S. epidermidis ATCC 35984

S. aureus. ATCC 25923

Antibiyotik diskleri: Penisilin (10 pg), Eritromisin (15pg), Klindamisin (2ug), Linezolid
(10pg) Tetrasiklin - (30ug), Siprofloksasin  (Spg), Rifampisin (5 pg), Trimetoprim-
Sulfametoksazol (1,25-23,75ug). Sefoksitin (30 pg) antibiyotik diskleri (Bioanalyse)
Vankomisin ve Teicoplanin E-test (Gradient test)

Gram boyama seti; Jansiyen moru (Riedel-De-Haén), Lugol (Riedel-De-Haén), Etil alkol
(%96), Sulu fuksin (Riedel-De-Haén).

3.1.2. Deneylerde Kullanilan Cihazlar
Buzdolabi (Argelik 5272 NH)

Derin dondurucusu (LG-B502GVTW)

Inkiibator (Memmert)

Otoklav (Hiryama HA-300M 1V)

McFarland otomatik 6l¢iim cihazi (VITEK® DensiCHEK)

MALDI TOF (VITEK® MS- BioMérieux)

PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Inc., MA, USA).
Applied Biosystems™ SimpliAmp™ Plus Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific)
Thermal Cycler (Labcycler, SensoQuest GmbH)

UV - transliiminator (Model Tuv 20 Owl Scientific, A.B.D

3.1.3. Deneylerde Kullanilan Besiyerleri, Stok Soliisyonlar ve Ayiraglar

Koyun Kanh Agar

Defibrine koyun kant..........c.cccoeeieniennnnnen. 50 ml
Agar (jeloz) besiyeri........ccooviiiiiiiiiiiinns 409
DIStile SU.....coiiiiiiiee e 11t

40 gr toz besiyeri (Oxoid) 1 1t distile su igerisinde eritildi. Otoklavlama islemi
121°C’de 15 dakika boyunca gerceklestirildi. pH’s1 7,2 — 7,4’e ayarlandi. 45°C’ye kadar

sogutulduktan sonra defibrine koyun kani ilave edilerek iyice karismasi saglandi. Sonrasinda
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petri kutularma 4 mm kalinlikta olacak sekilde dagitilarak donduruldu. Bu besiyeri

bakterilerin hemoliz 6zelliklerine gore ayristirilmasi amaciyla kullanildi (257).

Cikolatams1 Agar

Agar (jeloz) besiyeri......cccoovvveviveveiiieieen, 40 ¢
Defibrine koyun kant...........c.cccceeeveniienennne. 50 ml
DIStIE SU...c.ocvriiiiiicc 1000ml

40 gr toz besiyeri (Oxoid) 1 It distile su igerisinde erimesi saglandi. Otoklavlama
islemi 121°C’de 15 dakika boyunca gergeklestirildi. pH’s1 7,2 — 7,4’e ayarlandi. 45°C’ye
kadar sogutulduktan sonra defibrine koyun kani ilave edilerek iyice karigmasi saglandi. 2 dk
boyunca kaynayan suda tutuldu. Tekrar 45°C’ye gelinceye kadar sogutuldu ve iyice karismasi
saglandiktan sonra 4 mm kalinlikta olacak sekilde petri kutularina dagitildi. Bu besiyeri genel

tiretim amagh kullanildi (257).

DNaz Besiyeri

Deoksiribonukleikasit.............cccooeriiiniiiiiiiicee, 2gr
THIPLOZ. oo 20 gr
AT i 15gr
SOAYUM KIOTUT.....cveeeeeiiieieeieeecceeee e Segr
DISHHE SU...ceviiiiiie e 11t

Uretici firmadan(Himedia) temin edilen 500 gr' lik kutu iizerindeki prosediire gore 42
g toz besiyeri 1 1t distile su igerisinde eritildi. Otoklavlama islemi 121°C’de 15 dakika
boyunca gergeklestirildi. 45°C’ye kadar sogutulan besiyeri karisimi 4 mm kalinlikta olacak
sekilde petri kutularma dagitilarak donduruldu. Bu besiyeri bakterinin DNaz aktivitesini

gostermek i¢in kullanildi (257).
Gliserollii Brusella Sivi Besiyeri
Brusella S1vi BeSiyeri.......cccvevieriieiieniieiieeieeieee e 28 ¢
DISEHE SU...ceeiviiciiieeee e 900 ml

GliSBIIN . s 100 ml
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Brusella sivi besiyeri lretici firmadan (Acumedia) temin edilen 500 gr' lik kutu
tizerindeki prosediire gore 28 g toz besiyeri 900 ml distile suda eritildi, 100 ml gliserin
eklenerek elde edilen karisima 121°C’de 15 dakika boyunca otoklavlama islemi yapildi.
45°C’ye kadar sogutulan karisim steril ependorf tiiplerine aktarildi. Bu besiyeri aerop
bakterileri -20°C’de saklamak amaciyla kullanilda.

Mueller Hinton Agar

Nisasta......oovvvviieiiiiiiiannnn. 1,5¢g
Kazein hidrolizati................... 17¢g
Agar.......ooiiiiiiii 17¢g
Sigir et suyu (B-21)....cccevvvivennnne 300 ml
Distile su.....ccocoviiiiiiii. 11t

Uretici firmadan (Oxoid) temin edilen 500 gr' lik kutu {izerindeki prosediire gore 38 g
toz besiyeri 1 1t distile su igerisinde eritildi. Elde edilen karisima otoklavlama igslemi 121°C’de
15 dakika boyunca gergeklestirildi. pH’s1 7,4’¢ ayarlandi. 45°C’ye kadar sogutulan karisim 4
mm kalinlikta olacak sekilde petri kutularina dagitilarak donduruldu. Bu besiyeri

antimikrobiyal duyarlilik testlerinde kullanildi.

Kongo Kirmizili Agar

Kongo kirmizisi sollisyonu................coooiiiiinn. 100 ml
STkroz soltiSyOnU. ......ovviiiiii i 100ml
Brain Heart Infusion Agar(BHIA)...........cccceoveveivennnnee. 379
DISEHE SU.....eiieiiceiceeee e 800 ml

Uretici firmadan (Merck) temin edilen 500 g’ lik kutu iizerindeki prosediire gore 37 g
toz besiyeri 800 ml distile su igerisinde eritildi. Karistma 121 °C’de 15 dakika boyunca
otoklavlama islemi yapildi. Otoklav cihazindan ¢ikarildiktan sonra besiyeri karisimi ve kongo
kirmizist sollisyonu karistirildi. Besiyeri ve boya karisimi yeterince soguduktan sonra (55 °C)
siikroz bu karisima ilave edildi. pH’s1 7,2’ye ayarlandi. Besiyeri karisimi 45°C’° ye kadar
sogutulduktan sonra 4 mm kalinlikta olacak sekilde petri kutularina dékiilerek donduruldu. Bu

besiyeri bakterilerin biyofilm olusturma 6zelligini saptamak i¢in kullanildi (258).
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3.1.3.1. Stok Soliisyonlar

Kongo Kirmizisi soliisyonu
Kongo KIrMIZIST....ccccuvieeiiieiiiieeieeeee e 0,8 g
DISHHE SU...cveeiiieiieeee e 100 ml

Kongo kirmizis1 boyas1 (Mediko Kimya) 100 ml distile su igerisinde ¢ozlindiiriildii.

Elde edilen karisima 121 °C’de 15 dakika boyunca otoklavlama islemi yapildi (258).

Siikroz soliisyonu

Stikroz 100 ml distile suda ¢6ziindiiriildii. 0,22 um por c¢apli filtreden siiziilerek steril
edildi (258).

3.1.3.2. Aywaclar
Katalaz Ayiraci

Bu aywra¢ %3’liik H,O, ( hidrojen peroksit) olarak stafilokoklarin 6n tanisinda
kullanildi (257).

DNaz Ayiraci

Bu ayrirag IN HCI (hidroklorik asit) olarak Koagiilaz Negatif Stafilokoklarin 6n
tanisinda kullanildi (259).

3.1.4. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar ve Kitler
Hot Start Master Mix (2X) (NucleoGene) : Bu set igerisinde Taq DNA polimeraz,
reaksiyon tamponu, MgCl2, dANTP (dATP, dCTP, dGTP ve dTTP), stabilizorler ve

giiclendiriciler bulunmaktadir. PCR karisimi i¢in 12.5ul hacmi hazirlanir.

Forward primer (10uM) :2.5ul

Reverse primer (10uM) :2.5ul
DNA :5ul
Nuclease-Free Water :2.5ul

2,5” er pl diiz ve ters primerlerden alinarak 2.5 pl DNAz/RNaz icermeyen Nuclease-Free
Water ve 5ul DNA ilavesi ile 12.5ul Hot Start Master Mix hazirlandi. Kullanilincaya kadar -
20 de saklandi.
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Genomik DNA ekstrasyon Kiti (NucleoGene)

Lysis Buffer : 17 ml , Binding Buffer : 17 ml,  Wash Buffer I* ve Il : 11 ml
Elution Buffer 5 ml, Proteinase K 2 sise, Spin Columns 50 adet, Toplama tiipleri : 50

adet icermektedir

PCR Ic¢in Kullamlan Primerler

Calismamizda icaA ve icaD genlerini arastirmak i¢in kullanilan primerler Arciola CR ve

arkadaslariin yaptig1 caligmadan alinmistir (260).

Tablo 3.1 : Calismada kullanilan primerler.

Gen Yoni Dizisi Uriin boyutu

icaA Diiz 5-TCTCTTGCAGGAGCAATCAA-3 188 bp
Ters 5-TCAGGCACTAACATCCAGCA-3

icaD Diiz 5-ATGGTCAAGCCCAGACAGAG-3 198 bp

Ters 5-CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA-3

mecA Diiz 5-TGGCTATCGTGTCACAATCG-3 307bp
Ters 5-CTGGAACTTGTTGAGCAGAG-3
15256 Diiz 5-TGAAAAGCGAAGAGATTCAAAGC-3 762bp

Ters 5-ATGTAGGTCCATAAGAACGGC-3
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ica=D- ica-D-R
1205 JIJ()S,\H}”
A\TGGTCA CGTGTTH
AGA(

mecA-l mecA-R

11 205AK31) 21205AK
TGGCTAT( CTGGAA
CA( AATC

T™™: 573

Sentromel Sentromer

Sekil 3.1: Calismada kullanilan primerlerin ambalaj goriintiisii

A:icaA primeri B:icaB primeri  C: 1S256 primeri D: MecA primeri
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3.2. YONTEM

3.2.1. Klinik Ornekler ve izolatlar

Calismamizda Istanbul ~ Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip  Fakiiltesi
Hastanesinin ¢esitli kliniklerinde yatan hastalardan bakteriyolojik yonden incelemek {izere
alman ve Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari,
Bakteriyoloji birimine gonderilen kateter, cerahat ve doku orneklerinden izole edilen KNS

izolatlar1 ile ¢alisildu.

3.2.2. Koagiilaz Negatif Stafilokoklarin Izole Edilmesi ve Tiir Tanimlanmasi
Cerahat ornekleri ve giivenlik kabini iginde steril bistiiri ile kiigiik parcalara ayrilan
doku ornekleri kanl agar, ¢ikolatams1 agar ve MacConkey agara, tiyoglikolatli sivi besiyerine

ekildi ve Gram preparasyonlar hazirlandi. Kateter 6rnekleri ise MAKI yontemi ile ¢ikolatams1
agar lizerine kateteri yuvarlayarak ekildi. Besiyerleri 35-37 "C’de 24-48 saat inkiibe edildi.

Ureyen bakterilerin makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri katalaz, koagiilaz, beta hemoliz
ve DNaz aktiviteleri arastirilip KNS 6n tanis1 alanlar belirlendi. Bu izolatlarin tiir tanisi i¢in
konvansiyonel yontemlerin yani sira Matriks-Destekli Lazer Desorpsiyon/lyonizasyon
(MALDI TOF-MS) Kiitle Spektrometresi teknigi kullanildi.

Gram Boyama: Kanli ve cikolatamsi besiyerlerinde iireyen kolonilerden alinarak bir damla
tuzlu suyla lama yayilip preparatlar hazirland1 ve kurumaya birakildi. Tespit isleminden sonra
preparatlar Gram boyama yontemi ile boyandi. Gram boyama yonteminde agagidaki islemler

sirastyla uygulandi.

1. Jansiyen moru boyast damlatilarak 2 dakika bekletildi. Sonrasinda su ile yikandi.
2. Lugol boyas1 damlatilarak 2 dakika bekletildi ve sonrasinda su ile yikandi.
3. Alkol ile renk giderme islemi yapildi ve sonrasinda su ile yikandi.

4. Sulu fuksin boyasi damlatilip 30 saniye beklendi ve sonrasinda su ile yikandi.

Boyama iglemi sonrasi preparatlarin havada kurumasi saglandi. Kuruyan preparatlar

151k mikroskopunda 100°lik biiylitmeli objektifte immersiyon yagi damlatilarak incelendi
(261).

Katalaz Enziminin Belirlenmesi: Stafilokoklar gibi gram pozitif kok morfolojisinde olan
Micrococcaceae ve Streptococcaceae familyasindaki tiirleri ayirt etmek igin bu test

uygulandi.  Temiz bir lam {izerine bir damla %3 H;O, damlatildi, 18-24 saatlik
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inkiibasyondan sonra ¢ikolatams1 besiyerinde {ireyen saf kolonilerden steril plastik bir 6zeyle
alind1 ve lam iizerindeki H,0 ile karistirildi. Katalaz enzimi H,05’1 su ve oksijene ayristirdigi
icin ortamdaki oksijen ¢ikisi kabarcik olusumu ile belirlendi ve bakterinin katalaz enzimine

sahip oldugu anlasildi. Kabarciklarin olusmamasi katalaz negatif olarak degerlendirildi (262).

Dnaz Testi: Kiiltiirlerde ireyen stafilokok oldugu belirlenen izolatlarin DNaz besiyerine ¢izgi
seklinde ekimi yapildi. Besiyeri 37°C’de 18-24 saat boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrast besiyerinin lizeri tamamen kaplanacak sekilde %1’lik HCl dokiildii.
S. aureus ATCC 25923 standart kokeni pozitif kontrol olarak kullamildi. izolatlarin iireme
cizgisinin ¢evresinde saydamlasma gozlenmesi izolatin DNaz (+) oldugunu gosterdi.
Saydamlagma gozlenmeyen izolatlar ise DNaz (-) kabul edildi (263).

Koagiilaz Deneyi: Tiipte Koagiilaz Deneyi: Bu deney ile besiyerinde iireyen stafilokoklarin
olusturduklart ve besiyerine saldiklari bagimsiz koagiilaz arastirildi. Koagiilaz enzimi
plazmada bulunan Coagulase reacting factor (CRF) ile iliski kurarak fibrinojeni
pihtilastirmay1r sagladi. Bir deney tiipii igerisine 1 ml fizyolojik tuzlu su konuldu ve
stafilokoklarla yogun bir siispansiyon hazirlandi. Bu siispansiyondan 0,5 ml alinarak, i¢inde
0,5 ml 1:5 oraninda sulandirilmig sitratli plazma bulunan tiibe aktarildi. 37°C de beklettikten
sonra 1. ve 4. saatlerde ekim yapilmis tiipler kontrol edildi. Pihti olugsmamasi durumunda
tiipler oda 1s1sinda bir gece bekletildi. Pihtinin olusmasi pozitif olusmamasi ise negatif sonug
olarak degerlendirildi (263). S. aureus ATCC 25923 standart kokeni pozitif kontrol olarak
kullanildi.

Lamda Koagiilaz Deneyi: Bu deney ile bagl koagiilaz, kiimeleyici faktor (clamping factor)
ortaya konuldu. Bakteri yiizeyindeki faktdor plazmadaki fibrinojeni pihtilagtirarak
stafilokoklarin kiimelenmesini sagladi. Temiz bir lamin bir ucuna 1 damla fizyolojik tuzlu su,
diger ucuna da bir damla plazma damlatildi. Stafilokok oldugu belirlenen kokenlerden 6ze ile
alind1 ve bu iki damlaya karigtirilip homojen siispansiyon haline getirildi. Cevirme hareketleri
ile karistirlldi. 1,0-3,0 saniye icinde stafilokoklarda gozle goriilen kiimelerin olustugu
kokenler koagiilaz pozitif, kiime olusturmayan kokenler ise koagiilaz negatif olarak

degerlendirildi (261) S. aureus ATCC 25923 standart kokeni pozitif kontrol olarak kullanildu.

Koagiilaz Nagatif Stafilokok Kokenlerinin MALDI-TOF ile tammmlanmasi: Koagiilaz
Nagatif Stafilokok izolatlarina ait 18-24 saatlik kolonilerden alindi “hedef slayt” olarak
adlandirlan tek kullanimlik VITEK® MS slaytlar1 iizerindeki isaretli bélgelere yayildi. 1’er
pL matriks soliisyonu (VITEK® MS CHCA) o6rnekler iizerine eklendi ve havada 3,0-5,0
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dakikada kurutmaya birakildi. Ornekler hazirlandiktan sonra slayt “MALDI TOF (VITEK®
MS- BioM¢érieux) cihazina yiiklendi ve ¢aligma baslatildi. Sonuglar 1 saat sonra elde edildi.
Bu cihazda lazer 1s181na maruz kalan metal slayt {izerindeki bakteri 1s1nlar1 emer ve peptitler
iyonize hale doniiserek vakum borusu icinde dedektére dogru hareket ederler. Dedektor
proteinlerin kiitlesine bagli olarak varis hizlarini 6l¢iip, bakterinin bilgisini olusturur. Bu bilgi

veri tabanindaki bilgi ile karsilastirilarak tiir diizeyinde tanimlama yapilir.

3.2.3. Koagiilaz Nagatif Stafilokoklarin Saklanmasi

Tibbi Mikrobiyolji laboratuvarina géndereilen kateter, cerahat ve doku o6rneklerinden
tiretilen ve KNS oldugu belirlenen kokenler kanli agar’a ekilerek 35°C - 37°C’lik etiivde 24-
48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra saf olarak iireyen kokenler biyofilm iiretiminin
fenotipik ve genotipik arastirilmasina alinincaya kadar %10 gliserollii siv1 brusella besiyerine

stispanse edilerek derin dondurucuda -20°C’de saklandi.

3.2.4. Koagiilaz Nagatif Stafilokoklarin ve Standart kokenlerin canlandirilmasi

Derin dondurucuda -20°C’de %10 gliserollii siv1 brusella besiyerinde saklanan KNS
kokenleri ve kiirsiimiizde ayni sartlarda 6nceden muhafaza edilmis olan S. epidermidis ATCC
12228 ve S. aureus ATCC 25923 standart kokenleri derin dondurucudan ¢ikarildi. Derhal
tiipiin i¢indeki silispansiyonun tamamen erimesi beklenmeden steril 6ze yardimai ile tiipiin {ist
kismindan yavasgca kaziyarak bir 6ze dolusu alindi ve ¢ikolatamsi1 agara ekildi. Derin
dondurucudan ¢ikarilan tiipler hizlica tekrar derin dondurucuya yerlestirildi. Ekim yapilmis
olan ¢ikolata besi yerleri 35°C - 37°C’lik etiivde 24-48 saat inkiibe edildi. Calismalar
inkiibasyondan sonra saf olarak lireyen izolatlarla gergeklestirildi. Yeni satin alinmis olan S.

epidermidis ATCC 35984 standar kokeni prospektiis bilgileri dogrultusunda canlandirildi.

3.2.5. Koagiilaz Nagatif Stafilokoklarda Slime Uretiminin Saptanmasi
Koagiilaz Nagatif Stafilokok Kokenlerinde slime tiretimi, Freeman ve ark. (258)’nin
tanimladigt Kongo kirmizili agar (KKA) yontemiyle arastirildi. Ayrica suslarda slime

olusumunda goérev yaptig1 diisiiniilen icaA, icaD genleri ve IS256 PCR yo6ntemi ile arastirildi.

Kongo Kirmizih Agar Yontemi: Uretilen her Koagiilaz Negatif Satafilokok kdkeninin, % 5
koyun kanli agar besiyerindeki 24 saatlik kiiltiiriinden KKA besiyerine azaltma yontemi ile
ekildi. Es zamanli olarak ekimlerin yapildigi KKA besiyerlerinden birer tanesine pozitif
kontrol ve negatif kontrol standart kokenleri ekildi. 35°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda,

pembemsi-kirmizi, parlak diiz koloni yapan stafilokok kokenleri slime negatif, siyah,
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piiriizlii, kuru koloni yapan stafilokok kokenleri slime pozitif olarak degerlendirildi (258,
263). Biyofilm olusturan S. epidermidis ATCC 35984 standart kokeni pozitif kontrol,
biyofilm olusturmayan S. epidermidis ATCC 12228 standart kokeni negatif olarak kullanildi.

3.2.6. Koagiilaz Negatif Stafilokoklarin Antimikrobiyal Duyarhliklarinin Belirlenmesi
Koagiilaz negatif stafilokoklarin antibiyotiklere duyarlilif1 disk difiizyon yontemi ile
saptandi. KNS izolatlarinin ¢ikolatamsi agar besiyerindeki 24 saatlik saf kiiltiirlinden alinarak
%0,85 tuzlu su i¢inde 0,5 McFarland standardina uygun sekilde (108 kob/mL) siispansyon
hazirlandi. Bu siispansiyondan standart tek kullanimlik steril 6ze ile alinarak Mueller Hinton
agar besiyerlerinin yiizeyine yayildi. 15 dk bekledikten sonra besiyeri {izerine Penisilin (10
png), Eritromisin  (15pg), Klindamisin(2pg), Linezolid(10pg)  Tetrasiklin(30pg),
Siprofloksasin(5ug), Rifampisin(5pg), Trimetoprim-Sulfametoksazol(1,25-23,75ug),
Sefoksitin (30pg) antibiyotik diskleri yerlestirildi. Inkiibasyon icin 35+ 1°C’de 18 +2 saat
kural1 uygulandi. Inkiibasyondan sonra disklerin etrafinda meydana gelen iirememe zonlarinin

cap1 Olciildii. Sonuclar EUCAST 2023 dokiimanina gore degerlendirildi (264).

Metisilin direncinin belirlenmesinde sefoksitin (30png) diski kullanildi. EUCAST 2023 direng
siir degerleri dogrultusunda S. epidermidis ve S. lugdunensis disindaki KNS izolatlar1 igin <
22 mm inhibisyon zon ¢ap1 direngli, > 22 mm inhibisyon zon ¢ap1 duyarli kabul edildi. S.
epidermidis ve S. lugdunensis i¢in < 27 mm inhibisyon zon ¢ap1 direngli, > 27 mm inhibisyon
zon ¢api1 duyarli kabul edildi. Metisilin direngli mecA pozitif S. epidermidis ATCC 35984
standart kokeni pozitif kontrol olarak, Metisilin duyarli mecA negatif S. epidermidis ATCC
12228 standart kokeni negatif olarak kullanildi (263, 264).

Koagiilaz negatif stafilokoklarin vankomisin ve teikoplanin duyarliliklari E-test yontemi ile
saptandi. Disk diflizyon yontemi i¢in hazirlanan bakteri siispansiyonundan tek kullanimlik
steril standart 6ze ile alinarak Mueller Hinton agar iceren petrilerde besiyerlerinin ylizeyine
yayildi. 15 dakika kadar beklendikten sonra vankomisin ve teikoplanin E test stripleri
(Liofilmchem, Italy) kondu. 35+ 1°C’de 18 +2 saat inkiibasyonun ardindan striplerinin
inhibisyon elipsleri ile kesisme noktalardaki MIK degerleri not edildi. Vankomisin ve

teikoplanin i¢in MIK > 4 ug/mL direncli, <4 pg/ml ise duyarli olarak degerlendirildi.

Avrupa Hastaliklardan Korunma ve Kontrol Merkezi ile ABD Hastaliklardan Korunma ve
Kontrol Merkezi bakterilerin antimikrobiyal direng profilini belirtirken kullanilan “Coklu Ilag

Direnci” (Multidrug Resistant, MDR)’ni ii¢ ya da daha fazla antibiyotik grubuna ait olan
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antimikrobiyal maddeye karsi kazanilmis direng olarak tanimlamaktadir. “Asir1 Antibiyotik
Direnci” (extensively drug-resistant, XDR)’ni bir veya iki antibiyotik grubu diginda tiim
antibiyotik gruplarina ait olan antimikrobiyal maddelere karst kazanilmis direng olarak
tamimlamaktadir. “Panrezistan” (Pundrug-resistant, PDR) ise tiim antibiyotik gruplarina ait

olan antimikrobiyal maddelere kars1 kazanilmis olarak tanimlamaktadir (265).

3.2.7. Molekiiler Yontemler

3.2.7.1. DNA Izolasyonu
Koagiilaz Negatif Satafilokok (KNS) izolatlarindan DNA izolasyonu i¢in kullanilan

kit igerigi: Lysis Buffer (Kullanima hazir) Binding Buffer (Kullanima hazir), Wash Buffer I
(11 mL % 96 lik etanol ile ¢oziildii), Wash Buffer I (11 mL % 96 lik etanol ile ¢oziildii)
Elution Buffer (Kullanima hazir), Proteinase K (1000 pl Nuclease Free Water ile ¢oziildii)

Spin Columns (Kullanima hazir), Collection Tubes (Kullanima hazir) icermektedir.

DNA izolasyonunda sirasi ile asagidaki islemler uygulandi

1. Orneklerden 500 pl alinarak 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alindi. 10 dakika 5.000

xg’de santrifiij edilip siipernatan kismi uzaklastirildi.

2. Uzerine 400 pl Lysis Buffer, 25 ul Proteinase K, 20 pl Lysozyme ilave edilip 56°C’de

yarim saat inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonrasi; 400 pl Binding Buffer ilave edilip, iyice karismasi i¢in 15 saniye

her 6rnek vortekslendi.
4. 800 pl olan karisim spin kolona aktarildi ve 11.000 xg’de 2 dakika santrifiij edildi.

5. Spin kolon altinda kalan kisim uzaklastirildi ve yeni bir toplama tiipiine spin kolon

aktarildi.

6. 500 pl yikama soliisyonu (Wash Buffer I) spin kolona ilave edildi. 11.000 xg’de 1
dakika santrifiij edildi.

7. Spin kolon altinda kalan kisim uzaklastirildi ve yeni bir toplama tiipiine spin kolon

aktarildi.

8. 750 pl yikama soliisyonu (Wash Buffer II) spin kolona ilave edildi. 11.000 xg’de 1
dakika santrifiij edildi.
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9. Spin kolon altinda kalan kisim uzaklastirildi ve yeni bir toplama tiipiine spin kolon
aktarildi.

10. Spin kolon 11.000 xg’de 3 dakika etanolden uzaklastirmak i¢in santrifiij edildi.

11. Spin kolon altinda kalan kisim uzaklastirilir ve spin kolon yeni bir steril 1.5 ml

mikrosantrifiij tiibiine aktarild1.

12. 200 pl of Elution Buffer, spin kolonun merkezine tam ortasina ilave edildi ve 1 dakika
oda 1s1sinda bekletildi. Daha sonra 11.000 xg’de 1 dakika santrifiij edildi.

13. Santrifiij sonrasi, elde edilen DNA kullanima hazir duruma geldi. PCR islemi
yapilincaya kadar 6rnekler -20°C’de sakland.

3.2.7.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
DNA Amplifikasyonu: Calismamizda incelenecek kdkenlerin mecA, icaA ve icaD genlerinin

ve 1S256 tespiti tek asamali polimeraz zincir reaksiyonu ile arastirildi. Amplifikasyon,
SensoQuest Labcycler da gergeklestirildi. Her bir koken igin reaksiyon hacminin 5
mikrolitresi DNA ekstrakti olmak tizere mecA,icaA ve icaD genleri ve 1S256 i¢in ayri ayri
PCR karisimi yukaridaki sekilde hazirlandi.Her bir tiip ilizerine birer damla mineral yag:
eklendi ve tiiplerin kapagi kapatildi. Ornekler Thermo SimpliAmp Thermal Cycler’ a
yerlestirildi ve asagidaki PCR programi uygulandi.

Tablo 3.2: mecA Primeri PCR Asamalari.

Islemler Sicaklik°C Siire Déngii sayisi
Baglangi¢ denatiirasyonu 95°C 3 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 30 saniye 40
Yapisma sicakligi (Annealing) 57.3°C 30 saniye 40
Uzama 72°C 1 dakika 40
Final Uzama 72°C 10 dakika 1

Tablo 3.3: icaA Primeri PCR Asamalari.

Islemler Sicaklik°C Siire Déngii sayisi
Baglangi¢ denatiirasyonu 95°C 3 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 30 saniye 40
Yapisma sicakligi (Annealing) 56.3°C 30 saniye 40
Uzama 72°C 1 dakika 40
Final Uzama 72°C 10 dakika 1
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Tablo 3.4: icaD Primeri PCR Asamalari.

Islemler Sicaklik°C Siire Déngii sayisi
Baglangi¢ denatiirasyonu 95°C 3 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 30 saniye 40
Yapisma sicakligi (Annealing) 56.5°C 30 saniye 40
Uzama 72°C 1 dakika 40
Final Uzama 72°C 10 dakika 1

Tablo 3.5: 1S256 Primeri PCR Asamalari.

Islemler Sicaklik°C Siire Déngii say1si
Baglangi¢ denatiirasyonu 95°C 3 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 30 saniye 40
Yapisma sicakligi (Annealing) 57.5°C 30 saniye 40
Uzama 72°C 1 dakika 40
Final Uzama 72°C 10 dakika 1

3.2.7.3. PCR Uriinlerinin Géviintiilenmesi

Uriiniin goriintiilenmesi igin siras1 ile asagidaki islemler uygulandi

1.

Agaroz jel hazirlamak i¢in %1,5 oraninda agaroz (Peglab, Biotechnologie GmbH)
tartilarak iistine 100 ml 0.5X TAE tamponu eklendi.

Mikrodalgada 750 watta eriyinceye kadar 1sitilarak jel eritildi

Jel yaklasik 50°C’ye sogutulduktan sonra i¢ine 5 pl Genoxxon Marka SafeGel red
boya ilave edildi ve ¢alkalayarak tiim ¢6zeltiye dagilmasi saglandi.

Traye yavasca dokiildii ve polimerize olmasi i¢in 20 dakika beklendi

Jel tanka yerlestirildi ve tank, jelin iistiinii kapatacak kadar TAE ile dolduruldu.
Ornekler 1:5 oraninda yiikleme boyas1 (Thermo Scientific 6X DNA Loading Dye) ile
karistirilip jele yiiklendi.

Ik kuyucuga da her yiiriitiilen iiriin grubuna elde edilen bantlarin biiyiikliigiinii
karsilagtirmak i¢in 50- 1000bp DNA baz ciftlerini igeren size marker Canvax Marka
Bright MAX DNA Ladder 5 pl yiiklendi.

120 V da 45-60 dakika yiiriitiildii. (Minnie. The. Gel. CicleHE 33, Hoefer Scientific
Instruments, San Fransisco)

UV - transliminator (Biometra) altinda incelendi ve arastirilan bantlar

degerlendirilerek pozitif 6rneklerin fotograflart ¢ekildi (Kodak 1D 3.5).
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4. BULGULAR

Hastanemizde yatan hastalara ait kateter, cerahat ve doku parcasi Orneklerinden
KNS’ler izole edilmistir. Tiir diizeyinde tanimlama i¢cin MALDI TOF-MS kullanilmis ve

izolatlarin antimikrobiyal duyarlilig1 saptanmistir.

Kongo kirmizili agarda KNS larin slime olusturma ozellikleri belirlenmistir. Ayrica
izolatlarda icaA ve icaD genlerinin varlig1 ve biyofilm olusumunu etkileme kapasitesine sahip

olan mobil genetik eleman IS256 varlig1 arastirilmis ve bulgular sunulmustur.

W Kateter
M Cerahat

= Doku pargasi

Sekil 4.1: izole edilen KNS’lerin 6rneklere gére dagilimu.

Infeksiyon etkeni oldugu on gorillen KNS izolatlarimizin 61°i (61/100) kateter
orneklerinden, 30°u (30/100) cerahat oOrneklerinden ve 9’u (9/100) Doku parcalarindan
tretilmistir (Sekil 4.1).
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Tablo 4.1: KNS tiirlerinin 6rneklere gore dagilimi.

Ornekler
KNS Tiirleri (s) Kateter Cerahat Doku pargast
S. epirdermidis (54 ) 35 (%64,81) 15 (%27,77) 4 (%7,40)

S. haemolyticus (19)

8 (%42,10)

7 (%36,84)

4 (%21.05)

S. hominis (18) 12 (%66,66) 5(27,77) 1 (%5,55)
S. capitis (4) 3 (%75) 1 (%25) 0
S. warneri (2) 1 (%50) 1 (%50) 0
S. lugdunensis (1) 1 (%100) 0 0
S. saprophyticus (1) 1 (%100) 0 0
S. simulans (1) 0 1 (%100) 0

Izole edilen toplam 100 KNS izolatindan, 54’iiS. epidermidis, 19’u S.
haemolyticus,18’i S. hominis, 4’4 S. capitis, 2°’si S. warneri, 1’i S. lugdunensis, 1'i S.
saprophyticus, /i S. simulans olarak tanimlanmuistir.

Bu izolatlarin klinik 6rneklerimize gore dagilimi incelendiginde kateter 6rneklerinde 61 KNS
izolatinin %57,3 (35/61)’1 S. epirdermidis, %13,1 (8/61)’i S. haemolyticus, %19,6 (12/61)’s1
S. hominis, %4,9 (3/61)’u S. capitis, %1,6 (1/61)’s1 S. warneri, %1,6 (1/61)’s1 S. lugdunensis
ve %1,6 (1/61)’s1 S. saprophyticus olarak tanimlanmistir. Cerahat orneklerinde ise izole
edilen 30 KNS izolatinin %50 (15/30)’si S. epirdermidis, %23,3 (7/30)’ii S. haemolyticus,
%16,6 (5/30)’s1 S. hominis, %3,3 (1/30)’1 S. capitis, %3,3 (1/30)’i S. warneri, %3,3 (1/30)’i
S. simulans olarak tanimlanmustir.

Doku pargalarinda ise 9 KNS izolatinin %44,4 (4/9)’tiniin S. epirdermidis, %44,4(4/9)’liniin
S. haemolyticus ve %11,1(1/9)’inin S. hominis oldugu belirlenmistir.

Bu veriler dogrultusunda katater 6rneklerinde basta S. epidermidis olmak iizere ikinci siklikta
S. hominis ve ardindan S. haemolyticus’un etken olarak {iretildigi, cerahat ve doku
orneklerinde ise yine basta S. epidermidis olmak fiizere ikinci siklikta S. haemolyticus ve

ardindan S. hominis 'in izole edildigi goriilmektedir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.2: Koagiilaz negatif stafilokoklarin antibiyotiklere duyarliliklari.

MecA***

TEC*

VAN*

FOX**

SXT

CIP | RIF

TET

LZ

DA

E

P

No

1

10
12
14
17
19
20
21

22
25
27
29
34
35
39
40

41

42

44
45

48

49

50

KNS tiirii

S. epidermidis
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Tablo 4.2 (devam): Koagiilaz negatif stafilokoklarin antibiyotiklere duyarliliklari.

MecA***

TEC*

VAN*

FOX**

SXT

RIF

CIP

TET

LZ

DA

E

P

No

51

52
53
54
56
62
67
72
73
74
75
76
82
85
95
97

102

103

105

106

108

111

112

11
15
24
31

KNS tiirii

S. epidermidis

S. haemolyticus
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Tablo 4.2 (devam): Koagiilaz negatif stafilokoklarin antibiyotiklere duyarliliklari.

MecA***

TEC*

VAN*

FOX**

SXT

CIP | RIF

TET

LZ

DA

E

R

No

32
37
43

47

55
57
61

64
68
81

87

90

93
109
113

23
26
30
46

65
66
69
70
79
84
86
91

KNS tiirii

S. haemolyticus

S. hominis
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Tablo 4.2 (devam): Koagiilaz negatif stafilokoklarin antibiyotiklere duyarliliklari.

KNS tiirti No P E DA | LZ | TET | CIP | RIF | SXT | FOX** | VAN* | TEC* | MeCA***
S. hominis 94 R R S S R [ S S S S S -
98 R S S S R R S R R S S +
99 S R R S R R S R S S S -
100 | R R S S S | S R S S S +
101 | R R S S R R S R S S S +
104 | R R S S R R S R S S S +
S. capitis 13 R S S S R [ S S R S S +
16 R R R S R R S R R S S +
107 | S S S S S [ S S S S S -
110 | R R R S S [ S S R S S +
S. warneri 36 R R S S S [ S S S S S +
38 R R S S S [ S S S S S +
S. lugdunensis 58 S S S S S | S S S S S -
S. saprophyticus | 83 R R S S R R S S S S S +
S. simulans 33 S R S S S [ S S S S S +

*Duyarlilik Gradient Difiizyon Duyarlilik Testi (E test) ile saptanmusgtir. S: Duyarli; I: Orta Duyarli; R: Direngli; P: Penisilin, E: Eritromisin; DA: Klindamisin; SXT: Trimetoprim-Sulfametoksazol; TET: Tetrasiklin;
LZ: Linezolid; CIP: Siprofloksasin; RIF: Rifampisin; FOX: Sefoksitin; VAN: Vankomisin; TEC: Teicoplanin, ** Metisilin direncinin fenotipik olarak saptanmasinda kullanildi. MecA***: Genin varlig1 Polimeraz
Zincir Reaksiyon (PZR) yontemi ile tespit edildi. No: Izolat numarasi; KNS: Koagiilaz Negatif Stafilokok
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Tablo 4.3: Koagiilaz negatif stafilokoklarin antibiyotiklere direng profili s (%).

Antibiyotikler S. epidermidis S. haemolyticus S. hominis S. capitis S. warneri S. lugdunensis S. saprophyticus S. simulans
(ng/disk) 54 19 18 4 2 1 1 1
Penisilin R: 42 (%77,77) R: 18 (%94,73) R: 15 (%83,33) R: 3 (%75) R: 2 (%100) R:0 R: 1 (%100) R:0
(10 ng) S: 12 (%22,22) S: 1 (%5,26) S: 3 (%16,66) S: 1 (%25) S:0 S: 1 (%100) S:0 S: 1 (%100)

Sefoksitin* R: 35 (%64,81) R: 16 (%84,21) R: 10 (%55,55) R: 3 (%75) R: 0 R: 0 R: 0 R: 0
(30 pg) S: 19 (%35,18) S: 3 (%15,78) S: 8 (%44,44) S: 1 (%25) S: 2 (%100) S: 1 (%100) S: 1 (%100) S: 1 (%100)
Eritromisin R: 43 (%79,62) R: 15 (%78,94) R: 16 (%88,88) R: 2 (%50) R: 2 (%100) R:0 R: 1 (%100) R: 1 (%100)
(15pg) S: 11 (%20,37) S: 4 (%21,05) S: 2 (%11,11) S: 2 (%50) S:0 S: 1 (%100) S:0 S:0
Klindamisin R: 31 (%57,40) R: 13 (%68,42) R: 8 (%44,44) R: 2 (%50) R:0 R:0 R:0 R:0
Cug) S: 23 (%42,59) S: 6 (%31,57) S: 10 (%55,55) S: 2 (%50) S: 2 (%100) S: 1 (%100) S: 1 (%100) S: 1 (%100)
Linezolid R:0 R: 0 R:0 R:0 R:0 R:0 R:0 R:0
(10pg) S: 54 (%100) S: 19 (%100) S: 18 (%100) S: 4 (%100) S: 2 (%100) S: 1 (%100) S: 1 (%100) S: 1 (%100)
Tetrasiklin R: 24 (%44,44) R: 6 (%31,57) R: 10 (%55,55) R: 2 (%50) R:0 R: 0 R: 1 (%100) R:0
(30ug) S: 30 (%55,55) S: 13 (%68,42) S: 8 (%44,44) S: 2 (%50) S: 2 (%100) S: 1 (%100) S:0 S: 1 (%100)
Siprofloksasin R: 32 (%59,25) R: 18 (%94,73) R: 12 (%66,66) R: 1 (%25) R:0 R: 0 R: 1 (%100) R:0
(Sung) I: 22 (%40.74) I: 1 (%5,26) I: 6 (%33.33) I: 3(%75) I: 2 (%100) I: 1 (%100) S:0 I: 1 (%100)
Rifampisin R: 18 (%33,33) R: 14 (%73,68) R:0 R:0 R:0 R:0 R:0 R:0
(5 ng) S: 36 (%66,66) S: 5(%26,31) S: 18 (%100) S: 4 (%100) S: 2 (%100) S: 1 (%100) S: 1 (%100) S: 1 (%100)
Trimetoprim- R: 34 (%62,96) R: 16 (%84,21) R: 14 (%77,77) R: 1 (%25) R:0 R:0 R:0 R:0
Sulfametoksazol | S: 20 (%37,03) S: 3 (%15,78) S: 4 (%22,22) S: 3 (%75) S: 2 (%100) S: 1 (%100) 1 (%100) S: 1 (%2100)

(1,25-23,751g)

*Metisilin direncinin fenotipik olarak saptanmasinda kullanildi. I: Antibiyotik yiiksek dozda kullanildiginda duyarh
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Calismamizda izole edilen KNS’larin disk difiizyon yontemiyle elde edilen antibiyotik

duyarlilik testi (ADT) sonuglarina gore antibiyotik direng oranlari incelendiginde;

En sik dretilen S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis tiirleri arasinda denenen
antibiyotiklere en fazla direng gosteren tiirtin S. haemolyticus oldugu, daha az sayida izole
edilen S. capitis, S. warneri, S. lugdunensis, S. saprophyticus, S. simulans tiirleri arasindan

denenen antibiyotiklere en fazla direng gosteren tiiriin S. capitis oldugu belirlenmistir.
Antibiyotik diren¢ durumu tiirlere gore incelendiginde:

Koagiilaz negatif stafiokok suslarimizin 64 (%64)’t Metisiline direngli 36’s1
metisiline duyarli bulunmustur. Metisiline direngli KNS izolatlar1 arasinda en yiiksek
metisilin direncinin %84,21 oraniyla S. haemolyticus ‘ta goriildigii, bunu %75 oraniyla S.
capitis, %64,81 oraniyla S. epidermidis ve %55,55 oraniyla S. hominis in izledigi

goriilmektedir.

izole edilen 54 S. epidermidis susunun 43 (%79,62)’linde eritromisin, 42 (%77.7)’sinde
penisilin, 35 (%64,81)’inde metisilin, 34 (%62,96)’liinde trimetoprim-sulfametoksazol, 32
(%59,25)’sinde siprofloksasin, 31 (%57,40)’inde klindamisin, 24 (%44,44)’iinde tetrasiklin,
18 (%33,33)’inde rifampisin direnci oldugu belirlenmistir. S. epidermidiste en yiiksek direng
oraninin %79,62 ile eritromisin’e karsi oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.2 ve Tablo 4.3).

izole edilen 19 S. haemolyticus susunun 18 (%94,73)’inde penisilin, 18 (%94,73)’inde
siprofloksasin,16(%84,21)’sinda metisilin ve trimetoprim-sulfametoksazol, 15 (%78,94)’inde
eritromisin, 14 (%73,68)’linde rifampisin, 13 (%68,42)’linde klindamisin, 6 (%31,57)’sinda
tetrasiklin direnci belirlenmistir. Bu izolatlarda en yiiksek direng oraninin %94,73 ile

penisiline ve siprofloksasin’e karsi oldugu saptanmustir (Tablo 4.2 ve Tablo 4.3).

Izole edilen 18 S. hominis tiiriiniin 16 (%88,88)’sinda eritromisin, 15 (%83.33)’inde penisilin,
14 (%77,77)’tinde trimetoprim-sulfametoksazol, 12 (%66,66)’sinde siprofloksasin 10
(%55,55)’unda metisilin ve tetrasiklin, 8 (%44,44)’inde klindamisin direnci tespit ediilmistir.
En yiiksek diren¢ oraninin %88,88 ile eritromisin’e karsi oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.2 ve
Tablo 4.3).

Orneklerden az sayida tanimlanan S. capitis’te 4 tiiriin 3 (%75)’iinde penisilin ve metisilin
direnci, 2 (%50)’sinde eritromisin, klindamisin, tetrasikin direnci, 1 (%25)’inde siprofloksasin

ve trimetoprim-sulfametoksazol direnci saptanmistir (Tablo 4.2 ve Tablo 4.3).



46

S. warneri olarak tanimlanan 2 sus bulunmaktadir. Bunlarin ikisinde de penisilin ve
eritromisin direnci oldugu arastirllan diger antibiyotiklere kars1t diren¢ olmadigi

gozlemlenmistir.

S. lugdunensis, S. simulans, S. saprophyticus tiirleri i¢in birer sus izole edilmis olup; S.
lugdunensis’ in arastirilan antibiyotiklerden higbirine kars1 direng gostermedigi, S. simulans’
mn sadece eritromisin’e direng gosterdigi, S. saprophyticus’un ise eritromisin, siprofloksasin

ve tetrasiklin’e kars1 direngli oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.2 ve Tablo 4.3).

Izole edilen tiim KNS tiirlerinde metisilin direncinden sonra ikinci en yiiksek diren¢ orani
eritromisin oldugu gozlenmektedir. Metisilin direnci %84.21 oraninda en fazla S.

haemolyticus izolatlarinda saptanmustir.

Metisilin direnci saptanan 64 KNS izolatinda mecA pozitifligi de gosterilmistir ancak bu
izolatlar: disinda 17 KNS izolatinda (%17) sefoksitin duyarlilig: ile birlikte MecA pozitifligi
saptanmustir. 7 (%12,9) S. epidermidis, 2 (%10,5) S. haemolyticus, 4 (%27,7) S. hominis, 2
(%100) S. warneri, 1 (%100) S. saprophyticus ve 1 (%100) S. simulans izolatlarinda
Sefoksitin duyarliligr ile birlikte MecA pozitifligi saptanmustir (Tablo 4.2 ve Tablo 4.3).

Arastirmamizda slime olusumunun fenotipik olarak gosterilmesinde KKA kullanilmistir.

Uremelerin degerlendirilmesi sonucunda KKA’da iireyen S. epidermidis izolatlarmin %44,4

(24/54)’1iniin slime pozitif ve %55,6 (30/54) ’inin slime negatif oldugu saptanmustir.

S. haemolyticus izolatlarinin %52,6 (10/19)’sinin KKA’da slime pozitif ve %47,4 (9/19)’iiniin
slime negatif oldugu, S. hominis incelendiginde %77,8 (14/18)’sinin slime pozitif ve %22,2

(4/18)’sinin slime negatif oldugu saptanmistir.

Kongo kirmizili agarda iireyen 4 S. capitis izolatindan 1’inin slime pozitif 3’{niin slime
negatif izolat oldugu ayrica 6rneklerden az sayida tanimlanan S. warneri, S. ludunensis ve S.
saprophyticus tiirlerinin tiremeleri degerlendirildiginde her tiir i¢inde sadece kateterden

tiretilen birer izolatta slime olusumu saptanmistir (Tablo 4.4 ve Tablo 4.5).
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Tablo 4.4: Kongo Kirmizili Agarda iireyen S. epidermidis izolatlarina ait veriler.

Koagiilaz negatif stafilokok tirii | No Ornek tiirii Kongo Kirmizili Agar
97 Kateter -
S. epidermidis 85 Kateter -
82 Kateter +
62 Kateter +
56 Kateter -
51 Kateter +
3 Kateter -
4 Kateter -
5 Kateter +
6 Kateter +
7 Kateter +
8 Kateter -
9 Kateter -
10 Kateter -
12 Kateter -
22 Kateter -
29 Kateter +
42 Kateter -
50 Kateter -
53 Kateter +
67 Kateter -
103 Kateter -
105 Kateter +
111 Kateter >
108 Kateter -
1 Kateter +
2 Kateter -
14 Kateter +
17 Kateter -
19 Kateter +
20 Kateter +
21 Kateter -
25 Kateter +
27 Kateter +
40 Kateter -
45 Cerahat -
49 Cerahat -
54 Cerahat -
72 Cerahat -
106 Cerahat +
112 Cerahat +
34 Cerahat +
35 Cerahat -
39 Cerahat -
41 Cerahat -
44 Cerahat +
48 Cerahat
73 Cerahat -
74 Cerahat +
95 Cerahat -
52 Doku pargasi +
75 Doku pargasi +
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Tablo 4.4 (devam): Kongo Kirmizili Agarda tireyen S. epidermidis izolatlarina ait veriler.

Koagiilaz negatif stafilokok tiirii No Ornek tiirii Kongo Kirmizil1 Agar
S. epidermidis 76 Doku pargasi +
102 Doku pargasi +

Tablo 4.5: Kongo Kirmizili Agarda iireyen diger KNS ait veriler.

KNS tiirii No Ornek tiirii Kongo Kirmizili Agar
S. haemolyticus | 11 Kateter -
15 Kateter -
43 Kateter +
24 Kateter +
31 Kateter +
32 Kateter -
37 Kateter -
68 Kateter -
57 Cerahat +
113 Cerahat +
61 Cerahat -
64 Cerahat -
81 Cerahat +
87 Cerahat -
90 Cerahat -
47 Doku pargcasi i
109 Doku parcasi +
55 Doku parcasi +
93 Doku pargcasi +
S. hominis 23 Kateter +
30 Kateter -
46 Kateter -
65 Kateter +
69 Kateter +
70 Kateter -
86 Kateter +
98 Kateter +
99 Kateter +
100 Kateter +
101 Kateter +
104 Kateter +
26 Cerahat +
66 Cerahat -
79 Cerahat +
84 Cerahat +
94 Cerahat +
91 Doku pargasi +
S. capitis 13 Kateter -
16 Kateter -
110 Kateter +
107 Cerahat -
S. warneri 36 Kateter +
38 Cerahat -
S. lugdunenesis | 58 Kateter +
S. saprophyticus | 83 Kateter +
S. simulans 33 Cerahat -

KNS: Koagiilaz Negatif Stafilokok
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Tablo 4.6: Kongo Kirmizili Agarda slime pozitif KNS izolatlarinin 6rnek tiiriine gore dagilim.

Slime pozitif izolatlar

Slime negatif izolatlar

KNS tiiri Ornek tiirt s (%) s (%)
Kateter (35) 15 (42.8) 20 (57.2)
Cerahat (15) 5 (33.3) 10 (66.7)
S. epidermidis (54) Doku pargasi (4) 4 (100) 0 (0)
Toplam: 24 (44,4) Toplam: 30 (55,6)
Kateter (8) 3(37,5) 5 (62.5)
. Cerahat (7) 3 (42.9) 4 (57.1)
S. haemolyticus (19) - =504 " reass (@) 4(100) 0(0)
Toplam: 10 (%52,6) Toplam: 9 (47,4)
Kateter (12) 9 (75) 3 (25)
- Cerahat (5) 4 (80) 1 (20)
$. hominis (18) Doku parcast (1) 1(100) 0 (0)
Toplam: 14 (77,8) Toplam: 4 (22,2)
Kateter (3) 1(33.3) 2 (66.7)
- Cerahat (1) 0 (0) 1 (100)
S. capitis (4) Doku pargasi (0) 0 (0) 0 (0)
Toplam: 1 (25) Toplam:3 (75)
Kateter (1) 1 (100) 0 (0)
. Cerahat (1) 0 (0) 1 (100)
S. warneri (2) Doku pargasi (0) 0 (0) 0 (0)
Toplam: 1 (50) Toplam: 1 (50)
Kateter (1) 1 (100) 0 (0)
. Cerahat (0) 0 (0) 0 (0)
S. lugdunensis (1) Doku pargasi (0) 0 (0) 0 (0)
Toplam: 1 (100) Toplam: 0 (0)
Kateter (1) 1 (100) 0 (0)
. Cerahat (0) 0 (0) 0 (0)
. saprophyticus (1) Doku pargasi (0) 0 (0) 0 (0)
Toplam: 1 (100) Toplam: 0 (0)

Slime pozitif S. epidermidis izolatlar1 kateterlerin %42.8 (15/35)’inde cerahatlerin
%33.3 (5/15)’tinde ve doku pargalarinin %100 (4/4)’iinde tiretilmistir.

Slime pozitif S. haemolyticus izolatlarlar1 kateterlerin %37,5 (3/8)’i, cerahatlerin %42,8

KNS: Koagiilaz Negatif Stafilokok

Inde ve doku parcalarinin %o unde uretilmigtir
3/7)’ind doku pargal %100 (4/4)’linde iiretilmisti

Slime pozitif S. hominis izolatlarlar1 kateterlerin %75 (9/12)’inde, cerahatlerin %80 (4/5)’inde

ve 1 adet doku pargasinda %100 (1/1)’iinde saptanmaistir.

S. warneri, S. ludunensis ve S. saprophyticus tiirlerinin her birinde sadece kateterden iiretilen

birer izolatta slime olusumu saptanmistir (Tablo 4.6).
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ATEC 2.

ATCC 35984 S. epidermidis

“au -

e

sy W

S. lugdunensis (kateter +) S. hominis (kateter +) S. epidermidis (doku pargas1 +)

S. capitis (cerahat -) S. epidermidis (cerahat -)  S. hominis (kateter -)

Sekil 4.2: Koagiilaz negatif stafilokoklarin KKA’da tireme sonucu goriintiileri.

+: KKA pozitif; -: KKA negatif; KKA: Kongo kirmizili agar
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Tablo 4.7: KNS izolatlarinda KK A, icaAD ve IS256 sonugalarin karsilagtiritlmast.

KNS Tiirii KKA KKA icaA+/icaD IS 256 p*
(+) () (+) (6]
S. epidermidis (54 ) 24 30 54 40 <0.05
S. haemolyticus (19) 10 9 19 19 <0.05
S. hominis(18) 14 4 17 15 >0.05
S. capitis(4) 1 3 4 3 -
S. warneri(2) 1 1 1 1 -
S. simulans(1) 0 1 1 1 -
S. lugdunensis(1) 1 0 1 1 -
S. saprophyticus(1) 1 0 1 1 -
Toplam 52 48 98 81

P* KKA pozitifligi ile icaA+/icaD pozitifligi karsilastirilmistir.
Tim S.epidermidis izolatlarinda icaA-+/icaD pozitifligi gozlenirken Kongo kirmizil
agarda yalniz 24 S.epidermidis izolatinda slime olusumu saptanmustir. Biyofilm olusturma

0zelliginin saptanmasinda her iki yontem arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu

gbzlenmistir.

Tim S. epidermidis izolatlarinda (54 izolat), tim S. haemolyticus izolatlarinda (19 izolat) ve
17 S. hominis izolatinda (17/18 izolat) icaA+/icaD pozitifligi gozlenirken, Kongo kirmizili
agarda yalniz 24 S. epidermidis izolatinda, 10 S. haemolyticus izolatinda ve 14 S. hominis
izolatinda slime olusumu saptanmistir. KNS izolatlarimizdan 6zellikle S. epidermidis ve S.
haemolyticus izolatlarinda biyofilm olusumunun arastirilmasinda kullandigimiz  KKA
yonteminde elde ettigimiz slime olusturan izolat sayisi ile icaA ve icaD genlerinin
aragtirtlmasina dayanan yontemle elde ettigimiz slime olusturan izolat say1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark oldugu gézlenmistir (p<0.05)

1S256 ise icaA ve icaD genlerinin bulundugu tiim S. haemolyticus (19 izolat) ve 15 S. hominis
izolatlarinda bulunurken icaA ve icaD genleri bulunan 54 S. epidermidis izolatinin yanlzica
40’1nde goriilmiistiir (Tablo 4.7).
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icaA geni icaD geni
bp bp
1000 1000
900 900
200 200
100 100
1S256 geni mecA geni
15256 Primeri
bp bp
1000 1000
900 900
700
600 500
300
450 150
150

Sekil 4.3: icaA, icaD, 1S256 ve mecA genlerin jel elekroforez goriintiisi.
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Tablo 4.8: Coklu antibiyotik direnci olan KNS izolatlarinda direngli bulunan antibiyotik grubu sayist
ile icaA, icaD ve 1S256’nin dagilimi.

g

KNS tiirii No icaD IS256 | Direngli bulunan antibiyotik grubu sayisi

S. epidermidis 1 + + 7

112

S o I IS [ S [ [ N IS [ [ Ny

12
22
75
97
105
29
40
48
53
62
102
111

||+ [+ [+ ]

21
27
35
45
50
67
95
103
108

o IR N (RS I (TS I S I S

+ [

19
49
51
56
72
74
76
85

106

++[+]+]

+ [
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S. haemolyticus | 47
57
68
113
15
24 +

+|+ |+

+

+| |+ [+ |+]|+
+| |+ [+ |+]|+
<K< ENIENIEN]EN|
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Tablo 4.8 (devam): Coklu antibiyotik direnci olan KNS izolatlarinda direngli bulunan antibiyotik
grubu sayisi ile icaA, icaD ve 1S256’nin dagilimu.

KNS tiirii No icaA icaD 1S256 Direngli bulunan antibiyotik grubu sayisi
S. haemolyticus 31 + + + 6
43 + + + 6
55 + + + 6
064 + + + 6
81 + + + 6
109 + + + 6
11 + + + 5
37 + + + 5
61 + + + 5
32 + + + 4
93 + + + 4
87 + + + 3
S. hominis 23 + + - 6
26 + + + 6
30 + + + 6
69 + + + 6
84 + + + 6
65 + + + 5
98 + + + 5
101 + + - 5
104 + + + 5
46 + + + 4
70 + + + 4
99 + + + 4
86 + + + 4
66 + + + 3
79 e + - 3
94 B + B 3
100 - - + 3
S. capitis 16 + + + 6
13 + + + 3
110 + + + 3
S. saprophyticus | 83 | - + + 4

KNS: Koagiilaz Negatif Stafilokok

Tablo 4.9: Coklu antibiyotik direnci olan izolatlarda icaA, ica D ve 1S256°nin dagilimi.

KNS tiirti Coklu Antibiyotik icaAl/icaD(+) icaAl/icaD(-) 1S256 (+)
direnci gosteren izolat S S
sayi1s1

S. epidermidis (54) 46 46 0 37
S. haemolyticus (19) 18 18 1 18
S. hominis (18) 17 16 1 14

S. capitis (4) 3 3 0 3

S. saprophyticus (1) 1 1 1 1

KNS: Koagiilaz Negatif Stafilokok
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Izole ettigimiz KNS izolatlarrmizda iic ya da daha fazla antibiyotik grubuna ait
antimikrobiyal maddeye kars1 kazanmilmis direng olarak tanimlanan “Coklu Ilag Direnci” ni
inceledigimizde 9 farkli antibiyotik grubundan en fazla 7’sine en az 3’iine direngli izolatlar

oldugu goriilmektedir.

S. epidermidis izolatlarinin %85,2 (46/54)’sinde, S. haemolyticus izolatlarinin %94.7
(18/19)’sinde ve S. hominis izolatlarinin %94.4 (17/18)’tinde ¢oklu ilag direnci saptanmustir.

Coklu ilag direnci saptanan 46 S. epidermidis izolatinin 46°sinde (%100) icaA ve icaD
pozitifligi saptanmistir. Bunlarin 37 (%80,4)’sinde [S256 varligi gézlenmistir.

Coklu ilag¢ direnci saptanan 18. S. haemolyticus izolatinin 18’inde (%100) icaA ve icaD

pozitifligi saptanmustir. Bunlarin 18 (%100)’sinde 1S256 varlig1 gézlenmistir.

Coklu ilag direnci saptanan 17 S. hominis izolatinin 16’sinda (%94.1) icaA ve icaD pozitifligi
saptanmistir. Bunlarin 14 (% 82.3 )’tinde 1S256 varlig1 gézlenmistir (Tablo 4.9).

Calismamiz sonucunda bulgularimizi 6zetlemek istersek:

1. Klinik 6rneklerden topladigimiz 100 KNS izolati MALDI-TOF ile tanimlanmasi
sonucunda izolatlarin S. epirdermidis (54 izolat), S. haemolyticus (19 izolat), S.
hominis (18 izolat), S. capitis (4 izolat), S. warneri (2 izolat), S. lugdunensis (1 izolat),
S. saprophyticus (1 izolat) ve S. simulans (1 izolat) oldugu saptanmuistir.

2. Disk diflizyon yontemiyle elde edilen antibiyotik duyarlilik testi (ADT) sonuglarina
gore denenen antibiyotiklere en fazla direng gosteren tiiriin S. haemolyticus oldugu
belirlenmistir.

3. Stafilokok tiirleri i¢in en 6nemli antibiyotik direnci oldugu bilinen metisilin direncinin
disk difiizyon yontemi ile sefoksitin diski ile belirlenmesi sonucunda 100 KNS
izolatinin 64’linde (%64) metisilin direnci saptanmistir. Bu direng tiirlere gore
degerlendirildiginde %384,21 oraniyla S. haemolyticus ‘ta en yiiksek oranda oldugu,
bunu %75 oraniyla S. capitis, %64,81 oraniyla S. epidermidis ve %55,55 oraniyla S.
hominis in izledigi goriilmektedir. Metisilin direnci %84.21 oraninda en fazla S.
haemolyticus izolatlarinda saptanmstir.

4. Metisilin direnci saptanan 64 KNS izolatinda mecA pozitifligi de gosterilmistir ancak
bu izolatlart disinda 17 KNS izolatinda (%17) sefoksitin duyarlilig: ile birlikte MecA

pozitifligi saptanmustir.
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Slime olusumunun fenotipik olarak gdsterilmesinde KKA kullanilmistir. Toplam 100
KNS izolatinin 52’sinde KKA’da slime pozitifligi saptanmistir (%52). S. epidermidis
izolatlarinda slime saptanma orani %44.4’tiir. S. haemolyticus izolatlarinda %52,6, S.
hominis izolatlarinda %77,8’dir. Doku pargalarinda iireyen tiim KNS tiirlerinde
KKA’da slime pozitifligi saptanmistir

. Tim S.epidermidis izolatlarinda (54 izolat), tim S.haemolyticus izolatlarinda (19
izolat) ve 17 S.hominis izolatinda (17/18 izolat) icaA+/icaD pozitifligi gozlenmistir. S.
epidermidis ve S. haemolyticus izolatlarinda, KKA’da bulunan slime pozitif izolat
sayisi ile icaA ve icaD genlerini tagiyan izolat say1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark oldugu gozlenmistir (p<0.05)

IS256 ise icaA ve icaD genleriyle beraber tiim S. haemolyticus (19 izolat) ve 15 S.
hominis izolatlarinda bulunmustur ancak icaA ve icaD genleri bulunan 54 S.
epidermidis izolatinin yanlzica 40’inde gorilmiistiir.

. Coklu ilag direnci saptanan S.epidermidis ve S. haemolyticus izolatinin %100 iinde, S.

hominis izolatinin ise %94.1°1nde icaA ve icaD pozitifligi saptanmustir.
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5. TARTISMA

Koagiilaz negatif stafilokoklar mikrobiyota bakterileri olmalar1 yan1 sira giiniimiizde
firsat¢1 infeksiyonlar olusturabilen ve antibiyotiklere giderek artan oranlarda direng
gelistirebilen 6nemli patojenler arasinda yerlerini almiglardir. Biyofilm olusturma 6zelligine
sahip bu bakterilerin infeksiyon bolgesinden uzaklastirilmasi, biyofilm i¢inde antibiyotiklerin
etkisinden ve immiin sistem hiicrelerinden korunduklari i¢in kolay olmamaktadir. Bu
bakterilerin izole edildigi klinik 6rneklerde etken mi kontaminant m1 olduklarini belirlemede
gliclikler yasandigindan son yillarda KNS’lerin etken oldugunu gosterebilecek belirtecler
bulma ydniinde ¢abalar artmigtir. Infeksiyon etkeni olan KNS ile mikrobiyotadan kontamine
olan KNS’in ayirimi bugiin halen yapilamamistir ancak pek ¢ok ¢alismada biyofilm
genlerinin ve 6zellikle IS256 varliginin invazif suslarla iliskili oldugu belirtilmelktedir (266-
269).

Klinik 6rneklerden iiretilen KNS’ler 6nceleri yalnizca S. epidermidis olarak bilinirken
gelisen tanimlama tekniklerinin ve molekiiler yontemlerin kullanimi ile degisik KNS
tiirlerinin infeksiyon bidlgesinde bulunabilecegi gosterilmistir. Manadhar S. ve ark (270) 2021
yilinda yaptiklar ¢alismada farkli klinik 6rneklerden 214 KNS izolat: iiretmigler ve bunlarin
arasinda S. epidermidis’in en yiiksek oranda (%57.5) iireyen tiir oldugunu belirtmislerdir. S.
haemolyticus %11.2, S. hominis %7 ve S. capitis’i %5.6 oranlarinda saptamislardir.
Manoharan M. ve ark (271) 2021 yilinda 427 KNS izolatindan 356 (%83.3)’sin1t MALDI-
TOF MS ile S. haemolyticus olarak tanimlamiglardir. Bora P. ve ark (272) 2018’de 120 KNS
klinik izolatini MALDI-TOF MS ile tamimlayarak bunlarin %56.6 simin Staphylococcus
epidermidis, %21.6’siin  Staphylococcus  haemolyticus, %11.6’sinin  Staphylococcus
lugdunensis, %5’inin  Staphylococcus caprae, %3.3’tiniin ~ Staphylococcus  cohnii ve
%1.6’smin Staphylococcus vitulinus oldugunu belirtmislerdir. Ulkemizde Ocal D. ve ark
(273) 2022’de 80 klinik KNS izolatindan %36,25’ini Staphylococcus hominis, %35’ini
Staphylococcus  epidermidis, %13,7°sini  Staphylococcus haemolyticus, %11,2’sini
Staphylococcus capitis, %2,5’ini Staphylococcus saprophyticus ve %1.2’inin Staphylococcus
warneri olarak tiplendirmislerdir. Tiirkiye’den Koksal ve ark (9) 2009 yilinda kan dolagimi

infeksiyonlarinda KNS’lerin dagilimimi arastirmislar ve %43.5’i S. epidermidis en yiiksek
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oranda izole etmislerdir, bunu sirayla %11.5’ini S. haemolyticus ve %9.5’ini S. hominis
izlemistir. Bizim ¢alismamizda da 61°1 kateter 30’u cerahat ve 9’u doku pargasi olmak iizere
100 klinik 6rnekte iirettigimiz KNS tiirlerinin MALDI-TOF MS ile tanimlanmasi1 sonucunda
%54’iiniin S. epidermidis, %19’unun S. haemolyticus, %18’inin S. hominis oldugu ayrica 4 S.
capitis, 2 S. warneri, 1 S lugdunensis,1 S. saprophyticus ve 1 S. simulans izolatinin da
tanimlandigr gorilmistiir. S. epidermidis ve S. haemolyticus oranlarimiz Bora P. ve ark
belirttigi oranlarla S. warneri oranimiz Ocal D. ve ark belirttigi oranla uyusmaktadir, S.
hominis ve S. capitis oranlarimiz ise Manadhar S. ve ark ‘nin belirttigi oranlara ¢ok yakin
bulunmustur.

Koagiilaz negatif stafilokoklarin etken oldugu infeksiyonlar incelendiginde bir
béliimiiniin kroniklesen infeksiyonlar oldugu dikkat cekmektedir. Infeksiyonun kroniklesmesi
uygun olmayan antibiyotik tedavisi ve yabanci cisim varlig: ile iliskilendirilmektedir. Bu
nedenle suslarin antibiyotiklere diren¢ oranlari hakkinda fikir sahibi olunmasi 6nem
tagimaktadir.

Metisilin direnci susun beta laktam antibiyotiklere karsi direnci hakkinda bilgi veren
onemli bir 6zelliktir. Metisilin direncinin saptanmasinda rutinde kullanilan fenotipik yontem
sefoksitin diskine olan direncin saptanmasina dayanir ancak bu yontem mecA geninin
ekspresyonundaki heterojen davranis nedeniyle her zaman tutarlt bir sonu¢ vermemektedir.
Metisilin direnci saptanmasinda genotipik bir yontem olan mecA geninin gosterilmesi altin
standart olarak kabul edilmistir. Bu ¢alismada biz de metisilin direncini hem sefoksitin diski
ile disk diflizyon yontemi uygulayarak hem de PZR ile mecA genini saptayarak belirledik.
Calisma sonucunda 100 KNS izolatinin 64’tinde (%64) sefoksitin diski ile metisilin direnci
saptanmustir. Bu direng tiirlere gore degerlendirildiginde %84,21 oraniyla S. haemolyticus ‘ta
en yiiksek oranda oldugu, bunu %75 oraniyla S. capitis, %64,81 oraniyla S. epidermidis ve
%155,55 oraniyla S. hominis in izledigi goriilmektedir. Metisilin direnci %84.21 oraninda en
fazla S. haemolyticus izolatlarinda saptanmistir. mecA geni ile yapilan ¢alisma sonucunda ise
100 KNS izolatinin 81 ’inde (%81 ) metisilin direnci saptanmistir.

Aragtirmamizda metisilin direncinin saptanmasinda kullandigimiz fenotipik ve
genotipik yontemi karsilastirdigimizda 17 (%21) KNS izolatinda mecA geni varligina dayanan
metisilin direnci saptanmis ancak bu izolatlarin sefoksitin diskine duyarli oldugu
belirlenmistir. Bizim bulgumuza benzer sekilde ancak biraz daha diisiik oranda olmak iizere
Ocal D. ve ark (273) metisilin direncinin saptanmasinda kullandiklar1 genotipik y&ntemle

fenotipik yontemi karsilastirmiglar ve 15 (%9,43) KNS izolatinda mecA pozitif iken sefoksitin
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duyarlilig1 saptamislardir. Fenotipik yontem olan sefoksitin diski ve genotipik yontem olan
mecA geni ile metisilin direnci saptama oranlar1 bir¢ok ¢alismada incelenmistir. Palazzo I.C.
ve ark (274) 58 KNS izolatindan 1’inin mecA geni tasimasina ragmen sefoksitin duyarliligina
sahip oldugunu saptamuslardir. Perazzi B. ve ark (275) 107 KNS izolat1 ile yaptiklar
calismada 61 S. epidermidis, 18 S. saprophyticus, 13 S. haemolyticus, 4 S. hominis, 4 S.
simulans, 2 S. capitis, 1 S. auricularis, 1 S. sciuri, 1 S. cohnii, 1 S. warneri ve 1 S.
lugdunensis izolatlarinin 41(%38)’ inde mecA genini pozitif saptamislar ancak bunlarin 8’
inde sefoksitin duyarlilig1 bildirmislerdir.

Makrolid linkoazmid streptogramin (MLS) direnci eritromisin ve klindamisin direncine gore
belirlenmigtir. KNS’lerde ermC eritromisin direncine neden olan en énemli gendir. Duran N.
ve ark (276) fenotipik yontemle 159 KNS izolatinin 61’inde eritromisin, 87’sinde klindamisin
direnci saptamiglardir. Bizim c¢alismamizda ise izolatlarimizin %80’inde eritromisin ve
%54’iinde klindamisin direnci saptanmistir. Demirci M. ve ark (277) metisiline direngli 58
KNS susunun gentamisine %56.8, tetrasikline %68.9, klindamisine %60.3, siprofloksasine
%43.1, trimetoprim-siilfametoksazole %41.3 oranlarinda direng gelistirdigini belirtmislerdir.
Bulgularimizin uyustugu dikkat cekmektedir

Linezolid oksazolidinon grubundan bir antibiyotiktir. ABD’de 761 KNS izolatinda
%98.4 oranda duyarlilik tespit edilmistir. Linezolide diren¢li oldugu belirlenen KNS izolat1
yok denecek kadar azdir. Bu calismamizda da tiim izolatlarimiz linezolid’e duyarh
bulunmustur. Tetrasiklin direnci incelendiginde kaynaklarda KNS izolatlarinda %35-%70
arasinda belirtilen direng oranlar1 yer almaktadir. Almanyada yapilan bir ¢alismada saglikli
kisilerden alinan Orneklerde iiretilen KNS izolatlarinda %39 oraninda tetrasiklin direnci
gosterilmistir. Demirci M. ve ark (277) %68.9 oraninda, Koksal F ve ark (9) %60 oraninda
tetrasiklin direnci belirtmislerdir. Bizim izolatlarimizda saptadigimiz %44 oranindaki
tetrasiklin direnci kaynaklardaki direng oranlar1 ile uyumludur.

Rifampisin 06zellikle antibiofilm etkinligi nedeniyle inatgr KNS infeksiyonlarinin
tedavisinde diger antibiyotiklerle kombine edilerek kullanilabilmektedir. Trimetoprim-
stilfametoksazole ise Demirci M. ve ark (277) %41 oraninda direng belirtmistir.
Calismamizda saptadigimiz %66 oranindaki direng lilkemizden Koksal F. ve ark (9) 2007
yilinda belirttigi %60 oranindaki direncgle uyum gostermektedir.

Fluorokinolonlar giiniimiizde ancak yiiksek dozlarda uygulandiginda KNS’lere etkili
bulunmuslardir. Koksal F ve ark (9) %67 oraninda, Demirci ve ark (277) %43 oraninda
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siprofloksasin direnci bildirmiglerdir. Bu oran bizim saptadifimiz %64 kinolon direng
orantyla uyumludur

Coklu antibiyotik direnci gosteren KNS’lerin artmasi1 tedaviye glikopeptid
antibiyotiklerin girisini saglamistir. Vankomisin ve Teicoplanin bu grupta en ¢ok kullanilan
antibiyotiklerdir. Ancak son yillarda glikopeptid antibiyotiklere de diren¢ gosterebilen suslar
ortaya c¢ikmaktadir. Bakterinin duvar yapisinda kalinlasma ve peptidoglikan baglarinda
gevseme ayrica antibiyotigin D alanin D alanin bdlgesinde yogunluk artis1 ve aktif madde
birikiminin bu dirence neden oldugu belirtilmekte ve 2012’de 150 KNS ile yapilan bir
calismada vankomisin direncine sadece bir susta rastlanmistir (278,279). Bunun disinda, yurt
dis1 pek cok caligmada ve lilkemizden de bildirilen verilerde glikopeptid antibiyotiklere
direngli suslarin  bulunmadigi vurgulanmaktadir (280, 281). Bizim ¢alismamizda da
glikopeptid antibiyotiklerden vankomisine ve teikoplanine direngli olan sus rastlanmamustir.

Aragtirmamizda yer alan KNS tiirleri arasinda en yiiksek direng S. haemolyticus
izolatlarinda rastlanmstir. izole edilen 19 S. haemolyticus susunun 18 (%94,73)’inde penisilin
direnci, 18 (%94,73)’inde siprofloksasin, 16(%84,21)’sinda metisilin ve trimetoprim-
sulfametoksazol, 15 (%78,94)’inde eritromisin, 14 (%73,68)’linde rifampisin, 13
(%68,42) linde klindamisin, 6 (%31,57)’sinda tetrasiklin direnci belirlenmistir. Bu izolatlarda
en yiksek diren¢ oraninin %94,73 ile penisiline ve siprofloksasin’e karsi saptanmistir.
Bulgumuza benzer sekilde Ocal D. ve ark (273) S. haemolyticus izolatlarinda antimikrobiyal
direncin diger KNS izolatlarna gore daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Ozellikle bu
suslarda belirttikleri %84.4 oranindaki trimetoprim-siilfametoksazol direnci bizim bulgumuzla
tamamen Ortlismektedir. Diger antibiyotiklerde ise diren¢ oranlar1 bizim verilerimize yakin
cikmustir.

Biyofilm olusumu KNS’lerde en onemli viriilans faktorleri arasinda yer almaktadir.
Biyofilm i¢inde bulunan bakterilerin biyofilmden ayrilan planktonik bakterilere gore
antibiyotiklere ¢ok daha direngli oldugu belirtilmektedir. Arasgtirmamizda biyofilm
olusumunun saptanmasinda altin standart olarak kabul edilen icaA ve icaD genlerinin tespiti
ile izolatlarimizin %98 inde biyofilm olusturma o6zelliginin bulundugu goriilmiistiir. Bu
izolatlarin % 86.7’sinde (85/98) ¢oklu antibiyotik direnci oldugu belirlenmistir. Nayak N. ve
ark (282) keratitli olgulardan iirettikleri 132 S. epidermidis izolatinda KKA ile %43.2
oraninda slime pozitifligi saptamiglardir. Arastirmamizda KKA da %52 oraninda slime
pozitifligi saptadik bu oran %43’liik orana yakindir. Bu verilere karsit olarak Foka A. ve ark

(283) pre-term yenidoganlara ait orneklerde 132 metisilin direngli KNS izolatinda %89
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oraninda slime pozitifligi saptamiglardir. Preterm bebeklerde saptanan bu yiiksek oran slime
pozitifligi ile invazif suglar arasindaki iliskinin sorgulanmasina neden olmaktadir.

Biyofilm olusumu siklikla S. epidermidis’te gosterilmistir. Diger stafiokok tiirlerinde biyofilm
genlerinin arastirilmasima yénelik calismalara son yillarda agirlik verilmistir. Ulkemizden
Koksal F. ve ark (9) S. epidermidis izolatlarinda %71, S. haemolyticus izolatlarinda %35, S.
hominis izolatlarinda %26, S. lugdunensis izolatlarinda %22, S. capitis'te % 7 ve S. xylosus 'ta
%10 slime pozitifligi belirlemislerdir. Manandhar S. ve ark (270) 2021 yilinda yaptiklari
caligmada icaA varligimi gosterdikleri KNS izolatlarinin %23.6 ‘sinin S. epidermidis,
%12.5’inin S. saprophyticus, %38.3’tintin S. haemolyticus, %20 sinin S. hominis, %16.7 sinin
S. capitis oldugunu belirtmislerdir. Bizim aragtirmamizda icaA ve icaD genlerini saptadigimiz
KNS tiirleri S. epidermidis ve S. haemolyticus izolatlarimizda %100, S. haemolyticus
izolatinin ise %94 tiir. Bu izolatlarin ayn1 odaktan belirli araliklarla gonderilen kiiltiirlerde
tekrar ederek ilireyen ve benzer antibiyotik direng profiline sahip izolatlar olmasi1 ayrica ¢oklu
ilag direnci gostermeleri kontaminant degil de etken olabilecekleri ihtimalini
giiclendirmektedir.

Arastirmamizin sinirliliklart degerlendirildiginde, incelenen o6rnek tiiriiniin kateter
cerahat ve doku pargalart ile sinirlandirilmayip kan, idrar, viicut sivilari gibi 6rnekleri de dahil
ederek daha kapsamli verilere ulagmak miimkiin olabilirdi. Ayrica arastirmamizda viriilans
faktorlerini icaA, icaD ve 1S256 ile siirli tutmayip daha kapsamli bir arastirma yapilabilirdi.
[zolatlarimiz1 saklayip ileride yagpilacak olan daha genis kapsamli arastirmalara dahil

edilmeleri planlanmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesinde yatan hastalara ait kateter,
cerahat ve doku oOrneklerinde infeksiyon etkeni olarak izole edilen KNS’lerin tiir diizeyinde
tanimlanarak, basta metisilin direnci olmak {izere, antimikrobiyal diren¢ durumlarinin ve
biyofilm olusturma 6zelliklerinin arastirilmasi, elde edilen sonuglar dogrultusunda, izolatlarin
antibiyotik diren¢ profilleri ve biyofilm olusturabilme 6zellikleri arasinda bir iliski olup

olmadiginin belirlenmesi amaglanmaistir.

1. Koagiilaz negatif stafilokok tiirlerimizin S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis S.
capitis, S. warneri, S. lugdunensis, S. saprophyticus, S. simulans olarak tanimlandigi, bu tiirler
arasinda S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis’in 6rneklerden en sik tretilen tiirler
oldugu ve tiirler arasindan denenen antibiyotiklere en fazla direng goOsteren tiirlin S.
haemolyticus oldugu saptanmistir. Tiim tiirlerde eritromisin direncinin en yiiksek orandaki

diren¢ oldugu belirlenmistir.

2. Koagiilaz negatif stafiokok suslarimizin 64 (%81)’i Metisiline direngli 36’s1 metisiline
duyarli bulunmustur. Metisiline direngli izolatlar arasinda en yiiksek diren¢ orami S.
haemolyticus (%94.7), S. hominis (%83.3) ve S. epidermidis (%75.9) izolatlarimizda

gOriilmiistiir.

3. Metisilin direnci saptanan 64 KNS izolatinda mecA pozitifligi de gosterilmistir ancak bu
izolatlar disinda 7 (%12,9) S. epidermidis izolatinda, 2 (%10,5) S. haemolyticus izolatinda, 4
(%27,7) S. hominis izolatinda, 2 (%100) S. warneri, 1 (%100) S. saprophyticus ve 1 (%100)

S. simulans izolatinda Sefoksitin duyarlilig ile birlikte MecA pozitifligi saptanmistir.

4. Tum S. epidermidis izolatlarinda (54 izolat), tiim S. haemolyticus izolatlarinda (19 izolat)
ve 17 S. hominis izolatinda icaA+/icaD pozitifligi gézlenmistir. S. epidermidis ve S.
haemolyticus izolatlarinda KKA’da bulunan slime pozitif izolat sayist ile icaA ve icaD

genlerini tasiyan izolat sayr arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu gozlenmistir

(p<0.05)
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5. 1S256 ise icaA ve icaD genleriyle beraber tiim S. haemolyticus ve 15 S. hominis
izolatlarinda bulunmustur ancak icaA ve icaD genleri bulunan 54 S. epidermidis izolatinin

yanlzica 40’1inde gorilmiistiir.

6. Coklu ilag direnci saptanan S. epidermidis ve S. haemolyticus izolatinin %100 iinde, S.
hominis izolatinin ise %94.1’inde icaA ve icaD pozitifligi saptanmistir. Coklu antibiyotik
direnci gosteren toplam 85 KNS izolatinin 84 (%98.8)’iinde icaA ve icaD genleri

bulunmustur.

7. 1S256 biyofilm olusturan izolatlarin %83.5 inde saptanmistir

Klinik o6rneklerden iiretilen ¢oklu antibiyotik direncine sahip KNS’lerin biyofilmler
icinde bulunan veya biyofilm olusturma giicline sahip olan stafilokoklar oldugu g6z 6niinde
bulundurulmalidir. KNS’ler gibi biyofilm olusturan bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarin
tedavisinde yasanan giicliikler nedeniyle yeni antibiyofilm ajanlarin gelistirilmesi yararl

olacaktir.
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