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Onso6z

Staphylococcus aureus c¢ogul antibiyotik direnci ile hayati tehdit eden enfeksiyonlar
olusturabilen 6nemli hastane enfeksiyon etkenidir. Mikrobiyolojik tanisinda Micrococcaceae
familyasinda bulunan diger stafilokoklardan ve normal flora elemanlarindan ayrimi zorunludur. Bu
durum Ozellikle hastadan yapilan izolasyonlarda tedavi protokollerinin uygulanmasina ve hastane
enfeksiyonlarinin kontroline imkan saglamaktadir. Tanisal mikrobiyoloji alaninda S.aureus’u diger
stafilokoklardan ayiran en sik kullanilan pratik yéntem koagulaz testidir. Bu nedenle S.aureus
disindaki stafilokoklar “koagililaz negatif stafilokok” olarak adlandiriimaktadir. Stafilokoklarin
degerlendirmesinde ilk basamak olan koagllaz testi gorsel bir degerlendirmedir ve otomatize

tanimlama sistemlerine uygun degildir.

Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda, Fen
Edebiyat Fakiltesi Kimya Bolimi Anorganik Kimya biriminde sentez edilen farkli bilesikler tanisal
mikrobiyoloji alaninda surekli arastirmaya alinmaktadir. Bu arastirmalarin 6n sonucunda ilk defa
sentez edilerek, kimya literatiriinde yayinlanan 1,2-dinitro-4,5-bis(2-kloretoksi)benzen maddesinin
S.aureus'u koagllaz negatif stafilokoklardan hem gérsel hem de spektrofotometrik degerlendirme ile
ayirabildigi gorulmastar.

Sunulan arastirma; 1,2-dinitro-4,5-bis(2-kloretoksi)benzenin farkl S.aureus ve koagilaz
negatif stafilokoklarin in-vitro ortamda ayirim amaciyla kullanilabilirligini sorgulamaktadir. Bu

arastirma TUBITAK tarafindan 211T113 no.lu proje olarak desteklenmistir.
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Ozet

Staphylococcus aureus hayati tehdit eden infeksiyonlara neden olabilen bakterilerdir.
S.aureus’un daha disik enfeksiyon potansiyeli tagsiyan koagilaz negatif Stafilokok (KNS)'lardan hizli
ve dogru ayrimi gereklidir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda koagulaz testi geleneksel
yontemlerle manuel olarak ¢calisiimaktadir. Stafilokoklarin tanimlanmasinda koagulaz testinin yerini
alabilecek, otomatize sistemlere uygun farkh kimyasallar, klinik mikrobiyoloji laboratuvarinin daha
efektif sonu¢ vermesini saglayabilecektir.

Sunulan arastirmada, Pamukkale Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimii
Anorganik Kimya biriminde sentezlenen 1,2-dinitro-4,5-bis(2-kloretoksi)benzen bilesidinin S.aureus ve
KNS koékenleri ile meydana getirdigi renk degisimi, hizli ayrimda kullanilabilecegi hipotezi ile
Olcllerek arastiriimistir.

Sonug olarak, 1,2-dinitro-4,5-bis(2-kloretoksi)benzen bilesigi S.aureus kékenlerini KNS
kokenlerden ayirmada kullanilabilmekle birlikte, reaksiyonun beklenen sonuglari ayirmada zayiftir.
Pam-6 disk diflizyon, tlip reaksiyonu ve spektrofotometrik degerlendirme, otomatize sistemlerde
koagtlaz testi yaninda, sik gorilen S.epidermidis, S.haemolyticus ve S.warneri gibi kan akimi
enfeksiyonu etkenlerinin tanimlanmasinda yardimci hizli test olarak kullanilabilir. Bu sonucun gecerli

olabilmesi icin, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari arasinda korelasyon arastirmalari planlamalidir.

Anahtar kelimeler: Staphylococcus aureus, koagtilaz negatif stafilokok, 1,2-dinitro-4,5-bis(2-

kloretoksi)benzen, spektrofotometrik 6lgiim

Abstract

Staphylococcus aureus is a bacterium that may causes life-threatening infection. Fast and
accurate definition are required for identification between S.aureus and coagulase negative
staphylococci (CNS). In clinical microbiology laboratories, coagulase procedure is tested by
conventionally manual. For effective clinical microbiology laboratories’ identification of staphylococcal
definition, different chemicals that usable in automated identification systems, should be tested for
using instead of coagulase test.

In this study, colorimetric reactions of 1,2-dinitro-4,5-bis(2-kloretoksi)benzen, that is
synthesized in Pamukkale University, Faculty of Science, Department of Chemistry, inorganic branch,
structure with S.aureus and CNS have been evaluated for fast and accurate differantiation in
staphylococci.

As result, although 1,2-dinitro-4,5-bis(2-kloretoksi)benzen is spectrophotometrically effective
for differentiation between S.aureus and CNS, reaction is weak for discrimination of expected results.
Disc diffusion, tube reaction and spectrophotometric evaluation of 1,2-dinitro-4,5-bis(2-
kloretoksi)benzen may be additional test for fast evaluation of common agents of bloodstream
infections such as S.epidermidis, S.haemolyticus ve S.warneri. For accuracy of these result, inter-
clinical microbiology laboratories correlations further research should be planned.

Keywords: Staphylococcus aureus, coagulase-negative staphylococcus, 1,2-dinitro-4,5-bis(2-

kloretoksi)benzen, spectrophotometrically evaluation



1. Giris

Staphylococcus aureus ve koagulaz negatif stafilokoklar (KNS) hem hastane hem de toplum
kokenli enfeksiyonlara neden olan, ila¢ direnci tagiyan ve tibben 6nemli enfeksiyonlara yol agan
bakterilerdir (STYERS, 2006). Tibbi mikrobiyoloji laboratuvarinda S.aureus’un tanisinin hizli konmasi
ve antibiyotik direncinin belirlenmesi, hastaya uygulanacak tedaviyi ve hastane enfeksiyonlari
surveyans programlarinin verimli calismasi bakimindan 6nemlidir. Ginimizde bakterinin
tanimlanmasina y6nelik olarak fizyolojik (biyokimyasal reaksiyonlar, ireme isisi ve ortami, vb.),
molekiler (PCR, vb.) ve kimyasal analiz (FTIR-spektroskopi, MALDI-TOF, vb) yontemleri ile tani
hizlandinimaya ve kesin olarak tanimlanmaya c¢alisiimaktadir. Giniimizde hentiz yeni olan
yontemlerin laboratuvarlara maliyetlerinin yliksek olmasi, bazi yontemlerdeki teknik ve analitik
kisittamalar konu tzerinde deneyimli eleman gerektirmektedir. S.aureus’un diger KNS bakterilerden
tanisal ayriminin hem hasta sagligina hem de ekonomik kayiplarin (tedavi maliyeti, vb.) 6nlenmesine
yonelik dogru ve hizli ydntemler halen arastirilmakta, rutin laboratuvarlarda kullanilabilecek teknikler
gelistiriimeye calisiimaktadir.

Sunulan raporda; laboratuvar ortaminda sentez edilen kromojen makrosiklik bir yapinin, in-

vitro olarak S.aureus ve KNS bakterilerin ayirnminda kullanilabilirligini degerlendirmektedir.

2. Genel Bilgiler

S.aureus ve KNS bakterilerine bagh enfeksiyonlar antibiyotik direnci tasiyabilmeleri, hayati
tehdit eden enfeksiyonlara yol acan virllans faktorlerinin bulunmasi, hastanede kalig siresini
uzatarak maliyeti arttirmalari vb. nedenlerle giincelligini stirekli devam ettiren bakterilerdir (STYERS,
2006). ABD'de toplum kdkenli enfeksiyonlarda ilk sirada, hastane kaynakli enfeksiyonlarda ikinci
sirada iken, Ulkemizde farkli merkezlerde yapilan ¢alismalarda, ilk siralardaki enfeksiyon etkenleri
arasinda yer almaktadirlar (DEMiRDAL T, 2007; DOGRU, 2010; (;ELEBi, 2007; ERDEM, 2009;
ERDINGC, 2006).

Micrococcaceae familyasinda yer alan S.aureus ve KNS’larin tibbi mikrobiyoloji
laboratuvarinda tanilarinin hizli ve dogru olarak yapilabilmeleri; hastaya tedavi yaklasimi, kanita
dayali enfeksiyon kontrol programi uygulamalari ve antibiyotik direncli kdkenlerin takibi i¢in gereklidir.
Dinya'da 6zellikle metisilin direncli S.aureus (MRSA) enfeksiyonlarinda hizli ve dogru tani, tibbi
mikrobiyoloji laboratuvarlarinin énemli bir gérevidir (HALPIN, 2011; SHEPHERD, 2009). S.aureus,
MRSA ve KNS'larin tanimlanabilmesi ve birbirlerinden ayirimi icin rutin kullanima yonelik manuel ve
otomatize ydntemler bulunmaktadir. Bu yontemler, tek bir ydntemin farkli uygulamalarinin
kombinasyonu (farkli molekiler uygulamalarin birlikte kullanimi vb), farkli yodntemlerin birlikte
kullanimi ile olusan hibrit ydntemler olabilecedi gibi tamamen yeni ve giincel yoéntemlere
(nanoteknoloji, fluoresans baglanmis mikrogip vb) dayali da olabilmektedir (SHEPHERD, 2009;
WHITE, 2009; ROSENFELD, 1986; TABAQCHALI, 1987, BEAUME, 2011; LOONEN, 2011,
HENSLEY, 2009; BARROS, 2007; ELSHOLZ, 2006; TRATTNER, 2004; DONAY, 2004; CAIERAO,
2006). Ayni zamanda halen ticari olarak kullaniimakta olan otomatize tanimlama sistemlerinin
tanimlama algoritmalarinin gelistiriimesi de otomatize sistemlerde tanimlamalarin dogrulugunu
arttirmak bir kullanilabilen diger bir yéntemdir (KANEMITSU, 2005; CHATZIGEORGIOU, 2010). Bu



ayirimlari basaril bir sekilde yapabilen teknik ve uygulamalarin olusturulmasi ile birlikte maliyet, 6zel
ekipman ve personel ihtiyaci gibi parametreler, bu yeni Onerilen yontemlerin tibbi mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda yayginlasmasina engel olusturabilmektedir.

Zaman ve personel kazancina bagh olarak laboratuvarlarin otomatik sistemleri kullanma
istekleri, kullaniimakta olan sistemlerin sorgulanmasini giindeme getirmistir. Ozellikle S.aureus ve
KNS’in tanimlanmasina y6nelik BioMeriéux (Marcy-I'Etoile, Fransa) firmasina ait Vitek 2 ve API ID32
STAPH, Trek diagnostics (Cleveland, Ohio, ABD) firmasina ait Sensititre GPID, Becton Dickinson
Diagnostic Systems (Sparks, Maryland, ABD) firmasina ait Phoenix ve Crystal sistemleri ile Dade
Behring (West Sacramento, California, ABD) firmasina ait MicroScan tanimlama sistemleri yaygin
olarak kullanilan otomatize sistemlerdir. Bu sistemlerin hepsinin farkli algoritmasi bulunmaktadir. Bu
nedenle rutin arastirmalar ile elde edilen sonuclar sorgulanmakta, sistemlerin sonuclari hakkinda
karsilastirmali degerlendirmeler yapiimaktadir. Kolorimetrik reaksiyon, fluorojenik i1sima, disuk
inokulum yogunlugu vb gibi farkhiliklar Uretici firmalar tarafindan farkh algoritmalardaki yazilimlarla
degerlendiriimektedir. Bu sistemler ile son yillarda yapilan arastirmalarda KNS’lerin tanimlanmasi
arasinda uyum oldugu bildiriimekle birlikte genetik tanimlama ile uygun olmayan sonuglarin da
bulunabildigini belirtmektedir (CHATZIGEORGIOU, 2010; LAYER, 2006; KIM, 2008; GARZA-
GONZALEZ, 2010; DELMAS, 2008). Bu sistemlerin ayrimcilik giicii farkli genotipik karakterlere sahip
olan ayni tir kokenlerde ayni reaksiyona neden olan parametrelerden kaynaklanmaktadir. Bu
sistemlerde basarili tani igin bakteriler arasinda ayrim gucl yuksek testler bulunmalidir.

Micrococcaceae Uyelerinin tanimlamalarinin yapildigi laboratuarlarda sorunlar c¢ogunlukla
KNS’larin enfeksiyon etkeni olabilen tirlerinin dogru tanimlanmamasindan kaynaklanmaktadir. Son
yillarda hasta profilindeki degisiklikler, 6zellikle bagisikhg baskilanmis hasta sayisindaki artis ve
protez kullaniminin yayginlagsmasi, S.epidermidis, S.haemolyticus, S.lugdunensis S.hominis ve
S.cohnii  gibi KNS  tdrlerinin  enfeksiyonlarinin ~ yayginlasmasina  neden  olmaktadir
(CHATZIGEORGIOU, 2010; LAYER, 2006; KIM, 2008; GARZA-GONZALEZ, 2010; DELMAS, 2008).
Bu tdrlerin bagisikhgr baskilanmis konakda hayati tehdit eden enfeksiyonlar olusturmasi yaninda
antibiyotik direnci tagsimasi ve yayginlasmasi da diger énemli sorunlardir. Bu nedenle KNS tirlerinin
dogru, ucuz ve hizli tanimlanmasi énemlidir.

Ulkemizde klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda S.aureus’larin KNS kokenlerinden ayriminda
kullanilan koagulaz testinde genellikle sorun olmamaktadir. Ancak KNS tirlerinin tanimlamasi
yapilamamaktadir. Bu yontemin degerlendirilmesi deneyim sahibi laboratuar calisanlari i¢in kolaydir.
Plazmanin ticari olarak temin edilmedigi kicgik caph laboratuarlarda enfektif plazma ile calisma
zorunlulugu calisan sagligi agisindan risktir. Bu nedenle alternatif yontemler, sivi veya disk seklinde,
laboratuvar depolama sartlarinda stabilitesini  koruyan GrUnlerin  geligtiriimesi tanimlamayi

kolaylastirmaktadir.



3. Gereg ve Yontem

3.1 Pam-6 sentezi ve saflastirilmasi: Sunulan arastirmanin proje degerlendirme safhasinda
arastirmaya alinan bilesik Tibbi mikrobiyoloji laboratuvarindaki kodlanmig ismi ile Pam-6 olarak
tanimlanmistir. Pam-6 maddesi; bir polifenoliin reaktif merkezlerinin korunmasi ve halojenlenmesinin
ardindan elokrifilik stibstitiisyon reaksiyonlari ile yeni sibstitlie gruplarin eklenmesi ile sentez
edilmistir. Sentezlenen bilesik kristallendirilerek saflastiriimig, elementel analiz ve FT-IR

spektroskopisi ile yapinin dogrulanmasi saglanmistir.

Arastirmada Pam-6 olarak kodlanan madde; Sekil 1'de yapisi gdsterilen 1,2-dinitro-4,5-bis(2-
kloretoksi)benzen'dir (KANTEKIN, 2002).

Sekil 1: 1,2-dinitro-4,5-bis(2-kloretoksi)benzen yapisi
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3.2 Caligma kdkenleri: Arastirmaya 10 standart Staphylococcus sp. (S.aureus ATCC 25923,
S.epidermidis ATCC 12228, S.chromogenes ATCC 43764, S.saprophyticus ATCC 13528,
S.haemolyticus ATCC 29970, S.hominis ATCC 27844, S.hyicus ATCC 11249, S.simulans ATCC
27848, S.xylosus ATCC 29971 ve S.warneri ATCC 27836) kdken, patojen ve/veya flora tyesi 242
S.aureus ve 642 KNS kokeni (272 S.epidermidis, 115 S.haemolyticus, 109 S.hominis, 59 S.warneri,
31 S.capitis, 17 S.saprophyticus, 10 S.caprae, 8 S.schleiferi, 8 S.simulans, 5 S.xylosus, 4
S.lugdunensis, 3 S.cohnii ve 1 S.sciuri) alindi. Kékenler arasindaki farkliliklar saglayabilmek
amaciyla farkl hastalardan ve/veya ayni hastanin farkl bolgelerinden izole edilen kékenler segildi.
KNS tanimlamasi icin Kloos ve Schleifer tarafindan tanimlanana ve sematik (Sekil 2) hale getirilen
yontem kullanildi (KLOOS, 1975; CUNHA, 2004). Nadir gorilen kdkenlerin tanimlanmasinda daha
¢cok sayida biyokimyasal parametrenin test edilebildigi otomatize tanimlamam sistemlerinden

yararlanildi. Tim kékenler tanimlamayi takiben Pam-6 ile test siirecine kadar -20°C’da %10 gliserolli

beyin-kalp inflizyon buyyonu i¢inde stoklandi.



Sekil 2: Klinik koagilaz negatif stafilokoklarin tanimlanmasinda kullanilan algoritma (KLOOS, 1975;

CUNHA, 2004)
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3.3 Pam-6 deneyleri

3.3.1 Disk testleri: Arastirmaya alinan kokenlerden randomizasyonla secilen 192 KNS ve 52
S.aureus kokeni (Toplam 244 kdken) stok besiyerinden Mueller-Hinton besiyerine pasaj yapildi.
Ekimler bir gece boyunca 37°C’da etiivde canlandirildi. Her koken dimetilsilfoksit icinde %1 oraninda
Pam-6 bilesigi emdirilmis, 6 mm c¢apindaki diskler ile CLSI M2-A10 yontemine gore test edildi. Nemli
ortamda 18 saatlik enkiibasyon sonunda olusan renk, disk ylizeyinin éniinden ve arkasindan olmak
Uzere makro objektif ile fotograflandi. Eg zamanli olarak S.aureus 25925 kokeni pozitif kontrol ve
proje agsamasindan 6nce tanimlanmigs olan S.epidemidis kdkeni negatif koken olarak kullanildi. Elde
edilen verilerin kigiler arasinda farklilik yaratmasini saglamak amaci ile kékenler yeniden
numaralandirilarak kodlandi. Resimler bilgisayar programlari ile birlegtirilerek tek bir *.pdf dosya
haline getirildi. Bu dosya internet lizerinden projede gérev yapan arastiricilara génderildi. Koyu
turuncu/Kirmizi renk olusmasi “pozitif”, sari renk olusmasi ve/veya renk olusmamasi “negatif” olarak
kabul edildi. (Sekil 3). Arastirmacilara gonderilen dosyanin igeridi sunulan raporda Ek-1 olarak
verilmigtir. Her aragtirici bagimsiz olarak degerlendirdigi sonuglari geri génderdi. Butun veriler
birlegtirilerek disk testi yénteminde, KNS ve S.aureus kokenlerinin ayirimi amacina yonelik olarak
Pam-6 bilesiginin yeterliligi saptandi.

Sekil 3: Disk diflizyon testi ile (a) “pozitif” ve (b) “negatif’ reaksiyon

Iﬂh]j[l

3.3.2 Tup testleri: Arastirmaya alinan kdkenlerden randomizasyonla segilen 159 KNS ve 46
S.aureus kokeni (Toplam 205 kdken) stok besiyerinden Mueller-Hinton besiyerine pasaj yapildi.
Ekimler bir gece boyunca 37°C’da etlivde canlandirildi. Her kdken 2 ml. beyin-kalp infiizyon buyyonu
(BHI) icinde 4 saat 37°C’da enkiibasyona birakildi. Stire sonunda tzerlerine 100 ni. Pam-6 ve 100 nL
NaOH ilave edilen kékenler santrifiije alindi. Santrifuj sonrasinda tlpler makro objektif ile
fotograflandi. Es zamanli olarak S.aureus 25925 kodkeni pozitif kontrol ve proje asamasindan 6nce
tanimlanmig olan S.epidemidis kokeni negatif koken olarak kullanildi. Elde edilen verilerin kisiler
arasinda farklilik yaratmasini saglamak amaci ile kdkenler yeniden numaralandirilarak kodlandi.
Resimler bilgisayar programlari ile birlestirilerek tek bir *.pdf dosya haline getirildi. Bu dosya internet
Uzerinden projede gorev yapan arastiricilara gonderildi. Koyu turuncu/Kirmizi renk olusmasi “pozitif”,
sari renk olusmasi ve/veya renk olusmamasi “negatif” olarak kabul edildi ($ekil 4). Arastirmacilara
gonderilen dosyanin icerigi sunulan raporda Ek-2 olarak verilmigtir. Her arastirici bagimsiz olarak
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degerlendirdigi sonuclar geri gonderdi. Bitin veriler birlestirilerek tip testi ile KNS ve S.aureus
kokenlerinin ayriminda Pam-6 bilesiginin yeterliligi saptandi.

Sekil 4: Tup testi ile (a) “pozitif” ve (b) “negatif” reaksiyon

3.3.3 Spektrofotometrik testler: Arastirmaya 642 KNS, 242 S.aureus ve 10 standart
Staphylococcus kokeni alindi. Arastirmaya alinacak kéken stok besiyerinden Mueller-Hinton
besiyerine pasajlandi. Ekimler bir gece boyunca 37°C’da etiivde canlandirildi.

Her kéken 2 ml. beyin-kalp infliizyon buyyonu (BHI) icinde 37°C’da enkiibasyona birakildi.

Sunulan proje 6ncesinde yapilan 6éngalismaya gére Pam-6 ¢ézeltisi ve NaOH miktari 100’er ni olarak

saptandi (Sekil 5).

Sekil 5: Farkli hacimlerde Pam-6 reaksiyonu (ilk tiip 200 ni, ikinci tiip 100 ni, G¢linct tiip 50 ni)
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Sunulan proje 6ncesinde yapilan dn¢alismaya gore Pam-6 ¢ozeltisinin bakteri kokenleri

maksimum reaksiyonu veren zaman araligini bulabilmek amaci ile inklibasyon suresi incelenmistir.

Sekil 6; enklbasyon siresi ile absorbans degerlerinin degisimini gostermektedir.

Sekil 6: S.aureus ve KNS kdkenlerinde sire ile absorbans degerlerinde degisimin incelenmesi

(a) Verilerin zamana bagli dagilimi

0,40 —

0,35 -

0,30 -

0,25 -

Absorbans

0,20 -

0,15 —

— Staphylococcus aureus

—*  Koagilaz(-) Stafilokok

0,10

Zaman (Saat)

(b) Verilerin 2. dereceden tirev grafigi

0,06—-
0,05—-
0,04—-
0,03—-

0,02

Absorbans

0,00 -

-0,01

0,01

— Staphylococcus aureus
Koagiilaz (-) Stafilokok

Zaman (Saat)

EnkUbasyon suresi (6-18 saat ) sonunda tzerlerine 100 ni. Pam-6 ve 100 nL. NaOH ilave

edilen kokenler santrifiije edildi. Her tipUn sUpernatant bdlgesinden 250 ni, steril, U taban

mikrotitrasyon plaklarina (Sarstedt, ABD) Ucer kuyucuk olarak aktarildi.

12



Sunulan proje 6ncesinde yapilan dngalismaya gore Pam-6 ¢ozeltisi 630 nm referans filtreye
karsi spektral analize alindi. 500 nm. dalga boyundan dusuk filtrelerin degerlendirmede

kullanilabilecegine karar verildi (Sekil 7).

Sekil 7: Pam-6 maddesinin 630 nm referans filtreye gore spektrofotometrik analizi

Mikrotitrasyon plaklari ELISA okuyucu (Bio-Tek, ELx808, ABD) ile 490 nm’de (referans 630
nm) degerlendirildi. Her mikrotitrasyon plagi icin U¢ kuyucu pozitif kontrol kékeni icin ayrildi. Her

mikrotitrasyon plaginda veri degerlendirmesinde ilgili plakta kullanilan standart S.aureus kdkenine ait

veriler kullanildi. Veri orani;

Uc kuyucuk koken ortalamas
Uc kuyucuk pozitif kontrol (S.aureusATCC 25925) ortalamas

Kokeneait oran=

islemine gore hesaplandi. Veriler bilgisayarda istatistik programina aktarilarak degerlendirildi. Elde
edilen verilere ROC analizi yapilarak “cut-off” degerleri saptandi. Bu deg@erin tzerindeki oranlar (+),

altindaki oranlar ise (-) kabul edildi.

Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde non-parametrik veriler igin c?, Kolmogorov-Smirnov

testleri ve ROC degerlendirmesi kullanildi.
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4. Bulgular

4.1 Disk testleri sonuglari: Arastirmaya alinan 192 KNS ve 52 S.aureus kdkenine (Toplam
244 koken) ait verilerin arastirici sonuglari Ek-4’de 0="negatif kbken”; 1="pozitif koken” ve 2="karar
verilemedi” degerlendirmesi ile sunulmaktadir. Tablo 1 bu verilere gore arastiricilarin test

sonuglarinin karsilastirmaktadir.

Tablo 1: Disk testinde Pam-6 bilesigi ile arastiricilarin kékenleri gruplayabilme oranlari

Dogru sonug¢ Yanls sonug Kararsiz Test
N % n % n % p degeri yeterliligi**

Arastirici-1 | 133 54.5 76 31.1 35 14.3 | <0.001 | <0.001* -/-
Aragtirici-2 76 31.1 113 46.3 55 225 0.007 0.020* -/ -
Aragtirici-3 | 143 58.6 68 27.9 33 13.5 | <0.001 | <0.001* -/ -
Aragtirici—4 | 87 35.7 149 61.1 8 33 0.001 ok o ki
Aragtirici-5 | 161 65.9 57 23.4 26 10.7 0.003 0.001* -/ -
Aragtirici-6 | 114 46.7 129 52.9 1 0.4 0.557 0.343* +/+

*kararsiz sonuglar ¢ikarildiginda
**: p [ p* deg@erleri
* 40" gozlemsel veri nedeniyle test edilemedi
Tablo 1'de gosterildigi sekilde elde edilen verilere gére, disk yontemi ile yapilan Pam-6 ayirim
testleri yeterli sonucu vermemektedir. Veri degerlendiren alti arastiricidan sadece biri kdkenleri dogru
olarak ayirabilmigtir.
Arastiricilarin disk testi ile KNS i¢in dogru sonuca ulagma (kesin negatif karar verebilme)

oranlari Tablo 2'de gésterilmigtir.

Tablo 2: Arastiricilarin Pam-6 bilesigi disk testi ile KNS ayrim yapabilme oranlari

S.epidermidis | S.haemolyticus | S.hominis | S.warneri | S.capitis | Diger KNS

(n=98) (n=30) (n=21) (n=15) (n=15) (n=13)
Aragtirici-1 54.1 40.0 33.3 40.0 46.7 375
Aragtirici-2 21.4 6.7 14.3 20.0 33.3 0.0
Arastirici-3 55.1 40.0 42.9 60.0 73.3 31.3
Aragtirici—4 22.4 10.0 9.5 20.0 33.3 0.0
Arastirici-5 71.4 73.3 71.4 80.0 80.0 75.0
Arastirici-6 49.9 30.0 23.8 40.0 53.3 43.8
Ortalama 45.7 33.8 32.5 43.3 53.3 31.2
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4.2 Tup testleri sonuclari: Arastirmaya alinan 159 KNS ve 46 S.aureus kdkenine (Toplam 205
koken) ait verilerin arastirici sonuclari EK-5’de 0="negatif kdken”; 1="pozitif kbken” ve 2="karar
verilemedi” degerlendirmesi ile sunulmaktadir. Tablo 3 bu verilere gore arastiricilarin test

sonuglarinin karsilastirmaktadir.

Tablo 3: Tup testinde Pam-6 bilesigi ile arastiricilarin kdkenleri gruplayabilme oranlari

Dogru sonug¢ Yanls sonug Kararsiz Test
n % n % n % p degeri yeterliligi**

Arastirici—1 146 71.2 45 22.0 14 6.8 0.031 0.010* -/ -
Aragtirici—2 99 48.3 83 40.5 23 11.2 | 0.021 | 0.006* -/ -
Aragtirici-3 94 45.9 78 38.0 33 16.1 | 0.293 | 0.820* +/+
Arastirici—4 53 259 113 55.1 39 19.0 | 0.001 ok o
Aragtirici=5 | 110 53.7 16 7.8 79 38.5 | 0.001 | <0.001* -/ -
Arasgtirici—6 81 395 123 60.0 1 0.5 0.021 | 0.037* -/ -

*kararsiz sonuglar ¢ikarildiginda
**: p [ p* deg@erleri
* 40" gozlemsel veri nedeniyle test edilemedi

Arastiricilarin tip testi ile KNS i¢in dogru sonuca ulagsma (kesin negatif karar verebilme)

oranlari Tablo 4'de goésterilmigtir.

Tablo 4: Arastiricilarin Pam-6 bilesigi tip testi ile KNS ayrim yapabilme oranlari

S.epidermidis | S.haemolyticus | S.hominis | S.capitis | S.warneri | Diger KNS

(n=78) (n=26) (n=19) (n=15) (n=12) (n=9)
Arastirici-1 85.9 80.8 100.0 86.7 83.3 77.8
Aragtirici-2 48.7 19.2 68.4 46.7 41.7 33.3
Arastirici-3 46.2 57.7 47.4 46.7 58.3 44.4
Aragtirici—4 3.8 0.0 5.3 0.0 8.3 33.3
Arastirici-5 62.8 26.9 84.2 66.7 50.0 55.6
Arastirici-6 25.6 7.7 36.8 20.0 41.7 44.4
Ortalama 45.5 32.1 57.0 44.5 47.2 48.1

4.3 Spektrofotometrik testlerin sonugclari: Arastirmaya alinan 462 KNS ve 242 S.aureus

kokeninin Pam-6 ile reaksiyonlarina ait veriler Ek 5’de verilmistir.

Elde edilen verilere gore ROC egrisi $ekil 8'de gosterilmektedir. Sonug olarak otomatize

sistemlerin kabul edecegi sekilde; 0.72 ve alti degerler “negatif’, 0.73 ve Ustl degerler “pozitif” olarak

15



kabul edilmistir. Pam 6 ile test edilmesi sonucunda Pam 6 testinin KNS kokenlerini ayirt edebilme

kapasitesi oldugu gorulmusttr (p<0.001; Tablo 5).

Tablo5: Pam-6 testinin KNS ve S.aureus kdkenlerini ayirma etkinligi (p<0.001).

Gergek S.aureus Gergek KNS
Pam-6 sonucuna gore S.aureus 137 159
Pam-6 sonucuna gére KNS 105 483

Sekil 8: KNS ve S.aureus kdkenlerinin Pam-6 test sonuglarinda ROC egrisi. (“cut-off"=0.72)

1,0

0,8

0,6 -

Duyarlihk

0,4+

0,2

0,0

0,0

0,2

T T T
04 0,6
1-Ozgiinliik

0,8

1,0

Dogrudan spektrofotometrik okumada, tim KNS ve S.aureus kokenleri u¢ degerler haric

kolaylikla ayrilabilmektedir (Sekil 9; p<0.01).

Sekil 9: KNS ve S.aureus bakterilerinin spektrofotometrik degerlendirmede ayrimi

1,41

1,24

1,04

0,87

O.D.

0,6

0,4+

0,2

0,0

KNS

T
S.aureus

16




Sekil 9'de goruldugu Uzere; hem S.aureus hem de KNS kodkenlerinde standart sapma
degerleri yuksektir. Sekil 10 KNS kokenlerinin spektrofotometrik degerlendirme ile S.aureus’a gore

durumunu gostermektedir.

Sekil 10: Farkli KNS kékenlerinin Pam-6 ile reaksiyonu sonucunda elde edilen spektrofotometrik oran

degerleri

1,64
1,47
1,2
1,0
0,8
0,6 —
0,4 ﬂ E %

0,2

O.D.

0,04

Sekil-9'de gortlen degerlerin gruplar arasi degerlendirme istatistik analiz sonuglari
asagidadir. S.capitis, S.caprae, S.cohnii, S.lugduniensis, S.saprophyticus,S.schleiferi, S.simulans ve
S.xylosus kokenleri S.aureus kdkenlerine yakin degerler verirken, S.epidermidis, S.haemolyticus,
S.hominis ve S.warneri kdkenleri istatistiksel olarak S.aureus kdkenlerinden farlilik gostermektedir
(Tablo 6).
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Tablo 6: S.aureus kdkenlerinin farkli KNS gruplarindan Pam-6 ile ayriminin degerlendirilmesi

Kdken tir adi n Ortanca oran Ortalama oran S.aureus’tan ayriminda fark
+ Standart hata | * Standart sapma (p degeri)

S.aureus 242 0.77 £0.01 0.79+0.25 -
S.capitis 31 0.67 £ 0.05 0.70 £ 0.30 0.342
S.caprae 10 0.63 £ 0.06 0.62 £0.19 0.954
S.cohnii 3 0.55+ 0.07 0.50+0.13 0.298
S.epidermidis 272 0.54 +0.01 0.56 +0.23 <0.001
S.haemolyticus 115 0.64 + 0.02 0.67 £ 0.28 0.006
S.hominis 109 0.53+£0.02 0.57+£0.21 <0.001
S.lugduniensis 4 0.54 £ 0.06 0.49 £0.13 0.160
S.saprophyticus 17 0.53 £ 0.06 0.62 £ 0.27 0.191
S.schleiferi 8 0.48 + 0.09 0.56 + 0.25 0.098
S.sciuri 1 0.57 0.57 -
S.simulans 8 0.49+£0.11 0.64 £ 0.33 0.421
S.warneri 59 0.56 + 0.03 0.60 £ 0.24 0.001
S.xylosus 5 0.50+0.14 0.60 £ 0.32 0.527

Arastirmaya alinan standart kdkenlerin S.aureus’a oran degerleri Tablo 7'de verilmektedir.

Tablo 7: Standart KNS kokenlerinin S.aureus ATCC 25923 kdkenine gore oran degerleri

Kdken Oran degeri
S.epidermidis ATCC 12228 0.37
S.chromogenes ATCC 43764 0.52
S.saprophyticus ATCC 13528 0.62
S.haemolyticus ATCC 29970 0.69
S.hominis ATCC 27844 0.88
S.hycius ATCC 11249 0.69
S.simulans ATCC 27848 0.89
S.xylosus ATCC 29971 0.50
S.warneri ATCC 27836 0.40




5. Tartigma ve sonug¢

Tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlarinda KNS ve S.aureus’un ayriminda ¢ogunlukla
konvansiyonel yéntemler kullaniimaktadir. Otomatize tanimlama sistemlerinde bu iki ana grubu
ayiran koagulaz testinin heniiz tam olarak yerine gecebilen bir parametre bulunmamaktadir.
isyukiintin yogun oldugu laboratuarlarda otomatize sistemlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Otomatize
sistemlerin ise hizli ve dogru tanida bulunmasi istenmektedir. Bu ise dogru algoritmanin
olusturulmasi yaninda tire-6zgul testlerin tanimlamada bulunmasi ile olasidir. Ginimuzde bir¢ok
otomatize sistem S.aureus ve KNS’larin ayrim paneli icin 6nce manuel koaguilaz testi yapilmasini,
sonra otomatize sisteme tanimlama igin verilmesini dnsart olarak bulundurmaktadir (KANEMITSU,
2005; CHATZIGEORGIOU, 2010). Otomatize sistemler hizli ve dogru sonuglar vermekle birlikte,
genellikle maliyet yuksektir. Bu nedenle is yogunlugunun yiiksek olmadigi laboratuvarlarda manuel
yontemler dncelikli olarak tercih edilmektedir. Bu durumda S.aureus ve KNS kokenleri koagllaz testi
ile ayrilmaktadir. Klinik drneklerden izole edilen Gram pozitif Micrococcaceae Uyelerinin tanimlama
ve antibiyogram islemleri genellikle gece boyu enkiibasyona ihtiya¢ duyar. Laboratuvar stabilitesi
bulunan, disk diflizyon gibi kolay uygulanabilen ve g6z ile kolay degerlendirilebilen testler, tanisal
tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kolaylikla kullanilabilir. Sentezinin kolay oldugu, stabil ve kolay
degerlendirilebilen kimyasal malzemeler cogunlukla yeni testlerde hedef bilesikleri olusturmaktadir.

Bu arastirma ile incelemeye alinan Pam-6 (1,2-dinitro-4,5-bis(2-kloretoksi)benzen)
maddesinin 6n tanimlamalarda S.aureus’u KNS kdkenlerinden ayirabilecegi diusunulmustur (Sekil 3,
4). Ancak projenin tamamlanmasi sonucunda disk diflizyon testi ve tlp testinde arastiricilar arasinda
uyum olmamasi, arastiricilarin KNS ve S.aureus kodkenlerini dogru olarak ayiramamalari gérsel
olarak yapilan bu testlerin kullanilabilir olamayacagini géstermistir (Tablo 1, 3).

Otomatize sistemlere yonelik olarak yapilan spektrofotometrik incelemede Tablo 5 ve Sekil
9'de goruldugi Gzere ayirnm yapilabilmektedir. Ancak Pam-6 ile yapilan test sonuclarinin kékenlere
ait verilerinin ylksek standart sapmalara sahip olmalari, farkli KNS kékenlerinin ayri ayri
degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir (Tablo6, Sekil 9).

Spektrofotometrik olarak S.aureus kokenlerindeki yuksek standart sapma, buna bagl olarak
ROC “cut-off” degerini distrmektedir. Bu nedenle “negatif” sonuclar degerlendirmek daha kolay
olmakla birlikte “pozitif” sonucglari saptamak daha zorlagsmaktadir. Tek basina S.aureus ktkenlerindeki
bu farklihklar bile, Tablo-4 ve $ekil-9'deki olumlu verilere ragmen, Pam-6 aktif maddesinin
S.aureus’larin saptanmasinda kullanilamayacagini géstermektedir.Bunu destekler sekilde standart
Staphylococcus kokenleri ile yapilan degerlendirmelerde de KNS kdkenlerinin standart S.aureus
kokeninin meydana getirmis oldugu reaksiyona oranlari 0.37-089 arasinda degismistir (Tablo 7). ROC
egrisinden elde edilen “cut-off” degerinin 0.72 olmasi bu aralida gelmistir. Bu durum KNS
kokenlerinde “yanhs pozitif” spektrofotometrik degerlendirme olabilecegini desteklemektedir.

Arastirmadan elde edilen olumlu bir sonug da vardir. Onemli bir sorun klinik hasta
orneklerinden izole edilen KNS’lerin tibbi mikrobiyoloji laboratuvarinda hizli ve givenilir ayrimindadir.
S.epidermidis ve S.haemolyticus son yillarda klinik mikrobiyoloji laboratuvarinlarda daha sik etken
olarak izole edilmektedir (CHATZIGEORGIOU, 2010). KNS bakteriler uzman hekimler tarafindan

¢ogunlukla floradan kontaminasyon ve/veya kolonizasyon olarak degerlendiriime egiliminde olan
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bakterilerdir. Bu asamada KNS gruplari icinde, sik rastlanan tirlerin saptanabilmesi, nadir gorilen
diger tirlerin diglanabilmesi, klinik drnege dogru olarak hizli yaklagim konusunda 6nemlidir. Pam-6 ile
KNS gruplari icinde S.aureus’dan ayrilabilen kékenler arasinda S.epidermidis ve S.haemolyticus da
bulunmaktadir. (Sekil 10; Tablo 6). Bu iki bakteri ile birlikte S.warneri’nin de ayrilabiliyor olmasi bu
bakterilerin 6n plana ¢iktiklari kan akimi enfeksiyonlari etkenlerinin 6n tanimlama stirecinde Pam-6
testi ile degerlendirilebilecegini disindirmektedir. Bu durumda ciltten veya diger ortamlardan
olusabilecek kontaminasyon ekarte edilebilecektir. Sunulan arastirmada 642 KNS kdkeninin 446’si
(%69.4) 6zellikle kan akimi enfeksiyon etkeni KNS olarak kabul edilen S.epidermidis, S.haemolyticus
ve S.warneri'dir (Tablo 6). Kan akimi enfeksiyonu etkeni olarak izole edilen hemolitik, katalaz (+),
Gram (+), kok morfolojisindeki etkenin hizli olarak lamda koagulaz(-) sonu¢ vermesi durumunda
Pam-6 testi ile incelemeye alinmasi tipte koagulaz testine gére zaman kazandirabilir. Sunulan
arastirmada arastiricilarin yariya yakini bu kdkenleri tlip testi ve/veya disk testi ile KNS olarak
siniflandirabilmislerdir (Tablo 2, 4). Bu verilere gore spektrofotometrik degerlendirmede bu oranlarin
yukselmesi hipotetik olarak ileri strtlebilir. Ancak bu sonucun Klinik kékenlerin rutin ¢ahsildigi tibbi
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda farkli arastiricilar tarafindan test edilmesine ihtiya¢ bulunmaktadir.
Projenin bitisini takiben klinik arastirma bolimi planlanmistir. Bu verilerin de saglanmasindan sonra
bilimsel yayin asamasina gecilecektir.

Pam-6 maddesinin kesin olarak rutin ve otomatize testlerde kullaniminin saptanamamasi
nedeni ile telif basvurusunda bulunmasi yapilmayacaktir. Hakemli bilimsel ve uluslar arasi ulasilabilir
yayin ile veriler ve aktif madde icerigi paylasilacaktir. Arastirmaya arastirici olarak katkida bulunan
Dr.Ozgiin Kirig Satilmig, Dr.Yiiksel Akkaya, Dr.Orgun Zorbozan ve Dr.Osman Acar hazirlanacak

bilimsel raporda yeralacaklardir.

Sonug olarak;

U Pam-6 maddesi KNS'dan S.aureus’un ayriminda tip veya disk difiizyon testinde
gorsel olarak kullanilabilir bir madde degildir. Ancak kan akimi enfeksiyon etkeni
olarak izole edilebilecek S.epidermidis, S.haemolyticus ve S.warneri kbkenleri i¢in
rutin tibbi mikrobiyoloji laboratuvarinda uygulanabilirligi ilave arastirma olarak
planlanmigtir.

U Pam-6 maddesi KNS'dan S.aureus’un ayriminda spektrofotometrik olarak
kullanilabilir. Ancak tibbi mikrobiyoloji laboratuvarinda enfeksiyon etkeni olarak nadir
rastlanan kokenler S.aureus’dan ayrilamamaktadir. Bu nedenle rutin kullanima uygun
bir madde olarak kabul edilmemelidir.

U Kan akimi enfeksiyon etkeni olarak izole edilebilecek, sik gorulen etkenlerden
S.epidermidis, S.haemolyticus ve S.warneri kékenleri i¢cin Pam-6 maddesinin
spektrofotometrik olarak degerlendirmeye alinmasi, tiipde koagilaz testine gére
zaman kazandirici olabilir. Ancak bu iglemin cihaz gerektirmesi yaygin kullanimina
engeldir.

U Pam-6 maddesinin DMSO icinde ¢dzinmesi, reaksiyon esnasinda olusan ¢okelegin

uzaklastirilmasi igin santriftij ihtiyacinin bulunmasi, giinimuzde kullanilan otomatize
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sistemlere uygun olmadigini disindirmektedir. Pam-6 maddesinin suda ¢ozunur
hale getirilmesi ve saptanan aktivitesini korumasi durumunda; Pam-6 maddesi

otomatize sistemlerde “dogrulayici parametre” olarak kullanilabilir.
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Sekiller dizini:

Ek 1: Arastiricilara génderilen disk testleri dosyasi

Ek 2: Arastiricilara génderilen tip testleri dosyasi

Ek 3: Arastirmacilarin disk testi degerlendirme sonuglari
Ek 4: Arastirmacilarin tip testi degerlendirme sonuglari

Ek 5: Pam 6 testi icin kdkenlerin spektrofotometrik degerlendirme sonugclari
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Oz (en cok 70 kelime)

Staphylococcus aureus’un daha distuk enfeksiyon potansiyeli tagsiyan koagtilaz negatif Stafilokok
(KNS)'lardan hizli ve dogru ayrimi gereklidir. Manuel olarak ¢alisilan koagilaz parametresinin
yerini alabilecek testler laboratuvarlarin daha efektif sonu¢ vermesini saglayabilecektir. Sunulan
arastirmada 1,2-dinitro-4,5-bis(2-kloretoksi)benzen bilesiginin S.aureus ve KNS kdkenleri ile
olusturdugu renk degisimi arastirilmigtir. Sonuc olarak, test bilesigi S.aureus kokenlerini
ayirmada kullanilabilmektedir ancak guvenilirligi distktir. Bununla birlikte, kan akimi
enfeksiyonlarinda sik gortlen Staphylococcus kdkenlerinin 6n ayriminda yardimci hizli test

olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, koagilaz negatif stafilokok, 1,2-dinitro-4,5-bis(2-

kloretoksi)benzen

Fikri Uriin Bildirim Formu Sunuldu mu? Evet [ ] Gerekli Degil >

Projeden Yapilan Yayinlar: Hentiz bilimsel yayin yapilmamisgtir.
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