T.C.
PAMUKKALE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
MIKROBiYOLOJi ANABILIM DALI

KAN KULTURLERINDEN iZOLE EDIiLEN KOAGULAZ
NEGATIF STAFILOKOKLARDA sasX, ACME VE CESITLI
VIRULANS FAKTORLERININ ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZI
DR. BUSRA DONMEZ

DANISMAN
PROF. DR. MELEK DEMIR

DENIZLI - 2023



T.C.
PAMUKKALE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
MIKROBiYOLOJi ANABILIM DALI

KAN KULTURLERINDEN iZOLE EDILEN KOAGULAZ
NEGATIF STAFILOKOKLARDA sasX, ACME VE CESITLI
VIRULANS FAKTORLERININ ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZi
DR. BUSRA DONMEZ

DANISMAN
PROF. DR. MELEK DEMIR

Bu calisma Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi’nin 26.05.2022 tarih ve
2022TIPF014 nolu karar ile desteklenmistir.

DENIZLI - 2023



TESEKKUR

Tez calismamin planlanma asamasindan itibaren tiim siireclerde bilgi ve
deneyimleriyle beni yonlendiren, destek olan danisman hocam sayin Prof. Dr. Melek

Demir’e

Asistanlik egitim siirecinde bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim anabilimdali
baskanim Prof. Dr. ilknur Kaleli ve boliim hocalarim Prof. Dr. Cagr1 Ergin, Dog. Dr.
Sedef Zeliha Oner, Dog. Dr.Ergun Mete, Dog. Dr.Ahmet Caliskan ve Dr. Ogr. Uyesi.
Mustafa Sengiil’e

Asistan arkadaglarim; Dr. Hatice Er, Dr. Saniye Kiiclikakin Yaka, Dr. Gézde Giilcan
Unal, Dr. Hatice Ozdemir, Dr. Burhan Ozkan, Dr. Esra Karaday, Dr. Nilay Geng, Dr.
Merve Giinay, Dr. Mehmet Atg¢a, Dr. Deniz Dereli, Dr. Betiil Aydin ve Dr. Hacer Sena

Uzan’a

Tezimin istatistik ¢aligmalarindaki destegi icin Dr. Ceyda Gokg¢en Gokdeniz’e ve

beraber ¢alistigim tiim mesai arkadaglarima

Her zaman sevgi ve desteklerini yan1 bagimda hissettigim aileme tesekkiirlerimle.

Ve tesekkiirlerin en biiyiigii, ilki ve sonu en sevdigime ...



ICINDEKILER

Sayfa No:

ONAY SAYFASL .......coooiiiiiiieiirieeeee et eee st es st s sttt ssas st s s san s 11
TESEKKUR .......oooviiiiiiiiecieeeee et sass st nes st n st nesaas s v
ICINDEKILER ........ooooooioioeeeeeeeeeeeeeeeee ettt \Y
SIMGELER VE KISALTMALAR. ..........c.ccccoceiiiiiieieeseeee s VI
SEKILLER DIZINT ........ccoooiiiiiiieeceeeeeeeeee et VI
VAN 23 000) DN 28 1) 172 011 (TR IX
OZET ...t et ettt ettt XI
SUMMARY .......oooviiiitieeieeeete e et se e st en st s st esss s ens st es st s sassnans XIV
L] 1 23 1RO 1
GENEL BILGILER ..........c.ooviiiiiiieeeeeeeeeeeeseese et nes st 3
KOAGULAZ NEGATIF STAFILOKOKLAR ............cccooeoviiiiiiiiiienannn, 3
Koagiilaz Negatif Stafilokoklarda Virulans Faktorleri ve Patogenez...S
Koagiilaz Negatif Stafiloklarin Neden Oldugu Enfeksiyonlar............. 18
Koagiilaz Negatif Stafiloklarin Laboratuvar Tamisi ............................. 23
GEREC VE YONTEM .......oooiiiiiiieeeeeeeeeeeess s ss st san s 25
BULGULAR ........ooooooiiioeeeeeee et sas sttt s e 36
TARTISMA .......oomiiiiieteeeeeeee ettt sttt en st s e 58
SONUGCLAR ..ottt ettt en st aan s 79
KAYNAKLAR .......cooooiiiiiiiieeeeee e et s s nas st an st enen s 82



Aap
ACME
AMP
ATCC
AtIE/ L/ WM
Bap

BHI

Bhp

Ccr

CDC
CIfA/B
eDNA
Embp
EUCAST
Fbe
FNBPA/B
H202
1S256

IE

KDE
KIiKDE
KNS
Kob/ml
LTA
MALDI-TOF-MS

MGE
MHA
MIK
MRSA

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Birikimle iliskili protein

. Arjinin Katabolik Mobil Element

. Antimikrobiyal peptit

: Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu

: Yiizey iliskili otolizin/adezin

: Biyofilm iliskili protein

: Brain heart infiizyon

: Biyofilm iligkili protein homologu

: Rekombinaz kodlayan genler

: Centers for Disease Control and Prevention
: Kiimelenme faktori

: Ekstraseliiler DNA

: Hiicre dis1 matriks baglayici protein

: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
: Fibrinojen baglayici protein

: Fibronektin baglayici protein

: Hidrojen peroksit

: Ekleme dizisi

: Infektif endokardit

: Kan dolasim enfeksiyonlari

: Kateter iligkili kan dolasim enfeksiyonlari

: Koagiilaz Negatif Stafilokok

: Koloni olusturan birim/ml

: Lipoteikoik asit

: Matriks Assisted Lazer Desorption {onization Time of Flight
Massspectrometry

: Mobil Genetik Element

: Mueller Hinton Agar

: Minimum Inhibitér Konsantrasyon

: Metisilin direngli S. aureus

Vi



MRSE
MSCRAMM
MSSE

NK

oDc
PBP1,2,3,4
PBS

PCR

PEE

PiA

PK

PNAG
PSM

PYR

Rpm
rRNA
SCC

Sdr

SVK

TBE
TK-MRSA
TMP-SXT
Tn4001
VWF
WTA

: Metisilin direngli S. epidermidis

: Matriks proteinlerini taniyan mikrobiyal yiizey bilesenleri
: Metisilin duyarli S.epidermidis

: Negatif kontrol

: Optik dansite

: Penisilin baglayici protein

: Fosfat tamponlu salin

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Prostetik eklem enfeksiyonlari

: Polisakkarit intraseliiler adezin

: Pozitif kontrol

: Poli N asetilglukozamin

: Fenolde ¢6ziinen modiilinler

: L-pirolidonil-B-naftilamid

: Revolutions per minute (dakikadaki donme sayisi)
: Ribozomal DNA

: Stafilokok kaset kromozom

: Serin /Aspartat tekrar ailesi

: Santral vendz kateter

: Tris/Borate/EDTA soliisyonu

: Toplum kaynakl1 metisilin direngli S. aureus
: Trimetoprim siilfametaksazol

: Transpozon

: Von Willebrand faktorii

: Hiicre duvarn teikoik asiti

Vil



SEKILLER DiZiNi

Sayfa No

Sekil 1 Biyofilm gelisim asamalari..........ccceivvieiiiiiiiiiiiiesie s 7
Sekil 2 Biyofilm gelisiminde rol alan Ica IoOKUSU...........c.cceviveveicveriirerereeeeieae, 10
Sekil 3 KNS enfeksiyonlari i¢in zemin hazirlayict faktorler ........ccoooeeviiiniennne. 18
Sekil 4 KNS suslarinin izole edildigi hastalarin servislere gore dagilimi ............. 36
Sekil 5 Etken ve Kontaminasyon grubundaki suslarin kan kiiltiirlerinde pozitif

sinyal verme zamanina gore dagilimi ..........ccoovveiiiiiiiiiiiie e 38
Sekil 6 Mikrotitrasyon plaginda biyofilm olusumu sonuglart ..........c.cceeveeiieeinnn 43
Sekil 7 MecA pozitifligi olan suslarin tiirlere gére dagilimi ..........ccooeeiiiiinennn, 45
Sekil 8 MecA geninin PCR jel eleketroforez goriintiileri..........cccovvvviiiiiininnne, 45
Sekil 9 SasX gen bolgesi pozitif saptanmig KNS suslarinin tiirlere gore

AGIIMI . 46
Sekil 10 SasX geninin jel elektroforez goriintilemesi........cccooveviieiiiiiiiiniicnee, 47
Sekil 11 ACME pozitif suglarin tiirler arasindaki dagilimi ..........cccccoeveiiiiiiennnn, 48
Sekil 12 ACME ArcA, Opp3B ve KdpA genlerinin multipleks PCR ile jel

elektroforez gOrlNtlSTl .........cvvevviirieiie e 49
Sekil 13 IcaA geninin jel elektroforez gorintilemesi ..........cccevvvvecvevereiricererennnn, ol
Sekil 14 icaD geninin jel elektroforez goriintilemesi ...........coeveveverrirevericreienenan. 52
Sekil 15 IS256 geninin jel elektroforez goriintilemesi ..........cevvvveiiiiiiiiciicieen, 53
Sekil 16 Bhp geninin jel elektroforez gorintilemes .........cccocvvevveriviieciiciieennnn 95
Sekil 17 Aap geninin jel elektroforez gorintilemest .........cccocvveeeriiiiiciiciieennns 56

VI



TABLOLAR DiZiNi
Sayfa No

Tablo 1 Sik Tanimlanan KNS Tiirleri, Izolasyon Kaynaklar1 ve Klinik iliskileri ..4
Tablo 2 S. epidermidis ve Diger KNS Tiirlerinde Tanimlanmis Virulans

FaKEOTICTT .. 6
Tablo 3 ACME TiplendirmeSi.......cccviveiieiiiieieece e 13
Tablo 4 KNS’lerle Meydana Gelen Enfeksiyonlarda Kullanilan Antibiyotikler

ve Direng MeKanizmalart .........c.cooccveiiiiiiiiiciiieieeee e 17
Tablo 5 izole Edilmis Olan KNS Suslarinin Etken Kontaminant Kabul Edilme

KIEIIEIT ... 26

Tablo 6 Biyofilm iliskili Genlerin Arastirilmasinda Kullanilan Primerler, PCR
Déngii Kosullar1 ve Amplifiye Edilen Uriinlerin Boyutlari..................... 35
Tablo 7 Etken ve Kontaminasyon Grubunda Kateter Varliginin Dagilimi............ 37
Tablo 8 Etken ve Kontaminasyon Grubundaki KNS’lerin Tiir Diizeyinde
Dagilimi ..o 38
Tablo 9 Etken ve Kontaminasyon Grubundaki Metisilin Direncinin Tiirlere
Gore Oksasilin MIK ve Sefoksitin Disk Difiizyon Yo6ntemiyle
Kars11agtirmmast ....ceiveeeiiee e 39
Tablo 10 Etken ve Kontaminasyon Grubunda Tiirlere Gére Antibiyotik

DUuyarltligl....oooeeeeee s 41
Tablo 11 Etken ve Kontaminasyon Grubundaki Suslarda Biyofilm Olusum

OFANLATT ...t 43
Tablo 12 Metisilin Direncinin Fenotipik ve Genotipik Yéntemler ile Tespit

Edilen Oranlart ........ccoceviiiiiiiiiee s 44
Tablo 13 Etken ve Kontaminasyon Grubunda Sasx Pozitifliginin Dagilimiu......... 46
Tablo 14 ACME ArcA, Opp3B Ve KdpA Genlerinin KNS Tiirlerine ve Gruplara

GOTe DagilimI....cccviiiiiiiiiiie 48
Tablo 15 Tiirlere ve Gruplara Gére ACME Pozitif Suslarin Tiplendirmesi .......... 49

Tablo 16 Biyofilm iliskili Genler fcad, IcaD, 1S256, Aap ve Bhp’nin Tiir ve
Gruplara GOre Dagilimi..........ccociiiiiiiiiiiici e 50

Tablo 17 Biyofilm Olusumu ve Ica Gen Bolgelerinin Varliginin Karsilastirmasi. 53
Tablo 18 IcaA ve IcaD Pozitif Suslarda 15256 PozZitiflifi...........ccoervererrrrerrrennnn. 54

IX



Tablo 19 Etken Ve Kontaminasyon Grubunda Aap ve Bhp Gen Bélgelerinin

Pozitifliginin Dagilimi..........ccoccooviiiiiiiiiiicnn,

Tablo 20 Jca Genleri Negatif Olan Suslarda Aap Pozitifligi



OZET

Kan Kiiltiirlerinden izole Edilen Koagiilaz Negatif Stafiloklarda sasX, ACME
ve Cesitli Virulans Faktorlerinin Arastirilmasi

Dr. Biisra Donmez

Hastanede uzun siire yatiglara bagl kateterizasyon islemlerinin artmasi ve
implante edilebilir tibbi cihazlarin yaygin kullanimi nedeniyle koagiilaz negatif
stafilokoklarin (KNS) kan dolagim enfeksiyonlarindaki rolii artmistir. Bu ¢alismada
kan kiiltiirlerinden izole edilmis olan KNS suslarinda viriilans iligkili sasX, arjinin
katabolik mobil element (ACME) genlerinin, biyofilm yapiminin ve biyofilm iliskili
bazi viriilans faktor genlerinin arastirilarak etken ve kontaminant olarak tanimlanmis
suslardaki sikliklarinin belirlenmesi amaglandi.

Kan kiiltiirlerinden izole edilen 150 KNS susu calismaya dahil edildi. Klinik
ve mikrobiyolojik veriler temel alinarak izole edilen suslarin 50’si etken ve 100’
kontaminasyon izolatt olarak gruplandirildi. Suslar otomatize bakteri tanimlama
sistemi ile tiir dlizeyinde tanimlandi. sasX, ACME, MecA ve biyofilm iliskili viriilans
faktor genlerinin varligi inhouse PCR yontemi ile arastirildi. Fenotipik olarak biyofilm
olusumu mikroplak yontemi ile arastirildi.

Calismaya alinan KNS suslariin 95’1 (%63,3) S. epidermidis, 25’1 (%16,7) S.
hominis, 22’si (14,7) S. haemolyticus, 6’s1 (%4) S. capitis, 1’1 (%0,7) S. intermedius
ve 1’1 (%0,7) S. warneri olarak tanimlandi. Ttim suglarin 125”inde (%83,3) mecA geni
pozitif bulunurken etken ve kontaminasyon gruplari arasinda mecA pozitiflik oranm
acisindan fark bulunmadi (p=0,877).

sasX varligi kontaminasyon grubunda 14 (%14) susta, etken grubunda 5 (%10)
susta olmak tizere toplam 19 susta pozitif bulundu. sasX pozitiflik orani agisindan
etken ve kontaminasyon grubundaki suslar arasinda fark bulunmadi (p=0,327).

ACME iligkili ArcA, kdpA ve opp3B operonlarinin herhangi birinin varlig
kontaminasyon grubundaki suslarin 32 (%32)’sinde, etken grubundaki suslarin 6
(%12)’sinda pozitif olarak saptandi. Gen bolgeleri ayr olarak degerlendirildiginde
kontaminasyon grubundaki 30 (%30) susta ArcA pozitif, 7 (%7) susta kdpA pozitif, 8
(%8) susta opp3B pozitif iken, etken grubunda ise 6 (%12) susta ArcA pozitif, 1 (%2)
susta kdpA pozitif ve 3 (%6) susta opp3B pozitif bulundu.
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Kontaminasyon grubundaki suslarda ACME ve ArcA pozitiflik orani anlamli diizeyde
daha yiiksek saptandi (sirastyla p= 0,008 ve p=0,015).

Fenotipik olarak biyofilm olusturma 6zellikleri arastirildiginda tiim suslarin
67’s1 (%44,7) biyofilm olusturmazken, 39’u (%26) zayif diizeyde, 15’1 (%10) orta
diizeyde, 29’u (%19,3) ise giiclii diizeyde biyofilm olusturdu. Etken grubundaki
suslarin  %52’sinde  herhangi bir diizeyde biyofilm olusumu saptanirken,
kontaminasyon grubundaki suslarda bu oran %57’ydi. Gruplar arasinda biyofilm
olusturan sus orani agisindan anlamli fark bulunmazken (p=0,561), kontaminasyon
grubundaki suslarin %14°# , etken grubundaki suslarin ise %30 ’unun gii¢lii diizeyde
biyofilm olusturdugu bulundu ve biyofilm olusturma diizeyleri agisindan gruplar
arasindaki fark anlamliydi (p=027).

Biyofilm iliskili fca4, icaD, 15256, aap ve bhp viriilans genleri kontaminasyon
grubundaki suslarda sirastyla %33, %45, %43, %74 ve %6 oraninda, etken grubundaki
suslarda %64, %62, %64, %74 ve %8 oraninda pozitif olarak bulundu. Etken grubunda
Icad, IcaD ve 15256 pozitiflik oranlar1 kontaminasyon grubuna gére anlaml diizeyde
daha yiiksek bulunurken (sirastyla p<0,001, p=0,050, p=0,015), aap ve bhp pozitiflik
orani acisindan iki grup arasinda fark bulunmadi.

IcaA ve icaD birlikte pozitifligi kontaminasyon grubunda %29, etken grubunda
%56 oraninda bulundu ve gruplar arasindaki fark anlamiyd1 (p=0,001). Icad, icaD ve
I1S256 birlikte pozitifligi kontaminasyon grubundaki suslarda %17 iken, etken
grubundaki suslarin %38’inde pozitifti ve her ii¢ geni birlikte bulundurma orani
acisindan fark anlamliydi (p=0,005). Caligmaya alinan tiim suslar i¢inde icaA ve
icaD’nin birlikte pozitif oldugu toplam 57 susun 46(%80,7)’sinda herhangi bir
diizeyde biyofilm olusumu gdzlenmistir. /cad ve icaD’nin birlikte pozitif oldugu
suslarda herhangi bir diizeyde biyofilm pozitiflik oran1, /ca4 veya icaD ‘nin tek basina
pozitif oldugu veya her ikisinin negatif oldugu suslara gére anlamh diizeyde daha

fazlaydi (p<0,001).
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Sonug olarak bu g¢alismada giiglii biyofilm olusturma, biyofilm iligkili icaA,
icaD, 1S256 genlerini tek ya da ¢oklu bulundurma orani etken olarak siniflandirilan
suslarda daha yiiksek oranda saptanmisken, 6zellikle ACME iliskili ArcA pozitifligi
kontaminasyon grubundaki suslarda daha yiiksek oranda bulunmustur.

Bu bulgular KNS suslarinda bazi gen boélgelerinin varliginin etken veya

kontaminasyon ayriminda yol gdsterici olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: KNS, Kan kiiltiirii, sasX, ACME, biyofilm
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SUMMARY

Investigation of sasX, ACME and Various Virulence Factors in Coagulase
Negative Staphylococci Isolated from Blood Cultures

Dr. Biisra Donmez

The role of CoNS in blood stream infections has increased due to prolonged
hospitalization, urinary and intravascular catheterization, increased health care
services such as widespread use of implantable medical devices, and changes in the
patient population (such as increased premature neonates; geriatric patients with
multiple morbidity and chronic diseases, immunosuppressive patients). In this study,
it was aimed to investigate virulence-related sasX, arginine catabolic mobile element
(ACME) genes, biofilm production and some biofilm-related virulence factor genes in
CoNS strains isolated from blood cultures and determine their frequency in strains
identified as infectious agent and contaminant.

In total, 150 strains of CoNS isolated from blood cultures were included in the
study. Based on clinical and microbiological data, 50 of the isolated strains were
grouped as infectious agent and 100 as contamination isolates. The strains were
identified at the species level with an automated bacterial identification system. The
presence of sasX, ACME, mecA and biofilm-related virulence factor genes was
investigated by the in-house PCR method. Phenotypically, biofilm formation was
investigated by the micro-plaque method.

Of the CoNS strains included in the study, 95 (63.3%) were identified as S.
epidermidis, 25 (16.7%) as S. hominis, 22 (14.7) as S. haemolticus, 6 (4%) as S.capitis,
1 (0.7%) as S. intermedius and 1 (0.7%) as S. warneri. Of all strains, 125 (83.3%) had
the MecA gene positive, while no differences were found in the MecA positivity ratio
between the infectious agent and contamination groups (p=0.877).

The presence of sasX was positive in the contamination group with 14 (14%)
strains and in the infectious agent group with 5 (10%) strains, i.e. in 19 strains in total.
No differences were found between the strains in the infectious agent and
contamination groups in terms of the sasX positivity ratio (p=0.327).

The presence of any of the ACME-related ArcA, kdpA, and opp3B operons was

found to be positive in 32 (32%) of the strains in the contamination group and 6 (12%)
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of the strains in the infectious agent group. When the gene regions were evaluated
separately, 30 (30%) strains in the contamination group were ArcA positive, 7 (7%)
strains were kdpA positive, 8 (8%) were opp3B positive, 6 (12%) were ArcA positive,
1 (2%) was kdpA positive and 3 (6%) were opp3B positive. The ACME and ArcA
positivity ratios were significantly higher in the strains in the contamination group
(p=0.008 and p=0.015, respectively).

An examination of phenotypical biofilm-forming properties showed that 67
(44.7%) of all strains did not form a biofilm, 39 (26%) formed a weak biofilm, 15
(10%) a medium biofilm and 29 (19.3%) formed a strong biofilm. While 52% of the
strains in the infectious agent group had any level of biofilm formation, this ratio was
57% in the strains in the contamination group. While there was no significant
difference in the ratio of biofilm-forming strains between the groups (p=0.561), 14%
of the strains in the contamination group and 30% of the strains in the infectious agent
group were found to be strongly biofilm-forming, and the difference between the
groups was significant in terms of their biofilm-forming level (p=027).

Biofilm-related IcaA, icaD, 1S256, aap and bhp virulence genes were found to
be positive in strains in the contamination group at 33%, 45%, 43%, 74% and 6%
respectively, and 64%, 62%, 64%, 74% and 8% in strains in the infectious agent group,
respectively. IcaA, icaD ve 1S256 positivity ratios were significantly higher in the
infectious agent group than in the contamination group (p<0.001, p=0.050, p=0.015,
respectively), while no differences were found between the two groups in terms of aap
and bhp positivity ratios.

IcaA and icaD co-positivity was found to be 29% in the contamination group
and 56% in the infectious agent group, and the difference between the groups was
significant (p=0.001). IcaA, icaD ve 1S256 co-positivity was 17% in strains in the
contamination group, 38% in strains in the infectious agent group, and the difference
was significant in terms of the ratio of having all three genes together (p=0.005). Of
all the strains in the study, 46 (80.7%) of the total 57 strains in which icaA and icaD
were co-positive presented any level of biofilm formation. Any level of biofilm
positivity was significantly higher in the IcaA and icaD co-positive strains than in the
strains where IcaA or icaD was positive or both were negative (p<0.001).
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In conclusion, strong biofilm generation and single or multiple presence of
biofilm-related icaA, icaD and 1S256 genes were found to be higher in strains
classified as infectious agent, while especially ACME-related ArcA positivity was
found to be higher in strains in the contamination group.

These findings suggest that the presence of certain gene regions in CoNS
strains may guide the distinction of infectious agent and contamination.

Keywords: CoNS, blood culture, sasX, ACME, biofilm
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GIRIS

Stafilokoklar enfeksiyon etkenleri arasinda 6nemli mikroorganizmalardan
biridir. Temel olarak, bakterilerin fibrin veya fibrinojen kilifi ile kaplanarak
fagositozdan korunmasini saglayan koagiilaz bulundurma 6zelligine gore S. aureus ve
heterojen bir kiimeyi icine alan koagiilaz negatif stafilokoklar olarak iki grupta
sinflandirilmaktadir. Koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS), insan ve hayvan deri ve
mukoza yiizeylerinde, gidalarda ise saprofit olarak kolonize olur. Flora {iyesi olarak
KNS’ler dogrudan veya dolayli yollarla diger patojen bakteriler ile savasarak
yerlesimlerini engeller (1-3).

KNS’lerin patojenitesi tiirlere 6zgii ¢esitli virulans faktorlerinin varligina ve
konak bagisiklik yanitina gore degiskenlik gostermektedir. Daha Onceleri klinik
orneklerden izole edildiklerinde flora iiyesi olarak kabul edilen KNS’ler giliniimiizde
firsatgr patojen olarak kabul edilmektedir. Uzamis hastane yatiglari, {riner ve
intravaskiiler kateterizasyon, implante edilebilir tibbi cihazlarin yaygin kullanimi gibi
artan saglik bakimi hizmetleri ve hasta populasyonunundaki degisim (artmis
prematiire yenidogan; multimorbid, kronik hastaliklar1 olan yash hastalar, immun
supresif hastalar gibi) nedeniyle KNS’lerin enfeksiyon etkeni olarak tanimlanma
sikliklart artmustir (2).

KNS’lerin artan 6neminin bir diger nedeni de ayn1 ortamda yasayan stafilokok
tiirlerinin konjugasyon, faj transdiiksiyonu ile genetik materyal aktarimi yapmasinin
molekiiler ¢aligmalarla gosterilmesidir. Stafilokoklar i¢inde S. aureus en 6nemli
nazokomiyal patojenlerden biridir. S.aureus’a ait birgok antibiyotik direnci, viriilans
faktorii patojenite adalari, kromozomal kasetler, transpozonlar veya plazmitler gibi
mobil genetik elementler (MGE'ler) iizerinde bulunur. Genel olarak S. aureus’un bazi
genetik materyalleri KNS’lerden kazandigi disiiniilmektedir. Bunlardan ozellikle
onemli olanlar1 metisilin direncinden sorumlu mec geni ve en Onemli virulans
faktorlerinden olan kolonizasyon yetenegini arttirdig1 yeni caligmalar ile gosterilmis
olan sasX ve arjinin katabolik mobil element (ACME) genleridir (4, 5).

KNS’ler enfeksiyon etkeni olarak tanimlanmalarinin artmasi ve diger bakteri
tiirlerinde oldugu gibi artan antibiyotik direnci nedeniyle saglik hizmetleri i¢in 6nemli
bir yiik haline gelmistir. Cesitli drneklerde izole edildiklerinde enfeksiyon etkeni/

kontaminasyon ayrimi yapmak zorlayict olabilmektedir.



Flora iiyesi KNS’lerin enfeksiyon etkeni olarak tanimlanmasi gereksiz
antibiyotik tedavisi ve direncine, artmis hastane yatislarina, implante edilmis tibbi
cihazlarin ¢ikarilmasina neden olabilmektedir. Yanlis olarak flora iiyesi olarak
yorumlanmasi ise hastalarin tan1 ve tedaviye ulasiminin gecikmesine neden
olmaktadir. Bu sorun giinliik mikrobiyoloji pratiginde en sik kan kiiltiirii 6rneklerinin
yorumlanmasinda karsimiza ¢ikmaktadir. Bu sorunu ¢ézmek adma ¢esitli kriterler
kullanilmasina ragmen bazi durumlarda ayrim tam olarak yapilamamaktadir (6).

Bu calismada kan kiiltiirlerinden izole edilmis olan KNS tiirlerinde viriilans
iligkili sasX, ACME genlerinin, fenotipik olarak biyofilm yapiminin ve biyofilm
iligkili bazi viriilans faktor genlerinin arastirilarak etken ve kontaminant olarak

tanimlanmis suslardaki sikliklarinin ve rollerinin belirlenmesi amag¢lanmistir.



GENEL BIiLGILER
KOAGULAZ NEGATIF STAFILOKOKLAR

KNS’ler Bacilli sinifinin Bacillales takiminin Staphylococcaceae familyasi
icinde siniflandirilmaktadir. Gram boyama ile mikroskopta incelendiginde iiziim
benzeri kiime goriiniimii olusturan ve gram pozitif boyanma 6zelligi gosteren, katalaz
pozitif, koagiilaz negatif, hareketsiz, sporsuz, 0,5-1,5 um c¢apinda koklardir. Cogu
KNS tiirii pigmentsiz, pliriizsiiz, parlak ve opak koloniler olusturur. Bazi koloniler
mukoid 6zellik gosterebilir (1, 7, 8).

Ilk defa Billroth 1874’de "Coccobacteria septica" adim1  verdigi
Staphylococcus benzeri mikroorganizmalari yara enfeksiyonlarinda tanimlamustir.
Stafilokoklar 1878 yilinda Robert Koch tarafindan 151k mikroskobu ile goriintiilenmis
ve 1880’de Louis Pasteur tarafindan sivi besiyerinde iiretilmistir. 1881 yilinda Sir
Alexander yaptigi fare deneylerinde iirettigi mikroorganizmlari {iziim salkimina
benzemesi nedeniyle “Staphylococcus” olarak adlandirmistir. 1940 yilinda ise R. W.
Fairbrother tarafindan koagiilaz tiretimi ilk kez tanimlanmustir (1, 9, 10).

Cok fazla sayida tanimlanmusg alt tiirii olan stafilokoklar 16S rRNA geni, dnal,
rpoB ve tuf genlerinin analizine ve fenotipik 6zelliklerine gore 6 spesifik (Auricularis,
Hyicus-Intermedius, Epidermidis-Aureus, Saprofitik, Simulans ve Sciuri) gruba
ayrilmistir (11). Filogenetik siniflandirmalarin yani sira klinik ve tanisal 6zellikleri
temel alinarak stafilokoklar tipik olarak tavsan plazmasinmi pihtilastirma yetenegine
sahip olan koagiilaz pozitif stafilokoklar veya S. aureus ve olmayanlar ise koagiilaz
negatif stafilokoklar olarak siniflandirilirlar (1). insanlarda hastalikla iliskili en yaygin
olarak izole edilen KNS’ler arasinda S. epidermidis, S.saprophyticus, S. lugdunensis
ve S. haemolyticus yer alir. Bu tiirler disinda, diger birgok tiir daha az siklikla olmakla
birlikte insanlarda hastaliklarla iliskilendirilmistir (7). Bugiine kadar tanimlanmis bazi

KNS tiirleri, izolasyon kaynaklar1 ve klinik iligkileri tablo 1’de gdsterilmistir.



Tablo 1. Sik tanimlanan KNS tiirleri, izolasyon kaynaklari ve klinik iliskileri (1)

Stafilokok Tiirii izolasyon Kaynag
Cevresel Hayvan Insan
S.capitis subs.capitis - + Sagl deri
S.capitis subs.urealyticus - - Cilt
S.epidermidis + + Cilt ve mukoz membranlar
S.haemolyticus + + Cilt (ayak ve kollarda)
S.hominis subs.hominis + + Cilt (axilla, kol,bacak ve
inguinal bdlge
S.hominis - - -

subs.novobiosepticus

S.pettenkoferi - - Cilt

S.simulans - + Cilt (6zellikle ¢cocuklarda kol,
bacak ve basg)

S.warneri + + Cilt (burun, bas, kol ve
bacaklar)

S.saprophyticus subs.bovis - + -

S.saprophyticus - + Cilt

subs.saprophyticus

S.lugdunensis - + Cilt (alt abdomen, bacak)

KNS’ler enfeksiyon etkeni olmalarinin yam sira yas, deri kalinligi, apokrin
bezler ve kil folikiillerinin yogunluklarina gore tiirii ve yogunlugu degismekle birlikte
cilt florasinin 6nemli bir pargasidir. Koltuk alti, gluteal ve inguinal bolge, gobek,
antekubital ve popliteal bosluklar, plantar bolge, 6n burun delikleri, konjuktiva
KNS’lerin baslica kolonize ettigi bolgelerdir. Florada en sik bulunan stafilokok tiirii S.
epidermidis 'dir. S. haemolyticus ve S. hominis apokrin bezlerin yiiksek oldugu aksilla
ve kasik bolgelerinde, S. capitis puberte sonrasi alin ve kafa derisindeki yag bezlerinin
cevresinde, S. auricularis dis kulak yolunda, S. lugdunensis ise perine, kasik
bolgesinde, alt ekstremite ve koltuk altinda bulunur. S. saprophyticus subsp.
saprophyticus ise siklikla rektum ve genitoiiriner sistemi kolonize eder (1, 12).

KNS’ler diger mikrobiyata iiyeleriyle birlikte yer ve besin acisindan patojen

bakterilerle rekabet ederek onlarin kolonize olmasini engeller.



Diger yandan bakteriyosin adi verilen bilesikleri salgilayarak patojen bakterilerin
biiylimesi iizerine inhibitor etki yapar, bakteriler arasi haberlesme sistemi quorium
sensing mekanizmalarini diizenleyerek stafilokok toksinleri ve biyofilm olusumunu
engeller, ¢esitli immun sistem hiicre ve yolaklarini aktive ederek patojen bakterilerin

kolonizasyonunu engeller (3).

Koagiilaz Negatif Stafilokoklarda Virulans Faktorleri ve Patogenez

S. aureus’un viriilansinda rol alan birden fazla toksin ve adezyon faktorii
tanimlanmis olmakla birlikte S. epidermidis ve diger KNS’lerde daha az sayida
viriilans faktori bildirilmistir. Ancak son yillarda yapilan calismalarla 6zellikle S.
epidermidis’in ve diger KNS’lerin neden oldugu enfeksiyonlarin patogenezinin daha
iyi anlagilmasi yeni viriilans faktorlerinin tanimlanmasina katki saglamistir.
Biyomalzemelerin yiizeyinde biyofilm olusturma bu bakteri grubunun en Onemli
viriilans faktoriidir. S. epidermidis ve diger KNS’lerde viriilans ile iliskilendirilmis
bazi faktorler tablo 2°de yer almaktadir (1, 5, 12-16).



Tablo 2. S.epidermidis ve diger KNS tiirlerinde tanimlanmig virulans faktorleri(13,

14)

Biyofilm Olusumu

Ekzoenzim ve Toksinler

Demir Kazanimi

Poli-d-glutamik Asit

Bakteriyel Yaris

Antimikrobiyal Direng

Primer Adezyon

Plastik (Cansiz) yiizeylere Canli yiizeylere adezyon
adezyon
o AtlE e MSCRAMMS: SdrG/ Fbe,
e  Teikoik Asit SdrF, SesC, Aap
e ClIpP o AtlE, Aae, Empb, GehD
e Bap/Bhp o Teikoik Asit
e Bap/Bhp

Biyofilm Maturasyonu

e PIA/PNAG
e Aap
Biyofilm Ayrismasi

e  Ekstraseliiler enzimler
(protez,elastaz)

e PMSs (Fenolde
Coziinlir Modulinler)

e Lipaz/ Elastaz/
Proteaz

e  Fenolde Coziiniir
Modulinler (PMSs)

e FAME (Yag asit
modifiye edici enzim)

e  Siiperantijenik Toksin

e Delta Toksin
e Staphyloferrin A/B

e Sitokrom ABC
Bagisik yanittan kagma ve antimikrobiyal direngte rol alir

Bakteriyosin, Lysostaphin, Lantibiyotikler (epidermin, gallidermin,
pep5)

Penisilinaz tiretimi

Metisilin direnci

Glikopeptit direnci

Diger grup antibiyotiklere direng (aminoglikozit, makrolid,
tetrasiklin...)



Biyofilm Olusumu

Bakterilerin enfeksiyon olusturma kapasitesi adezyon faktorleriyle kolonize
olma, bagisik yanittan kagma ve konak dokuya zarar verici ekzoenzim ve toksin
salgilama gibi ¢esitli faktorlere baglidir. Genel olarak KNS’ler agresif enfeksiyonlara
neden olan virulans faktorlerinden yoksundur. Kolonizasyona katkida bulunan
adezyon faktorleri ve biyofilm olusumu en 6nemli virulans faktorleridir (13, 14, 16).

Biyofilm; bakteri hiicre y1ginlari, teikoik asit, protein, polisakkarit, hiicre dis1
eDNA gibi bakteriyel iiriinler ve konakgi iirlinlerinden olusan amorf bir hiicre disi
malzeme ile kapli, icerisinde besin ve su aligverisi i¢in kanallarin oldugu ¢ok kath
organize bir yapidir. Biyofilm olusumu bakteriler i¢in dis ortamla arasinda mekanik
bir bariyer olusturur, konak bagisiklik yanitindan kac¢inmayi saglar ve tedavide
kullanilan antibiyotigin enfeksiyon bdlgesine gegisini azaltir (13, 14, 16). Biyofilm

olusumu 4 agamada gelisir;

e Konak matriks proteinleri gibi canli veya tibbi cihazlar gibi cansiz yiizeylere
adezyon

e Bakterilerin ¢cogalmasi ve hiicreler aras1 adezyon molekiilleriyle ¢ok katmanl
hiicre kiimeleri haline gelmesi

e Biyofilmin olgunlasmasini takiben daha derin katmanlarda bulunan bakterilere
oksijen ve besin iletimini saglamak i¢in kanallarin a¢ilmasi

e Tek ya da hiicre yigmlar1 seklinde biyofilmden ayrilip farkli bir bolgede
kolonizasyon ve yeni bir bolgede biyofilm olusumunu baslatmak i¢in kan

dolagimina yayilmasi (1).

Biyofilm matdrasyonu Ayrilma
PNAG/PIA ,Te Pms, Proteazlar
Adezyon , - asit, Bhp,Aap 0
Abiyotik yiizeyler: Hidrofobik yiizey 00a0
etkilesimleri, AtIE, Aae, Teikoik Asit A A 90
Biyotik yiizeyler: Sdr F,G,H, Ebp, AtIE, o B %0,
Aae : ' 8 09
® 0
&33
A0 =

Sekil 1. Biyofilm gelisim asamalar1 (14 nolu kaynaktan diizenlenmistir)



Biyofilm Olusumunda Primer Adezyonda Rol Alan Faktorler

Bakterilerin ylizeylere ilk baglanmasi, cansiz yiizeyler (kateter ve implante
edilebilir tibbi cihazlarin plastik malzemelerin yiizeyleri gibi) ve canli yiizeylerde
(konak dokularin ekstraseliiler matriks proteinleri ve bu proteinlerle kapl kalici
cihazlarin yiizeyleri gibi) farklilik gostermektedir (1, 5, 12-15).

Cansiz yiizeylere yapigsmada oncelikle hidrofobik ve elektrostatik etkilesimler
gibi spesifik olmayan fizikokimyasal kuvvetler aracilik eder. Bununla birlikte,
peptidoglikana kovalent olarak baglanmis spesifik bakteriyel hiicre duvar adezyon
molekiilleri, protein yapidaki yiizeyle iliskili adezyon molekiilleri ve teikoik asit gibi
protein dist adezyon molekiilleri de ilk baglanmaya eslik eder (1, 5).

S. epidermidis kaynakli 148-kDa agirh@indaki yiizey iliskili otolizin/adhezin
AtIE bakteri hiicrelerinin polistren yiizeylere ilk yapismasina aracilik eder (1, 17).
Benzer fonksiyonlara sahip homolog Atl proteinleri; S. caprae (AtlC), S.
saprophyticus (Aas), S. lugdunensis (AtlL) ve S. warneri M (AtIWM) gibi diger
KNS’ler igin de rapor edilmistir. ilk yapismaya AtIE, adezyon 6zelligi yaninda hiicre
duvar1 peptidoglikanin1  hidrolize ederek otolize neden olur ve stafilokok
biyofilmlerinin 6nemli bir bileseni olan eDNA'nin salinmasina yol agar (1).

S. epidermidis, S. simulans, S. hyicus ve S. chromogenes gibi KNS’lerde bir
yiizey proteini olan biyofilmle iligkili protein (Bap) homologu bhp, polistirene
baglanmada ve biyofilm {iretiminin birikim fazinda rol oynar (1, 5, 13).

Protein yapida olmayan molekiilerlerden teikoik asit de ilk adezyonda dnemli
bir rol oynar. Peptidoglikana kovalent olarak baglanan duvar teikoik asitleri (WTA)
ve sitoplazmik membran lipitlerine baglanan lipoteikoik asit (LTA) ylizey
hidrofobikliginin olugmasini saglayarak birincil baglanmaya eslik eder (1).

Tibbi cihazlarin implantasyonundan sonra cihaz yiizeyinin fibrinojen,
fibronektin, trombospondin, kollajen, vWF ve vitronektin gibi ekstraseliiler matriks
proteinleri ve trombositler gibi konak hiicreleri tarafindan kaplanmasi canli bir ylizey
ortaminin olugsmasina neden olur. Bu konakg1 faktorleri hiicre yiizeyinde ilgili
adezinleri eksprese eden stafilokoklarin baglanmasi i¢in 6zgiil birer reseptdr gibi islev
goriir. Insan konak hiicrelerini taniyarak bakterilerin hiicre duvar1 peptidoglikanina

kovalent baglanan KNS yiizey adezinleri mevcuttur.



Hiicre duvari adezinleri arasinda en yaygin olarak tanimlanan proteinler yapigskan
matriks proteinlerini taniyan mikrobiyal yiizey bilesenleri (microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules (MSCRAMM)) olarak
adlandirilan gruptur. MSCRAMM’lar N terminalinde sinyal peptiti, konak tarafindan
taninmay1 saglayan bolge, tekrar alanlar1 ve LPXTG motifi igeren benzer yapiya sahip
molekiillerdir. Genom analizine gore S. epidermidis yaklasik 12 MSCRAMM'ye
sahiptir. One ¢ikan iiyeler, kiimelenme faktorleri A ve B'yi (CIfA, CIfB), serin/aspartat
bakimindan zengin (Sdr) protein ailesini ve fibronektin baglayici proteinler A ve B'yi
(FnBPA, FnBPB) igeren fibrinojen ve fibronektin proteinleridir (1, 5).

En iyi karakterize edilen MSCRAMM’lerden biri fibronejen binding protein
Fbe (Sdr G)’dir. Bu protein ¢ogu S. epidermidis susunda bulunan 119 kDa agirhiginda
serin aspartat tekrar proteinleri ailesinin bir tiyesidir. Bu faktor S. epidermidis’in
fibrinojene baglanmasinda ana faktor olarak goriilmektedir. Fbe adezyon 6zelliginin
yaninda kemotaktik bir madde olan fibrinopeptit B’nin salinimini inhibe ederek
fagositlerin enfeksiyon bolgesine gd¢ etmesini de azaltir. Serin aspartat tekrar ailesi
tiyelerinden SdrF ve H’de adezyonda rol oynayan hiicre duvar adezin
proteinlerindendir (1, 5, 13).

S. epidermidis’lerde tanimlanmis birikimle iliskili protein Aap, adezyonu
saglayan bir diger hiicre duvar adezin proteinidir. Aap cansiz ylizeylere ayrica
keratinositlere yapismaya aracilik eder ve cilt kolonizasyonunda &nemli rol
tistlenmektedir (1).

S. epidermidis kaynakli LPXT motifi igermeyen non kovalent bagh
otolizin/adezin olarak ¢ift fonksiyon gosteren MSCRAMM’lar abiyotik ylizeylerde
oldugu gibi biyotik yiizeylerde de adezyonda gorev almaktadir. Atl E vitronektine,

Aae fibrinojen, vitronektin ve fibronektine baglanmayi saglar (1, 5).

Biyofilm Olgunlagmasi ve Ayrilmasinda Rol Alan Faktorler

Biyofilm gelisiminin sonraki asamasinda mikrokoloniler ¢ogalarak ¢ok
katmanli yapilar olusturur. Biyofilm matriksi polisakaritler, proteinler ve teikoik
asitler gibi farkli kimyasal yapilara sahiptir. Olmekte olan hiicrelerden salinan hiicre
dis1 DNA (eDNA) da anyonik karakteri nedeniyle polisakkarit adezinler ile etkilesime
girerek tutkal gorevi gorerek biyofilm matriksinin yapisina katilir (13, 14, 16).



Ekzopolisakaritler biyofilm olusumu ile en spesifik olarak iliskilendirilmis
olan matris bilesenleridir. Ekzopolisakkaritlerin katyonik karakteri diger ylizey
polimerleri ile elektrostatik etkilesim saglayarak biyofilm matrisinin olusumunda
onemli rol oynar. Stafilokoklar, polisakkarit hiicreler arasi adhezin (PIA) veya
kimyasal bilesimine gore poli-N-asetilglukozamin (PNAG) olarak adlandirilan
ekzopolisakkaritler tiretirler. PIA biyosentezi icaA, icaD, icaB ve icaC genlerini igeren
ica gen lokusunun iiriinleri ile gerceklestirilir. J/cad, icaD varliginda UDP-N
asetilglukozaminden PIA oligomerlerini sentezleyen N asetilglukozaminil transferazi
kodlar. Olusan biyofilm zincirinin uzamasi icaC araciligiyla, biyofilmin katyonik
karakter kazanmasi ise deasitilasyonu saglayan icaB araciligiyla saglanir. /caB
deasetilasyona ek olarak antimikrobiyal peptitlere (AMP'ler) ve nétrofil fagositozuna

kars1 direng gelisimini de saglar. Ica R ise lokusun negatif diizenleyicisidir (16).

o P eeeer T 0"

Peptidoglycan

®
&
OCX

(1) GlcNAc-Transferase qd = 41 Expart (loak
(IcaAD) g
%ed o
activated GIcNAc e [ ]
sarA
S/gB + luxS

NV -
-—

icaR icaA icaD icaB icaC

Sekil 2. Biyofilm gelisiminde rol alan Ica lokusu (16 numarali kaynaktan
diizenlenmistir.)

Stafilokokal biyofilm gelisiminde ekzopolisakkaritler yaninda protein yapida
adezinler de gorev almaktadir. Bunlar arasinda fibronektin baglayici protein (Fbe),
birikim ile iliskili protein (Aap), hiicre dis1 matriks baglayici protein (Embp) ve diger
bazi yiizey adezin proteinleri tanimlanmustir (1, 13, 15, 16).

Aap, PIA/PNAG'dan bagimsiz bir sekilde biyofilm maturasyonunu
indiikleyebildigi ve klinik S. epidermidis suslari arasinda olduk¢a yaygin oldugu

bulunmustur.
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Aap’nin, N-terminal kisminda A alani bulunurken bunu bir tekrar alan1 B izler. B
tekrar alani, hiicreler aras1 yapismaya ve biyofilm birikimine aracilik eden her biri 128
amino asitten olusan degisken sayida tekrarlar ile karakterizedir. B alani, endojen
stafilokokal veya konak¢i proteazlarin aracilik ettigi proteoliz yoluyla A alaninin
¢ikarilmasiyla aktif bir adezin haline gelir (1, 18). Aap araciligiyla gelisen hiicreler
arasi yapisma, G5 alanlar1 olarak adlandirilan B tekrar bolgelerinin komsu hiicreler ile
Zn*2 bagiml fermuar mekanizmasiyla gelismektedir (1, 19). S. epidermidis Emb
proteini ise fibronektine baglanmanin yaninda biyofilm birikimine de aracilik eder (1,
5).

Biyofilm olgunlagsmasinda hiicreler arasi adezyon yaninda, zemindeki
bakterilerin beslenmesi i¢in sivi dolu kanallarin olusumu da olduk¢a Gnemlidir.
Biyofilm ayrilmasi, hiicrelerin birbirine yapismasin1 saglayan karmasik matrisin
parcalanmasini saglayan farkli enzimler araciligiyla veya fenolde ¢6ziinen modiilinler
(PSM'ler) gibi farkli mekanizmalar aracilifiyla gergeklesebilir. Biyofilm ayrigsmasiyla
bakteriler tek tek veya bakteri kiimeleri seklinde kan dolagimi1 yoluyla dagilabilir. Bu
dagilmay1 takiben, viicuttaki farkli bolgeler dolasan bakteriler tarafindan kolonize
edilebilir ve bu da enfeksiyonun metastazina yol agar (1, 5, 15). Hiicreleri birbirine
yapistiran ilgili makromolekiillerin kimyasal bilesimine bagh olarak, baz1 proteazlar
(Bap, Aap ve Embp gibi parcalayict proteinler), seker hidrolazlar (PIA/PNAG’y1
parcalayan) veya niikleazlar (¢e(DNA'y1 pargalayan) gibi enzimler biyofilm ayrigmasina
katki saglar (13, 16).

Mobil Genetik Elementler ve Iliskili Faktorler

Bakterilerin yeni yasam alanlarina adaptasyonu, siklikla horizontal gen
transferi araciligi ile yeni genlerin kazanilmasi yoluyla gergeklesir. Son yillarda
KNS’lerin S. aureus i¢in gen rezervuart gibi davranabildigi ve mobil genetik
elementler aracilikli gen aktarimi ile virlilansini arttirabildigi bildirilmistir. Mobil
genetik elementler yoluyla KNS’lerden aktarildigi disiiniilen faktorler; metisilin
direncinden sorumlu mecA, kolanizasyon ve virulans kapasitesini arttirdig

caligmalarla gosterilen sasX ve ACME (Arjinin mobil katabolik element) genleridir.
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S. aureus’da virulansi arttirdigi bilinen bu genlerin KNS’lerdeki rolii tam olarak ortaya
konamasa da biyofilm olusumunun karmasik mekanizmasini destekleyerek virulansi

arttirabilecegi diistiniilmektedir (4, 5, 20).

sasX

sasX, satfilokoklarda kolonizasyon kapasitesini arttirmada rol aldig1 diisiiniilen
son yillarda tanimlanmis bir yiizey adezin proteindir. Hastanede yatan hastalarin basta
kan kultirii 6rnekleri olmak tizere ¢esitli klinik 6rneklerinden ve saglikli kisilerin
ellerinden izole edilen KNS’lerde yapilan ¢alismalarda sasX’in kolonizasyona katk1
sagladigi gosterilmis ve sasX iliskili yeni bir gen bdlgesi tanimlanmustir (20, 21). Bu
gen bir sinyal peptidi ve LPXTG motifi igeren MSCRAMM’ler ile baglanmay1
saglayan S. aureus’a ait yiizey adezin proteinini kodlamaktadir (22). sasX 127.2 kb
®SPP benzeri bir profajin 3' bolgesinde yer alir. Veri tabaninda gen bolgeleri
kiyaslandiginda yine @SPf profaji tarafindan kodlanan ve biyofilm ekspresyonu
sirasinda S. epidermidis ATCC 35984 ’iin yiizey proteini sesl ile sasX yiiksek homoloji
gostermektedir. Tam olarak epidemiyolojik kdkeni bilinmemesine ragmen sasX ve
sesl proteinlerinin yiiksek homoloji gostermesi ve profajlar tarafindan taginmasi
nedeniyle KNS ve S. aureus gibi yakin kokenler arasinda genetik materyal aktarimi
olabilecegini diisiindirmektedir (4, 22).

sasX tasiyiciliginin S. aureus suslarina kazandirdigr biyolojik rol ve
patogenezdeki Onemi sasX pozitif ve negatif suslar arasinda adezyon, biyofilm
olusumu, immun kagis ve hastaligin siddeti ilizerine yapilan deneysel modeller ile
gosterilmistir. SasX varliginin konak dokuya adezyonda ozellikle erken evrelerde
onemli etkiler yaptigi, biyofilm olusumu ve bakteriyel agregasyonu arttirdigi
bildirilmistir. Agregasyonun artist bakteriyt noétrofil fagositozu gibi immun
yanitlardan koruyarak, kanda hayatta kalma siiresini arttirdigi saptanmistir. sasxX
pozitif suslar ile yapilan yumusak doku enfeksiyon modelinde meydana gelen
abselerin daha biiyiik boyutlara ulastig1, akciger enfeksiyonu modelinde ise akcigerde
daha yiikksek TNF alfa diizeyi olusturdugu ve her iki dokunun histolojik olarak
degerlendirilmesinde daha agir inflamasyona yol actigi bulunmustur. sasX’in

patojenik potansiyeli arttiran bir virulans faktorii oldugu diisiiniilmektedir (22).
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Arginin Katabolik Mobil Element (ACME)

Stafilokokal arginin katabolik mobil element (ACME), insan derisinin
kolonizasyonunda ve konak immiin yanitindan kagista rol oynar (18). ACME
arcR/A/D/B/C genlerinden olusan arc operonu, kdpE/D/A/B/C genlerinden olusan kdp
operonu ve opp3 operonunu baridiran biiyiikligii 30 ila 55 kb arasinda degisen bir
genetik adadir (23, 24). Bu gen kiimeleri L-arginini karbondioksit, ATP ve amonyaga
doniistiiren arginin deiminaz yolunu, oligopeptit tasiyicisini ve spe G’yi kodlar (23,
25, 26). Bu ii¢ operonu bulundurma durumuna goére farkli ACME tipleri
tanimlanmistir. Bugiine kadar S. epidermidis'te bes tip ACME tanimlanmistir (24).

ACME, stafilokoklarda metisilin direncinin belirleyicisi olan mecA'y: tagiyan
mobil genetik element stafilokokal kaset kromozom mec (SCCmec) ile ortak bolgeleri
paylasir. Her ikisi de orfX'in attB bolgesi ile birlesen ve bu bolgeye entegrasyonlari
ile sonuclanan homolog tekrar eden dizilerle gevrilidir ve SCC kodlu kaset kromozom
rekombinazlar1 (ccr) tarafindan mobilize edilir. Bu nedenle 6zellikle de SCCmec'in
kazanimi ACME'nin kromozomal entegrasyonu i¢in de zemin hazirlayabilir.

ACME S. haemolyticus, S. capitis ve S. epidermidis izolatlarinda da
saptanmistir. Ozellikle yapilan ¢alismalar ACME I'in S. epidermidis'ten toplum
kaynakli metisilin direngli S. aures (TK-MRSA) susu USA300’¢ aktarildigin1 ve bu

tiirtin S. aureus i¢in kaynak gorevi tistlendigini gostermektedir (23, 27, 28).

Tablo 3. ACME Tiplendirmesi (24 nolu kaynaktan diizenlenmistir)

ACME Tipi Bulunan operon
ACME Tip 1 Arc ve opp3
ACME Tip 2 Arc

ACME Tip 3 Opp3

ACME Tip 4 Arc ve kdp
ACME Tip 5 Arc, opp ve kdp

TK-MRSA ile iligkili en sik goriilen hastalik deri ve yumusak doku
enfeksiyonlaridir. S. aureus ciltteki sert pH kosullarinda kolonize olabilir, immun
yanit1 azaltabilir ve ciltte iiretilen poliaminlerin detoksifikasyonuna kars1 koyabilirse
enfeksiyon olusturabilmektedir. USA300 S. aureus susunun ACME kazanimi, diger S.

aureus‘lara gore bazi 6zellikler edinmesini saglamaktadir (28).
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e ACME arginin-deiminaz sistemi, amonyak iiretme yetenegi ile ortamda
pH dengelenmesini saglayarak bakteriyi derideki laktik asit stresinden
korur.

e ACME adasinda kodlanmis spermin/spermidin asetiltransferaz (SpeG)
eksojen poliaminlerin bakterisidal etkisine direng saglar. Ayni zamanda
konak poliamin iiretiminin inhibisyonu yara iyilesmesini geciktirerek
enfeksiyonun kaliciligini arttirir.

e ACME-Arc araciligryla mevcut arjininin iNOS tarafindan NO {iretimi
yerine arginin deaminaz tarafindan kullanimi, dogal immun sistem

yanitini azaltarak enfeksiyonun yayilimini hizlandirir (28).

ACME’nin TK-MRSA’lara enfeksiyonda sagladigi bu avantajlar KNS’lerde de bu gen
bolgesinin  varliginin  kolonizasyon kapasitesini arttirmaya yonelik etkileri

olabilecegini diisiindiirmektedir (23, 24, 27, 28).

Antimikrobiyal Direng

Antibiyotiklere kars1 gelisen direng KNS enfeksiyonlart i¢in 6nemli bir halk
saglig1 sorunu ve tedaviyi giiglestirmesi nedeniyle de 6nemli bir virulans gostergesidir.
KNS suslar1 arasinda antimikrobiyal diren¢ oranlarinin artmasinda, antibiyotiklerin
yanlig ve/veya yaygin kullaniminin, bazi antibiyotiklerin evcil ve ¢iftlik hayvanlarinda
kullanilmasmin ve bakterilerin antimikrobiyal bilesiklere adaptasyonuna katkida
bulunan gevresel kosullarin varliginin rol aldig: belirtilmektedir. Coklu antimikrobiyal
direng genlerinin varlig1 ayrica biyofilm olusumuna katki saglar (5, 13, 29).

KNS’lerde tespit edildiginde tedavi yaklasimlarini yonlendirilen en 6nemli
diren¢ mekanizmalar1 penisilinaz iiretimi, metisilin direnci ve glikopeptid direncidir
(5, 13, 29). Bununla birlikte KNS’lerde aminoglikozitlere, florokinolonlara,
tetrasiklinlere, makrolidlere ve daha bir¢ok sinif antimikrobiyal ajana ¢esitli oranlarda

ve farkli mekanizmalar ile direng gelisimi bildirilmistir (1, 30-37).
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Penisilinaz Uretimi

Stafilokoklarin, penisilinleri parcalayan penisilinaz enzimi penisilinin
kullanilmaya baglanmasindan kisa siire sonra gosterilmistir. Plazmit {izerinde diger
direng genleriyle birlikte taginarak aktarilabilen bir gen olan beta laktamaz geni
penisilin ve beraberinde amoksisilin, ampisilin, kloksasin gibi beta laktam
antibiyotikleri pargalar. Stafilokoklarda beta laktamaz blaZ geni tarafindan kodlanir.
Bu gen indiiklenebilir 6zelliktedir ve ekspresyonu blaR1, blaR2 ile regiile edilirken
blal tarafindan inhibe edilir. Ortamda beta laktam antibiyotik varliginda inhibitor etki
ortadan kalkarak blaZ geni uyarilip artmig miktarda beta laktamaz iiretimi saglanir.
Penisilinaz {iretimi KNS’lerde giiniimiizde %80-90’a varan yiiksek oranda

bulunmaktadir (38).

Metisilin Direnci

Normal olarak stafilokoklarda PBP1, PBP2, PBP3 ve PBP4 olmak iizere 4 adet
penisilin baglayict protein bulunmaktadir. Direngli izolatlarda ise beta laktam
antibiyotiklere diisiik afinite gdsteren ve antibiyotikler ile inhibe olmayan PBP2a
olarak adlandirilan farkli bir protein bulunmaktadir. PBP2a SCCmec (stafilokokal
kaset kromozomu) adi verilen mobil bir genetik elementin pargasi olan mecA geni
tarafindan eksperese edilir. PBP2a ‘nin ekspresyonu, MRSA aktivitesine sahip
seftarolin ve seftabiprol harig¢ tiim beta-laktam antibiyotiklere direng gelismesine yol
acar (1, 39). mec geni SCCmec mobil genetik elemani {lizerinde bulunmaktadir.
SCCmec 21-67 kb biiyiikligiinde kromozomda ofrX’in 3’ucunda yer alan bir DNA
dizisidir. Bugiine kadar 11 tip ve ¢esitli subtipte SCC mec elementleri tanimlanmistir.
KNS’lerde SCC mec tip III, IV, V tek basina veya ¢esitli kombinasyonlarda en yaygin
tiplerdir. Ozellikle MR-KNS ler oldukga cesitlilik barindirmakta ve zamanla SCC mec
tipleri ve alt tiplerinin genisleyecegi diistiniilmektedir (1, 40).

Glikopeptit Direnci

Metisiline direngli KNS’lerde kullanilabilecek ilk antimikrobiyal ajanlar
glikopeptitlerdir. Diren¢ mekanizmas1 tam olarak tanimlanmasa da hiicre duvari
degisiklikleri, plazmit aracili yatay gen transferi ve mic creep mekanizmalari

nedeniyle glikopeptit tedavisi basarisizlik ile sonuglanabilir (1).
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Stafilokoklar arasinda vankomisin direncinin ilk nedeni hiicre duvari
metabolizmasinda goriilen degisimlerle birlikte hiicre duvari kalinlagmasidir. Otolitik
enzimlerin aktivitesi azalarak peptidoglikan i¢indeki baglanma azalmakta ve hiicre
duvar1 Onciillerinin yapimi arttirilarak kalinlik artmaktadir. Bunun sonucu olarak
heterojen direncli subpopulasyonlar olusmaktadir. Vankomisin yaninda es zamanl
olarak teikoplanin direnci de olusabilmektedir. Yogun kullanimina ragmen KNS
izolatlarinin bliylik cogunlugu vankomisine duyarlidir. Ancak teikoplanine direngli
KNS izolatlar1 vankomisine direng gosterenlerden daha yaygindir (1, 41).

KNS enfeksiyonlarinda kullanilan diger antimikrobiyal ajanlar ve direng

mekanizmalari tablo 4° de verilmistir.
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Tablo 4. KNS’lerle meydana gelen enfeksiyonlarda kullanilan antibiyotikler ve direng
mekanizmalari (1, 30-37)

Antimikrobiyal ajan Diren¢ mekanizmasi

Aminoglikozit e Aminogikozit modifiye edici enzimler (acc, aph, ant)
Florokinolon e DNA giraz (gryA-B)/ Topoizomeraz IV (perC-E)
Makrolid, Linkozamid, e ermA, ermB ve ermC araciligtyla 23S rRNA ribozomal
Streptogramin modifikasyonlar

e msrA, msrB, vga, vgb genlerinin aracilik ettigi aktif disa atim
pompast

e  LinA aracili enzimatik modifikasyon

Oksazolidonlar e cfr alinmasiyla 23S rRNA’da meydana gelen
posttranskripsiyonel metilasyon (G2447T, T2504A, C2534T
ve G2576T)

e rplCverplD

Rifampin e rpoB (RNA polimeraz beta alt birimindeki nokta
mutasyonlarrt)

Fusidik Asit e EF-G’yi kodlayan fusA

e EF-G Kkoruyucu proteini kodlayan fusB, fusC, fusD ve fusE
mutasyonlart

Fosfomisin e  Glutatyon S-transferaz enzimini kodlayan FosA ve B’de
mutasyon

Tetrasiklin e  Effluks pompalari

e Ribozom koruma proteinleri Tet (S),Tet (t),Tet (Q),TetB
(P),Tet (W), OtrA
Mupirosin e MupA

Trimetoprim e dfrA, dfrD mutasyonlar
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Koagiilaz Negatif Stafiloklarin Neden Oldugu Enfeksiyonlar

Koagiilaz negatif stafiloklar cilt mikrobiyotasinin bir {iyesi olmas1 nedeniyle
onceleri klinik orneklerden izole edildiklerinde enfeksiyon etkeni olarak kabul
edilmemistir. Son yillarda KNS’lerin alt tiirlerine ait artan bilgiler ve 6zellikli hasta
populasyonunun artmasina bagli olarak enfeksiyon etkeni olarak tanimlama sikligi
artmistir (2). KNS’lerle enfeksiyon gelisimine zemin hazirlayan konak faktorleri sekil

3’de gosterilmistir.

Immatiir bagisiklik
sistemi veya
immunsupresyon

KNS tarafindan
kolonize edilebilen
yabanci cisim
varligi

Dogal mukoza
bariyerinin zarar
gormesi

Sekil 3. KNS enfeksiyonlari i¢in zemin hazirlayici faktorler (2 numarali kaynaktan
diizenlenmistir)

Prematiire yenidoganlarda, hematolojik ve solid organ malinitesi olan
hastalarda ve komorbiditesi olan geriatrik hasta grubunda immun sistem
baskilanmistir. Ayrica bu 6zellikli hasta grubunda uzamis hastane yatiglarina bagh
ciltte bakteriyel kolonizyon artmakta, uzamis antibiyotik kullanim1 bagirsak mukoza
bariyerini zedeleyerek bakteriyel translokasyona zemin hazirlamakta ve kullanilan
kateterizasyon islemleri hem mukoza bariyerini zedeleyerek hem de biyofilm olusumu
i¢cin yiizey olusturarak enfeksiyon olusumuna neden olmaktadir. Santral ve venoz
kateterizasyona ek olarak intraartikiiler protezler, vaskiiler greft ve yapay kalp
kapaklari, kalp igine yerlestirilen pil ve koroner stentler, ventrikiiloperitoneal santlar,
intraokiiler lens ve iiriner sistem kateterizasyonu da biyofilm olusumu i¢in zemin

hazirlamaktadir (2).
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KNS’lere bagli olarak notropenik hastalarda bakteriyemi, intravendz kateter
enfeksiyonlar ve kateter iligkili kan dolasim enfeksiyonlari, yenidogan enfeksiyonlari,
endokardit, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari, liriner sistem enfeksiyonlar1 ve

yabanci cisim varligina bagli lokal enfeksiyonlar gelisebilmektedir (2).

Bakteriyemi ve Intraveniz Kateter Iliskili Kan Dolasim Enfeksiyonlart

KNS’lere bagli kan dolasimi enfeksiyonlar1 6zellikle intravaskiiler kateterlerin
veya implant portlarinin kullanimiyla iliskili tibbi cihazlarin kolonizasyonu sonucunda
gelisir. Ayrica kan dolasim1 enfeksiyonlari; protez kalp kapakgiklari, kardiyak destek
cihazlart ve koroner stentler gibi baska tip cihazlarin kolonizasyonundan da
kaynaklanabilir. Dikkate deger bir oranda, tibbi cihazlarin kullanimindan bagimsiz
olarak KNS’lerin neden oldugu kan dolagimi enfeksiyonlar1 da ortaya ¢ikabilir. Kan
dolagimi enfeksiyonlarinin semptomlar1 baslangicta hafif ve spesifik olmayabilir,
ancak ciddi komplikasyonlara ve mortaliteye yol agabilmektedirler (1, 2, 5).

Kateterle iliskili kan dolagimi enfeksiyonlarinda (KIKDE), en sik predispozan
faktor santral venoz kataterler olmakla birlikte arteriyel ve periferik intravaskiiler
kateterler de sorumlu tutulmustur (42). 2011 ve 2014 yillar1 arasinda Amerika Birlesik
Devletlerinde CDC’nin kan dolasim enfeksiyonlarindaki patojenlerin dagiliminin
raporlandigi ¢alismada %16.4 ile KNS’ler en yiiksek oranda tespit edilmistir (43).

Santral venoz kateterler (SVK), ozellikle yogun bakimda yatan hastalarda,
hemodiyaliz alan hastalarda ve onkoloji hastalarinda, total parenteral beslenme ve
uzun siireli vendz erisim gerektiren bir¢ok durumda siklikla kullanilmaktadir. Kateter
iliskili kan dolasimi enfeksiyonlarinda konaga ait risk faktorleri arasinda ileri yas,
komorbit hastaliklar, yanik gibi durumlarda olusan cilt biitiinliigii kaybi, malniitrisyon,
immun yetmezlik ve daha oOnceden kan dolasim enfeksiyonu geg¢irmis olmak
sayilabilir. Katetere bagli faktorler arasinda ise yerlesim yeri, yerlesim sirasinda alinan
bariyer 6nlemlerinin varlig1 (maske, bone, steril eldiven, onliik, genis Ortii) ve takan
kisinin becerisi, kateter malzemesi ve tiinel varhig, kullanom amaci
(hiperalimantasyon gibi), kateterizasyon siiresi ve diizenli bakim gibi ozellikler

siralanabilir (44).
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SVK ile ilgili enfeksiyonlarin en yaygin kaynagi, kateterin intrakutan ve
intravaskiiler kisimlarinin hastanin derisindeki ve saglik calisanlarinin ellerindeki
(yerlestirme sirasinda veya kateter bakimi sirasinda) mikroorganizmalar tarafindan
kolonizasyonudur (44).

SVK kullanimindan bagimsiz, KNS’lere bagli kan dolasim enfeksiyonlari,
siklikla erken dogmus yenidoganlar, hematolojik ve solid organ malinitesi olan
hastalarda kemoterapiye sekonder gelisen notropeni, bozulmus mukoza bariyerleri ve
bakteriyel translokasyona bagli olarak gelisir. KNS'ler bu hasta gruplarinda sepsisin
yaklagik %20-40"in1 olusturmaktadir. KNS’ler onkoloji servislerinde baskin klonlar

olusturarak nozokomiyal salginlara da neden olabilmektedir (1).

Yabaci Cisim Varligina Bagh Olarak Olusan Lokal Enfeksiyonlar

Prostetik Eklem Enfeksiyonlart (PEE) ve Osteomiyelit

KNS’ler protez varliginda eklem enfeksiyonlarina ve nadir olarak
kardiyotorasik cerrahi sonrasinda osteomiyelite neden olabilmektedir (45). Eklem
enfeksiyonlar1 i¢in risk faktorleri arasinda romotoid artrit, diyabet, kronik bobrek
yetmezligi, obezite, lenfodem, malignite gibi komorbit hastaliklar; steroid, immun
stipresif ve immun modiilator ila¢ kullanimi, uzamis cerrahi siiresi, yara yeri ile 1lgili
postoperatif komplikasyonlarin varligi, mevcut bakteriyemi ve daha once cerrahi
bolgesinde gegirilmis enfeksiyon varligr sayilabilir (46, 47). KNS’lere bagh gelisen
PEE gecikmis baslangi¢li (postoperatif >12 ay) enfeksiyon nedenidir (48). Gelisen
enfeksiyonlar daha ¢ok kalici eklem agris1 ve protezde yetmezlik bulgulariyla sessiz
bir klinik gostermektedir (49). KNS’ler kiiltiirde tekrarlayan tireme olmasi durumunda
etken olarak kabul edilmeli ve 6zellikle S. lugdunensis gibi tiirlerin yiiksek virulans

gostermesi nedeniyle tiir diizeyinde tanimlanmalidir (50).

Beyin Omurilik Swisi ve Sant Enfeksiyonlari

Etiyolojik durum, hasta yasi, asilanma durumu, cerrahi girisim varligi, altta
yatan ek hastaliklara bagli olarak degiskenlik gostermekle birilikte stafikoloklar
menenjit vakalarinin %80 inden fazlasinda etken olarak saptanmaktadir. Bu oranda

KNS’lerin yillar i¢indeki siklig1 artmaktadir.
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S. epidermidis en sik izole edilen tiir iken, S. haemolyticus baskin olmak iizere S.
schleiferi, S. saprophyticus, S. warneri, S. capitis, S. lugdunensis, S. hominis gibi diger
KNS tiirleri de enfeksiyon etkeni olarak bildirilmistir. Genellikle immun supresyonu
olan hematolojik maliniteli hastalarda ve yenidoganlarda gecirilmis norocerrahi ve
ventrikiiloperitoneal sant varliginda enfeksiyona neden olmaktadir. Menenjit
vakalarinda S.lugdunensis yiiksek virulansi, S. haemolyticus yiiksek metisilin direnci,
S. capitis ve S. warneri yenidoganlarda daha sik goériilmesi nedeniyle 6ne ¢ikmaktadir
(51). S. hominis ise tiretra florasi, kasik bolgesi ve prostatik sekresyon gibi viicut
stvilarinda bulunmasindan dolay1 sakral bolgede yapilan cerrahiler ve epiduroskopi

islemlerine sekonder menenjite neden olabilmektedir (52).

Dogal ve Protez Kapak Endokarditi

KNS’ler altta yatan risk faktorlerine bagh olarak infektif endokarditin (iE) en
onemli nedenleri arasindadir. KNS’ler prostetik kapak ve saghk bakmmu iliskili IE,
daha nadir olarak toplum kaynakli ve dogal kapak endokarditine neden olmaktadir.
Ayrica intravendz ilag kulanimi ilisli endokarditlerde ise S. aureus, streptokok
tirlerinden sonra en sik goriilen igiincii etkendir. 1500'den fazla dogal kapak
endokardit vakasini igeren biiyiik bir ¢alismadan elde edilen veriler KNS lerin %6 ik
bir payr oldugunu gostermektedir (53). KNS’ler arasinda IE nin en sik etkeni S.
epidermidis olmakla birlikte S. lugdunensis, S. hominis, S. capitis, S. haemolyticus gibi
tirler etkenler arasinda siralanabilir. KNS’ler yapay kapaklarin yaninda kalp pili
kablolarini, implante defibrilatorleri ve stent ¢cevrelerini de enfekte edebilmektedir (1).
S. lugdunensis, agresif bir patojen olmasi ve daha sik apse olusumu, kapak
destriiksiyonu hizli ilerleyen tablo ile hizli kapak degisimine giden dogal kapak

endokarditine neden olmasi nedeniyle KNS’ler arasinda 6nemli bir yere sahiptir (54).

Peritoneal Diyaliz Kateteri Iliskili Enfeksiyonlar

Devamli ayaktan peritoneal diyaliz alan kisi sayis1 kronik bobrek yetmezligi
hastalariin sayisinin artmasina bagli olarak artmaktadir. Peritonit, periton diyalizinin
en onemli komplikasyonlarindan biridir ve tekrarlayan ataklar hastalarin hemodiyalize

gecmesindeki en 6nemli nedendir.
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Ayaktan periton diyalizi alan hastalarin yaklasik olarak %45-50’sinde etken cilt
kaynakli gram pozitif mikroorganizmalar ve bunlar i¢indeki en yliksek oran da
KNS’lere aittir. Hastalarin % 17-50’sinde enfeksiyon etkeni S. epidermidis olarak
bildirilmistir (1, 2, 55).

Goz Enfeksiyonlart

KNS’ler katarakt cerrahisi, intarokiiler lens implantasyonu ve intravitreal
enjeksiyona sekonder goriilen endoftalmi, korneal yiizey hasar1i olan ve okiiler
travmast olan hastalarda keratit, keratoplasti sonrasi sutur iliskili kornea
enfeksiyonlaria neden olabilmektedir. Bununla birlikte kronik dakriyosistit ve

yenidoganlarda hastane kaynakli konjonktivite de neden olabilmektedir (1, 56, 57).

Uriner Sistem Enfeksiyonlart

KNS’ler iiriner sistem anomalisi, renal transplantasyon, kateter ve tas
varliginda ve geng cinsel aktif kadinlarda akut, komplike olmayan alt iiriner sistem
enfeksiyonuna neden olmaktadir. S. saprophticus toplum kaynakli iiriner sistem
enfeksiyonlarinin iiropatojen E. coli’ den sonra ikinci en sik nedenidir. S. epidermidis
tiriner sistem kateterizasyonu olan hastalarda alt ve {ist iiriner sistem enfeksiyonlarina,
nadir olarak ise tlirosepsise neden olabilmektedir. Daha nadir olarak KNS’ler yash

erkeklerde tiretrit ve prostatite neden olabilmektedir (58-60).

Cilt ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari

KNS’ler ileri yasa bagli olarak altta yatan komorbit hastaliklar varliginda
(diyabet, bobrek yetmezligi, sistemik romatolojik hastaliklar, bazal hiicreli karsinom
ve malign melanom gibi cilt maligniteleri), immunsupresyon durumunda, cerrahi
yaralarda ve tibbi implantlar1 olan hastalarda cilt ve yumsak doku enfeksiyonlar
olusturabilmektedir. S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. lugdunensis, S.
saprophyticus, S. simulans, S. auricularis gibi tiirler apse, inflame kist paronisi,
folikiilit, fronkiil, siniis trakt enfeksiyonu ve vulvar yumusak doku enfeksiyonlarina
neden olmaktadir (61-65). S. intermedius ise hayvanlarin agiz florasinda yaygin olarak
bulundugundan hayvan 1siriklarina sekonder gelisen yumusak doku enfeksiyonlarina

neden olabilmektedir (66).

22



Yenidogan Enfeksiyonlart

Yenidoganlar ve prematiire yenidoganlar, KNS’ler gibi diisiik patojeniteye
sahip mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin saglikli ¢ocuklar veya
yetigskinlerden daha yiliksek oranda goriilebilecegi 6zellikli hasta grubudur. KNS’ler
immatiir bagisiklik sistemi ve bozulmus mukoza bariyerlerine sekonder ¢ok diisiik
dogum agirligindaki yenidoganlar basta olmak {izere yenidogan lnitelerindeki geg
baslangicli hastane kaynakli sepsisin nedenlerinden biridir. Bununla birlikte KNS’ler
yenidoganlarda santral vendz ve umblikal kord kateterizasyonuna bagh
enfeksiyonlara, infektif endokardit, menenjit ve nekrotizan fasiit gibi daha invaziv

enfeksiyonlara ve hastane kaynakli konjuktivitlere neden olabilir (1, 67).

Koagiilaz Negatif Stafiloklarin Laboratuvar Tanisi

Defibrine %5 koyun kani igeren triptik soya Columbia kanli agar, klinik
orneklerden stafilokok izolasyonu i¢in kullanilan temel besiyeridir. KNS’ler
genelllikle 18-24 saat sonunda go6zle goriilebilen koloniler olustururlar. Gram boyama,
koloni morfolojisinin incelenmesi ve biyokimyasal temelli yontemlerin kullanilmasi
ile tanimlanabilirler. Ancak giiniimiizde MALDI-TOF MS (Matriks assisted lazer
desorption ionization time of flight massspectrometry) basta olmak {izere otomatize
tanimlama sistemleri ve molekiiler temelli yontemlerin kullanimu tiir diizeyinde kesin
tan1 konulmasin1 saglar (1).

Koloni Morfolojisi ve Mikroskopik inceleme

KNS’ler pigmentsiz, diizgiin ylizeyli, konveks, parlak, opak ve 18-24 saatte
gozle gorilebilen koloniler olustururlar. Cogu sus beyaz-gri renkli koloniler
olustururken S. chromogenes, S. devriesei, S. lugdunensis, S. sciuri, S. vitulinus, S.
warneri ve S. xylosus gibi KNS tiirleri sari, sari-turuncu pigmentasyon gosterebilir.
Bazi1 KNS suslarinin (S. haemolyticus ve S. lugdunensis) ¢cevresinde belirgin veya silik
bir beta hemoliz zonu olusabilir. KNS’ler ayn1 zamanda kiiciik koloni varyantlar
olusturarak nokta basi seklinde pigmentsiz ve hemolitik olmayan koloniler de
olusturabilir. Bu goriintii 6zellikle normal kolonilerin kiigiik koloni varyantlar

seklinde tirediginde karisik bir kiiltiir gériiniimiine sebep olabilir (1, 10, 68).
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Gram boyama ile mikroskopik inceleme steril 6rneklerdeki mikroorganizmayi tespit
etmek icin direkt olarak drnekten ya da tlireyen kolonilerden yapilabilir. Gram boyama
yaymalarinda stafilokoklar 0,5-1,5 um arasinda degisen gram pozitif sporsuz kok
morfolojisindedir. Genellikle ciftler, dortliiler halinde veye diizensiz (liziim benzeri)
kiimeler halinde bulunurken kisa zincirler halinde de bulunabilirler (1, 10, 68).

Katalaz testi

Katalaz varligi, lam iizerine aktarilan bakteri kolonisi lizerine %3’liik H20>
eklenmesi ile tespit edilir. Enzim mevcut ise, 10 saniyede giiclii kopilik ya da hava
kabarciklart gozlenir. Hava kabarciklarinin olugsmamasi veya 20 saniyeden sonra
olusmasi halinde sonug negatif olarak yorumlanir (69).

Koagiilaz Testi

Ureyen mikroorganizma stafilok olarak adlandirildiktan sonra koagiilaz testi
kullanilarak S. aureus/KNS ayrimi yapilmalidir. Koagiilaz, fibrinojeni fibrin
olusturmak tizere aktive ederek pihti gelisimine neden olan termostabil trombin-
benzeri bir maddedir. Koagiilaz hiicre tarafindan ortama salinan “serbest koagiilaz” ve
hiicre duvarinda “bagli koagiilaz” veya “kiimelenme (clumping) faktorii” olarak
adlandirilan bir fibrinojen baglayici yiizey reseptorii olmak iizere iki sekilde bulunur.
Tiip ve lam testleriyle koagiilaz olusumu arastirilabilir (69).

Tiir Tanimlamast icin Kullanilan Biyokimyasal Testler

KNS’lerin tiir diizeyinde tanimlanmasinda novobisin duyarlilig, lireaz, PYR
(L-pirolidonil-B-naftilamid), ornitin dekarboksilaz ve aerobik olarak mannozdan asit
iiretimine dayanan 5 testen olusan bir biyokimyasal tanimlama algoritmasi onerilmis
ve bu testlerden olusan basit bir semanin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda KNS
tirlerinin pratik bir sekilde tanimlanmasinda kullanilabilecegi belirtilmistir (70).
Ancak giiniimiizde biyokimyasal testler yerini otomatize laboratuvar tan1 sistemlerine
birakmistir. MALDI-TOF MS stafilokok tiirlerinde ve bircok mikroorganizmada
yaklasik olarak %97 oraninda yiiksek bir 6zgiilliikle tanimlama yapabilen en yeni tani

araglarindan biridir (1).
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GEREC VE YONTEM

Calismaya Pamukkale Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvari
Mikrobiyoloji  birimine ¢esitli klinikler tarafindan gonderilen kan kiiltiirii
orneklerinden izole edilmis olan 150 KNS susu dahil edildi. En az iki set kan kiiltiirii
istemi olan ve kan kiiltiiriinde KNS {liremesi saptanan hastalara ait veriler hastane bilgi
sistemi ve laboratuvar bilgi sistemleri {izerinden arastirildi. Elde edilen klinik ve
laboratuvar verileri ile rehber 6nerileri temel alinarak izole edilen suslarin 50’si etken
ve 100’1 kontaminasyon izolat1 olarak gruplandirildi (71). Ayni hastaya ait setlerden
izole edilmis olan tek bir sus ¢aligmaya dahil edildi. Calismaya dahil edilen suslar
gliserollii buyyon sivi besiyerine pasajlanarak ¢alisma anina kadar -20 °C‘de uygun
kosullarda saklandi. Calisma aninda stoklanmis suslar %5 koyun kanli besiyerine
ekilerek 35°-37°C’de 24 saat inkiibe edilerek canlandirildi. Tiim ¢alismalarda taze
kiiltiirlerden elde edilmis olan koloniler kullanildi.

Bu calisma Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu onayr (Tarih: 22/02/2022 ve Karar No0:04) alinarak
gerceklestirildi.

SUSLARIN ETKEN VE KONTAMINANT OLARAK AYRIMI

Suslarin etken kontaminat izolat olarak ayrimi klinik ve mikrobiyolojik veriler
kullanilarak yapilmustir (71). Mikrobiyolojik olarak; pozitif sinyal veren sise sayisi,
farkli setlerde lireme olmasi, lireyen bakterinin ayni tiire ait olmasi ve pozitif sinyal
stiresi degerlendirilirken, hastanin enfeksiyonun klinik bulgularinin  olmasi
arastirilmistir. Suslarin etken ve kontaminant olarak siniflandirilmasinda kullanilmis

olan kriterler Tablo’5 de belirtilmistir.

SUSLARIN IZOLASYONU VE TANIMLANMASI

Kan kiiltiirii 6rneklerinden izole edilen KNS suslar1 rutin laboratuvar is akisi
takip edilerek secildi. Pamukkale Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvar
Mikrobiyoloji birimine gonderilen kan kiiltiirii siseleri otomatize kan kiiltiir takip
sistemi BD BACTEC™ (Becton Dickinson and Company, Sparks, USA) kullanilarak
7 giin takip edildi.
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Tablo 5. izole Edilmis Olan KNS Suslarinin Etken veya Kontaminant Kabul Edilme
Kriterleri (71)

Kontaminant Kabul Edilme Kriterleri Etken Kabul Edilme Kriterleri

Hastanin birden fazla kan kiltiirii setinden
sadece birinde lireme olmasi

Hastanin bu organizma ile enfeksiyonuna
dair klinik veya mikrobiyolojik kanitin
bulunmamasi

Intravaskiiler kateter kiiltiirleri ve periferik
ven kiiltiirleri pozitif oldugu halde izole
edilen bakterilerin birbirinden farkli olmasi

Intravaskiiler kateter kiiltiirleri negatif iken
periferik venden alinan kan kiiltiiriinde

e Birden fazla sette ayni tir
mikroorganizmanin iiremesi

e Ureyen mikroorganizmanin aym
antibiyotik duyarlilik profiline
sahip olmast

e Enfeksiyonun klinik bulgularinin
olmas1

e Pozitif sinyal verme siiresinin <48
saat olmasi (Birden fazla sigsede

tireme olmasi tireme olmasi durumunda ilk

iireyen sisenin pozitif sinyal verme
zamani kabul edildi)

e Kateterden alinan kan kiiltiirlerinde
es zamanli alinan periferik kan
kiiltiirlerinden en az 120 dk
oncesinde pozitiflesme olmasi

Pozitif sinyal veren siseler pozitif sinyal verme siireleri kaydedilerek gram
boyama ile degerlendirildi. Ardindan %35 koyun kanli agar ve EMB agara ekimi
yapilarak 35-37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Ureyen bakterilerin koloni morfolojisi ve
gram boyamasi degerlendirilerek; gram pozitif boyanmis suslara sirasiyla katalaz lam
ve tlip koagiilaz testleri yapildi. Katalaz testi icin test edilecek bakteri kolonisi lam

tizerine alind1 ve lizerine %3’liik H,O, eklendi. On saniye i¢inde gii¢lii kopiik ve hava

kabarciginin olusmasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.

Katalaz pozitif suslara oOnce lam koagiilaz testi uygulandi. Bakteri
slispansiyonu lizerine 10-15 mikrolitre tavsan plazmasi eklendi. Plazma ilavesini
takiben on saniye iginde

kiimelenme goriilmesi pozitif reaksiyon olarak

degerlendirildi.
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Tiip koagiilaz testi i¢in ise 0,5 mL tavsan plazmasi iceren tiip oda 1sisina getirildi.
Ureyen koloni plazma icinde homojenize edilerek 35-37°C de 4 saate kadar inkiibe
edildi. Dort saat sonunda pihtilasma olmasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirilirken,
pihtilasma olmayan tiiplerin oda sicakliginda 24 saate kadar inkiibasyonu devam
ettirildi. Inkiibasyon siiresi sonunda pihtilasma olmayan tiipler koagiilaz negatif olarak
degerlendirildi (69).

Katalaz pozitif, koagiilaz negatif suslar KNS olarak degerlendirildi ve BD
Phoenix-100 (Becton Dickinson and Company, Sparks, ABD) otomatize bakteri
tanimlama sistemi ile gram pozitif tanimlama ve antibiyogram i¢in Phoenix Panel

PMIC/ID-600 kitleri kullanilarak tiir diizeyinde tanimlandi.

SUSLARIN ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIGIININ
ARASTIRILMASI

Calismaya alinan suslarin antibiyotik duyarliliklar1 Phoenix Panel PMIC/ID-
600 (Becton Dickinson and Company, Sparks, USA) kiti kullanilarak minimum
inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri belirlenerek arastirildi.  Amikasin,
siprofloksasisin, klindamisin, daptomisin, eritromisin, fosfomisin, fusidik asit,
levofloksasin, linezolid, moksifloksasin, rifampin, teikoplanin, gentamisin, tetrasiklin,
trimetoprim siilfametaksazol ve vankomisin i¢in elde edilen MIK degerleri EUCAST
onerileri dogrultusunda yorumlandi (72). Metisilin direncinin tespiti i¢in otomatize
sistem ile belirlenen oksasilin MIK degerine ek olarak sefoksitin disk difiizyon

yontemi de kullanildi.

Disk diffiizyon yontemi ile Metisilin Direncinin Saptanmasi

Calismaya alinmis olan suslarin kanli agarda iireyen kolonilerinden 0,5
McFarland bulanikliginda siispansiyonlar1 hazirlandi. Miiller-Hinton Agar (MHA)
besiyerine ekiivyonla yayilarak ve 30 pg’lik sefoksitin diski yerlestirildi. 35-37°C’de
24 saat siire inkiibasyon sonrasinda plaklarin zon caplari EUCAST kurallari
dogrultusunda degerlendirildi (72). S. epidermidis ve S. lugdunensis suslari i¢in >27
mm duyarli, <27 direngli; disinda kalan diger koagiilaz negatif stafilokoklar i¢in >22

duyarl, <22 ise direngli olarak degerlendirildi (72).
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BiYOFILM OLUSUMUNUN FENOTIPIK YONTEMLE
BELIRLENMESI

Biyofilm olusumunun fenotipik olarak belirlenmesi i¢in Christensen ve
arkadaslarinin daha 6nce tanimlamis olduklar1 mikroplak yontemi literatlir 6nerileri
dogrultusunda modifiye edilerek caligildi ve degerlendirildi (73-76). Caligmalar igin
-20°C’de stoklanmis olan izolatlar uygun kosullarda yeniden canlandirilarak kanl

agara pasajlar1 yapildi. Kanli agardaki taze bakteri kolonileri kullanilarak 0,5

McFarland (108 kob/mL) standartinda bakteri siispansiyonlart hazirlandi. Hazirlanan
bu bakteri siispansiyonunun 20 pl’si steril 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplak
kuyucuklarina aktarildi. Uzerlerine %1 glukoz igeren 180 pl brain heart infiizyon broth
(BHI) eklenerek 24 saat siire ile 37°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin mikroplak
bosaltilarak {i¢ kez pipetle 200 pl PBS (pH 7.2) ¢ozeltisi eklenerek yikandi ve hafifce
vurularak bosaltildi. Béylece tutunmayan bakterilerin uzaklagsmasi saglandi. Daha
sonra mikroplate 37°C’de 2 saat inkiibe edilerek fiksasyon islemi uygulandi. Ardindan
mikroplate 150 ul % 0,1°lik kristal viyole ile boyanarak oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda akan suda yikandi, ters gevirilerek oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Ardindan her kuyucuga 150 pl %95’lik etanol
eklenerek boyanin ¢dziinmesi i¢in 30 dakika oda sicakliginda ¢alkalanmadan inkiibe
edildi (73). Mikroplate BioTek EIx808 optik elisa okuyucuda 540 nm dalga boyunda
okutuldu (76). Her sus igin test {i¢ ayr1 kuyucukta olmak tizere {i¢ defa ¢alisildi. Her
mikroplate ¢aligmasinda pozitif kontrol sus olarak S. epidermidis ATCC 35984 ve
negatif kontrol sus olarak S. epidermidis ATCC 12228 de test edildi (73, 74, 76).

Sonuglar test edilen ¢alisma susunun ti¢ ayr1 kuyucuktan elde edilen optik
dansitelerinin ortalama degerinin, biyofilm olusturmayan S.epidermidis ATCC 12228
ve giiclii biyofilm olusturan S.epidermidis ATCC 35984 ‘den elde edilen absorbans
degerleri ile karsilastirilarak yorumlandi. Negatif kontrol S.epidermidis ATCC
12228’den elde edilen optik dansite ortalamasinin {izerine negatif kontroliin {i¢
standart sapmasi eklenerek elde edilen deger, ¢alismaya ait cut-off degeri (ODc) olarak
kabul edildi. Her mikroplate ¢alismasinda o ¢alismaya 6zgii cut-off degeri (ODc)
hesaplandi (75).
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Sonuglar elde edilen optik dansitelerine gore asagida belirtildigi sekilde
degerlendirildi.

e 0OD<ODc: negatif

e  ODc<OD<2xODc: Zayif diizeyde pozitif

e 2XxODc<OD<4x0ODc: Orta diizeyde pozitif

e 4x0ODc<OD: Giglii diizeyde pozitif olarak yorumland (73, 75).

VIRULANS FAKTOR GENLERININ ARASTIRILMASI

Bakteriyel DNA’nin izolasyonu

Bakteri DNA’sinin elde edilmesinde kaynatma yontemi kullanildi. KNS
suslarinin %5 koyun kanli agarda iireyen kolonilerden birkag koloni alinip brain-heart
infiizyon (BHI) broth i¢ine homojen olarak siispanse edilerek bir gece 37 °C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda ependorf tiipiine 1 ml alinarak 10 dakika boyunca
13.000 rpm’de santrifiij edildi ve iistte kalan s1v1 atildi. Dipte kalan ¢okelti iizerine 200
pl distile su ilave edilerek Thermo Block TDB-120 (Biosan) cihazinda 10 dakika
boyunca 100 °C de inkiibe edilerek kaynatildi. Ardindan tekrar 10 dakika boyunca
13.000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi slipernatantin 150 pl kismi PCR igin
kalip DNA olarak kullanilmak iizere alikotlanarak -20 °C ‘de sakland1 (77).

Mec A Gen Varhgmnin Arastirilmasi

Mec A genin varligi asagida belirtilmis olan primer dizileri kullanilarak

arastirildi (78).

mec A-F: 5’>-GAAATGACTGAACGTCCGAT-3’

mec A-R: 5’>-GCGATCAATGTTACCGTAGT-3’
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Inhouse PCR ¢alismasinda amplifikasyon karisimi bir 6rnek icin toplam 50 pl olacak

sekilde asagidaki sekilde hazirlandi.

PCR Buffer (10 X) 5ul
dNTP (10 mM) 1wl
MgCl2 (25 mM) Sul
Primer F (100 pmol/ul) Il
Primer R (100 pmol/ul) 1 ul
Taq DNA polimeraz (5 U/pl) 0,5 ul
DNA Sul
Nuclease free distile su 31,5 ul

Thermal cycler (Mycycler, BIO-RAD, ABD) PCR dongii kosullar1 agsagidaki
sekilde diizenlendi (21).

On denatiirasyon: 94 °C 5 dk

Denatiirasyon: 94 °C 30 sn
Primer baglanmasi: 55 °C 30 sn 35 siklus
Primer uzamasi: 72 °C 1 dk

Son uzama: 72 °C 5 dk

PCR amplifikasyon tiriinleri TBE tamponu (1X) ile hazirlanmig ve etidyum
bromid ile boyanmis %1,5 agaroz jelde 110 volt akimda 50 dakika elektroforez
cthazinda (nanoPAC-300P Cleaver scientific UK) ytriitiildii. Elektroforez sonrasi elde
edilen DNA bantlar1 UV transliiminator altinda goriintiilenerek yorumlandi ve
fotograflandi. Amplifiye edilen DNA f{iriinii 100 bp DNA molekiiler belirteci DNA
ladder H3 RTU GeneDirex (100-1500 bp) ile karsilastirilarak degerlendirildi. S.
epidermidis ATCC 35984 pozitif kontrol, S. epidermidis ATCC 12228 ise negatif

kontrol olarak kullanildi.

Amplifikasyon sonucunda 154 bp biiyiikliigiinde bant goriilmesi mec A gen
varlig1 i¢in pozitif olarak degerlendirildi (78).

30



sasX Gen varhi@inin arastirilmasi

sasX gen varlig1 asagida belirtilmis olan primer dizileri kullanilarak arastirildi
(22).

sasX F: 5’-AGAATTAGAAGTACGTCTAAATGC-3’
sasX R: 5’-GCTGATTATGTAAATGACTCAAATG-3’

PCR galismasinda amplifikasyon karigimi bir 6rnek i¢in toplam 50 pl olacak

sekilde asagidaki sekilde hazirlandi.

PCR Buffer (10 X)) Sul
dNTP (10 mM) 1wl
MgCl2 (25 mM) 5ul
Primer F (100 pmol/ pl) 1l
Primer R (100 pmol/ pl) 1 ul
Taq DNA polimeraz (5 U/ ul) 0,5 ul
DNA 5ul
Nuclease free distile su 31,5 ul

Thermal cycler (Mycycler, BIO-RAD, ABD) PCR dongii kosullar1 agsagidaki
sekilde diizenlendi (21).

On denatiirasyon: 94 °C 3 dk

Denatiirasyon: 94 °C 1 dk

Primer baglanmasi: 55 °C 1 dk 35 siklus

Primer uzamasit: 72 °C 1 dk

Son uzama: 72 °C 5 dk

PCR amplifikasyon iiriinleri TBE tamponu (1X) ile hazirlanmis ve edityum
bromid ile boyanmis %1,5 agaroz jelde 110 volt akimda 50 dakika elektroforez
cihazinda (nanoPAC-300P Cleaver scientific UK) yiiriitiildii.
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Elektroforez sonrasi elde edilen DNA bantlarn UV transliminator altinda
goriintiilenerek yorumlandi ve fotograflandi. Amplifiye edilen DNA firiinii 100 bp
DNA molekiiler belirteci DNA ladder H3 RTU GeneDirex (100-1500 bp) ile
karsilastirilarak degerlendirildi. S. epidermidis ATCC 35984 pozitif kontrol, olarak
kullanildi. Amplifikasyon sonucunda 522 bp biiyiikliigiinde bant goriilmesi sasX gen
varligi igin pozitif olarak degerlendirildi (22).

ACME (ArcA, Opp3B, KdpA) Genlerinin Varhginin Arastirilmasi

ACME ArcA, Opp3B, KdpA genlerinin varligi asagida belirtilmis olan primer
dizileri kullanilarak miiltipleks PCR ile arastirildi (23, 24, 79).

Arc A F: 5-GAGCCAGAAGTACGCGAG-3'

Arc AR: SCACGTAACTTGCTAGAACGAG-3'(23)
Opp3B F: 5-GGATTCGCCCAAGTGATGACC-3'
Opp3B R: 5-GACTGCTGGGTATGACGT-3/(79)

KdpA F: 5-CGGTTTAACTGGTGCGTT-3’
KdpA R: 5- GCAATACATACAGCGTAGCC-3°(24)

Multipleks PCR ¢alismasinda amplifikasyon karigimi bir 6rnek i¢in toplam 50
ul olacak sekilde asagidaki sekilde hazirlandi.

PCR Buffer (10 X)) Sul

dNTP (10 mM) 1l

MgCl2 (25 mM) 5ul

Primer F (100 pmol/ul) 0,25 pl (her bir gen bolgesi primeri i¢in)
Primer R (100 pmol/ pl) 0,25 pl ( her bir gen bolgesi primeri i¢in)
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0,5 ul

DNA S5ul

Nuclease free distile su 32 ul
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Thermal cycler (Mycycler, BIO-RAD, ABD) PCR dongii kosullar asagidaki sekilde
diizenlendi (24).

On denatiirasyon: 94 °C 2 dk

Denatiirasyon: 94 °C 30 sn
Primer baglanmasi: 60 °C 30 sn 35 siklus
Primer uzamasi: 72 °C 45 sn

Son uzama: 72 °C 5 dk

PCR amplifikasyon firiinleri TBE tamponu (1X) ile hazirlanmis ve edityum
bromid ile boyanmis %]1,5 agaroz jelde 110 volt akimda 50 dakika elektroforez
cihazinda (nanoPAC-300P Cleaver scientific UK) yiiriitiildii. Elektroforez sonrasi elde
edilen DNA bantlar1 UV transliiminatér altinda goriintiilenerek yorumlandi ve
fotograflandi. Amplifiye edilen DNA {iriinii 100 bp DNA molekiiler belirteci DNA
ladder H3 RTU GeneDirex (100-3000 bp) ile Kkarsilastirilarak degerlendirildi.
S.epidermidis ATCC 12228 ACME ArcA i¢in pozitif kontrol olarak kullanildi (24).

Amplifikasyon sonucunda 724 bp biiyiikliigiinde bant goriilmesi ArcA, 530 bp
biiytikliigiinde bant goriilmesi Opp3B ve 241 bp biiyiikligiinde bant goriilmesi KdpA
gen varlig1 i¢in pozitif olarak degerlendirildi (24).

Biyofilm iligkili icaA, icaD, 1S256, aap, ve bhp viriilans genlerinin

arastirilmasi

Biyofilm iligkili genlerin PCR yontemi ile arastirilmasinda kullanilan primer

dizileri, PCR dongii kosullar1 ve olusan iirlinlerin boyutlar1 tablo 6’da gosterilmistir.

Biyofilm iliskili genlerin PCR c¢alismalarinda amplifikasyon karigsimi bir 6rnek
i¢cin toplam 50 pl olacak sekilde asagidaki sekilde hazirlandi. Her bir gen bdlgesi igin
tabloda belirtilen primerlerler kullanilarak PCR ¢aligmast diizenlendi ve

gerceklestirildi.
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IcaA, icaD, 1S256, aap ve bhp gen bélgelerinin PCR calismalari icin amplifikasyon

karigimai:

PCR Buffer (10 X)) Sul
dNTP (10 mM) 1 ul
MgClz (25 mM) 6 ul
Primer F (100 pmol/ ul) 1w
Primer R (100 pmol/ ul) I ul
Taq DNA polimeraz (5 U/ ul) 0,5 pl
DNA S5ul
Nuclease free distile su 30,5 ul

PCR amplifikasyon iiriinleri TBE tamponu (1X) ile hazirlanmis ve edityum
bromid ile boyanmis %]1,5 agaroz jelde 110 volt akimda 50 dakika elektroforez
cihazinda (nanoPAC-300P Cleaver scientific UK) yiiriitiildii. Elektroforez sonrasi elde
edilen DNA bantlar1 UV transliiminator altinda goriintiilenerek yorumlandi ve
fotograflandi. Amplifiye edilen DNA f{iriinii 100 bp DNA molekiiler belirteci DNA
ladder H3 RTU GeneDirex (100-3000 bp) ile karsilastirilarak degerlendirildi. S.
epidermidis ATCC 35984 pozitif kontrol, S. epidermidis ATCC 12228 ise negatif
kontrol olarak kullanildi. Amplifikasyon sonucunda tablo 6’da belirtilmis olan
amplifikasyon iirlin boyutlarinda bantlarin goriilmesi aranan gen bolgesinin varligi

i¢in pozitif olarak degerlendirildi.
ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler Statistical Package for Social Sciences (SPSS) Ver. 25.0 (Armonk,
NY: IBM Corp.) paket programiyla analiz edildi. Tanimlayici istatistikler say1 ve
yiizde dagilimlar1 seklinde verildi. Kategorik degiskenler arasindaki farklar Pearson
Ki-kare testi ve Fisher's Exact testi kullanilarak analiz edildi. Istatistiksel analizlerde

p degerinin 0.05 den kiigiik olmas1 anlamli kabul edildi.
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Tablo 6. Biyofilm iliskili Genlerin Arastirilmasinda Kullanilan Primerler, PCR Déngii
Kusullar: ve Amplifiye Edilen Uriinlerin Boyutlari

Arastirllan  Kullamilan primer Uriin PCR dongii

gen bolgesi boyutu kosullar:
(bp)

icaA F (5'-TCTCTTGCAGGAGCAATCAA-3’) 188 94 °C 5 dk

R (5'-TCAGGCACTAACATCCAGCA-3’)

(80) 35 siklus;
94°C1dk
55°C1dk
72°C1dk
72 °C 5 dk
(21)

icaD F (5-ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG) 198 30 siklus;

R (5-CGT GTT TTC AAC ATT TAATGC AA) 95 °C 30 sn

(81) 55°C 30 sn
72 °C 30 sn
(82)

1S256 F(5>-TGAAAAGCGAAGAGATTCAAAGC-3’) 1102 30 siklus;

R(5’-ATGTAGGTCCATAAGAACGGC-3’) 94°C1dk

(83) 59 °C 1dk
72 °C 2dk 30
sn (83)

SesD(bhp) F(5'-ATGAAAAATAAACAAGGATTTC-3") 1278 94 °C 3dk

R(5'-GCCTAAGCTAGATAATGTTTG-3") 30 siklus;

(84) 94 °C 1dk
50 °C 1 dk
72 °C 1dk
(85)

SesF(aap) F(5’-ATACAACTGGTGCAGATGGTTG-37) 400 94 °C 3 dk

R(5’-GTAGCCGTCCAAGTTTTACCAG-3)

(86, 87) 30 siklus;
94 °C 1dk
50 °C 1dk
72 °C 1dk

72 °C 5dk (86)
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BULGULAR

Pamukkale Universitesi Hastanelerinde gesitli klinikler tarafindan takip edilen
ve kan dolasimi enfeksiyonu 6n tanisiyla en az iKi set kan kiltiirii istemi olan
hastalardan izole edilen 150 KNS susu bu calismaya dahil edildi. Calismaya alinan
suslar Grup 1: Kontaminasyon, Grup 2: Etken olmak iizere iki gruba ayrildi.
Hastalardan gonderilmis olan birden fazla kiiltiir setinin sadece bir tanesinde {ireyen,
intravaskiiler kateter kiiltiirleri negatif iken sadece periferik venden alinan kan
kiiltiirlinde iiremesi olan veya intravendz kateter ve es zamanli periferik vende
pozitiflik durumunda izole edilen KNS tiirlerinin birbirinden farkli oldugu, hastanin
bu organizma ile enfeksiyonuna dair klinik kanitin bulunmadigi durumlarda,
kiiltiirlerden izole edilen 100 KNS susu kontaminasyon grubu olarak siniflandirildi.
Birden fazla sette ayni tiir ve antibiyotik profiline sahip, 48 saatten once pozitiflik
veren, enfeksiyonun klinik kanitlarinin oldugu 50 KNS susu ise etken grubu olarak
siiflandirildu.

KNS suslariin izole edildigi hastalarin 68’1 (45,3) kadin, 82’si (54,7) erkekti.
KNS suslarinin izole edildigi hastalarin 68’1 (%45,3) yogun bakim {initelerinde, 251
(%16,7) hematoloji — onkoloji servisinde, 38’1 (25,3) ¢esitli dahili servislerde, 15’1
(%10) cerrahi servislerde ve 4’1 (%2,7) ise pediatri servisinde takip edilmekteydi.
KNS suslarinin izole edildigi hastalarin servislere gore dagilimi sekil 4’de
gosterilmistir.

Pediatri

0,

Yogun
Bakim
45%

Hematoloji
Onkoloji
17%

Sekil 4. KNS suslarinin izole edildigi hastalarin servislere gore dagilimi
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KNS susglarinin izole edildigi hastalarin 53’iinde (%35,3) periferik kan
kiiltiirleri yaninda kateter kan kiiltiirleri de bulunmaktaydi. Etken grubundaki suslarin
izole edildigi hastalarda, kontaminasyon grubundaki suslarin izole edildigi hastalara
gore daha yliksek oranda kateter bulunmaktaydi ve bu fark istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0,001). Her iki gruptaki KNS’lerin izole edildigi hastalarin kateter

bulundurma oranlar1 tablo 7’de gosterilmistir.

Tablo 7. Etken ve kontaminasyon grubunda kateter varliginin dagilimi

Kateter varhg: Toplam
Var n (%) Yok n (%)
Kontaminasyon Grubu 18 (18) 82 (82) 100 (100)
Etken Grubu 35 (70) 15 (30) 50 (100)

Etken ve kontaminasyon grubundaki suslarin kan kiiltiirlerinde pozitif sinyal
verme stireleri sekil 5°de gosterilmistir. Kontaminasyon grubunda ortalama pozitif
sinyal siiresi 35,81 saatti. Kontaminasyon grubundaki suslarin 27’si (%27) 12-24 saat
araliginda, 36’s1 (%36) 24-36 saat aralifinda, 17’si (%17) 36-48 araliginda 20’si
(%20) ise 48 saatin iizerinde pozitif sinyal verdi. Etken grubunda ortalama pozitif
sinyal siiresi 21,78 saatti. Etken grubundaki suslarin 4’1 (%8) 12 saatin altinda, 26’s1
(%52) 12-24 saat araliginda, 19°u (%38) 24-36 saat araliginda, 1’1 (%2) 36-48
araliginda pozitif sinyal verdi. Gruplarin pozitif sinyal verme siireleri analiz
edildiginde etken grubundaki suslar kontaminasyon grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde daha erken pozitif sinyal verirken; suslarin 12-24 saat araliginda
sinyal vermesi etken ve 36-48 saat araliginda sinyal vermesi ise kontaminasyon lehine
anlamliydi (p<0,001).
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B Kontaminasyon Etken

Sekil 5. Etken ve kontaminasyon grubundaki suslarin kan kiiltiirlerinde pozitif sinyal
verme zamanina gore dagilimi

Suglarin koloni morfolojisi, gram boyanma 06zelligi incelenip, katalaz ve
koagiilaz testlerinin ardindan otomatize tanimlama sistemi ile tiir diizeyinde
tanimlamasi yapildi. KNS suslariin 95’1 (%63,3) S. epidermidis, 25’i (%16,7) S.
hominis, 22’si (14,7) S. haemolticus, 6’s1 (%4) S. capitis, 1’1 (%0,7) S. intermedius ve
1’1 (%0,7) S. warneri olarak tanimlandi. S.epidermidis her iki grupta da en yiiksek
sayida izole edilen tiirdii. Etken grubundaki suslarin 29°u (%58”) S. epidermidis olarak
tanimlanirken, kontaminasyon grubundaki suslarin 66’s1 (%66) S. epidermidis olarak
tanimlanmis ve gruplar arasinda S. epidermidis olarak tanimlanma oraninda fark

bulunmamistir (p=0,338). Etken ve kontaminasyon grubunda tiirlerin dagilim1 tablo

8’de gosterilmistir.

Tablo 8. Etken ve kontaminasyon grubundaki KNS’lerin tiir diizeyinde dagilinu

S. epidermidis | S. epidermidis Dis1t KNS Toplam
3

2 2 3

E = @ = 8

s ¥ g 8 S 8 &8 £8

o < c < e < o < = < s 2

w < w < w < w < (%0} < (%0} <
Kontaminasyon | 66 (66) 10 (10) 19 (19) 4 (%) 1(1) 0 100 (100)
Grubu
Etken 29 (58) 12 (24) 6 (12) 2(4) 0 1(2) 50 (100)
Grubu
Toplam 95 (63,3) 22 (14,7) | 25(16,7) | 6(4) 1(0,7) 1(0,7) 150 (100)

*Satir ylizdesi hesaplanmuistir.
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ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIK SONUCLARI

Suslarin antibiyotik duyarlilik testi amikasin, gentamisin, ciprofloksasin,
levofloksasin, moksifloksasin, klindamisin, eritromisin, daptomisin, fosfomisin,
fusidik asit, , linezolid, rifampisin, tetrasiklin, trimetoprim siilfametaksazol (tmp-sxt),
vankomisin ve teikoplanin i¢in otomatize sistem kullanilarak minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) degeri belirlenerek yapildi. Metisilin direnci oksasilin MIK
degeri ve sefoksitin disk difiizyon testi sonuglari ile belirlendi. Sonuglar EUCAST
klinik sinir degerleri referans alinarak yorumlandi (72).

Tiim suslarin 28’1 (%18,7) sefoksitin duyarli, 122’si (%81,3) direngli ve 34’1
(%22,7) oksasiline duyarl, 116’s1 (%77,3) direngliydi. Oksasiline direngli 116 susun
tamamu sefoksitine de direncli iken; oksasiline duyarli 34 susun 28’1 sefoksitine de
duyarli ancak 6’s1 direncliydi. Etken ve kontaminasyon grubundaki suslarin metisilin
direnci karsilastirildiginda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(oksasilin i¢in p=0,073/sefoksitin i¢in p=0,138).

S.epidermidis suslarinda oksasilin ile %76,8, sefoksitin ile %83 oraninda
metisilin direnci tespit edilirken; S.epidermidis dis1 KNS’lerde ise her iki yontemle de
%78 oraninda metisilin direnci tespit edildi. S.epidermidis suslar1 ve S.epidermidis
disindaki KNS suslar1 karsilastirildiginda metisilin direnci yoniinden istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0,85). Suslarin metisilin direng oranlari tablo

9’da gosterilmistir.

Tablo 9. Etken ve kontaminasyon grubunda Metisilin direncinin tiirlere gore Oksasilin
MIK ve Sefoksitin Disk Difiizyon ydntemiyle karsilastirmas:

Kontaminasyon Grubu Etken Grubu
S.epidermidis | S.epidermidis digit KNS S.epidermidis | S.epidermidis dig1t KNS
—~ S @ = » =~ _ =~ —~ o =~
S =S 3 =S S =S S £
k=3 E T =31 g7 =4 E T z g
g E 5 g |3 5
%) % %) g
< ]
(%] £
&
<
w
FOX | S 12 (18,2) 7(36,8) 1(10) 2 (50) 4(13,8) 0 1(8,3) 1 (50)
R 54 (81,8) 12(63,2) | 9(90) 2 (50) 25 (86,2) 6(100) | 11(91,7) 1 (50)
OXA | S 17 (25,8) 7(36,8) 1(10) 2 (50) 5(17,2) 0 1(8,3) 1 (50)
R 49 (74,2) 12(63,2) | 9(90) 2 (50) 24 (82,8) 6(100) | 11(91,7) 1 (50)

FOX: Sefoksitin, OXA: Oksasilin S: Duyarl1 R: Direngli *Tabloda her iki yontemle de direngli bulunan
S.warneri ve S.intermedius belirtilmemistir.
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Suslarin antibiyotiklere diren¢ oranlari incelendiginde tiim suslarin 132’1
(%88) amikasine, 65’1 (%43,3) gentamisine; 100’1 (%66,7) siprofloksasine, 98’1 (%
65,3) levofloksasine, 99’u (%66) moksifloksasine, 75’1 (%50) klindamisine, 111’
(%74) eritromisine, 53’1 (%35,3) rifampisine, 38’1 (%25,3) tetrasikline, 38’1 (%25,3)
fosfomisine, 116’s1 (%77,3) fusidik asite, 6’st (%4) linezolide, 21’1 (%14)
teikoplanine, 2’si (%]1,3) daptomisine, 61’1 (%40,7) TMP-SXT’e diren¢liydi. Tiim
suglar vankomisine duyarliydi. Tiirlerin gruplara gore antibiyotik duyarlilik sonuglari
tablo 10°da gosterilmistir.

Suglarin gruplara gore antibiyotik duyarlilik oranlart incelendiginde etken
grubundaki suslar kontaminasyon grubundaki suglara gore siprofloksasin (p=0,037),
levofloksasin (p=0,051) ve moksifloksasini (p=0,028) iceren kinolon grubuna,
eritromisine (p=0,048), rifampisine (p =0,021) ve tetrasikline (p degeri=0,008) anlaml1
diizeyde daha direngli bulunmustur. Diger antibiyotiklerde direng oranlarinda anlamli
fark bulunmamuistir. Suslarin antibiyotik duyarliliklar tiirler arasinda S. epidermidis
ve digerleri olarak siniflandirilarak incelendiginde S. epidermidis tiirii, S. epidermidis
disinda kalan KNS’lere gore fosfomisin (p=0,006), gentamisin (p <0,001) ve
rifampisine (p=0,003) istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde daha duyarli bulunmustur.
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Tablo 10. Etken ve kontaminasyon grubunda tiirlere gore antibiyotik duyarliligi

Kontaminasyon Grubu Etken Grubu
S.epidermidis | S.epidermidis digt KNS S.epidermidis | S.epidermidis digt KNS
= 28 3L 28 | § 28 | 88 28
) €= S c g | = €= | &< g<
& &
@ %}
AN S 57(86,4) 19(100) 10(100) 3(75) 25(86,2) 5(83,3) | 10(83,3) 2(100)
R 9(13,6) 1(25) 4(13,8) 1(16,7) | 2(16,7)
GM S 46(69,7) 10(52,6) 2(20) 3(75) 19(65,5) 2(33,3) | 1(8,3) 2(100)
R 20(30,3) 9(47,4) 8(80) 1(25) 10(34,5) 4(66,7) | 11(91,7)
CIp | 27(40,9) 8(42,1) 1(10) 3(75) 9(31) 1(8,3) 1(50)
R 39(59,1) 11(57,9) 9(90) 1(25) 20(69) 6(100) | 11(91,7) 1(50)
LVX || 29(43,7) 8(42,1) 1(10) 3(75) 9(31) 1(8,3) 1(50)
R 37(56,1) 11(57,9) 9(90) 1(25) 20(69) 6(100) | 11(91,7) 1(50)
MXF | S 28(42,4) 8(42,1) 1(10) 3(75) 9(31) 1(8,3) 1(50)
R 38(57,6) 11(57,9) 9(90) 1(25) 20(69) 6(100) | 11(91,7) 1(50)
cC S 32(48,5) 10(52,6) 6(60) 3(75) 12(41,4) 1(16,7) | 3(25) 2(100)
] 4(6,1) 134)
R 30(45,5) 9(47,4) 4(40) 1(25) 16(55,2) 5(83,3) | 9(75)
E S 23(34,8) 3(15,8) 2(20) 3(75) 5(17,2) 1(16,7) | 1(8,3) 1(50)
R 43(65,2) 16(84,2) 8(80) 1(25) 24(82,8) 5(83,3) | 11(91,7) 1(50)
DA S 64(97) 19(100) 10(100) 4(100) | 29(100) 6(100) | 12(100) 2(100)
R 2(3)
FF S 51(77,3) 9(47,4) 10(100) 27(93,1) 4(66,7) | 10(83,3)
R 15(22,7) 10(52,6) 4(100) | 2(6,9) 2(33,3) | 2(16,7) 2(100)
FA S 17(25,8) 5(26,3) 2(20) 3(75) 3(10,3) 2(16,7) 2(100)
R 49(74,2) 14(73,7) 8(80) 1(25) 26(89,7) 6(100) | 10(83,3)
LZzD | S 60(90,9) 19(100) 10(100) 4(100) | 29(100) 6(100) | 12(100) 2(100)
R 6(9,1)
RA S 51(77,3) 14(73,7) 3(30) 3(75) 19(65,4) 3(50) 3(50) 2(100)
| 1(16,7) | 1(16,7)
R 15(22,7) 5(26,3) 7(70) 1(25) 10(34,5) 2(33,3) | 2(33,3)
TE S 34(51,5) 13(68,4) 4(100) | 8(27,6) 1(16,7) | 2(16,7) 2(100)
| 16(24,2) 1(5,3) 8(80) 13(44,8) 1(16,7) | 9(75)
R 16(24,2) 5(26,3) 2(20) 8(27,6) 4(66,7) | 1(8,3)
SXT | S 37(56,1) 8(42,1) 4(40) 4(100) | 10(34,5) 8(66,7) 1(50)
| 6(9,1) 5(26,3) 2(6,9) 3(50)
R 23(34,8) 6(31,6) 6(60) 17(58,6) 3(50) 4(33,3) 1(50)
TEC | S 57(86,49 18(86,4) 9(90) 3(75) 27(93,1) 6(100) | 5(41,7) 2(100)
R 9(13,6) 1(5,3) 1(10) 1(25) 2(6,9) 7(58,3)
VA S 66(100) 19(100) 10(100) 4(100) | 29(100) 6(100) | 12(100) 2(100)

(Yﬁzdeler her tiir i¢in kendi i¢inde hesaplanarak verilmistir.) AN:Amikasin GM: Gentamisin CIP:
Siprofloksasin, LVX: Levofloksasin, CC: Klindamisin, E: Eritromisin, DA: Daptomisin, FF:
Fosfomisin, FA: Fusidik asit, LZD: Linezolid, RA: Rifampin, TE: Tetrasiklin, SXT: Trimetopirim
stilfametaksazol, TEC: Teikoplanin, VA: Vankomisin

S.warneri ve S.intermedius belirtilmemistir.

S: Duyarly, I: Yiiksek dozda duyarli, R: Direngli
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FENOTIPIiK OLARAK BiYOFILM OLUSUMU SONUCLARI

Biyofilm olusumu mikroplak yontemiyle fenotipik olarak
degerlerlendirildiginde tiim suslarin 67’si (%44,7) biyofilm olusturmazken, 39’u
(%26) zayif derecede, 15’1 (%10) orta derecede 29°u (%19,3) ise giiclii derecede
biyofilm olusturdu. Sekil 6’da giiglii biyofilm olusturan pozitif kontrol ve biyofilm
olusturmayan negatif kontrol ve calisma suslarindan bazilarinin mikrotitrasyon
plagindaki sonuglar1 goriilmektedir. Etken grubundaki suslarin 26°s1 (%52) herhangi
bir diizeyde biyofilm olustururken, kontaminasyon grubundaki suslarin 57’si (%57)
herhangi bir diizeyde biyofilm olusturdu. Gruplar arasinda biyofilm olusturma orani
acisindan anlamli fark bulunmadi (p=0,561). Gruplarda biyofilm pozitifliginin
diizeyleri (zayif, orta, giiclil) karsilastirildiginda kontaminasyon grubundaki suslarin
30 (%30)’nun zayif biyofilm, 14 (%14)’linlin giiglii biyofilm olusturdugu, etken
grubundaki suglarin ise 9 (%18)’nun zayif, 15 (%30)’nin giiclii diizeyde biyofilm
olusturdugu bulundu ve biyofilm olusturma diizeyleri agisindan gruplar arasindaki
fark anlamli bulunmustur (p=0,027). Etken ve kontaminasyon grubundaki suslarin

biyofilm olusturma oranlar1 ve diizeyleri tablo 11°de gosterilmistir.

Kateteri olan 53 hastadan izole edilen KNS suslariin 32’s1 (%60,4) biyofilm
olustururken (17 sus giiclii diizeyde, 3 sus orta diizeyde, 12 sus zayif diizeyde), kateteri
olmayan 97 hastadan izole edilen KNS suslarinin 51°1 (%52,6) biyofilm (12 sus gii¢lii
diizeyde, 12 sus orta diizeyde, 27 sus zayif diizeyde) olusturmustur. Gii¢lii biyofilm
olusturan suslarin izole edildigi hastalarda, biyofilm olusturmayan suslarin izole
edildigi hastalara gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oranda kateter

varligi mevcuttu (p=0,012).
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Sekil 6. Mikrotitrasyon plaginda biyofilm olusumu sonuglari
PK: S.epidermidis ATCC 35984; NK: S.epidermidis ATCC 12228. Zayif, orta ve
gii¢cli diizeyde biyofilm olusumu mikrotitrasyon plaginda gosterilmistir. (Her bir
mikrotitrasyon plaginda ¢alismaya 6zgii cut off degeri ayr1 olarak hesaplanmistir. Bu
calisma plagi icin PK OD: 1,64, NK OD: 0,082, Cut off degeri (ODc): 0,109 olarak
hesaplandi)

Tablo 11. Etken ve kontaminasyon grubundaki suslarda biyofilm olusum oranlari

Biyofilm Olusumu Biyofilm Diizeyi

Negatif Pozitif Toplam Zayif Orta Giglu Toplam

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Kontaminasyon | 43 (43) 57 (57) 100 (100) | 30(30) | 13(13) | 14 (14) 100 (100)
Grubu
Etken Grubu 24 (48) 26 (52) 50 (100) | 9(18) |2(4) 15 (30) 50 (100)
Toplam 67 (44,7) | 83(55,3) | 150 (100) | 39 (26) | 15(10) | 29(19,3) | 150(100)

*Satir ylizdesi hesaplanmustir.
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VIRULANS FAKTOR GENLERININ PCR SONUCLARI

Metisilin direncinin genotipik olarak tespiti icin PCR yontemiyle mecA geni
arastirtldi. Tim suslarin 125’inde mecA geni pozitif bulundu. Etken grubundaki
suslarin 42’sinde (%84) mecA pozitif, 8’inde (%16) mecA negatif; kontaminasyon
grubundaki suglarin 83’tinde (%83) mecA pozitif, 17’sinde (%17) mecA negatif
bulundu. MecA gen pozitifligi agisindan gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi
(p=0,877). Fenotipik yontemler ve mecA geni ile tespit edilen metisilin direng oranlar

tablo 12°de gosterilmistir.

MecA pozitif 125 susun 81’1 (%64,8) S. epidermidis, 19°u (%15,2) S. hominis,
20’si (%16) S. haemolyticus, 3’1 (%2,4) S. capitis, 1’1 (%0,8) S. warneri ve 1’1 (%0,8)
S. intermedius olarak tanimlandi. S. epidermidis ve diger grup KNS’lerde metisilin
direnci agisindan anlamli fark bulunmadi (p=0,544). MecA gen pozitifligi olan suslarin

tiirlere gore dagilimi sekil 7°de, PCR goriintiileri sekil 8’de verilmistir.

Tablo 12. Metisilin direncinin fenotipik ve genotipik yontemler ile tespit edilme
oranlar1

MecA
Pozitif Negatif
n (%) n (%)
Sefoksitin Duyarl1 (n=28) 8 (28,6) 20 (71,4)
Direncli (n=122) 117 (95,9) 5(4,1)
Oksasilin Duyarl1 (n=34) 13 (38,2) 21(61,8)
Direngli (n=116) 112 (96,6) 4(3,4)
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S.intermedius/S.warneri

S.haemolyticus
2%

16%

S.hominis
15%

S.epidermidis
65%

Sekil 7. mecA pozitifligi olan suslarin tiirlere gore dagilimi

1500 bp

500 bp

154 bp > - -l e s e B e
100 bp 5

Sekil 8. mecA geninin PCR jel eleketroforez goriintiileri

(M: 100-1500 bp DNA leader, 7. Kuyucukta S. epidermidis ATCC 35984, 8.
kuyucukta S. epidermidis ATCC 12228 ve 1-6. kuyucuklarda MecA pozitif bulunmus
bazi suslarin  sonuglar1 goriilmektedir. Pozitif suslarda 154 bp’de bantlar
goriilmektedir.)

sasX varligi PCR ile arastirildiginda tiim suslarin 19 (%12,6)’unda sasX gen
bolgesi pozitif bulundu. Kontaminasyon grubundaki 14 susta (%14) sasX pozitif, 86
susta (%86) negatif; etken grubundaki 5 susta (%10) sasX pozitif, 45 susta (%90) sasX
negatifti. Iki grup arasinda sasX varligi agisindan anlamli bir fark bulunmad:
(p=0,487). sasX geni en fazla 11 S. epidermidis susunda olmak iizere; 3 S. hominis, 4
S. hemolyticus ve 1 S. capitis susunda pozitif olarak bulunmustur. Etken ve

kontaminasyon grubunda sasX pozitifliginin dagilimi tablo 13’de, sasX pozitif
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bulunmus 19 KNS susunun tiirler arasindaki dagilimi sekil 9’da gosterilmistir.
Biyofilm olusturan suglarin 13’{inde (%15,7) sasX pozitif (4 zayif diizeyde, 4 orta
diizeyde ve 5 giiclii diizeyde) bulunurken, biyofilm olusturmayan suslarin 6’sinda
(%9) sasX pozitif bulundu. Biyofilm olusturan ve olusturmayan suslarda sasX
pozitifligi agisindan anlamli fark bulunmadi (p=0,327). sasX gen varligina ait PCR

goriintiileri sekil 10°da gosterilmistir.

Tablo 13. Etken ve kontaminasyon grubunda sasX pozitifliginin dagilimi

Pozitif Negatif Toplam

n (%) n (%) n (%)
Kontaminasyon Grubu 14 (14) 86 (86) 100 (100)
Etken Grubu 5 (10) 45 (90) 50 (100)
Toplam 19 (12,6) 131 (88,4) 150 (100)

*Satir ylizdesi hesaplanmustir.

S.capitis
1(5%)

S.haemolyticus

4(21%)
S.epidermidis
11(58%)
S.hominis
3(16%)

Sekil 9. sasX pozitif saptanmig KNS suslarmnin tiirlere gére dagilimi
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Sekil 10. sasX geninin jel elektroforez goriintiilemesi

(M: 100-1500 bp DNA leader, 1.kuyucukta sasX pozitif S. epidermidis ATCC 35984,
2. kuyucukta S. epidermidis ATCC 12228 ve 3-9. kuyucuklarda sasX pozitif bulunmus
bazi suslarin sonuglar1 goriilmektedir. Pozitif suslarda 522 bp’de bant izlenmektedir.)

ACME iligkili ArcA, KdpA ve Opp3B operonlarinin varligi multipleks PCR ile
aragtirildi. Kontaminasyon grubundaki suslarin 32’inde (%32) etken grubundaki
suslarin 6’sinda (%]12) arastirilan genlerden herhangi biri tespit edilmis ve ACME
pozitif olarak degerlendirilmistir. Gen bolgeleri ayr1 olarak degerlendirildiginde
kontaminasyon grubundaki 30 susta (%30) ArcA pozitif, 7 susta (%7) KdpA pozitif, 8
susta (%8) Opp3B pozitif, etken grubunda ise 6 susta (%12) ArcA pozitif, 1 susta (%2)
KdpA pozitif, 3 susta (%6) Opp3B pozitif bulunmustur. Kontaminasyon grubunda
ACME pozitifligi ve ArcA pozitiflik oran1 etken grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde daha yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,008 ve p=0,015). KdpA ve
Opp3B pozitifligi agisindan gruplar arasinda fark bulunmadi (sirasiyla p=0,119 ve
p=0,658). ArcA, Opp3B ve KdpA genlerinin pozitiflik oranlari tablo 14’de, tiirlere gore

dagilimi sekil 11°de ve jel elektroforez goriintiileri sekil 12°de gdsterilmistir.
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S.haemolyticus
5 (13%)

S.capitis 3 (8%)

S.hominis 6

(16%) S.epidermidis

24 (63%)

Sekil 11. ACME pozitif suslarin tiirlere gére dagilinm

Tablo 14. ACME ArcA, Opp3B ve KdpA pozitifliginin KNS tiirlerine ve gruplara gore
dagilim1

Kontaminasyon Grubu (n=100) Etken Grubu (n=50) Toplam
(n=150)*
o
8 W = CT\l"
I = I c
5 3 3 s © 4
= 1 < o 2
g 0z & oz 2 7 T £
5 = £ 2 5 = 2 2
S E S o~ [T, ] ‘€ = 5 = =
g 3 2 3 8§ = RS 59 | 8§ g8 | 8 & S
Pozitif | 20(30,3) | 6(31,6) 2(50) 2(20) 4(13,8) 0 1(50) 1(8,3) 36(24)
<
E Negatif | 46(69,7) | 13(68,4) | 2(50) 8(80) 25(86,2) | 6(100) 1(50) 11(91,7) | 112(76)
Pozitif | 6(9,1) 1(5,3) 0 0 1(3,4) 0 0 0 8(5,3)
<
o
N Negatif | 60(90,9) | 18(94,7) | 4(100) 10(100) | 28(96,6) | 6(100) 2(100) 12(100) | 140(94,7)
Pozitif | 5(7,6) 1(5,3) 0 2(20) 3(10,3) 0 0 0 11(7,3)
™
O& Negatif | 61(92,4) | 18(94,7) | 4(100) 8(80) 26(89,7) | 6(100) 2(100) 12(100) | 137(92,7)
Pozitif | 20(30,3) | 6(31,5) 2(50) 4(40) 4(13,8) 0 1(50) 1(8,3) 38(25,3)
L
=
2 Negatif | 46(60,7) | 13(69,5) | 2(50) 6(60) 25(86,2) | 6(100) 1(50) 11(91,7) | 110(73,3)

*Tablo’da etken grubunda tamimlanmis ve ACME negatif olan S.intermedius susu ve kontaminasyon
grubunda tanimlanan ACME negatif olan S.warneri susu toplam sayida belirtilmemistir.

48



s > 724bp

s ., 530bp

Sekil 12. ACME ArcA, Opp3B ve KdpA genlerinin multipleks PCR ile jel elektroforez

goruntisu
(M:100-3000 bp DNA leader. ArcA igin 724, opp3B igin 530 ve KdpA i¢in 241bp’de
pozitif bantlar goriilmektedir. 1 ve 3. kuyucukta ArcA ve KdpA pozitif (tip 1V), 8.

kuyucukta ArcA ve opp3B pozitif (tip I) suslar izlenmektedir).

Operonlarin varligina gére ACME tiplemesi yapildiginda 23 sus tip 2, 4’er sus

tip 4 ve tip 5, 5 sus tip 1 ve 2 sus tip 3 olarak siniflandirildi. Tiirlere ve gruplara gore

ACME tiplemesi tablo 15°de gosterilmistir.

Tablo 15. ACME tiplerinin tiirlere ve gruplara gore dagilimi

Kontaminasyon Grubu Etken Grubu

(2] [%2]

ACME Ti 2 g 2 g

P E @ = = @ =

3 £ 2 = 3 £ = g

i=] IS S 7] S IS S

g g g £ g g g £

% ) ) % ) ) n n
Tip 1 (n=5) 3 0 0 0 2 0 0 0
Tip2(n=23) 11 5 2 2 1 0 1 1
Tip 3 (n=2) 0 0 0 2 0 0 0 0
Tip 4 (n=4) 4 0 0 0 0 0 0 0
Tip 5 (n=4) 2 1 0 0 1 0 0 0

*Tablo’da etken grubunda tanimlanmis ve ACME negatif olan S. intermedius susu ve kontaminasyon
grubunda tanimlanan ACME negatif olan S. warneri susu belirtilmemistir.
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MecA pozitif 125 susun 30(%24)’'unda ACME pozitifligi bulunurken, MecA
negatif 25 susun 8 (%32)’inde ACME pozitif bulunmustur. MecA pozitif ve negatif
suslar arasinda ACME pozitifligi agisindan anlamli fark bulunmadi (p=0,557). Toplam
ACME pozitif 38 susun 16 (%42,1)’s1 biyofilm olustururken (9’u zayif, 2’si orta ve
5’1 gliclii diizeyde), ACME negatif 112 susun 67 (%59,8)’si biyofilm olusturdu.
ACME pozitif ve negatif suslarda biyofilm olusumu agisindan anlamli fark bulunmadi
(p=0,087).

Biyofilm iligkili genler icaA, icaD, 1S256, aap ve bhp PCR yontemiyle
aragtirildi. KNS suslarinda grup ve tiirlere gore biyofilm iliskili genlerin pozitiflik

oranlari tablo 16°da gosterilmistir.

Tablo 16. Biyofilm iliskili genler fcad, IcaD, IS256, Aap ve Bhp’nin tiir ve gruplara
gore dagilimi

Kontaminasyon Grubu (n=100) Etken Grubu(n=50)
S.epidermidis S.epidermidis dis1t KNS S.epidermidis | S.epidermidis digt KNS
(n=66) (n=34) (n=29) (n=21)
= £3g | 898 | £78 ¢ £%8| 298 | £78
& s§e° | 2£° ge= | 5 EET | SLF | §EE
3 wn d w
%] g 1%} g
£ b
wn w
lcad Pozitif 26(%39,4) 5(%26,3) 2(%20) 0(%0) 21(%72,4) 4(%66,7 | 6(%50) 0(%0)
)
Negatif 40(%60,6) 14(%73,7) | 8(%80) 4(%100) | 8(%27,6) 2(333) 6(%50) 2(%100)
lcaD Pozitif 32(%48,5) 8(%42,1) 4(%40) 1(%25) 22(%75,9) 3(%50) 4(%33,3) 1(%50)
Negatif 34(%51,5) 11(%57,9) | 6(%60) 3(%75) 7(%24,1) 3(%50) 8(%66,7) 1(%50)
15256 Pozitif 24(%36,4) 10(%52) 7(%70) 1(%25) 17(%58,6) 4(%66,7 | 9(%75) 1(%50)
)
Negatif 42(%63,6) 9(%47,4) 3(%30) 3(%75) 12(%41,4) 2(33,3) 3(%25) 1(%50)
Bhp Pozitif 6(%9,1) 0(%0) 0(%0) 0(%0) 3(%10,3) 1(%16,7 | 0(%0) 0(%0)
)
Negatif 60(%90,9) 19(%100) 10(%100) 4(%100) | 26(%89,7) 5(%83,3 | 12(%100) | 2(%100)
)
Aap Pozitif 46(%69,7) 18(%94,7) | 6(%60) 3(%75) 25(%86,2) 4(%66,7 | 7(%58,3) 0(%0)
)
Negatif 20(%30,3) 1(%5,3) 4(%40) 1(%25) 4(%13,8) 2(33,3) 5(%41,7) 2(%100)

Tabloda icaA, icaD, 1S256 ve aap pozitif S.intermedius ve 1S256 ve aap pozitif S.warneri susu
belirtilmemistir.

Kontaminasyon grubundaki suslarin 33 (%33)’iinde etken grubundaki suslarin
32 (%64)’sinde icaA pozitif bulundu. Etken grubundaki suslarda kontaminasyon
grubundaki suslara gore daha yiiksek oranda icaA gen pozitifligi saptand1 ve iki grup
arasinda icaA pozitiflik orani agisindan fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p
<0,001). Her iki grupta icaA pozitif toplam 65 susun 52’sinde (%80) her hangi bir

diizeyde biyofilm olusumu gozlenirken, 13 (%20)’iinde gozlenmemistir.
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IcaA pozitif suslarda biyofilm pozitiflik orani, negatif suslara gére istatistiksel olarak
anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,001). fcad PCR goriintiileri sekil 13’de

gosterilmistir.

3000 bp
1500 bp

Sekil 13. /caA geninin jel elektroforez goriintiilemesi

M:100-1500 bp DNA leader 1.kuyucukta negatif kontrol S. epidermidis ATCC 12228,
10. Kuyucukta pozitif kontrol S. epidermidis ATCC 35984, 2-9. kuyucuklarda
calismadaki bazi suslarin sonuglart goriilmektedir. Pozitif suslarda 188 bp’de bant
izlenmektedir.

Kontaminasyon grubundaki 45 (%45) susta icaD pozitif, 55 (%55) susta icaD
negatif; etken grubunda 31 (%62) susta icaD pozitif, 19 (%38) susta icaD negatifti.
Etken grubundaki suslarda kontaminasyon grubundaki suslara gore daha yiiksek
oranda icaD gen pozitifligi saptand:1 ve icaD pozitiflik orani agisindan iki grup
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,05). fcaD pozitif 76 susun 65
(%85,5)’inde biyofilm olusumu gézlenirken, 11 (%14,5)’inde gézlenmemistir. fcaD
pozitif suslarda biyofilm pozitiflik orani negatif suslara gore istatistiksel olarak

anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,001). fca D PCR gériintiileri 14°de gdsterilmistir.
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Sekil 14. /caD geninin jel elektroforez goriintiilemesi

M:100-1500 bp DNA leader 1-8. kuyucuklarda g¢alismadaki bazi suslarin, 9.
kuyucukta pozitif kontrol S. epidermidis ATCC 35984’iin, 10. kuyucukta negatif
kontrol S. epidermidis ATCC 12228’in sonuglar1 goriilmektedir. Pozitif suslarda 198
bp’de bant izlenmektedir.

Kontaminasyon grubundaki 29 (%29) susta icaAve icaD birlikte pozitif iken,
etken grubundaki 28 (%56) susta icaA ve icaD birlikte pozitif bulunmustur. Etken
grubundaki suslarda kontaminasyon grubundaki suslara gore daha yiiksek oranda icaA
ve icaD birlikte pozitifligi saptanirken, her iki gen boélgesini birlikte bulundurma orani
acisindan iki grup arasinda fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,001). IcaA4
ve icaD’nin birlikte pozitif oldugu 57 susun 46 (%80,7)’sinda biyofilm olusumu
gdzlenmistir. fcad ve icaD’nin birlikte pozitif oldugu suslarda herhangi bir diizeyde
biyofilm pozitiflik oram, Icad veya IcaD‘nin tek basina pozitif oldugu veya her
ikisinin negatif oldugu suslara gére anlaml diizeyde daha fazlayd: (p<0,001). Her iki
gen pozitif olmasina ragmen etken grubundaki 11 susta fenotipik olarak biyofilm
olusumu goriilmemistir. /caAd ve icaD’nin her ikisinin de negatif oldugu 66 susun 54
(%81,8)’ti  biyofilm olusturmazken, 12’si (%]18,2) zayif diizeyde biyofilm
olusturmustur. Suslarin gruplara gore icaA, icaD pozitiflik, icaA ve icaD’nin birlikte

pozitiflik ve negatiflik oranlari ile biyofilm olusumu tablo 17°de gosterilmistir.
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Tablo 17. Biyofilm olusumu ve ica gen bolgelerinin varliginin karsilastirmasi

Biyofilm olusumu Icaa IcaD Ica A+ica D Ica A+icaD
Pozitif Pozitif Pozitif Negatif
n(%) n(%6) n(%b) n(%6)
Kontaminasyon Negatif 0 0 0 43(84,3)
grubu Zayif 6(18,2) 22 (48,9) | 6(20,7) 8(15,3)
Orta 13(39,4) 9 (20) 9(31) 0
Giigli 14(42,4) 14 (31,1) | 14(48,3) 0
Toplam 33 45 29 51
Etken grubu Negatif 13(40,6) 11(35,5) | 11(39,3) 11(73,3)
Zayif 2(6,3) 5(16,1) 2(7,1) 4(26,7)
Orta 2(6,3) 1(3,2) 1(3,6) 0
Giigli 15(46,9) 14(45,2) | 14(50) 0
Toplam 32 31 28 15

*QGrup i¢inde siitun yiizdesi hesaplanmustir.

I1S256 varligit PCR ile arastirildiginda caligmaya alinan toplam 75 susta
pozitiflik saptandi. Kontaminasyon grubundaki 43 (%43) susta 1S256 pozitif, 57 (%57)
susta negatif; etken grubunda 32 (%64) susta pozitif, 18 (%36) susta negatif bulundu.
Etken grubundaki suslarda kontaminasyon grubundaki suslara gore daha yiiksek
oranda 1S256 gen pozitifligi saptanirken, iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p=0,015). 1S256 PCR goriintiileri sekil 15°de gosterilmistir.

P e S e e e e S S |

S ————— 3000bp
S > 1500bp
. .

—— 1102 bp

— > 500bp

Sekil 15. 1S256 geninin jel elektroforez goriintiilemesi

M:100-3000 bp DNA leader. 1. kuyucukta S. epidermidis ATCC 35984, 2. kuyucukta
S. epidermidis ATCC 12228, 3-8 kuyucuklarda ¢alismadaki bazi KNS suslarinin
sonuglart goriilmektedir. Pozitif suslarda 1102 bp’de pozitif bant izlenmektedir.

53



1S256 pozitif olan 75 susun 46’s1(%61,3) biyofilm olustururken, 1S256 negatif
75 susun 37’sinde (%49,3) biyofilm olusumu gozlenmistir. 1S256 gen bdlgesi i¢in
pozitif ve negatif suglarda biyofilm olusumu orani agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmamustir (p=0,139).

Etken grubundaki 19 (%38) susta, kontaminasyon grubundaki 17(%17) susta
icaA, icaD ve 1S256 genleri birlikte pozitif bulunmustur. Etken grubundaki suslarda
kontaminasyon grubundaki suslara gore daha yiiksek oranda icaA, icaD ve 1S256
genlerinin birlikte pozitifligi saptandi ve iki grup arasinda her ii¢ genin birlikte
pozitiflik oran1 agisindan fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,005). fcaA,
icaD ve 1S256 genlerinin birlikte pozitif oldugu 36 susun 29’unda (%80,6) biyofilm
olusumu gozlenirken; bu genlerin tek basina veya ikili pozitif oldugu veya negatif
oldugu suslarm 54’{inde (%47,4) biyofilm olusumu gozlenmistir. Icad, icaD ve 15256
genlerinin birlikte pozitif oldugu suslarda herhangi bir diizeyde biyofilm pozitiflik
orani bu genlerin tek basina veya ikili pozitif oldugu veya negatif oldugu suslara gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha fazlayd: (p<0,001). Icad ve icaD pozitif,
I1S256 negatif 21 susun 17’sinde (%81) herhangi bir diizeyde biyofilm olusumu
gdzlenmistir. Jcad ve icaD pozitif suslarin 15256 bulundurma oranlar1 tablo 18’de
gosterilmistir.

1S256 pozitif 75 susun 49’u (%65,3) gentamisine direngliyken, negatif 75
susun 16’s1 (%21,3) gentamisin direncliydi. 1S256 pozitif suslarda gentamisin direng
orani, 1S256 negatif suglara gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek

bulundu (p degeri<0,001).

Tablo 18. icaA ve icaD pozitif suslarda IS256 pozitifligi

Biyofilm Olusumu ica A+ icaD IcaA+ IcaD Pozitif
Pozitif 15256 1S256 Pozitif
Negatif n(%o)
n(%6)
Kontaminasyon Negatif (n=0) 0 0
Grubu Zayif (n=6) 5 (41,7) 1(5,9)
(n=100) Orta (n=9) 3(25) 6 (35,3)
Giiglii (n=14) 4 (33,3) 10 (58,8)
Toplam (n=29) 12 17
Etken Grubu Negatif (n=11) 4 (44,4) 7 (36,8)
(n=50) Zayif (n=2) 0 2 (10,5)
Orta (n=1) 0 1(5,3)
Giigli (n=13) 5 (55,6) 9 (47,4)
Toplam (n=28) 9 19

*QGrup icinde siitun yilizdesi hesaplanmaistir.
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Biyofilm iligkili bir diger gen bolgesi olan bhp arastirildiginda toplam 10 KNS
susunda bhp pozitif bulundu. Kontaminasyon grubundaki 6 susta (%6) bhp pozitif, 94
susta (%94) negatif; etken grubundaki 4 susta (%8) bhp pozitif, 46 susta (%92) bhp
negatif bulundu. iki grup arasinda bhp gen pozitifligi acisindan istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi (p=0,643). Gruplar arasinda bhp gen bdlgesi pozitifliginin
dagilimi tablo 19°da, bhp PCR goriintiileri sekil 16’da gosterilmistir.

1500 bp
1278 bp
1000 bp

500 bp

Sekil 16. Bhp geninin jel elektroforez goriintiilemesi M:100-1500 bp DNA leader 1.
kuyucukta S. epidermidis ATCC 355984, 7. kuyucukta S. epidermidis ATCC 12228,
2-6. kuyucuklarda ¢alismadaki bazi suslarin sonuglar1 goriilmektedir. Pozitif suslarda
1278 bp’de pozitif bant izlenmektedir.)

Biyofilm iliskili gen bolgesi aap arastirildiginda toplam 111 KNS susunda
pozitif bulundu. Kontaminasyon grubundaki 74 (%74) susta aap pozitif, 26 (%26)
susta negatif; etken grubundaki 37 (%74) susta aap pozitif, 13 (%26) susta aap
negatifti. Iki grup arasinda aap gen pozitifligi agisindan istatistiksel olarak anlaml fark
bulunmadi (p=1,00). Gruplara gore aap gen bolgesi pozitifliginin dagilimi tablo 19°da,
aap PCR goriintiileri sekil 17° de gdsterilmistir.

55



Tablo 19. Etken ve kontaminasyon grubunda aap ve bhp gen bdlgelerinin
pozitifliginin dagilimi

Bhp Aap

Pozitif Negatif Pozitif Negatif

n(%) n(%) n(%) n(%)
Kontaminasyon Grubu (n=100) | 6(6) 94(94) 74(74) 26(26)
Etken Grubu (n=50) 4(8) 46(92) 37(74) 13(26)
Toplam (n=150) 10(6,6) 140(93,4) 111(74) 39(26)

*Satir ylizdeleri hesaplanmustir.

Sekil 17. aap geninin jel elektroforez goriintiilemesi

(M:100-3000 bp DNA leader, 9. kuyucukta S.epidermidis ATCC 355984, 1-8.
kuyucuklarda ¢alismadaki bazi suslarin sonuglari goriilmektedir. Pozitif suglarda 400
bp’de pozitif bant izlenmektedir.)

Calismamizdaki ica negatif 12 (%8) susta biyofilm olusumu goriilmiistiir. ica
gen bolgesinden bagimsiz olarak biyofilm olusumunun analizinde icaA ve icaD
negatif suslarda aap ve bhp gen bélgesi pozitifligi arastirildi. /caA ve icaD negatif 66
susun 43’linde (%65,2) aap pozitifligi bulunurken, 23’tinde (%34,8) aap negatif
bulunmustur. ica gen bélgeleri negatif oldugu halde aap pozitif olan 43 sustan 34’ii
biyofilm olusturmazken, 9 ‘u zayif diizeyde biyofilm olusturdu. ica gen bélgeleri ve
aap negatif olan 23 sustan 20’si biyofilm olusturmazken, 3’ii zayif diizeyde biyofilm
olusturmustur. /caA ve icaD negatif suslarda aap pozitifligi ve biyofilm olusumu tablo
20’de gosterilmistir. Bhp pozitif 10 susun 2’sinde (%20) hem icaA hem de icaD negatif

bulunmustur. Bu 2 susta biyofilm olusumu gézlenmemistir.
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Tablo 20. ica genleri negatif olan suslarda aap pozitifligi

IcaA ve IcaD negatif

IcaA ve IcaD negatif aap pozitif

ica A ve IcaD negatif

n(%) Aap negatif
n(%)
Kontaminasyon Grubu (n=51) 34 (66,7) 17 (33,3)
Etken Grubu (n=15) 9 (60) 6 (40)
Toplam (n=66) 43 (65) 23 (35)

*Satir yiizdeleri hesaplanmistir.
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TARTISMA

KNS’ler uzun yillardir apatojen, cilt ve mukoza yiizeylerinin flora iiyesi kabul
edilirken son yillarda 6nemli bir nazokomiyal patojen olarak kabul edilmeye
baslanmigtir. Bu degisimde son yillarda artan tibbi gelismeler ve immun
mekanizmalarin zayiflamasi ciddi rol almaktadir. Immun sistemin tam olarak
olgunlagsmamasi veya zayiflamasi, dogal mukoza bariyerlerin zarar gérmesi ve
kolonizasyon i¢in ylizey olusturan implante edilebilir cihazlarin varligi, konakta
KNS’lere bagl enfeksiyon gelismesinde rol oynayan faktorlerdir. KNS’lerin virulans
ve antibiyotik direnci yiiksek suglariin baskin hale gelmesi de bakterinin enfeksiyon
olusumuna zemin hazirlayan faktdrlerdendir. Ozellikle hastanelerde tedavi ve
profilaksi amagli yogun antibiyotik kullanimi direnc¢li KNS’lerin artmasina neden
olmaktadir (1, 2). KNS’leri 6nemli hale getiren bir diger 6zellik farkli stafilokok
tirlerinin insan epitel ylizeylerinde ortak alanlar1 paylagsmalar1 nedeniyle genetik
aligveris i¢in yakin temas halinde olmalaridir. S. aureus'taki bir¢ok antibiyotik direnci
ve virlilans faktorii; patojenite adalari, kromozomal kasetler, transpozonlar veya
plazmitler gibi mobil genetik elementler (MGE'ler) iizerinde bulunur. Bu faktorlerin
genel olarak KNS’lerden kaynak aldigi diistiniilmektedir. Stafilokok kaset kromozom
mec (SCCmec), sasX ve ACME’nin bu faktorler arasinda oldugu belirtilmektedir (4).

Klinik 6rneklerde KNS izole edildiginde bunun ger¢ek bir enfeksiyonu mu
yoksa kolonizasyon/kontaminasyonu mu gosterdiginin tespit edilmesi gerekmektedir.
Bu kararin yanlis verilmesi bir¢ok probleme yol agmaktadir. Hatali olarak enfeksiyon
etkeni kabul edilmesiyle gereksiz antibiyotik tedavisi yapilmakta buna bagl ¢esitli ilag
yan etkileri, allerjik reaksiyonlar ve konak florasinin baskilanmas1 sonucunda firsatg1
yeni enfeksiyonlar olusabilmekte, antibiyotik direncinin gelisimine zemin
hazirlanmaktadir. Bu enfeksiyonlarin kaynagi olarak implante edilmis tibbi cihazlar
diistiniildiigli i¢in bunlarin gereksiz ¢ikarimi da glindeme gelebilmektedir. Hatali
olarak kontaminasyon karar1 verilmesi durumunda hastada dogru taninin gecikmesine,
gereksiz ek laboratuvar testlerinin kullanimina, hastanede kalig siiresinin uzamasina

ve tibbi harcamalarda artisa neden olunmaktadir.
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Bu nedenle dogru kararin verilebilmesi adina izole edilen tiir ve enfeksiyon bdolgesi,
immun durum, implante edilebilir tibbi cihazlarin varlig1 hastanin klinik belirtileriyle
birlikte degerlendirilmeli ve etkenin tekrarlayan kiiltiir izolasyonu ile tam
dogrulanmalidir (1, 6).

KNS’ler KDE ve KiKDE de en sik izole edilen patojenlerdir. Stafilokoklara
bagli kan dolasim enfeksiyonlarinin oranin es zamanli olarak farkli cografi
bolgelerdeki prevelansinin degerlendirildigi caligmalarda KNS’lerin etken olarak
tanimlama sikli81 %23,9- %79,2 arasinda degismektedir. Ozellikle iilkemizin de i¢inde
bulundugu Asya ve Avrupa calisma grubunda pediatrik gruptaki kan dolagim
enfeksiyonlarinda KNS’lerin baskin tiirler haline geldigi bildirilmistir (88).
Hematopoetik kok hiicre nakli olan hastalarda yapilan bir caligmada ise KNS’lere bagl
kan dolagim enfeksiyonun siklig1 %7.,4 olarak bulundugu bildirilmistir (89).

Kan kiiltiirlerinde KNS izole edilmesi durumunda etken kontaminasyon ayrimi
yapmak genellikle zorlayici olabilmektedir. Bu tanimlama sorununun ¢oziilmesi,
laboratuvar kaynaklarimin uygun kullanilmasi ve dogru sonug verilebilmesi i¢in
preanalitik evreden baslayarak cesitli diizenlemelerin yapilmasi énemlidir. Oncelikle
kiiltir alim1 i¢in dogru endikasyonla atesin yiikseldigi periyodlarda yeterli set
sayisinda ve yasa uygun voliimde kan alinmasi 6nemlidir. Kateter enfeksiyonu tanisi
disinda kan aliminda periferik venler tercih edilmelidir. Kan kiiltiirii alimidan 6nce
cilt antisepsisinde uygun ajanlar yeterli siirede kullanilarak kan alinacak bdlge ve
kiiltiir siselerinin list kapaklari ¢ikarilip temizlenmesi uygun etiketlemelerin yapilmasi
ve uygun siirede laboratuvara ulagiminin saglanmasi gerekmektedir (71).

Laboratuvar onayli kan dolasim enfeksiyonu tanisi farkli giinlerde veya farkli
bolgelerden alinmis 6rneklerde (en az iki sette) KNS iiremesi, bu tiremenin farkli bir
bolgedeki enfeksiyon ile iliskilendirilememesi ve beraberinde hastada >38°C ates,
titreme, hipotansiyondan en az birinin eslik etmesiyle konulabilir (90). Klinik olarak
iligkilendirilmis KNS’lere bagli bakteriyemilerin degiskenlere bagli analizinin
yapildig1 bir ¢aligmada pozitif sinyale kadar gecen siirenin <16 saat olmasi, tiir olarak
S. epidermidis tanimlanmasi, santral venoz kateter varligi, nétropeni, iki ve daha fazla
sette ayn1 KNS iiremesinin olmasi ve hastalarin klinik degerlendirilmesinde kullanilan
Charlson komorbidite skorunun >3 ve Pitt bakteriyemi skorunun >1 olmasi %83’liik

pozitif prediktif deger ile en iyi yaklasim olarak bulunmustur (91).
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Calismamizda izole edilen 150 susun %45,3°1 (68) yogun bakim iinitelerinde,
%25,3’1i (38) dahili servislerde, %16,7°1 (25) hematoloji onkoloji servislerinde, %10°u
cerrahi servislerde ve %2,7’si (4) pediatri servisinde yatan hastalardan alinan kan
kiiltiirlerinden izole edilmistir. Suslarin izole edildigi hastalarin 53’iinde (%35,3)
kateter bulunmaktaydi. Kateteri olan hastalardan izole edilmis suslarin 35’1 etken
grubuna aitti. Calismamizda etken grubundaki suslarin izole edildigi hastalarda
kontaminasyon grubundaki suslarin izole edildigi hastalara gore daha ytliksek oranda
kateter bulunmaktaydi (p<0,001). Hastalarin demografik verileri incelendiginde
suslarin izole edildigi hastalarin ¢ogunun yogun bakim yatigi olan hastalar oldugu
saptandi. Etken olarak tanimlanan suslarin izole edildigi hastalar incelendiginde ise,
immun yetmezligi mevcut hematolojik ve solid organ malignitesi olan hematoloji
onkoloji servisinde yatan hastalar, immatiir bagisiklik sistemine sahip yenidogan
yogun bakim {initesinde izlemi yapilan bebekler, hemodiyaliz vb. nedenlerle kateter
kullanimi olan hastalar oldugu saptandi.

Calismamizda izolatlarin %63,3’ti S. epidermidis, %16,7’si S. hominis,
%14,7’si S. hemoliticus, %4’u S. capitis, %0,7’si S. intermedius ve %0,7’si S. warneri
olarak tanimlandi. Etken ve kontaminasyon olarak tanimlanan suslarda en sik
S.epidermidis tanimlanirken, S.epidermidis olarak tanimlanmis sus orani agisindan iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,338). Kontaminasyon
grubunda ikinci en sik tanimlanan izolat S. hominis iken, etken grubunda ise S.
hemolyticus’tu.

Genel populasyonda KNS bakteriyemisi insidansi %33’e kadar g¢ikmakla
birlikte pediatrik hastalarda bu oran %42,9’a kadar ulasmaktadir. Literatiirde KDE
etkenlerinin siiflandirilmasinda 6zellikle erigkin yas grubunda KNS’ler genel olarak
grup halinde siniflandirilarak yiizde verilmekle birlikte izolatlarn tiir tanimlamasi
yapildiginda en sik izole edilen sus S. epidermidis’dir (92). 2013-2019 yillar1 arasinda
¢ok merkezli yapilan bir calismada kan kiiltiirlerinden izole edilen suslarin %48,4’1 S.
epidermidis, %33,6 S. hominis, %9,3’i S. capitis, %4,1°1 S. hemoliticus olarak
tanimlanmistir (93). En sik tanimlanan KNS susu S. epidermidis olmakla birlikte, diger
KNS’lerin de analiz edildigi diger bir ¢alismada tiim izolatlarin %381 S. hominis, %24
S. capitis ve %16’s1 S. caprae olarak smiflandirilmig ve tiim suslarin %29 ‘u

bakteriyemi ile iligskilendirilmistir.
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Ayni ¢alismada S. lugdunensis ve S. haemolyticus olarak tanimlanma etken izolatlarla,
S. caprae, S. capitis ve S. hominis olarak tanimlanma ise kontaminant izolatlarla
iliskilendirilmistir (94). Almanya’da yapilan benzeri bir ¢alismada ise S. haemolyticus,
S. hominis ve S. capitis ¢alismadaki izolatlarin %90’1n1 olusturmaktadir. Calismada
S.epidermidis disindaki tiirler %23 oraninda enfeksiyonla iligkilendirilirken, bu
etkenlerin ise yaklasik yarisindan fazlasi S.haemolyticus olarak tanimlanmistir (95).
Yenidoganlarda KNS’lerin KDE’daki tiir diizeyinde dagiliminin arastirildigr bazi
calismalarda ise benzer sekilde S.epidermidis en baskin tiir bulunurken ikinci en sik
bulunan tiir S. hemolyticus olarak bildirilmistir (67, 88).

S. epidermidis tanimlanmasini etken karari vermede bir parametre olarak
kullanan caligmalar olmasina ragmen c¢aligmamizda her iki gruptada da en fazla
saptanan tir S. epidermidis’di. Calismamiz sonuglarina goére izole edilen susun S.
epidermidis olarak tanimlanmasiin etken karari vermek i¢in tek basina yeterli bir
kriter olmadigi goriilmektedir. Bunun aksine S. hominis, S. caprae ve ¢ocuk hastalar
disinda alinan 6rneklerden izole edilen susun S. capitis tanimlanmasi diger bilgiler ile
birlestirilerek kontaminasyon karar1 vermede yararli olabilir. Bununla birlikte
ozellikle farkl: setlerde tireme olmasi durumunda ayni tiiriin tiredigini gostermek i¢in
tiir diizeyinde tanimlama mutlaka yapilmalidir. Tek sette iireme olmast durumunda ise
ilgili izolat yenileyen iiremelerde tanimlama yapilmak i¢in saklanmalidir (71).

Calismamizda izolatlarin ortalama pozitif sinyal siiresi kontaminasyon
grubunda 35,81 saat, etken grubunda ise 21,78 saatti. izole edilen suslarin pozitif
sinyal verme siireleri degerlendirildiginde, izolatlarin biiylik cogunlugunun (%72) 12-
36 saat araliginda pozitif sinyal verdigi bulunmustur. Etken grubundaki suslarin biiytik
kismi (%52°si) 12-24 saatte pozitif sinyal verirken, kontaminasyon grubundaki
suslarin biiyiik kismi ise (%36’s1) 24-36 saat araliginda pozitif sinyal verdi.

KNS’lere bagli gelisen bakteriyemilerin tespitinde pozitif sinyal siiresine kadar
gecen siire ve 2 setteki pozitif sise sayminin analiz edildigi bir ¢calismada bes farkl
model olusturularak analizler yapilmis ve tek sise pozitifligi ve tek sette pozitifiki sise
varligi kontaminasyon; her iki sette pozitiflik olmasi durumunda etken olarak
siniflandirilmustir. ki farkli setten iki ve ii¢ sise pozitifligi durumunda pozitif sinyal
siiresi 48 saat lizerinde iken %77,8 uyumla kontaminasyon ile 48 saat altinda ise %64,3

uyumla bakteriyemi ile iligkili olarak degerlendirilmistir (96).
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Asai ve ark. yaptig1 ¢alismada, >24 saat, >36 saat ve >48 saat ve lizeri kesme
deger alinarak hesaplanan pozitif sinyal siirelerinin pozitif prediktif degerleri sirastyla
%87, %87 ve %31 negatif prediktif degerleri %46, %47 ve %93 olarak bulunmustur
(94).

Hitzenbichler ve ark. yaptigi c¢alismada ise enfeksiyon etkeni olan
S.epidermidis dis1 KNS’lerin ortalama pozitif sinyal siiresi 14 saat, kontaminant
olanlarin ise 20 saat bulunmustur. 16 ve 36 saatlik esik degerleri belirlendiginde
kontaminasyon olarak degerlendirilmesi i¢in duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri sirasiyla
%66/%67 ve %15/%95 oraninda bulunmustur. 16 saat sonra pozitif sinyal alinan
izolatin etken olarak kabul edilmesi i¢in pozitif prediktif degeri %25, negatif prediktif
deger %75, 36 saat sonra pozitif sinyal alinan izolat i¢in ise pozitif prediktif degeri
%25 ve negatif prediktif deger %91 bulunmustur (95).

S.epidermidis dist KNS’lerin neden oldugu kan dolagim enfeksiyonlarinin
analizinin yapildig: her iki ¢alismada pozitif sinyal siiresi etken ve olasi etken kabul
edilen suglarda kontaminasyon grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha
kisa olarak bildirilmistir (94, 95).

Calismamizin sonuclar1 ve literatlir verileri birlikte degerlendirildiginde,
KNS’lerin ¢ogunda 12-36 saat araliginda pozitif sinyal alinirken 36 saat ve lstlindeki
siirelerin kontaminasyon olarak tanimlamada bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi
diistinilmiistir (94, 95).

Antibiyotik direnci kiiresel bir halk sagligi sorunudur. Ozellikle KDE gibi
mortalitesi yiiksek enfeksiyonlarda etkenlerin antibiyotik duyarlilik paternlerinin takip
edilmesi profilaktik antibiyotik se¢iminde olduk¢a Onemlidir. Stafilokok
enfeksiyonlarinda tedavi segenekleri icin ilk olarak metisilin direncinin belirlenmesi
gereklidir. Kan kiiltiirlerinden izole edilen KNS’lerde tiirler arasinda ylizdeleri
degismekle birlikte yiiksek oranda metisilin direnci tespit edilmistir. Bu yiiksek direng
oranlart KNS enfeksiyonlarindaki tedavi segeneklerini smirlandirmakta ve
glikopepetid, oksazalinodon vb. sinif antibiyotiklerin kullanim sikligin1 arttirmaktadir

(92).
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Calismamizda izole edilen suslarin 116’s1 (%77,3) oksasilin MIK tespitiyle,
122’51 (81,3) sefoksitin disk disk diflizyon yontemiyle metisiline direngli bulunmustur.
mecA geni ise 125 (%83,3) KNS susunda pozitif bulundu. Calismamizdaki etken ve
kontaminasyon gruplarinin her ikisinde de yiiksek diizeyde metisilin direnci tespit
edilmistir ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir
(p=0,073). Calismamizdaki S. epidermidis suslarinda oksasilin ile %76,8, sefoksitin
ile %83 oraninda metisilin direnci tespit edilirken; S. epidermidis dist KNS’lerde ise
her iki yontemle de %78 oraninda metisilin direnci tespit edildi. S. epidermidis suslari
ve S. epidermidis disindaki KNS suslari karsilastirildiginda metisilin direnci yoniinden
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir (p=0,850). Onceki calismalarda benzer
olarak S. epidermidis ve dis1 olarak siniflama yapildiginda; S. epidermidis’lerde %60-
%78’e varan oranlarda metisilin direci tespit edildigi bildirilirken, diger KNS’lerde
daha diisiik oranda direng tespit edildigi bildirilmistir. S.epidermidis disindaki
KNS’lerden; S. hemoliticus’da %72-%90, S. hominis’de %38,6-%84,6 ve diger
tiirlerde %13,4 ile %38,6 arasinda degisen oranda metisilin direnci tespit edilmistir. S.
haemolyticus olarak tanimlanan KNS’lerde diger tiirlere oranla daha yiiksek oranda ve
yillar i¢inde artan metisilin direnci géze ¢arpmakta oldugu vurgulanmigtir (92-95).

EUCAST metisilin direnci saptanmasinda; tarama i¢in oksasilin kullanilacak
ise MIK degeri tespit edilmesini, sefoksitin kullanilacak ise S. saprophyticus ve S.
lugdunensis disinda kalan KNS’lerde MIK ydnteminin zayif bir gdsterge olmasi
nedeniyle disk diflizyon yontemi kullanilmasini 6nermektedir (72). Teknik belirsizlik
alaninda kalan suslar i¢in ise mecA ile genotipik olarak dogrulanmasi 6nerilmektedir.
Calismamizda sefoksitin ve oksasilin ile tarama sonuglar1 uyumsuzluk gdsteren 6 sus
oksasiline duyarli sefoksitine direngliydi. Uyumsuzluk gosteren 6 S. epidermidis
susunda teknik belirsizlik alaninda kalan yoktu. Oksasilin direngli olmasina ragmen
sefoksitin duyarli olan S. epidermidis’lerin etken grubundaki 1 sus haricinde hepsinde
mecA pozitif bulundu. Benzer sekilde tarama amaclh her iki yontemin kullanildigi
diger c¢aligmalarda sefoksitin ile tarama yapildiginda daha yiiksek oranlarda direng
tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada oksasilin tarama ile S. epidermidis igin %61,9
olarak bulunan diren¢ orani, sefoksitin ile tarama yapildiginda %73,4’e, S.
haemolyticus i¢in %72,1°den %79,8’¢, S. hominis i¢in %38,6’dan %54,3 e yiikseldigi
bildirilmistir (93).
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Bununla birlikte sefoksitin ile tarama i¢in kullanilan disk difiizyon yontemi teknik
hatalardan kaynakli yanlis sonuclara agik bir yontem oldugu i¢in uyumsuz sonuglarin
yenilenen ¢alismalarla tekrar1 gerekmektedir.

Calismamizda kan kiltlirlerinden izole ettigimiz suslarda farkli antibiyotik
gruplarinda degisen oranlarda direng¢ saptandi. KNS suslarinda klindamisine %50,
eritromisine %74, siprofloksasine %66,7, levofloksasine %65,3, moksifloksasine
%66,4, amikasine %12, gentamisine %43,3, linezolide %4, rifampisine %35,3,
teikoplanine %14,2 fosfomisine %25,3, fusidik asite %77,3, tetrasikline %25,3,
trimetoprim siilfametaksazole %41,2 oraninda direng goriildii. Vankomisin direngli
sus saptanmamustir. Izolatlar S. epidermidis ve disindaki KNS’ler olarak
smiflandirildiginda, S. epidermidis tiirii fosfomisin (p=0,006) ve gentamisin (p
<0,001) i¢in diger KNS’lere gore daha duyarli bulunurken, diger grup antibiyotikler
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir. Suslarin gruplara gore
antibiyotik duyarliliklar1 incelendiginde ise etken grubundaki suslar kontaminasyon
grubuna gore siprofloksasin (p=0,037), levofloksasin (p=0,051) ve moksifloksasini
(p=0,028) iceren kinolon grubuna, eritromisine (p=0,048), rifampisine (p=0,021) ve
tetrasikline (p=0,008) daha direng¢li bulunmustur.

Metisilin  direnci  varliginda tercih edilecek 1ilk antibiyotik grubu
glikopeptidlerdir. Calismamizda izole edilen suglar arasinda vankomisin direnci tespit
edilmedi. Buna ragmen toplam 21 susta (11°i S. epidermidis ve 8’i S. hemolyticus)
(%14) teikoplanin direnci tespit edildi. Hiicre duvari kalinlasmasi, plazmit aracili
yatay gen transferi ve mic creep mekanizmalariyla glikopeptid sinifi antibiyotiklere
direng gelisebilmektedir (1). KNS’lerde vankomisine direng gdsteren izolatlar ilk
olarak go¢men kuslarin agi1z florasindan izole edildigi bildirilmistir. Direngli suslardan
birinin vanA geni tasiyan S. saprophyticus susu olmasi bu tiiriin insanlarda enfeksiyon
yapabilmesi ve kuslarin gb¢ etmesi yoluyla ¢esitli cografik bolgelere yayilimi
nedeniyle endise uyandirmistir (97).

Yogun kullanimina ragmen KNS’lerde glikopeptitler i¢in MIK degerleri hala
diisiik seviyelerde oldugu bildirilmistir. Ancak teikoplanin direnci vankomisine gére

artmig oranda bulundugu belirtilmektedir (1).
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Teikoplanin direncinin ilk olarak 1980-1985 wyillar1 arasinda izole edilen S.
hemolyticus suslarinda bulundugu, klinik iliskili direngli ilk susun ise ayaktan periton
diyalizi alan peritonitli bir hastadan izole edilmis S. epidermidis susu oldugu
bildirilmistir. 2002-2010 yillar1 arasinda yapilan antibiyotik siirveans programinda
%12,2’ye varan oranlarda teikoplanin direnci tespit edildigi bildirilmistir (1). 2013-
2019 yillar1 arasinda Kuzey Hollanda’da yapilan bir diger ¢caligmada yillar i¢inde izole
edilen 6 S. epidermidis ve 1 S. hominis susunda vankomisin direnci bulunurken, izole
edilen S. epidermidis ve S. hemolyticus suslarinda ise yillar i¢inde artis gosteren
(sirayla %55, %44) teikoplanin direnci tespit edilmistir. Calismada S. capitis, S.
hominis ve S. warneri suslarinda ise diislik seviyelerde direng gézlenmistir (93).

Calismamizda izole edilen suslarda standart yontem sivi mikrodiliisyon ile
dogrulanmasi gerekmekle birlikte teikoplanine %14 oraninda direng tespit edilirken,
vankomisine direng goriilmemistir. Bu nedenle metisilin direngli suslarda vankomisin
kullanim1 teikoplanine gore daha giivenli goriinmektedir. Hastane florasinda
glikopeptid direncli suslarin ortaya ¢ikmasini ve yayilimini engellemek i¢in, cogunun
metisiline direng tasimasi ve buna bagl olarak glikopeptit kullanim oranin1 arttirmasi
nedeniyle KNS’nin etken tanmisinin titizlikle yapilarak gereksiz glikopeptid
antibiyotiklerin kullaniminin 6niine ge¢ilmesi ve el hijyeni ve temas izolasyonu basta
olmak {izere enfeksiyon kontrol 6nemlerine tam olarak uyulmasi antimikrobiyal direng
kontrolii agisindan 6nemlidir.

Metisilin ~ direngli  izolatlarda kullanilabilecek bir diger antibiyotik
oksazolidinon grubunda yer alan linezolid’dir. Bu grup antibiyotiklere direng temel
olarak cfr kazanimiyla 23S rRNA’da meydana gelen nokta mutasyonlar ile
olugmaktadir. Yogun kullanimina ragmen ¢ogu KNS tiirii linezolid i¢in diisiik MIK
degerlerine sahiptir. 2004-2010 yillarinda yapilan bir slirveyans programinda yillar
iginde %0,2’den %1,8’¢ yiikselen linezolid direnci tespit edilmistir (98). 2011 yilinda
yapilan farkli bir slirveyans programinda ise 266 metisilin duyarli, 702 metisilin
direngli susun MIK90 degerlerinin genel olarak 1mg/L altinda olmakla birlikte cfr geni
tasiyan S. hemolyticus susunda artmis MIK degerleri tespit edilmistir (1, 31). Linezolid
direncine yol acan bir diger mekanizma olan linezolid bagimlilig1 fenomeni, 2008-
2010 yillar1 arasinda kan dolasim enfeksiyonlarindan elde edilen linezolid direngli S.

epidermidis izolatiyla yapilan bir ¢alismada gosterilmistir (33).
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Calismamizda izole edilen 6 (%4) S. epidermidis susu linezolid direngli bulunmustur.
Calismamiz sonuglari linezolid tedavisinin KNS’lere bagli enfeksiyonlarda halen
giivenle kullanilabilecegini gostermektedir.

Cesitli antibiyotik gruplarindaki artan antibiyotik direngleri géz Oniine
alindiginda, cesitli 6nlemler alinarak direng gelisimi engellenmeye calisilmali ve
yayilmasi 6nlenmelidir. Diren¢ gelisiminin engellenmesi i¢in oncelikle kan dolagim
enfeksiyonlarina kaynak olusumunun engellenmesi, gereksiz kateterizasyon
islemlerinden kagmilmasi gereklidir. Antibiyotik kullanilmasindan o6nce uygun
kriterler kullanilarak ve mikrobiyolojik bulgular ile desteklenerek KNS enfeksiyonu
tanisinin  konulmasi, kolonizasyon ve kontaminasyonlarin gereksiz olarak tedavi
edilmesinin 6niine gecilmesi agisindan 6nemlidir. Bunlarla birlikte uygun spektrumda
ve yeterli siirede kullanimi denetlenerek antibiyotik yonetimi de yapilmalidir. Olusan
enfeksiyonlarda kaynagin bulunmasi, temas izolasyonu ve el hijyeni ile bulas
zincirinin kirtlmasi da onemlidir (72). Bazi antibiyotik direnglerinin ilk olarak
hayvanlardan izole edilen suslardan olmasi antibiyotik direnciyle miicadele ve
yayiliminin 6nlenmesinde multidisipliner yaklagim tarzinin benimsenmesi gerektigini
gostermektedir. Antibiyotiklerin insan ve hayvan sagliginda siklikla kullanilmasi ve
dogadaki bazi mantarlar tarafindan da iiretilebilmesi nedeniyle bakteriler siirekli
olarak antibiyotiklere maruz kalarak diren¢ olusturabilmektedir. Bu nedenle farkli
sektorleri igine alan egitimler ve antibiyotik siirveans programlari gelistirilmeli
ozellikle tarim ve ciftlik hayvancilifinda kullanilan antibiyotik miktarlar1 dikkatle
takip edilerek besinler yoluyla gecis engellenmelidir (99).

Kommensal ve patojenik KNS’leri ayirt etmek i¢in antibiyotik direng
genlerinin kazanimi (SCC mec), biyofilm olusturma kapasitesi (ica lokusunun varligr),
arjinin metabolizmas1 (ACME) ve 15256 gibi insersion sekanslarinin kazanimi gibi
farkliliklar1 da incelenebilir. Saglik personeli ve uzun siireli yatisi olan hastalar hastane
florasindaki izolatlar ile kolonize olabilmekte ve uygun teknikle kan kiiltiirii alinmasi
dogrulanamadig1 ic¢in bu genlerin ayirim giicli ¢ok iyi tanimlanamamakla birlikte
yapilan ¢alismalar bu virulans iliskili gen bolgelerinin degerlendirilmesinin faydali

olabilecegini gostermektedir (2).
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Nazokomiyal kaynakli izolatlarda ica lokusu, mecA, 1S256 ve sesD (bhp)
genleri daha yogun bulunmakta ve antibiyotik direnci daha yiiksektir. Kommensal
izolatlarda ise bu genlerin yerine ACME ve aap genleri daha fazla saptanirken
antibiyotiklere daha duyarli olduklari belirtilmektedir (2).

Du ve ark. gesitli klinik o6rneklerden izole edilen S. epidermidis’ler ile
hastanede ¢aligsan personel ve toplumdaki saglikli bireylerin burun kiiltiirlerinden izole
ettikleri suslarin biyofilm olusumu, icaA, 15256, ACME ve SCCmec tiplemesi
acisindan karsilastirdiklar1 c¢aligmalarinda iki grup arasinda anlamli farklar
bulduklarini bildirmislerdir. Saglikli kisilerin nazal 6rneklerinden elde edilen suslarin
biyofilm olusumu, 1S256 ve icaA genlerini tasima orani klinik izolatlardan diisiik iken;
ACME pozitifligi ise anlamli derecede yliksek oranda bulunmustur (100).

Ocal ve ark. KDE ve KiKDE izolatlar1 ile burun kiiltiirlerinden izole ettikleri
Stafilokok tiirlerinin biyofilm olusumu, icaA, 1S256 ve icaD pozitifligi yoniinden
karsilastirdiklar1 ¢alismalarida KDE ve KIKDE ‘den elde edilen izolatlarda biyofilm
olusumu ve arastirilan ii¢ genin birlikte pozitifligini burun izolatlarina gére anlaml
diizeyde daha yiiksek bulmuslardir (101).

Biyofilm olusumu KNS’lere bagli enfeksiyonlarin gelisiminde en &nemli
virulans faktorlerinden biridir. Biyofilm olusumu bakteriyi sicaklik degisimleri,
oksidatif stres, diisiik su miktari, DNA hasari, aclik gibi ¢cevresel faktorlerden ve konak
immun yanitindan koruyan bir mekanizmadir. Biyofilm yapisi i¢ine antibiyotigin
penetrasyonu daha zor olmakta, icerde kimyasal yapinin degisimiyle antibiyotik
etkinligi azalmakta, biyofilm i¢indeki hiicrelerin metabolizma ve biiylime hizinin
yavaglamasina bagli bakterisidal antibiyotiklerin etkinligi azalmaktadir. Bu
sebeplerden dolay1 biyofilm icindeki bakteriler serbest formdaki benzerlerine gore
daha yiiksek diizeyde antibiyotik direnci gosterir (102, 103).

Stafilokokal biyofilmin en 6nemli yapi tasi ica operonu tarafindan sentezlenen
polisakkarit intraseliiler adezin ve poli-N-asetilglukozamindir. icaA, icaD ile birlikte
ekspresyonu durumunda aktivitesi gliglenen N asetilglukozaminil transferazi kodlar.
Ancak ekzopolisakkaritlerin yaninda protein yapisindaki Bap, Aap, SasG, SasC,
Embp, FnbpA, FnbpB ve eDNA biyofilm yapisindaki diger 6nemli bilesenlerdendir.
KNS’lerde polisakkarid sentezinden bagimsiz olarak da biyofilm olusumu

gerceklesebilmektedir (103).
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Yapilan ¢alismalarda KIKDE ve diger protez iliskili enfeksiyonlardan izole
edilen KNS’lerin daha yiiksek oranda biyofilm olustururken, kontaminasyon olarak
siniflandirilan suslarin daha diisiik diizeyde biyofilm olusturduklari gosterilmistir.
Preterm yenidoganlar haftalik olarak mukokutanéz kiiltiirler ile takip edildiginde,
biyofilm olusturan KNS’ler ile kolonize olan bebeklerin invaziv enfeksiyon gelisme
riski biyofilm olusturmayanlara oranla daha yiiksek bulunmustur (104).

Biyofilm olusumu kristal viyole gibi cesitli boyalarla, metabolik (resazurin)
yontemlerle, molekiiler yontemler ile biyofilm olusturan genlerin saptanmasiyla ve
kiitle spektrofotometrisi, konfokal mikroskop gibi fiziksel yontemler ile gosterilebilir
(105). Caligmamizda kristal viyole ile boyanarak biyofilm olusumu arastirildiginda
izolatlarin 67’sinde (%44,7) biyofilm olusumu goézlenmez iken, 83 (%55,3) liniin
herhangi bir diizeyde biyofilm olusturdugu saptandi. Biyofilm olusturan toplam 83
susun %26’sinda zayif, %10’unda orta, %19,3’linde giiclii biyofilm olusumu gozlendi.
Calismamizda gruplar arasinda biyofilm olusumu orani agisindan anlamli fark
bulunmazken, etken grubundaki suslar yiiksek oranda giiclii diizeyde biyofilm
olusturmustur.

Calismamizda biyofilm iligkili gen bdlgeleri olan icaA ve icaD varlig
incelendiginde etken grubunda %64 oraninda icaA, %62 oraninda icaD;
kontaminasyon grubunda ise %33 oraninda icaA ve %45 oraninda icaD pozitif
bulunmustur. Her iki gen bolgesinin varligi etken grubunda kontaminasyon grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek oranda bulundu (sirasiyla
p<0,001 ve p=0,050). icaA ve icaD gen bolgelerinin birlikte pozitifligi etken grubunda
%56 oraninda pozitif bulunurken, kontaminasyon grubunda %29 oraninda pozitif
bulundu. Bu iki gen bdlgesinin birlikte pozitifligi etken grubunda kontaminasyon
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek bulundu (p<0,001).
icaA pozitif suslarin %80°ninde, icaD pozitif suslarin %85,5’inde, icaA ve icaD’nin
birlikte pozitif oldugu suslarin %80,7’inde biyofilm olusumu gozlendi. icaA ve icaD
pozitif bulunmasina ragmen 11 susta biyofilm olusumu fenotipik olarak
gosterilememistir. Biyofilm olusumunun invivo ve invitro sartlardaki olas1
farkliliklari; kiiltiir ortaminin sicaklik, pH, osmolarite gibi ¢evresel faktorlere ve konak

bagisik yanit1 tarafindan salinan maddelere bagh olarak olusmaktadir.
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Bu nedenle biyofilm iliskili genlerin tespit edilmesine ragmen biyofilm olusumu
fenotipik olarak bazen gosterilememektedir. Farkli yontemlerin kombinasyon halinde
kullanimui ile bu sorun ¢oziilebilir (101, 106).

Calismamizda biyofilm iliskili olarak arastirilan gen boélgelerinden aap geni,
etken ve kontaminasyon grubunda %74 oraninda pozitif bulunurken; bhp geni ise
kontaminasyon grubunda %6 etken grubunda ise %8 oraninda pozitif bulunmustur.
Her iki grup arasinda bu gen bolgelerinin pozitif bulunma oranlar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi.

Kan kiiltiirlerinden izole edilen 38 kontaminant, 19 etken S. epidermidis
suslartyla yapilan bir ¢aligmada mikrotitrasyon yontemiyle 37’ sinde (%64,9) biyofilm
olusumu tespit edilmistir. Ayni1 ¢alismada sirasiyla icaA, icaD ve aap genleri
kontaminasyon grubunda %23,7, %31,6, %36,8 oraninda; etken grubunda ise %42,1,
%47,4, %36,8 oraninda pozitif bulunmustur. ki grup arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark tespit edilmedigi bildirilmistir (107).

Yenidoganlardan izole edilen S. epidermidis suslarinda yapilan bir ¢alismada,
hasta bebeklerin derisinden izole edilen ve invaziv kan kiiltiirii etkeni olan suslarda
saglikli bebeklere gore anlamli diizeyde daha yiiksek kalitatif olarak biyofilm olusumu
gosterilmisken, ica pozitifligi agisindan anlamli fark bulunmamustir (104). Ocal ve
ark.’nin yaptig1 ¢alismada ise 67 KNS izolatinin 27°(%40,3) sinde biyofilm olusumu
fenotipik olarak gosterilirken %15’inde sadece icaA, %8,9’unda sadece icaD pozitif
bulunmustur (101).

Pinheiro ve ark.’nin kan kiiltiirlerinden izole ettiklert KNS suslarinda biyofilm
olusumunu fenotipik ve genotipik olarak arastirdiklar1 ¢alismada S. epidermidis’lerin
%35,3’inde, S. hemolyticus’larin %21,5’inde biyofilm olusumu fenotipik olarak
gostermiglerdir. Tiim suglarin icaA ve icaD pozitiflikleri sirasiyla %62,1 ve %67,5°di.
icaA ve icaD’nin birlikte pozitifligi S.epidermidis’lerde %50,6 S. hemolyticus’larda
%42,9 olarak bulunmustur. Fenotipik olarak biyofilm olusturmasina ragmen 3 S.
epidermidis ve 1 S. hemoliticus’da icaA ve icaD tespit edilmemistir. Giiglii biyofilm
olusturan 11 izolata icaAD’nin eslik etmesi bu genlerin biyofilm olusumundaki

etkisini ortaya koymaktadir (106).
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Aap ve bhp polisakkarit sentezinden bagimsiz olarak da Stafilokok biyofilm
olusumuna katki saglayan protein yapidaki iki faktordiir. Calismamizda icaA ve icaD
negatif 66 susun 43’iinde (%65,2) aap pozitifligi bulunurken, 23’iinde (%34,8) aap
negatif bulunmustur. /ca negatif oldugu halde aap pozitifligi olan suslardan 34’
biyofilm olusturmazken, 9 ‘u zayif diizeyde biyofilm olusturmustur. Biyofilm pozitif/
ica negatif suslar S. epidermidis’ler iginde kiiciik bir kismi olusturur. Farkli
calismalarda %?2 olarak tespit edilen bu oran Ninin ve ark. tarafindan kemik iligi
transplantasyonu olan hastalarin kan 6rneklerinden izole edilen S.epidermidis’lerde bu
oranin %10’a kadar yiikseldigi bildirilmistir (84). Bizim calismamizda bu oran %8
olarak bulunmus ve ica negatif bu suslar zayif diizeyde biyofilm olusturmustur.

Qin ve ark.’nin 101 S. epidermidis susu ile yaptiklar1 ¢alismada izolatlarin
%23,8’inde biyofilm olusumu fenotipik olarak gosterilirken; biyofilm olusturdugu
halde ica negatif olan 2 susta aap ve bhp geni de tanimlanamadigi belirtilmistir. Bu
suslar klinik olarak enfeksiyonla iliskilendirilmis, kateter ve kemik iligi kiiltiirlerinden
izole edilmistir. Biyofilm olusumu konak bagisik yanit1 ve antibiyotiklerin dldiiriicii
etkisine kars1 diren¢ sagladigi igin, antibiyotik baskisi altinda bazi suslarin ica’dan
bagimsiz biyofilm olusturma yetenegi kazanabilicegi seklinde yorumlanmustir (84).

Rohde ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada total kalga protezi enfeksiyonlarindan elde
ettikleri 37 S. epidermidis susundan 27’si biyofilm olustururken %63 iinde ica lokusu
tespit edilmistir. Biyofilm olusturan ancak ica negatif olan 10 sustan 9’unda ve genel
olarak ise suglarin %91’inde aap pozitifligi bulunmustur. Aym1 ¢alismada Aap
proteinin B alanma karsi olusturulmus antiserum kullanildiginda ise biyofilm
olusumunun inhibe oldugu gosterilmistir (108).

Los ve ark.’nin nazofarinks ve akciger malinitesi olan hastalarin solunum yolu
enfeksiyonlarindan izole etttikleri 146 S. epidermidis izolatinda biyofilm olusumunu
fenotipik ve genotipik olarak arastirdiklari calismada 52’°si (%35,6) biyofilm, 40’1
(%27,4) icaA pozitif bulunmustur. icaA pozitif suslarin %85’inde, icaA negatif
suslarin ise %71,7’sinde aap pozitif bulunmustur. icaA, icaD ve aap’nin birlikte
pozitifligi biyofilm olusturan 52 susun 31’inde bulunmustur. ica operonun ve aap
geninin es zamanli varhigi giiglii biyofilm olusumunda 6nemli rol oynarken; ica negatif

aap pozitif suslar aap negatif olanlara oranla daha fazla biyofilm olusturmustur (109).
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Bu veriler ve ¢alismamizdaki ica negatif, aap geni pozitif 9 sus goz oniine alindiginda;
aap geninin ica’dan bagimsiz olarak biyofilm olusumuna etkisi olabilecegini
diistindiirmektedir (1, 109).

Bhp, mastit 6rneklerinden izole edilen S. aureus’larda kolonizasyon ve
biyofilm olusturma yetenegini arttiran biyofilm iligkili protein (bap) homologu yiizey
iliskili bir adezin proteini esdegeridir. Insan kaynakli S. epidermidis izolatlarinda da
bhp geni tespit edilmistir (1). Calismamizda kontaminasyon grubunda 6 ve etken
grubunda 4 susta olmak {izere toplam 10 susta pozitiflik goriilmistiir. Bu suslardan ica
genlerini icermeyen 2’sinde biyofilm olusumu gozlenmedi. Pinheiro ve ark.’nin kan
kiiltiirlerinden elde ettikleri suslarda yaptiklari ¢alismada 13 (%15,3) S.epidermidis
susunda bhp geni pozitif bulunmustur. 13 pozitif izolattan 3’iinde biyofilm olusumu
tespit edildigi bildirilmistir (106). Biyofilm olusumunda bhp geninin etkisinin ortaya
konmasi i¢in daha fazla sayidaki 6rnekler ile yeni arastirmalarin yapilmasina ihtiyag
oldugu goriilmektedir.

IS256 aminoglikozid direng transpozonu Tn4001’de tanimli gentamisin,
tobramisin ve kanamisin gibi antibiyotiklere diren¢ gelisimini saglayan aminoglikozid
asetiltransferaz ve fosfotransferaz aktivitesini kodlayan mutasyon yapici mobil genetik
elementler ailesinde siniflandirilmis bir ekleme dizisidir. Epidemiyolojik ¢alismalarla
gentamisin direncli stafilokoklarda yaygin olarak tespit edilmistir. Ayrica 1S256‘nin
cesitli bolgelere eklenmesi icAADBC ekspresyonunu etkileyen faktorlerden biridir.
Klinik izolatlardan izole edilen KNS’lerde 1S256’nin ica operonu ile yiiksek oranda
birlikteligi bulunmaktadir (110, 111).

Calismamizda etken grubunda %64, kontaminasyon grubunda ise %43
oraninda 1S256 pozitifligi saptanmistir. Bu pozitiflik etken grubu lehine istatistiksel
olarak anlamliyd: (p=0,015). icaA, icaD ve 1S256 genlerinin birlikte pozitifligi etken
grubunda %38, kontaminasyon grubunda ise %17 oraninda tespit edilirken ve iki grup
arasindaki fark anlamli bulunmustur (p=0,005). Zca genleriyle birlikte 1S256 pozitifligi
olan 36 susun %80,6’sinda herhangi bir diizeyde biyofilm olusurken, 1S256 negatif 21
susun %381’inde herhangi bir diizeyde biyofilm olusmustur. 1S256 varliginin biyofilm

olusumu {izerine arttirici veya azaltict yonde etkisi olmadigi diisiintilmiistiir.
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Kozitskaya ve ark. yapdigi calismada kan Orneklerinin %87’sinde idrar
orneklerinin %47’sinde 1S256 pozitifligi bulunurken, kommensal izolatlarin ise
%4’tinde pozitif bulunmustur. Ayrica ica pozitif 50 kan kiiltiirii izolatinin 44’tinde
(%88), 20 idrar kiiltiiriniin 17’sinde (%85) ve 20 kommensal izolatin ise sadece
3’tinde (%15) 15256 pozitifligi bulundugu bildirilmistir. 1S256’nin ica pozitifligi ile
birlikteliginin ve klinik izolatlarda bulunma orani istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Biyofilm olusumu, ica ve 1S256 varligiyla birlikte, ¢oklu antibiyotik
direncinin varligmin klinik ve kommensal izolatlarin ayriminda kullanilabilecek bir
gosterge olabilecegi sonucuna varmislardir (111). Ocal ve ark. ise calismalarinda
%31,3 oraninda 1S256 pozitifligi bulmuslardir (101).

Calismamizda 1S256 pozitif toplam 75 susun 49’u gentamisin direncli iken
26’s1 duyarhydi. 1S256 pozitif suslarda daha yiiksek oranda gentamisin direnci
bulundu ve fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,001). Ancak Montanora ve
ark.’nin yaptig1 calismada 1S256 pozitif izolatlarda gentamisin direnci goriilmemistir.
Bu sonu¢ ekleme dizisinin stafilokok genomunda Tn4001’i ¢evrelemenin yaninda
bagimsiz kopyalar halinde de bulunabilmesi ile agiklanmistir (110).

ACME  Arc(arcR/A/D/BIC), opp3(A/B/C/ID/IE) ve kdp(E/D/A/BIC)
operonlarindan olusan Ozellikle toplum kaynakli USA300 klonununa deri
kolonizasyonu ve immun yanitlardan korunma gibi avantajlar sagladigi bilinen 30-
55kp biiyiikligiinde yeni tanimlanmis bir genetik adadir. ACME ArcA tarafindan
kodlanan arjinin deaminaz sistemi L arjinini karbomoil ornitin, amonyak ve ATP’ye
doniistiiriir. Uretilen amonyak sayesinde cilt pH’s1 dengelenir, ATP iiretiminin
kolaylagsmasiyla bakterinin hayatta kalmasi ve biliylimesi desteklenmis olur. Ayrica
kutanéz immun yanitta 6dnemli bir aminoasit olan arjininin, iNOS aracilig1 ile NO
iretimi yerine arjinin deaminaz tarafindan kullanimi dogal immun yanit1 azaltir. Opp3
genlerinin sagladigi rol ¢ok belirgin olmamakla birlikte birgok metabolitin taginmasini
saglayan permeazi kodlar. Kdp operonu yiiksek osmolarite kosullarinda up regiile
olarak metabolik siireglerde gerekli pH homeostazini saglamak i¢in hiicre i¢indeki K*

konsantrasyonunu arttrir (24).
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ACME bu ii¢ operonun tek basina veya birlikte varligina gore 5 tipe ayrilmistir.
ACME tip I ilk defa toplum kaynakli metisiline direngli S. aureus’da, tip II ise S.
epidermidis ATCC 12228’de bulunmustur. O’Conner ve ark. tim genom sekans
analizleriyle kdp genini tanimlamalariyla ACME tip IV ve tipV’de tanimlanmustir. S.
epidermidis‘de tanimli 5 tip ACME varlig1 gosterilmistir (24).

S. aureus’un metisilin direncinden sorimlu mecA ve ACME gibi gen
bolgelerini mobil genetik elementler yoluyla KNS’lerden elde ettigi diisiintilmektedir.
ACME kromozomal orfX lokusunda ayni1 attB baglanma bolgesinde yer alan homolog
ters ¢cevrilmis ve dogrudan tekrar dizileri (DR'ler) igeren SCC benzeri bir elementtir.
S. epidermidis’de tanimlanan ACME, USA300 klonununda tanimlanan ile yiiksek
homoloji gostermektedir. Ayrica USA 300 susu diger S. aureus’larin yaygin
kolonizasyon bolgesi burun yerine koltuk alti, kasik ve perine bolgelerinden siklikla
izole edilmektedir. USA 300’in ACME’yi bolgede kolonize olan ACME pozitif S.
epidermidis, S. hemolyticus ve S. capitis izolatlarindan rekombinazlar tarafindan
keserek yatay gen transferi yoluyla kazandig: diistiniilmektedir (4, 24, 27, 112).

ACME ilk olarak S. aureus’da tanimlanmasina ragmen g¢esitli cografik
alanlarda ve farkli klinik 6rneklerden izole edilen KNS suslarinda yapilan ¢calismalarda
bu genetik adanin S. epidermidis’de daha yiiksek oranda bulundugu tespit edilmistir.
Daha 6nceden cesitli klinik 6rnekler ve farkl: tiirler ile yapilan ¢calismalarda 6zellikle
S. epidermidis izolatlarinin farkli sekans tiplerinde MRSE'de %40 ile %65,4 ve
MSSE’de %64,4 ila %83 arasinda degistigi bildirilmistir (24).

Calismamizda kan kiiltlirlerinden izole edilen 150 susun 38 (%25,3)’sinde
ACME varlig: tespit edildi. izolatlarin 32 tanesi kontaminasyon grubunda 6’s1 etken
grubunda bulunmaktaydi. ACME pozitifligi kontaminasyon grubunda istatistiksel
olarak anlamli olarak daha yliksek oranda bulunmaktaydi. Tiirler arasindaki dagilim
incelendiginde en fazla 24 S. epidermidis susunda ACME pozitif bulundu. Geriye
kalan ACME pozitif izolatlar 6 (%15)’s1 S. hominis, 5 (%13)’i S. haemolyticus ve 3
(%7)’u S. capitis olarak dagildi. ACME pozitif izolatlarin 2371 tip II, 471 tip IV, 4’0
tip V, 5’1 tip I ve 2’si tip III olarak siniflandirildi. mecA gen bdlgesi pozitif saptanan
125 susun 30’unda ACME pozitifligi bulunurken, mecA pozitif ve negatif suslar

arasinda ACME pozitifligi orani agisindan anlamli fark bulunmadi.
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Barbier ve ark. ¢esitli cografi bolgelerde bulunan hastanelerdeki yatan
hastalardan ve ayaktan basvuran hastalarin burun siiriintiilerinden izole edilen 78
metisilin direngli S. epidermidis izolatinda ACME varligin1 arastirmislar ve 51’inde
(%64,4) ArcA, 16’sinda (%20,5) ise Opp3 pozitif bulundugunu bildirmislerdir.
Cografi bolgeler arasinda prevelans degismekle birlikte ayaktan bagvuran hastalardan
izole edilen izolatlarda daha yiiksek oranda ACME pozitifligi saptanmis ve MRSE nin
toplumda yayilmasina katki saglayabilecegi vurgulanmistir (113).

Miragaia ve ark. farkli cografi bolgelerden izole ettikleri 127 S. epidermidis
izolatindan 65’inde (%52) ArcA velveya opp3 geni pozitif bulmustur. 65 pozitif
izolattan 43’ii ACME tip I, 18’i ise tip II olarak tiplendirilmis. Izolatlarin 93’ii
metisiline direngliydi. Izole edilen kolonizasyon ve enfeksiyon izolatlar1 arasinda
ACME pozitifligi agisindan fark bulunmadig: bildirilmistir (27).

O’Conner ve ark. yaptig1 ¢calismada, 32 S. epidermidis izolatinin 10’unda kdp
genini ilk defa tanimlamislardir. 9 sus ArcA ve kdp pozitif oldugu i¢in tip IV,1 sus
ArcA, kdp ve opp3’iin hepsini barindirdigi i¢in tip V olarak tiplendirilmistir (24).

Pi ve ark. cesitli klinik orneklerden izole edilen 88 metisiline direngli S.
haemolyticus izolatinin 42’sinde (%47,7) ArcA pozitifligi bulmuslardir. ACME
pozitifligini enfeksiyon tiiri ve kolonizasyon bolgesi ile iliskilendiren kanit
gozlenmedigi bildirilmistir (114).

Kan kiiltiirlerinden izole edilen 24 S. epidermidis izolatinda yapilan bir diger
calismada suslarin 23’iinde ArcA pozitif bulmuslardir. Izolatlarm %67’si tip 1, 3’
tipll, 1’1 tiplll ve 5’1 tip V olarak smiflandirildigimi bildirmislerdir. Calismadaki
ACME pozitifligi olan suslarin %711 metisiline direngli bulunmustur(115).

Calismamiz kan kiiltiirtinden izole edilen farkli tiirlerdeki KNS suslarinda
ACME pozitifliginin arastirilmast bakimindan literatiire yeni bir katki yapmaktadir.
Onceki calismalarla kiyaslandiginda daha diisiik bir oranda ACME pozitifligi
saptanmasina ragmen, S. epidermidis izolatlar1 ayr1 olarak incelendiginde oranin
arttig1 goriilmektedir. Daha 6nce yapilmis olan ¢aligmalar ile uyumlu olarak ACME
pozitif izolatlarda yiiksek oranda metisilin direnci bulunmaktaydi. Degisik
calismalarda ACME ArcA prevelansini diger gen bolgelerine gore daha yiiksek siklikta
bulunmustur (27, 113). Calismamizda da ArcA pozitifligi 36 susta olmak iizere en
yiiksek siklikta tespit edilen ACME gen bolgesidir.
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Tiplendirme yapildiginda ise izolatlar arasinda en sik goriilen tipIl’ydi.
Kontaminasyon grubunda etken grubuna gore daha yiiksek oranda ACME ve ArcA
pozitifligi bulunmustur.

Granslo ve ark. yenidoganlardan izole ettikleri 128 S. epidermidis izolatini
sepsis bulgularinin varligi ve CRP diizeyleri degerlendirilerek etken ve kontaminant
olarak siniflamiglardir. 128 izolattan 42’si (%32) ACME pozitif olarak bulunmustur.
Etken grubunda pozitiflik oran1 %23, kontaminasyon grubunda ise %40 olarak
bulunmus ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirtilmistir. ACME pozitif
ve negatif izolatlarin neden oldugu enfeksiyonda olusan inflamatuar yaniti
degerlendirildiginde ise fark bulunmamistir. Bu ¢alismanin sonucunda ACME
pozitifliginin yliksek oranda deri florasindaki suslardan kaynaklandigi ve kan
kiiltiirlerinin degerlendirilmesinde ACME pozitifliginin kontaminasyon kriteri olarak
kullanilabilecegi sonucuna varmislardir (116).

Calismamizda ACME pozitif izolatlarin 22’si biyofilm olusturmazken, 9’u
zay1f derecede, 2’si orta derecede ve 5 ‘i giiclii biyofilm olusturmustur. ACME pozitif
ve negatif suslar arasinda biyofilm olusumu yo6niinden anlamli fark bulunmamastir.
ACME pozitifizolatlardan 36’sinda ArcA pozitifligi bulundu. ArcA’nin deri ylizeyinde
bakterinin kolonizayonu ve gelisimi agisindan bazi faydalar1 da goz 6niine alindiginda,
ACME pozitifliginin 6zellikle de ArcA pozitifliginin biyofilm olusturmayan suslarda
kontaminasyon karar1 vermede belirte¢ olarak kullanilabilicegi diisiiniildii.

Metisiline direngli S. aureus’lar hastane ortaminda en onemli mortalite ve
morbitide sebeplerinden biridir. MRSA’lar 1990 yillarinda itibaren topluma
yayillmaya baslamistir. Ozellikle askeri personel, mahkumlar ve cezaevi calisanlari,
sporcular ve cocuklar gibi toplu alanlarda bulunan kisiler risk faktorii olan
populasyonlardir. Tiim diinyada metisilin direngli S.aureus’larin yayilimi énemli bir
halk sagligi sorunudur. Insanlarin %20-30’unda 6n burun deliklerinde kolonize
olabilmektedir. Ozellikle hastane ortaminda duyarli hastalar endojen kolonizasyon
veya saglik personelinden kazanim yoluyla S. aureus ile enfekte olabilmektedir.
KNS’lerin S. aureus i¢in genetik rezervuar iglevi gormesi nedeniyle yiiksek ACME
prevelansi olan KNS varligi, kolonizasyon ve enfeksiyon yetenegi artmis S. aureus

klonlanlarinin olusumuna neden olabilmektedir (117, 118).
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Bu yiizden basta saglik personeli olmak iizere toplu alanlarda birlikte bulunan
gruplarda burun kiiltiirlerinde S. aureus yaninda ACME pozitif KNS izolatlarinin
varligi taranarak yayilim azaltilabilir.

S. aureus’larda kolonizasyon kapasitesini arttirdigi bilinen ve mobil genetik
elementler ile aktarildigi diisiiniilen sasX iligkili gen bolgesi calismamizda S.
epidermis izolatlarinin 11’inde, S. hominis izolatlarinin 3’iinde, S. haemoliticus
izolatlarinin 4’iinde, S. capitis izolatlarimin 1’inde olmak {izere toplam 19 izolatta
(%12,7) pozitif bulundu. Kontaminasyon grubunda %14, etken grubunda ise %10
oraninda sasX pozitifligi bulunurken iki grup arasinda sasX pozitifligi acgisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. sasX pozitif izolatlarin, 17’sinde mecA geni
pozitif bulundu ve 13’iinde ise biyofilm olusumu gozlendi (5’1 giiglii, 4’1 orta ve
zayif).

Yapilan benzer bir ¢alismada, Soumya ve ark.’lart 40 KNS susu arasinda 1 S.
epidermidis susunda sasX pozitifligi bulmuslardir. Kandan saptanan bu susun es
zamanl olarak giiglii biyofilm olusturdugu ve biyofilm iliskili icaAB, aap, embp ve
atlE gibi ¢oklu biyofilm iliskili gen bolgelerini de tasidigi bildirilmistir (21).

Soumya ve ark. yaptigir bir diger ¢alismada ise 55 KNS izolatinin (4 S.
epidermidis, 3 S. haemolyticus ve 1 S. saprophyticus izolatinda) 8’inde sasX pozitif
bulunmustur. Bu 8 izolat incelendiginde es zamanl olarak mecA ve 1S256 pozitifligi
de bulunmakta oldugu bildirilmistir (119).

Tekeli ve ark. 180 KNS izolatinda yaptig1 ¢alismada ise, 9 S. haemolyticus, 4
S. epidermidis, 3 S. hominis ve 1 S. capitis olmak {izere 17 susta sasX geni pozitif
bulunmustur. Farkli klinik 6rneklerin kullanildigi caligmada kateter ve nazal
orneklerde daha yiiksek oranda sasX pozitifligi saptanirken hastane disindaki saglikli
goniilliilerin ellerinden alinan 6rneklerde pozitiflik bulunamamistir. Calismamizda
bulunan %12,7 sasX pozitifligi Tekeli ve ark. yaptigi ¢alismanin sonucuna benzerlik
gostermektedir (20). De Backer ve ark. ise endotrakeal tiiplerden izole ettikleri 32
KNS susunda sasX varligini arastirdiklari ¢alismada pozitiflik bulamamislardir (120).

Yapilan caligmalar sasX pozitifliginin, adezyon kapasitesini arttirmada rolii
olabilecegini diisiindiirmektedir (20, 21, 119). Calismamizda sasX pozitif bulunmasina
ragmen 6 susta fenotipik olarak biyofilm olusumu gosterilememistir. Bu izolatlarin

biyofilm olusumunun farkli yontemlerle dogrulanmasi yararl olacaktir.
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Bununla birlikte etken grubundaki sasX pozitif 1 izolatta, kontaminasyon
grubundaki sasX pozitif 3 izolatta ica genleri negatif olmasina ragmen zayif diizeyde
biyofilm olusumu fenotipik olarak gosterilmistir. Biyofilm olusumunun kompleks
yapist diistiintildiigiinde arastirilan genlerden bagimsiz olarak mi yoksa sasX ‘in
biyofilm olusumuna ica’dan bagimsiz bir etki sonucu mu bu durumun olustugunun
arastirilmasi i¢in daha fazla sayida izolat ile yeni ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda elde ettigimiz veriler degerlendirildiginde tek basma sasX
pozitifliginin gruplar arasinda ayrim yapmada katkis1 olmamakla birlikte daha 6nce
yapilmis literatiirdeki diger calismalarin da isaret ettigi gibi KNS’lerde metisilin
direncinin, biyofilm ile iliskili ¢oklu genlerin ve sasX geninin varliginin enfeksiyon
karar1 vermede bir belirteg olabilecegi diisiiniilmistiir (20, 21, 119). Bu konuda gesitli
cografi bolgelerden izole edilen ve enfeksiyon etkeni farkli klinitk KNS suslarinda
yapilacak yeni ¢aligmalara ihtiyag vardir (120).

Kan kiiltiir sonuglar1 degerlendirilirken hastanin enfeksiyona ait klinik ve
laboratuvar bulgulari, izole edilen KNS susunun mikrobiyolojik olarak (iireme olan
set say1s1, morfolojik 6zellikleri, pozitif sinyal siiresi, tiir diizeyinde tanimlanmas1 ve
antibiyotik duyarliligi gibi) degerlendirilmesinin yaninda virulans iligkili gen
bolgelerinin arastirilmasi yol gosterici bir yontem olabilir. Calismamizin sonuglarina
gore; gliclii biyofilm olusturma, kateter vb. yabanci cisim bulunduran hastalardan izole
edilmis olma, kan kiiltiirlerinde 36 saatin altinda pozitif sinyal vermis olma gibi
ozellikler yani sira biyofilm iligkili gen bolgelerinden icaA, icaD, 1S256 ‘y1 tek olarak
ya da c¢oklu bulundurmus olmanin da etken olarak smiflandirmada
degerlendirilmesinin yararli olacagi diisiiniildii. Enfeksiyona dair klinik bulgulari
olmayan hastalardan izole edilmis, mikrobiyolojik bulgulari tasimayan suslarda ise
ACME pozitifligi 6zellikle de ArcA pozitifligi saptanmasi kontaminasyon olarak
siniflandirmada degerlendirilebilir.

Calismamizda etken ve kontaminasyon grubundaki suslar arasinda bazi
virulans iligkili genler acisindan anlamli farklar bulunmus olmasmna ragmen
calismamizin en biiyiik kisitliliklarindan biri kan kiiltiirii aliminin preanalitik evresinin

takip edilememis olmasidir.
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Etken kontaminant ayriminda klavuz 6nerilerine uyularak en az iki farkli sette
benzer antibiyotik duyarlilik profiline sahip, tiir tanimlamasi aynt KNS’nin iiremis
olmas1 ve enfeksiyonun klinik bulgularinin varliginda izole edilen sus etken kabul
edilmistir. Giivenilir sonuglar i¢in kan kiltiirii; dogru endikasyonla, uygun set
sayisinda, yeterli voliimde, antisepsi kurallarina ve etiketlemeye dikkat edilerek
alinmalidir. Preanalitik siirecte kan kiiltiirlerinde kontaminasyonu arttiran nedenler
arasinda cilt antisepsisinde uygun ajanlarin yeterli siire kullanilmamasina bagli olarak
yetersiz antisepsi, temizlenen bolgeye dokunulmasi, siselerin kiiltiire dogru sekilde
hazirlanmamasi ve kateter enfeksiyonu tanisi haricinde kiiltiiriin kateterden alinmasi
sayilabilir. Hastanemizde yapilan kan kiltiir alimi1 egitimlerinde, kontaminasyonu
arttiran en sik rastladigimiz hata yetersiz antisepsi uygulanmasi; yanlis raporlamayi
arttiran hatanin ise tek periferik venden alinmis 6rnegin farkl set gibi kiiltiir siselerine
ekilmesi oldugu gorilmistiir. Sorunun ¢6ziimii i¢in kan kiiltiir alimi egitimlerinin
diizenli olarak tekrar edilmesi, raporlama asamasinda siki bir klinik laboratuvar
isbirligi ve hastane sartlar1 uygun ise kiiltiir alimi i¢in deneyimli bir ekip kurulmasi
uygun olacaktir.

Bir diger kisitlilik ise saglik personelinin ellerinin ve 6zellikle uzun siireli yatist
olan hastalarda cilt yiizeyinin hastane florasiyla kolonize olabilmesidir. Bu nedenle
kontaminasyon olarak siniflandirilan bir susun hastane florasiyla kolonize olan cilltten
elde edilebilmesi nedeniyle antibiyotik diren¢ genlerinin kazanimi, biyofilm iligkili
genlerin varlig1 ve ACME kazanimi gibi faktorlerin ayirim giicti azalmaktadir.

Sonug olarak uygun teknikle kiiltiir alimi, saglik personeli i¢in el hijyeni basta
olmak {izere enfeksiyon kontrol dnlemlerine uyum ile, arastirilan faktorlerin etken
kontaminant siniflamasindaki ayrim giicii arttirilabilir. Metisilin diren¢ kazaniminin,
biyofilm iliskili genlerin ve ACME varlig1 gibi faktorlerin prevelansinin hastanede
uzun siireli yatisi olan ve enfeksiyon belirtileri olmayan hastalar ile ayaktan bagvuran
hastalarin cilt kiiltiirlerinin karsilastirildig, saglik personelinin el ve burun kiiltiirlerin
arastirildigr yliksek izolat sayisindaki yeni ¢aligsmalarin yapilmasi bu faktorlerin ayrim

giiciinii belirlemek adina faydali olacaktir.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

SONUCLAR

Pamukkale tiniversitesi hastanelerinde degisik kliniklerde tedavi goren
hastalarin kan kiiltiirlerinden izole edilen ve ¢alismaya alinan KNS suslarinin

50 tanesi etken, 100 tanesi kontaminasyon grubunda siniflandirildi.

Calismaya alinanan suslar en fazla (%45,3) yogun bakim {initelerinde tedavi

alan hastalarin kan kiiltiirlerinden izole edildi.

Kontaminasyon grubundaki suslarda ortalama pozitif sinyal siiresi 35,81 saat;
etken grubunda ise 21,78 saatti. Etken grubundaki suslar, kontaminasyon
grubundaki suglara gore daha erken pozitif sinyal verirken; 12-24 saat
araliginda sinyal alinmasi etken, 24-36 saat araliginda pozitif sinyal alinmasi

ise kontaminasyon lehine anlamliyd: (p<0,001).

Her iki grupta da en yiiksek sayida tanimlanan KNS tiirii S. epidermidis’di.
Etken grubundaki suslarin %581, kontaminasyon grubundaki suslarin %66’s1
S. epidermidis olarak tanimlandi. Etken grubunda ikinci en sik tanimlanan sus

S. haemolyticus (%24) iken, kontaminasyon grubunda ise S. hominis (%19)’di.

Tim suslarda sefoksitin disk difiizyonu yontemiyle %81,3; oksasilin MIK
yontemiyle %77,3 oraninda metisilin direnci tespit edildi. Gruplar arasinda
metisilin direnci acisindan anlamli fark bulunmadi (p=0,138/0,073). Metisilin
direnci genotipik olarak arastirildiginda tim suslarin 125’inde MecA geni

pozitif bulunurken gruplara arasinda anlamli fark bulunmad: (p=0,877).

Etken grubundaki suglarin %52’si herhangi bir diizeyde biyofilm olugturuken,
kontaminasyon grubundaki suglarin %57’si herhangi bir diizeyde biyofilm
olusturdu. Gruplar arasinda biyofilm olusumu acgisindan anlamli fark
bulunmazken (p=0,561), etken grubundaki suslarda daha yiiksek oranda giiclii

biyofilm olusumu goriildii.
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7)

8)

9)

Etken grubundaki hastalarin izole edildigi suslarda %70 oraninda kateter
bulunurken bu oran kontaminasyon grubundaki hastalarin izole edildigi suglara
oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde ytiksekti (p<0,001). Giiclii biyofilm
olusturan suslarin izole edildigi hastalarda, biyofilm olusturmayan suslarin
izole edildigi hastalara gore daha yiiksek oranda kateter bulunmaktaydi
(p=0,012).

Tiim suslarin %12,6’sinda sasX iligkili gen bolgesi pozitif bulundu. Gruplar

arasinda sasX pozitifligi agisindan anlamli fark bulunmadi (p=0,327).

ACME iligkili ArcA, kdpA ve Opp3 varligi arastirildiginda; kontaminasyon
grubunda sirasiyla %32, %30, %7 ve %8 oraninda, etken grubunda %12, %12,
%2 ve %6 oraninda pozitiflik bulundu. Kontaminasyon grubunda etken
grubuna gore daha yiliksek oranda ACME ve ArcA pozitifligi bulunurken bu
fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla p=0,008 ve p=0,015).
ACME tiplendirmesi yapildiginda 23 sus tip 2, 4’er sus tip 4 ve tip 5, 5 sus tip

1 ve 2 sus tip 3 olarak tanimlandi.

10) Biyofilm iligkili gen bolgelerinden icaA, icaD, 1S256, aap ve bhp genleri

arastirildiginda; kontaminasyon grubunda sirastyla %33, %45, %43,%74 ve
%06 oraninda; etken grubunda sirasiyla %64, %62, %64, %74 ve %8 oraninda
pozitif bulundu. Etken grubunda icaA, icaD ve 15256 genleri kontaminasyon
grubuna gore anlamli diizeyde yliksek bulunurken (sirastyla p<0,001, p=0,050,
p=0,015), aap ve bhp genlerinin pozitifligi agisindan iki grup arasinda anlamli

fark bulunmadi(sirasiyla p=1, p=0,643).

11)icaA ve icaD gen bdlgelerinin birlikte pozitifligi etken grubunda %56,

kontaminasyon grubunda %29 oraninda pozitif bulunurken iki grup arasindaki
fark etken grubunda anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p=0,001). icaA,
icaD ve 1S256’nin birlikte pozitifligi etken grubunda %38, kontaminasyon

grubunda %17 oraninda pozitif bulunurken her ti¢ geni birlikte bulundurma
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orani etken grubunda anlamli diizeyde daha yiiksekti ve fark istatistiksel olarak

anlamliyd1 (p=0,005).

12)icaA, icaD genlerinin tek basina ya da birlikte pozitifligi ile biyofilm olusumu
arasinda anlamli iligki bulunurken (p<0,001), tiim suslarin %8’ inde ica genleri

negatif olmasina ragmen zay1f diizeyde biyofilm olusumu gozlenmistir.

13) Giiglii biyofilm olusturma, biyofilm iliskili icaA, icaD, 1S256 genlerini tek ya
da ¢oklu bulundurma orani etken olarak siniflandirilan suglarda daha yiiksek
oranda saptanmigtir. ACME iligkili ArcA pozitifligi ise kontaminasyon
grubundaki suslarda daha yiiksek oranda bulunmustur. Kan kiiltlir sonuglari
degerlendirilirken mikrobiyolojik ve hastanin klinik bulgularina ek olarak izole
edilen susun antibiyotik direnci, biyofilm iligkili gen bolgeleri ve ACME
varligi gibi virulans Ozelliklerinin de incelenmesi etken kontaminasyon

ayriminda yol gosterici olacaktir.
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