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OZET

Bu calmada; koagulaz negatif stafilokoklarin (KNS) slim@etiminin

antimikrobiyal ajanlar tGzerindeki etkisini inceleasn amaglanmngtir.

KNS buyime esnasinda cevreye devarnhesimaddesi salgilar. Aslinda bu

viskoz polisakkarit slime bakterinin etrafini sara

KNS’larin slime UGretimi ve adezyonu implamtda ve prostetik kalp
kapakciklarinda, vaskiler greft ve invaziv vaskidateterlerinde, serebrospinal fluid
santlarda, ortopedik implant, peritoneal diyalizetatlerinde, g@lise ait protezlerde
ve idrar yollarinda enfeksiyonlarinda gézlemleBiime Ureten KNS stlarinin daha

virulans, antimikrobiyal ajanlara kardaha direncli olduklari aciklangtur.

Bu camada citli klinik numunelerden izole edilen KNS’larda sie Uretimini
arastinimistir. Degerlendirmeye alinan KNS’larin 25’i (% 27,8) idr&9'u (% 43,3)
kan, 15'i (% 16,7) kateter, 4’0 (% 4,4) deri, 1%(1,1) abse, 4’4 (% 4,4) baz, 1'i
(% 1,1) burun ve 1'i (% 1,1) mayi numunelerindeale edilmitir.

Slime ureten slar; Kongo kirmizisi yontemi ile % 84,4, makro-tjigntemi ile
% 75,6 ve mikropleyt yontemiyle % 75,6 oranindataamstir. Bu U¢ yontem
arasinda duyarllik ve 0zgullik acisindan istdsstli olarak anlamli fark

bulunmamgtir.

Antibiyotiklere kagi direnclilik orani slime pozitif gruplarda, slimeegatif
gruplara gore daha yuksek bulunytur. Bazi antibiyotiklerde bu oran istatistiksel
olarak anlamli bulunmamgtir (p>0.05). Yalniz lc¢ antibiyotikde direnclilikrani
slime pozitif sylarda, slime negatif slara goére istatistiksel olarak anlamli
bulunmuytur. Bu antibiyotiklersunlardir; oksasilin, kloramfenikol ve levofloksasin
antibiyotikleridir (p<0.05).



SUMMARY

The aim of this study to examine the effgcslime production on antimicrobial
agents by CNS.

CNS secreted slime substance continously their enviroment during
growth. The viscose secreted polysaccharidesstiomrounds the bacteria in fact.

Slime production and adhesion of CNSmigjor cause infections associated
with implants and medical devices such as prostinetart valves, vascular grafts
and invasive vascular catheters, cerebrospina flhunts, orthopedic implants,
urinary tract and peritoneal dialysis cathetemsd mammary protheses. Slime
factor positive CNS strains were reported morelgitiand resistant to antimicrobial
agents.

We investigated slime production of Coagelakegative Staphylococci (CNS)
isolated from different clinical samples. A totdl@NS with consist of 25 (27,8 % )
urine, 39 (43,3 % ) blood, 15 (16,7 %) cathetef44 %) skin, 1 (1,1 %) abcess, 4
(4,4 %) throat, 1 (1,1 %) nose and 1 (1,1 %) tiqui

The rate of slime factor production was fowas 84,4 % with congo red agar
75,6 % with macro-tube method and 75,6 % withraptate method. No statiscally

significant difference in sensitivity and specifitgs been found among the methods.

Higher resistance rates were observedliine positive groups than that of
slime negative groups. In some antibiotics, them@t statiscally significant
different between slime positive strains asltne negative strains by resistance
to antibiotics (p>0,05). But, statiscally signditt difference in resistance to three
antibiotics has been founds between slimeitipesstrains and slime negative

strains (p<0,05). These antibiotics; oxacillin,aimphenicol and levofloxacin.
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1. GIRIS

Deri florasinin dominant tyesi olan koaguteegatif stafilokok (KNS)'lar son
20 yilda etyolojide 6nem kazangmmikroorganizmalardir. Hastane kaynakli veya
toplumdan kazanilrgy Uriner sistem enfeksiyonlarinda, immunsklin kisilerde
olusan  bakteriyemilerde, osteomiyelit, postoperatif aftalmitis  gibi
enfeksiyonlarda siklikla etken olarak izole edilteekr [Aydinh ve ark., 1997].

Gunumuzde tipta tedavi olanaklarinin veamiv metodlarin gejmesi ile
birlikte kateter uygulamalari ve gir damar ici gigimler giderek c¢c@almistir. Bu
ilerlemeler bata enfeksiyon olmak (zere beraberinde bir cok m@wirh ortaya
cilkmasina sebeb olmtur [Aygen ve ark., 1996]. Sdrekli damar ici katete
bulundurulan hastalarda ve hemodiyaliz uygulamadt deri yutzeyindeki
mikroorganizmalarin gisi kapisindan bgayarak sepsise varan enfeksiyonlar

olusturmalar siklikla gérular [Bilgehan, 1995].

Memeli protez ve peritoneal diyaliz kateteride, ortopedik implantlar,
prostetik kalp kapakciklarinda, suprapubik katetamde, eklem protezi,
serebrospinaant, invaziv vaskuler kateterlerinde, insan vicwlumrar yollarinda
KNS’lar buyik enfeksiyonlara sebeb olmaktadirlafa[ler et al., 1988; Yazgi ve
ark., 1997; Aydinli ve ark., 1997; Gerke et al. 398ayak et al., 2001].

Virulans faktorleri arasinda yer alan slimekstraselliler bir madde olup,
bakterinin plastik ve metal ylzeylere aderansintirraakta, antibiyotiklerin
difizyonunu inhibe ederek mikroorganizmaya saialarini, mitojenlere kar
lenfoproliferatif cevabi, kemotaksis gibi polimarfiklear I6kosit fonksiyonlarin ve
bakterinin fagozite olmasini engellemektedir [Aydwe ark., 1997; Williams et al.,
1997; Heinzelmann et al., 1997; Henke et al., 1997]

Bu cakmada KNS’larin slime Uretip-tUretmetiKongo kirmizisi, makro-tip
ve mikropleyt yontemleriyle agariimistir. Calsmamizda ele alinan 90 KNS'larin
hepsine antibiyogram uygulandi. Slime pozitif ol&NS’lar ile slime negatif
KNS’lar kasllastirilarak, slime faktorin KNS’larin antibiyotik dayliklar

uzerindeki etkileri argirilmisgtir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Tarihge

Insan ve hayvanlarda g#i hastaliklara yol acabilen stafilokok cinsi takileri
ilk defa 1878 yilinda Koch tarafindan irinde goruktiir ve ilk stafilokok adi 1881
yilinda iskogyall Ogston tarafindan kullanighr. O tarihlerlerde stafilokoklar ¢ok
agir seyreden, tedavisi gug, olimcul enfeksiyonlaeglem olmaktaydi. Staphylus
eski Yunanca'da Uzim anlamina gelmekte olup, buebdérin Ureme esnasinda
birbirlerinden ayrilmayarak Gzime benzer kimecikj@ptiklari icin bu deyim
kullaniimistir. Stafilokoklar ilk defa 1884'de Rosenbach tamdfn izole edilmtir
[Bilgehan, 2000].

1928 yilinda Alexander Fleming, dikkatsizaek biraktgl petri kabinin hava ile
kontamine olmasi sonucu gan fungus kolonilerin etrafinda, stafilokok kolaih
lizise wradgini gérmigtur. Daha sonra Fleming, bu funguBenicillium notatum
swu olarak idenfiye etngtir. Bu fungus ttrinin stafilokoklar Gizerinde balktelitik
etkisi olan bu maddesini penisilin diye adlandgtmi Penisilinin, Florey ve Chain
tarafindan 1940 yilinda saftarilmasi ve yaygin olarak Uretiminin gailmasi ile
stafilokok enfeksiyonlarin tedavisinde kullaniimdyalanmstir. 1943’te gramisidin,
trosidin, streptomisin ve daha sonra klortetrasilgjibi antibiyotikler Gretilmeye
baslanmstir. Ancak penisilinin yaygin olarak kullanimi ileirlikte, penisilini

parcalayan stafilokok slarinin ortaya ciki gecikmemgtir [Koneman et al., 1997].

Penislini parcalayan penisilinaz enzimk dlarak 1940 yilinda Abraham ve
Chain tarafindanEscherichia colde saptanmgtir [Koneman et al., 1997]ilk
penisilinaz Ureten stafilokoklar ise, 1944‘te Kirbgrafindan bildirilmgtir [Diler,
1997].

1960l yillardaB-laktamaz direncli yarisentetik penisilinler (méins oksasilin
ve nafsilin) stafilokok enfeksiyonlarinda kullandya balanmstir. Bu
antibiyotikler, penisiline duyarli stafilokoklar @dande daha etkili olmgur. (-
laktamaz direncli penisilinlerin kullanima girmeden kisa bir stire sonra direncli

suslar saptanngtir [Dindar ve Dindar, 2002].



1970'li yillarda stafilokolarin metisilin vdiger sentetik penisilinlere direncli
olmasi sebebiyle, vankomisin gibi gikopeptid gruthaki antibiyotikler kullaniimaya
baslanmstir [Domaracki et al., 1998]. 1980’li yillardan gimuze kadar, hemen tim
dinyada stafilokoklar ile oyan nozokomiyal enfeksiyonlarin oraninda surekli bir
artis gozlemlenmgtir. Vankomisine direncli KNS’lardan sonra, vankamie direncli
S. aureusuwu ilk defa 1997’de Japonya’dan bildirilgtr [S6nmez ve ark., 2000].

2.2. Stafilokok Cinsi

Genel karakterleri olarak stafilokoklar yuvarlak561,5um capinda; ¢gu kez
dizensiz kiimeler, bazen tedrad bazen derikikok ya da tek tek koklageklinde
goriilen gram olumlu bakterilerdir. Ureme esnasibdléinme sonucu meydana gelen
hiicreler birbirlerinden ayrilmazlar ve ¢ boyut yéden c@aldiklarindan, Gzim
salkimina benzer kiumeler yaparlar. Tipik UGzim salkigérinimi vermeyen
stafilokoklari, kokseklindeki streptokoklardan ayirt etmek icin, karal@stinden
yararlanilir. Katalaz testi stafilokoklarda pozitdlduzu halde, streptokoklarda
negatifdir. Hareketsizdirler. Fakultatif anaeromlfyz S. saccharolyticusanaerop)
olup daha cok aerop tremeyi tercih ederler. Gadelfio 10 NaCl'li ortamda ve 18-
40 °C’ler arasinda ureyebilirler. Bir cok tlrlerde kemooid pigmenti bulunabilir.
Glikozun parcalanmasi sonucu glurulan esas urin laktik asit olup aerogWtarda
asetik asit ve C@olusturabilirler. Lizostafin stafilokoklari eritir an&alizozime
direnclidirler [Bilgehan, 2000].

Stafilokok tirleri DNA /DNA ilgkileri ve fenotipik 0zelliklerine gbére en az dort
grup altinda toplanabilirler [Bilgehan, 2000]:

Staphylococcuspidermidisgrubunda;

S. epidermidis

S. capitis

S. warneri

S. haemolyticus

S. saccharolyticus

S. hominis

Staphylococcussaprophytics grubunda;

S. saprophyticus



S. cohnii

S.xylosus

Staphylococcusimulansgrubunda;

S. simulans

S. carnosus

Staphylococcusciuri grubunda;

S. sciuri

S. lentus

Staphylococcus aureus, Staphylococcus darisy Staphylococus intermedius,
Staphylococcus hyicus ve Staphylococcus casedyterhangi bir gruba sokula-

mamsgtir.

2.3. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Stafilokoklar basit besiyerleri dahil bircok begiyele Urerlerse de kanl
besiyerlerinde daha iyi @alirlar. Fakulltatif anaeropturlar. Oksijenli ortaand
uremeyi tercih etselerde, az miktarlarda oksijerdi hatta tamamen oksijensiz

ortamda bile Greyebilirler [Bilgehan, 2000].

Optimal olarak 37C'de ve pH 7,4’de Urerler. Jeloz besiyerinde baloar ve
yuvarlak kenarli mat, kabarik, parlak yizeyli, @iride ve 1-2 mm capinda koloniler

yaparlar. Uygun ortamda koloniler 6-8 mm capireabilirler.

Besiyerlerine glikoz, kan, serum, haben ssivgibi maddeler konularak
zenginlatirilirse Ureme daha cabuk ve kolay olur. Kanlioglplaklarinda uretilen
stafilokoklardan ¢pu, kolonilerin etrafinda tampf hemoliz yaparlar (Resim 2.1).
Alfa hemoliz yapan stafilokoklar tesbit edilmestiv. % 10 ve daha az NaCl iceren
ortamlarda iyi, % 15 NaCllu ortamda zayif Urerlefogu kokenleri 10-45°C
(optimal 30-37°C) de ve pH 4,2-9,3 (optimal 7,0-7,5) sinirlaririgt@yebilirler.
Stafilokoklar bata glikoz olmak Uzere birgok karbonhitratlar: pdackar ve son Grin

olarak laktik asit olgtururlar. Fakat gaz yapmazlar. Nitratlari nitribglirgerler.



Resim 2.1. Stafilokok cinsinin kanli agarda yap hemolizin gérilmesi

2.4. Direnclilik

Stafilokoklar oldukca dayanikh bakterilerdir. 2ir bakterilerin ¢cgu 60°C’de
30 dk. bekletimekle oldukleri halde, stafilokoklasir saat sure sonra bile
canhiliklarint  koruyabilmektedirler. Aynisekilde sporsuz olmalarina gaen
kuruluga kagl dayanikhhklar fazladiririn icerisinde kurutulursa haftalarca canli
kalabilirler. NaCl'in % 9-10 ygunlugunda bile tremelerini surdurebilirler. Bazi
dezenfektanlarin glagelms konsantrasyonlarina dayanabilirlerse de kristgbie ve
malssit yesili gibi boyalarin diguk konsantrasyonlari onlar éldardrler [Bilgehan,
2000].

Genel olarak sulfonamid ve antibiyotik maldde kagi diger bakterilere gore
dayaniklidirlar. Her yeni c¢ikan antibiyotikler giengicta etkili olduklari halde
zamanla ona kar diren¢ kazanirlar. Bu olay 6zellikle kemoteragl&in en ¢ok
kullandigl hastane ortaminda geti Stafilokoklarda diren¢ plazmidlerinin bir kismi
blyuk plazmidler olup, bunlardan ¢ta betalaktamaz direng geni ile birliktesigke
agir metal direnc genleri bulunur. Bunlarin bir hisei kopya sayilari da sinirlidir.

Bir kismi plazmidler ise kicuk plazmidler halindéum yalnizca bir antibiyotik



direng geninden sorumludur. Tetrasiklin diren¢g pladleri bu sekildedir.
Stafilokoklar arasi diren¢ aktarimi bakteriyofap@hgi ile transdiksiyon ya da

bakteriyofaj konjugasyonu ile olur.

Penisilin, metisilin gibi antibiyotiklerikarsisinda stafilokoklarin L kolonileri
meydana gelir. Stafilokoklar arasinda gittikce it direnci artmaktadir.
Metisiline direncli stafilokoklar in vitro testleedsefalosporinlere duyarl olsalar bile,
in vivo olarak bu antibiyotiklere diren¢g gosteritleHastaya sefalosporinler
verildiginde bu hususta dikkat edilmelidir [Mulder, 1997praracki et al., 1998;
Bilgehan, 2000].

Bir kisim kokenlerin Uredikleri ortamlara Zvatiir bakteriler icin antibiyotik
etkisi gosteren bazi maddeler yaydiklari saptanmiStafilotoksinler de bunlardan
biridir. Bu toksin bata difteri basili olmak Uzere, stafilotoksin yapraaydger
stafilokoklar Gizerinde etkili olduklari gortlngtiir [Bilgehan, 2000].

Stafilokoklar lizostafine duyarli olduklarhalde, lizozime direnclidirler
[Koneman et al., 1997; Bilgehan, 2000].

2.5. Antijen Yapilari ve Faj Tipleri

Antijen yapisi bakimindan stafilokoklar kesibir 06zellik gdstermezler.
Stafilokoklarda antijen 6zefli gosteren 30’dan ¢cok madde vardir. Bunlardan bazil

sunlardir ;

Teikoik asit stafilokoklarin hiicre duvarindaulunan antijenik yapida bir
maddedir. Bu madd8. aureusla ribitol teikoik asit,S. epidermidisleki yapisi ise
gliserol teikoik asit yapisindadir. kkin insanlarin ¢gunda teikoik asite kar erken
tipte bir airn duyarhlik ve kanlarinda @ik dizeyde presipitan antikorlar
rastlaniimaktadir [Koneman et al., 1997; BilgeHz000].

Endokarditlerde ve metastatik fokal absélegelen hastalarda bu antikorlarin
duzeyi daha yuksek olur.



S. aureusyuizeyinde peptidoglikana bagli olarak bulunan @rotA’nin bilinen
antijen-antikor ilgkisinde cok, belirli IgG sinirlarinin Fc kisimlaainba&lanma
Ozelligi vardir. Bu madde kemotaktik, antikomplenmanter amtifagositik etki
gosterir [Koneman et al., 1997; Bilgehan, 200(§.kez “Protein A” 1940 yilinda
Verwey tarafindan agiklangtir. Bakterinin kolonize olmasinda katkida buluawrl
Protein A, 1gG haricindeki IgG’leri ve bazi IgM ve IgAeri Fc kisimlarindan
baglanabilmektedir. Busekilde b&lanan antikorlarin fab uclari serbest kaldda
O0zgul antijenler ile birlgebilirler. Bu 06zellgi nedeniyle Protein A tayan
stafilokoklar koaglutinasyon deneyleri ile biling@n bir antijen veya antikoru tesbit
etmede kullanilabilmektedir [Yazgi ve ark., 1997].

Ayni sekilde S. aureusun kumelstirici faktort antijenik 6zelliktedir. Yine
kapsulliS. aureudlarda daha c¢ok, fakat kapsulstiz gérinenlerde denlan kapsul
polisakkaritleri antijenik yapida olup bunlarin iagositik etkileri bakteri

virulansinda etkili olur [Bilgehan, 2000].

Buglin S. aureus sularinin tiplendiriimesinde, faj tiplendiriimesinden
yararlaniimaktadir. Ozellikle epidemiyolojik amaglacin, sorumlu kokenlerin
izlenmesinde faj tiplendirilmesinin 6nemi blyukttter stafilokoklarda bir ya da bir

cok profaj bulundgu bilinmektedir [Bilgehan, 2000].

Faj tiplendiriimesi Dinya §hk Orglti’'nin kabul etfii yaklasik 24 standart
stafilokok faji kullanilarak yapilmaktadir. Bu bakiyofajlar her birisinin konuk
oldugu 6zgul duyarh S. aureus, konak kokenlerinde denenecek stafilokok
kokenlerinin onlar1 eritmelerine gore tiplendirilkiedirler. Sonunda incelenen
stafilokok kokeni, duyarli oldgu fajin grup ve tipine gore isimlendiriimektedir.
Birden c¢ok faj varsa hepsi birlikte gosteriimektbu nedenle faj modelleri
cikmaktadir. Orngin; 29, 52/52A, 3C/66 faj modelleri gibi. Stafilokiarin faj
tiplendirmesinde kullanilan fajlar ve saptanan ibledsli stafilokok fajlari Cizelge
2.1’de verilmitir [Bilgehan, 2000].



Cizelge 2.1S. aureud-ajlarn ve Balica Faj Tipleri

Faj Grubu | Blaca Staf. Faj Tipleri

I 292,52A, 79, 80 29, 52/52A/80/8@, 8

Il 3A, 3B, 3C, 55, 71 3A/3B/3C/55 vb.
642E, 47, 53, 54 6/7/47/53/75/77....vb.

I 75,,733A, 84, 85

v 42D

Siniflandiriimany 81, 87, 94, 95, 96, 187

2.6. Hastalandirici Ozellikler

Organizmaya giren stafilokoklar §n ve karik bir savunma mekanizmasi ile
karsilagirlar. Opsoninler ve komplemanins,GC, parcgalari, 16kosit ve makrofajlarin
fagositoz aktivetisini artirir. Bu mekanizmada olkatek herhangi bir eksiklik

stafilokoklarin enfeksiyon riskini artirir [Heinzehn et al., 1997; Bilgehan, 2000].

Stafilokoklar organizmaya girdikleri yerdeerel olarak uremek ve
supirasyonlara neden olmak suretiyle hastalik yigbileri gibi dokular arasina ve
kana yayilmak suretiyle, buralardasitie ekstraselliler maddeler ajturarak dgisik

klinik tablolara neden olabilirler. Hastalandiretkisi olan c¢gitli maddelersunlardir:

2.6.1Toksin Niteligindeki Maddeler

2.6.1.1 Sitolitik Toksinler

Sivi besiyerlerinde Uretilmistafilokoklarin kultir stzintulerinde ekzotoksin
niteliginde maddelerin bulungu ve bunlarin eritrosit ve gdli hucrelerin Gzerinde
sitolitik, deney hayvanlarinda oldurict nekrotikiletrin bulund@gu bilinmektedir.
Iyi antijen yapisindaki bu toksinlere karorganizmada nétrolizan antikorlar
olusmaktadir. Bunlar; alfa, beta, gama ve delta toksidir [Koneman et al., 1997,
Bilgehan, 2000].



Alfa Toksin: Alfa hemolizinde geni bir biyolojik etkinlik alani vardir.
Hemolitik, dermotolojik, lizozom parcalayici ve dokaultirlerinde sitolitik etkiler
yaparlar.insan makrofajlari ve trombositleri tizerine litilkist varsa da monositlere
etkisizdir. Dolgim, kas ve bobrek korteksi dokulari duyarli oluplamn Gzerinde
tahribat yaparlar. Bu toksinin geninin bir transpoaz bg&h oldugu kabul
edilmektedir.

Beta Toksin: (Stafilokok Sfingomiyelinazi). Squkta ve sfingomiyelin Gzerine
etki etmek suretiyle eritrositleri eriten bir tokdir. Csaitli eritrositlerinin beta
toksine kagi duyarliklar dgisiktir.

Gama Toksin: Belirgin bir hemolitik etkisi vardir. Etki mekanizusi
bilinmemektedir Ozellikle stafilokoklar Igh kemik enfeksiyonlarinda kanda bu
toksine kagi antikor dizeyinin yiksek bulunmasi, bu toksinim tiir hastaliklarin

olusmasinda etkili oldgu kanisini vermektedir.

Delta Toksin: Termolabil yluzeye etkin bir toksin olup deterjaaldyenzer bir
etki ile hiicre membranini bozar. Gemhir biyolojik etkinligi var olup eritrositleri,
makrofajlar, lenfositler, ve trombositler tzerinlitk etkileri vardi. Bunlarin yaninda
ileumda su absorbsiyonunu inhibe eder. Adenozin afosfiat birikimini stumtle

eder ve kobay ileumda iyon permeabilitesingigerir.

2.6.1.2. Lokosidin

S. aureustarafinda olgturulan I6kosidinin polimorf nadveli l6kositler ve
makrofajlarin tzerinde litik etkisi vardir. Bgr hicreleri etkilemezler. Birbirlerine
sinerjik etki yaparak hicre erimesini gluran S ve F diye adlandirilan iki
komponentden okmaktadir. Bu komponentlerden her birisi iyi antijgapisinda
olup, her ikisinden ayri toksoid elde ediftii. Hicre zarinda g6zeneklerin
acllmasini sglayarak, potasyum ve gir katyonlara kar gecirgenlgi artirarak etkili
olurlar [Koneman et al., 1997; Bilgehan, 2000].

2.6.1.3. Enterotoksinler
S. aureustarafinda olgturulan, suda erir, termostabil (kaynamaya 30 dk.

dayanikl) 6zel antijen yapisinda maddelerdir. @kel yiksek CQli ortamda
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karbonhidrat ve proteince zengin besiyerlerindeyéme stafilokoklar tarafindan
olusturulurlar. A, B, C1, C2, D ve E olmak Uzere sejiglolarak 6 grup stafilokok
enterotoksinleri ayrilmtir. S. aureuskokenlerinin % 35-50'sinin bu toksinleri
olusturabildikleri saptannstir. Bir stafilokok kokeni bu toksinlerden yalnizrisini
olusturabildigi gibi bir kacini birden de okturabilir. Stafilokok enterotoksinlerinin
etki mekanizmasi kesin olarak belli gleir. Bu toksinler insanlar ginda
maymunlara da etkili olup, geér deney hayvanlarinda bir etkileri ofdu
saptanamangir. Kusturucu etkilerinin  mide ve Basaklardaki reseptorler
aracilglyla vagus ve sempatik sinirler yoluyla kusma menkeletilen stimulus ile
olustugu bilinmektedir. Strgin okiurmalari, bgirsak limeninden su absorbsiyonun
engellenmesi ve mukozdangwsak bgluguna sivi begaltiimasinin artmasi yoluyla
olmaktadir [Koneman et al., 1997; Bilgehan, 2000].

Enterotoksinlerin, bir siper antijen gilkiktolarak T lenfosit mitojenleri gibi T
lenfosit aktivitelerini hizlandirdiklari, bunda MHIC (Major Histocompatibility
Complex II) molekdillerinin de rol algini ayrica bu enterotoksinlerin makrofajlari

da stuimile ederek timor nekroz faktoristdumalarina yoneltsi ortaya konmstur.

2.6.1.4. Epidermolitik Toksin (Eksfoliatif Toksin =Eksfoliatin)

S. aureustarafindan olgturulan, insanlarda vezikiler ve eksfoliatif deri
lezyonlarindan sorumlu toksindir. Ozellikle bakyefiaj grup 1l kokenleri tarafindan
olusturulur. Antijenik ve biyokimyasal yapilari bakindan en az iki farkl
eksfoliatin bulundgu saptannstir. Eksfoliatif Toksin—A (ETA) ve Eksfoliatif
Toksin-B (ETB) diye adlandirlan bu toksinlerdenrifgisinin  kromozomal,
ikincisinin plazmide bgli genlerce olsturuldusu saptanngtir. Yeni dgan farelerde
insanlarinkine benzer deri lezyonlari glururlar. Derinin grantler katmani htcreleri
arasindaki litik etkileri ile lezyon odtururlar fakat yangisal tepkime gturmazlar
ve primer olarak hiicre olumine yol agmazlar. Busimk bir sfingomiyelinaz
niteliginde fakat stafilokok beta toksininden farkl ofduseklinde belirtiler vardir.
Ozellikle T lenfositleri tizerinde mitojen etkilidér [Koneman et al., 1997; Bilgehan,
2000].
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Toksik Sok Sendromu Toksini

Toksiksok sendromunda yer alan stafilokoklaringgdaj—1grubunda bulunan
29 ve 52 tiplerindendir. Bunlarin gonlugu toksik sok sendromu toksin—1
olustururlar. Bu toksinin ayri immunolojik etkileri vair. Bunlar; interleukin-2
reseptdr olgturulmasini bglatmak ve monositlerce IL-1'inolusumuna stimtle
etmektir [Koneman et al., 1997; Bilgehan, 2000].

2.7. Enzim Yapisindaki Maddeler

2.7.1. Koagilaz

Insan veya taan plazmasi ile temasta birakilan stafilokoklar avdgunlarin
kaltar stzuntuleri bir siire sonra plazmayi piltifar. Bu tip stafilokoklar girdikleri
organizmada koagulazlari sayesinde bir fibrin ziaikapanarak fagositoza kar
korunduklari gibi normal serumun bakterisid aktisi de ©Onlendiklerinden
patojenite 0zelfii kazanmg olurlar [Isenberg et al., 1992; Koneman et al.979
Bilgehan, 2000].

Koagulaz, stafilokoklardan k& Pseudomonas aerugingdascherichia colive
Bacillus subtilisgibi bircok bakteriler tarafindan meydana getiile [Bilgehan,
2000]. Protein bilgminde ve 6zel antijen yapisindadir. Koagilaz, plada bulunan
bir aktivator ile birlgtikten sonra onu pihtgarabilmektedir [Isenberg et al., 1992;
Koneman et al., 1997; Bilgehan, 2000].

Telluritli besiyerlerinde Uretilen kaogulgzozitif stafilokoklar siyah koloni
meydana getirirler. Koagllaz dene$. aureusin argtirilmasinda en guavenilir
deneydir. Koagllaz olumsuz bulunan kokenler iginzelgje 2.2’de belirtilen
Ozellikler aratirilir. S. intermediuse S. hyicusda koagulaz olumlu stafilokoklardir
[Bilgehan, 2000].



Cizelge 2.2. Stafilokok Turlerinin Karakteristilenfikasyonu

12

¢ |2 S @ N

S. aureus + | + - + + | V| S| S| +| +| + ++| - +
S. anaerobius | + + Na - - Nal Nal| S + + + | - - - -
S. epidermidis + V + + - S S + + +| - V
S. heamolyticus - - - + + - R| S| +| V| +| - H - V
S. hominis - - - vV | V| + S S + +| +s| - [V ]| - V]
S. caprae - | +sl - + + + S R| Vsl - S I B o +
S.intermedius | + | + - - +| +| S| R| V| +| +| #+| - |V
S. ssp. capitis | - - - V | V - S S - +| +s| + | - - -
S.capitisssp. | - | - - V| |+ | +|Na|l S| +| +| +| +-|+ |V
uretiolyticus

S. warneri - - - + | V| +| S| S| +s|l + | + | -]| +]| - \Y
S. auricularis - - - - V - |S/IRl S |+sl|l + | V| -|+]| - -
S. simulans - V - \V} + + S S| +s] + + | VI|IV]|] - +
S. lugdunensis| - - + + | V|VI|SIR S| +| +| +| +V]| - +
S. - | - Na | Na| +| NagNa| S| - | Na| -| +-|Na| -
saccharolyticus|

S. xylosus - |V - V| VI |+ | S| R| +| +| +| H+| + |V
S. -] - - + |- +|SIRR | +| +| +| -| + - |V
saprophyticus

S. cohnii - | - - V|-|-|SIRR|V|+]|+|V|+] - | -
S. pasteuri - | - - V| V|+|Na|R|V | Na| +|-|+] -| V
S. sciuri - - - + - R| R| V| +| +| V| +|Vsl|Vsl
S. lentus - | #sl] - - |+ ] -] S| R| V| 4sll + |[+|+]|+sl| V

* “+7 > 0p 90 pozitif, “-" = % 90 negatif, “Na”uygun veri yok, “+sl”reaksiyon % 90 pozitif fakat
yavas, “VsI” % 11-89 reaksiyon pozitif, “V’deisken, “R” direngli, “S”duyarli [Koneman et al.,

1997].
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2.7.2. Deoksiriboniukleaz

Cau kaogulaz olumlu stafilokoklar DNA’z oftururlar. Caitli 6zellikleri ile
(alfa toksin olgturma, stafilokinaz hiyarulonidaz yapma$. aureudajlari ile erime
vb.) S aureus olduklari anlaillan stafilokoklarin nadir bazi kdkenleri koagilaz
olumsuz bulunurlar. Bunlarin, DNA’z deneyi ile ollumbulunmalarS. aureus
olduklar kanit sayilir. DNA’z deneyi, icinde % OD3NA iceren besiyerlerine ekilen
stafilokoklarin tredikleri yerde ve cevrelerindeRNA'y1 eritmelerini argtirmak
suretiyle yapilir. Bu plaklarda stafilokoklar 18shnra Uretildikten sonra besiyerine
normal HCI dékildgiinde DNA’nin erimedgi yerlerde presipitasyon ile bulaniklik
olusurken DNA’z olumlu stafilokoklarin dredikleri bolggr saydam olarak kalir.
Ozellikle S aureusun besin maddelerinde saptanmasi igin DNA’z dendgn
yararlanilr [Isenberg et al., 1992; Koneman etk97; Bilgehan, 2000].

Stafilokoklar bazi antibiyotiklere duyarkldeneyi ile ayirt edilebilir. Besiyerine
75 pg/ml polimiksin B’'nin eklenmesi il&5. aureus 24 saatte Ureme gdsterir. Buna
kargin, diger KNS’lar, mikrokoklar ve gram negatif bakterilergcgzunun tdremesi
Onlenir [Koneman et al., 1997; Bilgehan, 2000].

2.7.3. Lipazlar

Bu maddeler plazma ve deri ylizeyinde birikeglymaddeler Gzerinde etkilidir.
Ayrica deri ve deri alti yerfgminde ya& dokusu (zerindeki etkileri dnemli rol

oynarlar [Koneman et al., 1997; Bilgehan, 2000].

2.7.4. Hiyaluronidaz

Yine Saureudarin % 90'ninda bulunan bir enzimatik aktivedsag dokusunun
yapisinda bulunan hiyarulonik asitin depolimerizagy ve bu suretle stafilokoklarin
doku igerisine yayillmasini gar. Antijen 6zellgi olan bir maddedir [Koneman et al.,
1997; Bilgehan, 2000].

2.7.5. Stafilokinaz
Streptokoklarda olgu gibi stafilokoklarda da fibrinolitik etki vardiBurada

bakteriler tarafindan salinan kinazlar plazmadaumah plazminojen veya
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profibrinolizin isimli maddeyi aktive ederek plazmi(fibrinolizin) olustururlar.
Fibrinolitik etki bu madde aracgiyla olusur. Bir faj genomu ydnetimindedir.
Patojenlikteki rolt kesin d@ldir [Koneman et al., 1997; Bilgehan, 2000].

2.7.6. Betalaktamaz

Betalaktamaz (Penisilinaz) gluran bakteriler penisilin ve analoglarinin
betalaktam halkasindaki amid goai hidrolize edip, penisiloik asit ajtururlar.
Stafilokoklar salgiladiklari bu enzim ile betalaktagrubu antibiyotiklere kar
direncli hale gelir. Bu durum patojenite antia yol acar [Bilgehan, 1995].

2.8. Antifagositik Maddeler

Stafilokoklarin ylzeyinde bulunan proteirvé kapsul nitefiindeki polisakkarit
maddelerin bakteriyi fagositozdan koruyucu etkikairdir. Busekilde patojenfin

artmasina neden olurlar.

2.8.1. Slime Maddesi

Gunumizde tipta tedavi olanaklarinin ve invaziv oditrin gelsmesi ile
birlikte kateter uygulamalari ve gir damar ici gigimler giderek c¢c@almistir. Bu
ilerlemeler bata enfeksiyon olmak uzere beraberinde bircok probile ortaya
clkmasina sebeb oltur [Aygen ve ark., 1996]. Sirekli damar ici katete
bulundurulan hastalarda ve hemodiyaliz uygulamadt deri ylzeyindeki
mikroorganizmalar gigi kapisindan b#ayarak sepsise varan enfeksiyonlar
olusturmalar siklikla goéruliar.S. epidermidis S. aureus,gram negatif basiller
Candida,Corynebacterium JKjrubu, Aspergilugurleri, Mycobacteriumchelonae
sik gorilerenfeksiyon etkenleri arasindadir [Bilgehan, 198%S’lar, damar gretfti,
memeli protez ve peritoneal diyaliz kateterlerindestopedik implantlarinda,
prostetik kalp kapakciklarinda, subrapubik katetambe, eklem protezlerinde,
serebrosipinal sant, invaziv vaskuler Kkateterlerinde, idrar yolaa buylk
enfeksiyonlara sebeb olmaktadirlar [Pfaller et E388; Jone et al., 1992; Aydinli ve
ark., 1997; Williams et al., 1997; Yazgi ve arlQ97].
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Virulans faktorleri arasinda yer alan slifaktor, ekstraselliler bir madde olup,
bakterinin plastik ve metal ylzeylere aderansintirraakta, antibiyotiklerin
difizyonunu inhibe ederek mikroorganizmaya saialarini, mitojenlere kar
lenfoproliferatif cevabi, kemotaksis gibi polimariiklear nétrofil fonksiyonlarinve
bakterinin fagosite olmasini engellemektedir. Buelldiderinden dolay! slime
maddesi, KNS’larda gercek bir patojenite faktoriddir 6zelliklerinden dolayi slime
faktor, KNS sglarin daha virulan ve ¢ok sayida antibigetidirencli olduklari bircok
argtirmaci tarafindan dwulanmaktadir [Aydinli ve ark., 1997].

Ekzopolisakkarit tipleri tizerinde (kapsul,knukapsil, psédokapsul slime) geni
bir argtirma yapiimgtir. Kapsul stabil bir ekzopolisakkarit tabaka qglugakteriye
oldukca yakindir ve bircok yikama ile kaybolmaz.s@yslime gesekce hicre
yuzeyine yapimis, ikinci olarak tek bir hicreyi d#@, es zamanli birgcok hicreyi
cevrelemgtir (Resim 2.2). Yikamalarla kolayca kaybolur. Shinireten varyantlarin,
ayni sglarin slime Uretmeyen varyantlarindan daha cok rkaksyon kapasitesi

oldugu gortlmigtar [Kotilainen et al., April 1990; Aguilar et aR001].

KNS’larda slime Uretimi ilk defa 1972 yiladBaysten ve Penny tarafindan
bildirilmi stir [Kulaksiz, 1998]. Christensen ve arksglda tarafindan, herhangi bir
bakteri sgunun slime Gretimini tghis etmek icin 1985 yilinda kantitatif model olan

spektrometrik (mikropleyt yontemi) metod aciklagnm[Pfaller et al., 1988].

Ekstraselliler tabakasinin ilk kez elde radsi, Ludwicka ve arkadkn
tarafindan 1984'de gercekteilmistir. Bakteri, % 1 glukoz, % 3 kasaminoasit iceren
nutrient agarda 37°C’de 48 h inkiibe edilngtir. Sonikasyon ve filtrasyon
islemlerinden sonra elde edilen ekstraselliler ekstra&combined gas-liquid
chromatography-mass spectrometry (CGC-MS) ile anadliimitir. Ekstraselltler
ekstrakttin buyidk ggunlugunun, galaktoz, glukoz ve riboz icegdigoralmisttr

[Kotilainen et al., December 1990].

PIA (Polysaccharide Intercellular Adhesin) maddesnedikal aletlerde
kolonizasyon yapmada 6nemli bir faktordar. PIA iiméi kodlayan genicaABDC
operonu tarafindan duzenlenir. Stafilokok turlerinigeng htcre salkimlari
olusturmasi ya da biyofilm (slime) ofturmasi demek, PIA biyosentezi
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gerceklgtiriyor demektir (Gerke et al., 1998]. Ba1 epidermidisulari, etraflarini
cevreleyen, PIA denen yagan madde oktururlar. Uzim salkimi gérinimunde
koloniler olwur. S. epidermidish ©zellikle plastik protez, kateter vgant gibi
yabanci cisimlerin bulundg ortama ilgileri buytktlir. Bu cisimlerin etrafl,
organizma tarafindan kaplanan fibronektin, fibremj vitronektin gibi proteinler,
stafilokoklarin kolayca yaptigl konakgi proteinlerdir. Bgekilde yabanci cisimlerim
etrafina yayilirak biyofilm olgturan S. epidermidisn olusturduklari glikokaliks
(ekstraselluler slime substansi) icerisinde kalaka@ndilerini antibiyotiklerden ve
organizmanin hicresel gaklik yanitindan korurlar [Kotilainen et al., AprdI990;
Koneman et al., 1997; Gerke et al., 1998., BilgeRa00].

Resim 2.2 Elektron mikroskopta (&. epidermidisATCC 35984 sgunun kuvvetli slime dretimi
(b) Slime negatif HAM892 ve (d) Slime negatif M1834in (c) M187 sgunun slime dretiminin
gorulmesi, cizgiler, im. [Baldassarri et al., 1997].
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PIA iki yapidan olgur; homoglikan ve polisakkarit | ve 1l (en az 13deoksi
2-amino-D-glukopyranozi birimden almustur). Bu birimlerin - ¢@unlugu N-
asetillenmgtir ( % 80). Bu birimler,-1-6 balariyla birbirlerine bglanmslardir
[Gerke et al., 1998].

Ekstraselliler slime tabakasi, ard ardamyéti basamaktan aour. Once hiicre-
hiicre adezyonu gercekie sonrada bakterinin kati ylizeylere adezyonu ejdegir.
Interselliler adezyon igiica geni tarafindan kodlanan N-asetilglikozaminiltraraz
enzimi ile, UDP-N-asetilglikozaminden sentezf@di lineer p-1-6 bal
glukozaminilglikanlardan PIA sentezlenir [Gerkeagt 1998; Allignet et al., 2001].
PIA ayni zamanda, kapsuler polisakkarit antijers/@ diye de adlandirilir [Allignet
et al., 2001]ica operonundacaA ve icaD genlerinin koekspresyonu ile PIA sentezi
gerceklgir. Yalniz icaA ekspresyonu enzim aktivitesini giimektedir [Gerke et al.,
1998; Arciola et al., 2001]. Bakterinin konakgi f@ialere (fibronektin, fibrinojen ve
kollajen) adezyonundan sorumlu genleri B®A, clfA, altEve fbc genleridir
[Allignet et al., 2001].

Ekstraselliler slime subtansinda (ESS), &tHgtukozamin yanisira gliserol
fosfat, D-alanin de icerir. Slime dretimi ortagartlarina (pH, C@, biylime
ortaminin kalsiyum, magnezyum, fosfat, glukoz, agar protein icermesine de

baglidir [Koneman et al., 1997].

Bakterinin bir ylzeye yagnasinda, hirofobik etkigmler, elektrostatik cekim
kuvvetlerin varlgl ve elektrostatik iteleme kuvvetlerinin yokiw da énemli rol oynar
[Van der mei et al., 1997]

KNS’lerde slime faktérini saptamada, mikeyplyontemi, makro-ttip yontemi
ve Kongo kirmizili agar yontemi kullaniimaktadirokgo kirmizili agar yontemi ilk
kez 1989'da Freeman ve arkaldau tarafindan tarif edilngtir [Aydinh ve akr. 1997].
Slime Uretimi, ayni zamanda scanning (SEM) ve trassion electron microscopy
(TEM), mannose-specific lectin agglutination testlde de tesbit edilmektedir
[Kotilainen et al., April 1990].
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Slime maddesini sadece stafilokdlrleri desil, Pseudomonasg. coli ve
Listeria monocytogenegbi bakteriler de Uretirler.

2.9. Stafilokoklarin Olusturduklari Enfeksiyonlar Sunlardir

2.9.1. Deri ve Mukoza Lokalizasyonlar

Stafilokoklar, deride fronkul (sivilce), sikis (sakal kil kokleri yangisi),
karbonkul (kan c¢ibani), panaris (dolama), deri aliseleri, hidroadenit (ter bezi
yangisi), blefarit (g6z kaga yangisi), hordeolum (arpacik), cevreye yayllmak
suretiyle olgturduklari flegmon, cocuklarda bulloz impetigo v.bnfeksiyonlar
olustururlar. Yeni dganlarda ve dgum yapanlarda enfeksiyonlar etururlar
[Bilgehan, 1995].

Mukozalarda; tonsilit, farinjit, peritonkal abse ve g@er mukoza alti abseleri

yaparlar.

2.9.2.Yaygin Deri Dokuntuleriyle Seyreden Enfeksiyalar

Bu tir enfeksiyonlarda stafilokoklar, vicudbelirli bir bolgesinde lokalize
olmuslardir. Gucli epidermolitik toksinlerinin yayilmase deride tipik dokintl ve
lezyonlar olgur. Daha c¢ok bebeklerde ve bazen cocuk vekiaeterde gortlen
haslanmg deri sendromu, yine cocuklarda ve o6zellikle higdrsorban vaginal

tampon kullanan kadinlarda goérulen tokgik sendromudounlardandir.

2.9.3. Sepsis ve Endokarditler

Direnci kirilmg kimselerde stafilokoklar tarafindan glurulan enfeksiyonlardir.

2.10.4. Sistem ve organ enfeksiyonlar

Direnci kinlmg kimselerde stafilokoklar tarafindan elururlan bu tip
enfeksiyonlarin icerisinde, stafilokok pndmonilergkciger abseleri, periostit,
periartrit, bursit, tromboflebit otitis media, memni¢ sindzit, idrar yollari
enfeksiyonlari, prostatit, perinefrik abse gibilexlunur.S. saprophyticusn idrar

yollari epiteline afinitesi olup kadinlarda bu &pfeksiyonlara rastlaniimaktadir.
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2.9.5. Besin Zehirlenmeleri

Enterotoksin yapan stafilokoklarin pastd, &iema, et vb. besin maddelerinde
ureyerek bu toksinlerini birakmalari ve bu maddeleyenilmesi ile olgan
gastrointestinal intoksikasyonlardir [Koneman et H997; Bilgehan, 1995].

2.10. Bagisiklik
Stafilokoklarin enfeksiyonlarinda acikcaghbaklik ortaya cikmaz. Gerek dal

ve gerekse sonradan kazanilan dayaniklik hinonaéktan ¢ok selltler olup daha
¢cok mikroorganizmalarin fagositozunagbhdir [Koneman et al., 1997; Bilgehan,
1995].

2.11. Epidemiyoloji ve Korunma

Stafilokoklar ortam kallarina kagi dayanikli mikroorganizmalar olup gada
cok yaygin bulunurlar. Enfeksiyon yapan patojetilsteoklarin kayngl daha cok
insandir. Normal insan toplytunda % 10-40 oraninda stafilokokitacihigl vardir.
Stafilokoklar nazofarinks ve daha c¢ok burun delikle yakin burun mukozasi 6n
kismina yerlgirler. Buradan oksurik ve aksirik damlaciklar drgcile yayilarak
tastyicl kimselerin derisine, ka kimselerin deri ve st solunum yollarina ular.
Ozellikle mukus parcaciklari icinde kuruduklariranzan uzun sure canli kalirlar.
Yatak, cagaf, kapi tokmgi ve cevreye yayilirlar. Perineumda 6nemli bigirea
bdlgesidir [Bilgehan, 2001].

Stafilokoklarin epidemiyolojisinde en 6Onendrtam hastane ortamidir. Bu
yerlerde fazla kemoterapdétik kullaniimaktadir. Hdestdan personele ve personelden
hastalara bukan stafilokoklar gittikce diren¢ kazanirlar. Bu daykli kdkenlerin
devaml taiyicilari, onlarin nazofarinkslerinde ve burun ma&iarinda tsyan
salik personelidir. Ozellikle dgum, premature, cerrahi ve kansergaam
servislerinde yatanlarin, bebeklerin vgusa kadinlarin enfeksiyonunda bu Buia
yolu 6nemlidir. Faj tiplendirmesi suretiyle yapilarcelemeler, hastanelerde zaman
zaman c¢ikan salginlarin, ayni tipteki ve gah personelin nazofarinkslerinde ve
burun mukozalarinda bulunan stafilokoklar tarafmdaeydana getirilgg@ ortaya
cikanimstir. Bu salginlarda ggu kez 80 ve 81 faj tipindeki stafilokoklar elde
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edilmistir. Stafilokok enfeksiyonlarin galtiminda, iki noktanin g6z ©nldnde

bulundurulmasi gerekmektedir:

1-Bu bakteriler kemoterapdétiklere karhizla direng kazanirlar. Bu nedenle
bugiin enfeksiyon getiren stafilokoklaringemlugu ve hastanelerden izole edilen
kokenlerin ¢gu hemen hepsi bir veya birkag¢ antibigatidirenclidir. Bu nedenle
kullanilacak antibiyofie karar vermeden 6nce, izole edilen bakterilermtibayotik

duyarlilik testleri yapiimalidir.

2Stafilokoklarin enfeksiyonlarinin galtiminda gz onunde tutulmasi gereken
ikinci nokta ise bu enfeksiyonlarin nit@ldir. Bir kisim enfeksiyonlarda lezyonlar
tam lokalize ve etrafi kan dalaninin kolaylikla gamadgi fibrin zirhi ile ¢evrilidir.
Bu tip enfeksiyonlarda genel yoldan uygulanacak éemapo6tik maddenin lezyonun
ortasindaki bakterilere yeterli konsantrasyondasalldecesi kuskulu olup, genel
kemoterapiye ayrica cerrahi tedavinin ve lokal kerapinim eklenmesi

gerekmektedir.

Hastanede c¢aan s&lik personellerden sik sik burun ve nazofarinks
suruntulerinin alinmasi, ¢gyici olanlarin maske kullanmalari, burun delikberi
basitrasin ve klorheksidin krem strmeleri dneritbe€lir. Yeni dganlarin derisine
surulen hekzofloren benzeri antiseptikler, buta etkisi azaltir. Sik sik el yikamak
ve metisiline direncli stafilokoklarin kontaminemols malzemelerin (pansuman mal.
vs.) kapall yerde tanip sterilize edilmesi, stafilokok enfeksiyonlaryayiimasini

onlemede etkili olur.
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3. KONU ILE ILGILI YAYINLAR VE
CALISMALAR

Memeli protez ve peritoneal diyaliz kateteiride, ortapedik implantlar ve
prostetik kalp kapakciklarinda, suprapubik katateld, eklem protezi, serebrosipinal
sant, invaziv vaskuiler kateterlerinde, insan vicwiundrar yollarinda, KNS’lar
blyuk enfeksiyonlara sebeb olmaktadirlar [Ishalkalet 1985; Pfaller et al., 1988;
Aydinli ve ark., 1997; Yazgi ve ark., 1997; Van d&egi et al., 1997; Gurdg@an ve
ark., 1999].

Hidrofilik mikroorganizmalar, elekrostatikeiemelerin eksikfini veya varlgini
dikkate almaksizin, hidrokarbonlara yapazken, hidrofobik mikroorganizmalar ise
yalnizca, elektrostatik itelemeler azalhda veya yoklgunda hidrokarbon fazlara

yapsdigl gbzlemlenmytir [Van der Mei et al., 1997].

Medikal aygitlarda sik sik kullanilan silikove kauggun KNS’larin
kolonizasyon yapmasinagiemli oldugu bildirilmistir. Kanla temas halinde olan
implant veya aletler kullanildinda silikon ve kaucuk, plazma proteinleri tizerine
cektigi icin KNS’'un adezyonundan 6nce bir tabakasotaktadir. Bu tabakalardaki
albumin ve fibrinojen proteinlerin, KNS’larin adexmyunu sitimule e
aciklanmgtir [Van der Mei et al., 1997].

Amorena ve arkaglari (1999), S. aureusswlarininda slime Gretiminin,
antibiyotik duyarlklari tzerindeki etkilerini ATHioluminescence yonteminden
yararlanilarak asgirmiglardir. Bu yontem canl htcrelerin ATP (Adenosine
Triphosphate)'i hidrolize etmesi esasina dayanndaktal SB’da rifampisin ve
novobiyosinin  biyofilm olgumunu azaltfii (p<0.01), sefazolin, vankomisin,
penisilin, siprofloksasin, tobramisin, fosfomissefuroksimin, bakterilerin biyofilm
olusturmasi Uzerinde daha az etkili olduklari tesbitlnedtir. Gentamisin ve
eritromisinin ise etkili olmagy gorulmdtur. Bu calgmada biyofilm olgumu,

bakterinin antibiyotik direncinin olumlu yonde d#dligi saptanmytir.
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Gatermann ve Meyer (1995) tarafind&nsaprophyticusin iki major proteini
aciklanmgtir. Bunlardan bir tanesi bakterinin adezyonundarumlu hemaglitinin
proteini, dgeri ise S. saprophyticuan yizeyinde bulunan SsB( saprophyticus
surface—associated proteini)'dir. Anaerokéttlar altinda hemaglitinasyon titresi ve
fibronektin balama artarken, Ssp proteinin Uretimi bastirghini [Atmaca et al.,
2000].

Atmaca ve arkaglari (2000), Gatermann ve arkatlinin yaptiklar cagmaya
dayanarak, oksijenin slime glumunda rolind belirtmek icin, 18 saprophyticus
swunu kullanmglardir. Bakterilerin  slime dretimi  mikropleyt yomteyle
olculmistir. Anaerobik keullar ise anaerobik jarda 24 h 3T‘de inkiibasyon
yapilarak sglaniimistir. S. saprophyticusn slime Uretimi anaerobikartlar altinda
indirgendgi gorulmistlr. Aerobik ve anaerobiksartlar altindaki slime dretimi
arasinda, istatistiksel olarak anlamh farklilik farklihk goralmdgtir (p<0.005).

Meme iltihabina sebeb ola®. aureus swlarinin  ¢@unlugunun, slime
tabakasiyla cevrili oldgu tesbit edilmgtir. Daha sonraki yillard®. aureusin sebeb
oldugu meme iltihabi @larinin, bu ekzopolisakkarit tabakalarini ic&rdi

aciklanmgtir [Aguilar et al., 2001].

Aguilar ve arkaddarn (2000),S. aureussulari ve koyun cinsinden MGEC
(Mammary Gland Epithelial Cell) hiicreleri arasindetkilesimde slime maddesinin
etkisini incelemglerdir. Bakterinin aderansini artirmak icin tripsile muamele
edilen MGEC hucreleri, radyoaktif olarakaretlenen bakteri stspansiyonu icine
birakilmstir. Slime maddesine karantikorlarin sentezlenmesi icin, slime maddesi
Freund adjuvantlar ile birlikte tasn derisi altina enjekte edilgir. Tawan
serumundaki  anti-slime  antikorlar gér imminglobulinlerden  affinity
chromatography ile ayirt edilgtir. 50 pg/ml anti-slime 1gGs, bakteri-hiicre
stispansiyonu ile 30 dk 37C’de inkiibe edilmitir. B counter (LKB Wallac)
sisteminden yararlanilarak slime maddesinesikantikorlarin anlaml birsekilde,
slime kaphiS. aureussularinin MGEC hdcreleri ile etkifgmini inhibe ettgi tesbit

edilmigtir.



23

Baldassarri ve arkadari (2001), ortamdaki diik seviyedeki demir
konsantrasyonunun ya da besiyerine sonradan kavahleklenmesinirs. aureus
swlarinin slime dretimini anlaml bigekilde artirdgini saptamgardir (p<0.002)S.
aureus sularinin Uredgi ortamda demir konsantrasyonunu azaltmak iginptiki
Soy Broth, imidoasetik asit kenetleyici rezin ileamele edilmitir. Slime Gretimini
mikropleyt yontemiyle saptangtir.

Baldassarri ve arkadarinin calgmalarini destekleyen klea bir calgma 1991
yilinda Wilcox ve arkadgari tarafindan yapilngtir.

Wilcox ve arkaddari, HPD (Human Peritoneal Dialysate)’da demir
konsantrasyonunun azaltilmasinin, KNS slaunin  membran proteinlerinin
profillerine etkisini argtirmiglardir. Hipertonik rafinoz solusyonunda lizostafia
KNS’larin hiicre duvart ve stoplazmik membran kongdteri bakterinden
ayrilmstir. Hicre duvar ve sitoplazmik membran proteinlét 12,5 SDS-PAGE
jelde ayirt edilmgtir. HPD (Human Peritioneal Dialysate) ve NB (Nafr Broth)'ta
ureyen KNS’larin sitoplazmik membran proteinlerimofglerini arastirmiglardir.
Immunoblotting teknikle, HPD’da buytye®. epidermidigtrlerinde proteinlerin 40
kDa'dan 56 kDa'a kadar @esen yginlarda olmasina pgmen, 32 ve 36 kDa IRMP

(Iron- Repressible Membran Proteins)’ler yuksekdaortrasyonlarda bulunrtur.

IRMP’lerin  NB (Nutrient Broth)'da buytyen K®larda iyi ekspresyonu
yapilmadg gorilmistir. Fakat NB ortamina EDDA (Etilen-Diamin D
Didroksifenilasetik Asit) gibi sentetik demir ketaticisi eklenince bu proteinlerin
induklendgi gorilmistir. HPD yalniz ferrik demir (P& icermedsi gibi, ayn
zamanda serum demirgayici glikoprotein transferrin de icerir [Wilcoxt el.,
1991; Lindsay et al., 1994]. Yam icin hayati 6nemi olan demirin, oksijen
tasinmasinda, elektron transferi, DNA sentezi, immigtesn gibi bircok fonksiyonda

gorevi vardir [Uysal ve ark., 1998; Uysal, 1999].

Amnendolia ve arkaglari (1999), kliniklerden topladiklari stafilokokigarinda
slime Uretimi ve SAA (Slime—Associated—Antijen) pkssyonu arasindaki gkiyi
incelemilerdir.  Bakteri tarafindan yapilan SAA  ekpresyonudouble

immunodiffusion yontemiyle tesbit edilgtir. Slime Gretimi mikropleyt yontemiyle
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Olcilmistar. SAA ekspresyonu yapan stafilokoklarda, SAA atégstafilokoklara
gore kuvvetli slime dretimi goralngtiir. SAA pozitif stafilokoklarin  slime

dretiminin optik dansitesi (O.D.)’si (1.551.99) ile SAA negatif stafilokoklarin

slime Uretiminin O.D.’si (0.5880.66) arasinda anlamli farkhlik bulungtur

(p<0.001). Bu ¢cagmada 115 stafilokok sunun 45'i (% 39) Slime (+) SAA (+);
311 (% 27) Slime (+) SAA (-); 39'u (% 34) Slime)(SAA (-) cikmstir. Bu
calismada slime (-) SAA (+) olan slar gérulmemgtir. Stafilokoklarin bir ytzeye ilk
once aderans yapmasinda kapsuler polisakkariean{iPS/A) antijeni sorumlu iken,
bakterilerin ¢@almasi sonucu odan daha sonraki gmadan SAA antijeni
sorumludur. SAA’da PS/A gibi bir ekzopolisakkarnitti

Ayrica bu cajmada, bakterilerin biyime ortamina % 1 glukoz eklesi
sonucu slime dretiminin yluzde olarak % 34,7‘den 0@3& yukseldgi goralmustur
(p<0.001). Cakmalarinda glukoz eklenmesinin, sadece 3 stafilolsakunda

biyofilm Gretiminde anlamli bir etkisi gorilmesgtir [Ammnedolia et al., 1999].

Baldassarri ve arkadari (1993), cgitli kimyasal maddelerin, mikropleyt
yontemiyle S. epidermidis swunun slime Uretimi  Uzerindeki etkilerini
argtirmiglardir. Bazi reaktifler tamamen slime tabakasi swaunda etkisiz
kaldigini, bazilari ise desik etkilerde bulundgunu gormilerdir. Bu calgsmaya
gore; % 10 formalin ve % 25 formalin, glutaraldeinid FAAA (formalin-etanol
%80 glasiyal asetik asit, 1:9:5) biyofilm glumunda etkisiz kalmgtir. Metanol,
Carnoy solusyon (etanol-kloroform-glasiyal asetsht,al5:5:1), ve Bouin fiksative
(suyla doydurulmg pikrik asit solusyon-formalin-glasiyal asetik asi6:5:1) slime

olusumunu artirmytir.

Deighton ve arkaglar (1993), biyuime ortamina EDDA (Etilen-Diamin-®i
Hidroksifenol Asetik Asit) ekleyerek, ortamdaki demkonsantrasyonunun
azaltiimasinin, slime olumu lzerindeki etkisinisaranislardir. Triptik Soy Broth,
EDDA ile konsantrasyonlari 12.5, 25, 50 ve 10§/ml olacaksekilde muamele
edilmistir. Mikropleyt yontemiyle, stafilokoklarin slime rétimi ol¢Ulmistar.
Kuvvetli slime dreten stafilokoklarin slime uretimi4, 18 ve 24 h'lik

inkiibasyonlarda, inkibasyon siresinin artmasin&l@aolarak slime Uretiminin
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arttigl, inkiibasyon suresi artikga (48 h-72 h) slimeitmein azaldgl goralmistar.
Zayif slime ureten stafilokoklarda ise 14, 18 ve (2lk periyodlarda anlamli bir
sekilde slime artn goérilmemgtir. 48 h ve 72 h’lik periyodlarda inkiibasyon

suresinin artmasina parelel olarak slime Uretimarthgini géralmitar.

Souli ve arkadéar (1998), 22 mikrobiyal ajanlarinin Muller Hilio Agar
besiyerinde slime mevcudiyeti Gzerindeki etkisimesarmak icin yari kantitatif
yontem gektirmislerdir. Bu calsmada; slime tabakasinin va@rhda perfloksasin,
teikoplanin ve vankomisin etkilerinde goze carpagakilde, sirasiyla % 30, % 52,
% 63 oraninda azalma gorulgtiir. Slime mevcudiyetinin rifampisin Uzerinde etkis
olmadgl saptanmgtir. Slime’in klindamisin Uzerindeki etkisi minimurseviyede
olmustur. Diger kullanilan kloksalin, amoksilin-klavulanik asitimipenem,
siprofloksasin, sefpirom, roksitromisin ve fusidikit etkilerinin tGzerinde az (<% 15)

azalma gorulmgtar.

Allignet ve arkadgar (1999), 14S. capraesuunun, fibronektin ve kollajene
aderansini agarmiglardir. Her iki yani PMMA (Polymethylmethacrylatéd¢ kapl
olan diskleri, icinde 0.5, 1 ve |2y insan fibrinojen mf, bovine tip Il kollajen olan
bir soluyonla 37°C 60 dk muamele edilrtir. Bakteriler icinde[metil-*H] timidin
olan MHB (Mueller Hinton Broth)'da inkibe edilerekradyoaktif olarak
isaretlenmgtir. Radyoaktif hesaplamalar ile. capra&in fibronektine olan aderansi,

kollajene olan aderansindan yuksek @ldgoralmitar.

Baldassarri ve arkadari (1997), slime maddesini8. epidermidish cansiz
yuzeylere tutunmasindaki bakteriyel molekullerin ednnin gizledgini ileri
surmglerdir. Bu calgmadasS. epidermidien fibronektin, fibrinojen ve kollajen tip
I'e baglanma yeteng degerlendirilmistir. S. epidermidign fibronektin, fibrinojen
ve kollajene bglanmasi Gatermann ve Meyer (1994) tarafindan #ahatteknikle
yapiimstir. Bakterilerin hidrofoik etkilgimleri Rosenberg ve arkagari (1980)
tarafindan anlatilan, teknikle olculgtir. Slime defektiv ya da slime negatif
mutantlari, slime pozitif parental gardan turetilmgtir. S. epidermidiATCC 35984
ya daS. epidermidisM187 slime ureten slardir. HAM892 ve D9 slime negatif
swlar, ATCC 35984'den acryflavin mutagenesis ile tilmastir. M187’den

transposon mutagesis ile M187sn3 tlregtmi
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M187‘in mutantt M187sn3 fibronektine adezyoda, fibronektin immobilize
olsun-olmasin, 25-30 kat argorilmistir. Kollajene adezyonda anlaml bir farkhlik

bulunmamgtir.

ATCC 35984 ve onun slime-negatif slime tirasasinda anlamh bir farkhlik
bulunmytur. ATCC 35984‘Un mutantlarinin fibronektine adeaynda 6 kat ax
gorulmistar. Kollajen adezyonu bakiminda anlamli bir fatkummamgtir. M187 ve
ATCC 35984 ve onlarin tirevleri arasinda kollajexezyonda anlamli bir farklihk
gorulmemesinin sebebi, M187 ve ATCC 35984‘lUn kelhaj reseptorlerinin
bulunmamasidir. Mutant-parentalskudan elde edilen bilgileri goulatmak igin,
klinik orjinli 53 izolat toplanmgtir. Bu calsmada konakgi proteinlerin immobilize

olmasinin, ¢ok iyi olmazsa bile bakterilerin adeayou balattig goralmistir.

Pérez-Giraldo ve arkagta (1997) tarafindan yapilan gahada, dgisik
konsantrasyonlarinda NAC (N-acetyleycysteine)'in $5 epidermidissularinin
biyofilm olusumunda, etkisini incelerglerdir. NAC antibiyotik olmayan bir
maddedir. Mukus icginde disulfit Biarini parcalayan mukolitik ajandir. Sekresyon
viskozitesini indirger. NAC farkli konsantrasyordarTriptik Soy Broth ile muamele
edilmistir. Mikropleyt yontemiyle slime Uretimi 6lctlmngtiir. NAC konsantrasyonu
0.25, 0.5, 1, 2, 4 ve 8 mg/ml artik¢ca biyofilm olumnda azalma goérilngtiir. NAC,
¢cok diuk konsantrasyonlarda bile (0.015-0.12 mg/ml) hLlgof olusumunu
indirgemitir.

Williams ve arkaddari (1997), S. aureusswlarinin slikon yizeye aderans
yaptiklari zaman, antibiyotik duyarlklarini inceiglerdir. Silikon kateter ylizeylere
yapstigl zamanS. aureusin tetrasiklin, benzilpenisilin ve vankomisine auiylig
2-10 kat azalmstir. Bu calgmada planktonik ve aderant olarak iki bakteri kiiltl
yapiimstir. Bu iki bakteri kdlttri arasindaki fark, adetrakiltirlerinin icinde,
kateter disklerinin olmasidir. Aderant hicrelerdgampisin ve fusidik asit
duyarlilginda anlamh dgsiklik olmamistir. Aderant bakterilerin planktonik
kiltarlerde Ureyen bakterilere gore daha yabéyudiglu gorilmigtir. Aderansin

artmasiyla antibiyotiklere karduyarliklarinin azalga goéralmistar.
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Konig ve arkaddari (2001), slime ureters. epidermidisRP62A ve onun
izojenik mutanti olan slime Uretmeye® epidermidisM7’nin dort farkh kemik
cimentosu diski Uzerindeki durumunu giramiglardir. Bu kemik ¢imentosu diskleri

sunlardir;

1-Palakos R: PMMA (Polymethylmethacrylatayidlymustur.
2-Refobasin Palakos R: PMMA ve gentamisinolegmustur.
3-Genta-Klinda: PMMA, gentamisin ve klindainmiden olgmustur.
4-Osteopal HA: PMMA ve Granule HA (Hydroxydipe)'den olgmustur.

Bakteriyel adezyonu incelemek icin, steeligdilmi kemik ¢cimentosu (1,5 cm
capinda ve 1 mm kah@inda) disklerini, TSB slspansiyonlarin icine
yerlestirilmistir. 24 h inkiibasyondan sonra, RP62Alau, en cok Palakos R diskleri
tizerine (1.10x10 cfu/ml) yigiima yapmstir. Oysaki M7 sslari, ilk aderansini
(4,35x10 cfu/ml) gentamisin/klindamisin disklerine yapsardir.

Konig ve arkaddar, farkli kemik cimento disklerini kanl agar eptlerine
yerlestirmislerdir. 37 °C 48 h inkiibasyondan sonra, Refobasin R, Osteopal/éd
Refobasin Palakos disklerinin etrafinda, RP62A lityiime inhibisyon zonu
olusmamstir. Fakat gentamisin/klindamisin disklerinin etrafa biylime inhibisyon

zonu olymustur.

Kotilainen ve arkadkri (December, 1990) yaptiklar gahada, 108 KNS
swlarindan, Ludwicka ve arkaglari (1984) tarafindan aciklanan teknikle elde
edilen ekstraselliler eksrakttin, combined gas idiguchromatography-mass
spectrometry yontemiyle, fleca komponentler olarak mannoz, galaktoz, glukez v
ribozu icerdgini saptamglardir. S, hominis ve S. epidermidissuslarinda ayni tar
dahilinde aderant olsun-olmasin, monosakkaritlgneceli konsantrasyonlari ayni
ctkmistir. Bu sonug, KNS’larin aderansi ve analiz edilédrt monosakkaritin
herhangi birisinin  ekstraselliler Uretimi arasindar iliski bulunmadgini
gostermgtir. Glukozun goéreceli konsantrasyons. epidermidis ve S. hominis
sularinda ayni olmasina gmen,S. hominisswlarinin icerdgi mannoz, galaktoz ve

riboz miktari daha fazla cikstir .
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Gerke ve arkadiar (1998) tarafindan yapilan gahada, S. epidermidis
suslarinda PIA biyosentezinde bulunan genlerin biréysktivitesi sonucu, N-
asetilglukosaminiltransferazin aktivitesini nagkikendigi arastirmistir. PIA Gretimi
ve proteinleri, immunoblot yontemiyle saptagtm YanizicaA geni ekspresyonu
disik N-asetilglukozamin transferaz aktivitesi gostgtin icaA ve icaD
koekspresyonu yapmasi, aktivitede anlamh birsagostermgtir. Son yillarda
icaD'nin icaA ve icaB arasinda oldgu fakat bu genlerle Ust Uste ofgu tesbit
edilmistir. icaD’nin baglangiciicaAnin son 37 nukleotiti ile Ust Uste gelmektedir.
icaD'nin son kismi icaB geninin bainda bulunan 4 ndkleotiti ile Gst Uste
gelmektedir.icaAD tarafindan olgturulan oligosakkaritin uzunfiu ince tabaka
kromatografisi tarafindan 20 birim kadar ofdugortulmitir. Oysa PIA en azindan
tam uzunlgu 130 birim kadardir. YalnicaA ve icaD, icaC ile birlikte ekspresyon
yaparsa, PlA-spesifik antiserumlarla birlikte rag&a godsterirse oligomer zincirler

sentezlendji goralmustar.

Allignet ve arkadgari (2001) tarafindan yapilan gahada,S. capraenin ica
operonundaki genleriS. aureusve S. epidermidisturlerinin ica operonundaki
genlerle kagilastirildiginda,icaA, icaB ve icaD genleri agisindar>(% 68) oraninda
benzerlik,icaC genleri agisindar>(% 73) oranindacaR (Repeat) genleri agisindan

(> % 70) oraninda benzerlik gorulgtdr.

Klonitsiou ve arkadéari (2000), slime Uretef. epidermisularinda, 80 kDa
peptidoglikan ve teikoik asit gibi maddelerin 64gguni ve onlarin
immunoreaktivitesini  asggirmiglardir.  Taganlarda bu komponentlere ska
yukseltilen immunoglubulinler, Sephadex G-25 gel roohatography ile
saflagtirilmistir. Antiserumlarin imianolojikal analizi ELISA yoamiyle yapilmgtir.
20 kDa PS’ler, 80 kDa peptidoglikan ve teikoik agibi molekillerden daha az
immunojenik, teikoik asite kar olan antikorlarin yeterince koruyucu olmgdn
gorulmistir. Bunun sebebi olarak, onlarin slime tabakasiginde gomulms
olmasidir. 20 kDa PS’ye karolan antikorlar hem insanda hem de in vitro ddara

goralmdstar ki, daha etkili ve koruyucudur.

Kotilainen ve arkadkr (April, 1991), aderant ve slime Uureten stdfilo

suslarinda slime maddesinin immunokimyasal analizieypmwysglardir. 168 stafilokok
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swundan izole ettikleri ham slime maddesini se@Marda immunize etglerdir.
Bakterilerin  slime tabakasina yegheis antikorlarin  hedef antijenleri,
immunoelectron microscopy ile gosterikti. Antijenleri immunoblotting tekrgiyle
karakterize edilngtir. 80 kDa’'dan daha yiuksek molekilegwlar ve ¢gunlugu 30
kDa'dan daha yuksek molekillergynlar bulunmytur. Slime faktord, tap testi ile
arggtinimistir. 110 S. epidermidis1l06’sinin (% 96) 30 kDa antijen ekspresyonu
yaptgl tesbit edilmgtir. 30 kDa antijen pozitif antijenlerde 58‘i tupdti pozitif ve
48'i tip testi negatif ¢cikngtir. 30 kDa antijen negatif ola. epidermidiswlarinda
tup testi negatif ¢cikngtir. TUp testi ile yuksek molekuler gnlar arasinda bir gki

bulunamamytir.

Heinzelmann ve arkadar (1998),S. epidermidisRP62A (ATCC 35984) ve
onun slime negatif varyantin insan polimorf ntukleétrofillerinde (PMNs) fagositoz
edilmesini flow cytometry sistemiyle atamislardir. Fagositozis deneylerde slime
Ureten S. epidermidisRP62A, slime Uretmeyers. epidermidisRP62A-NA'dan
yuksek fagositozis indeks gostestini ve bu farklillk fagositoz sirasinda 2., 5.,. 10
ve 30. dk’da istatistiksel olarak anlamli bulungtun (p<0.05).

Fagositozis indeksleri, bakterinin sindirimini gelendirebilirken, siperoksit
dretimi gibi mikrobiyal oldartct alt basamaklarilidleyememektedir. Bunun icgin
aynt numunelerden izole edilen bakterilerin, flgaes olmayan HE
(Hydroethidine)’'nin  flloresans EB (Ethidium Brom)te donmesinden
yararlanarak, stperoksit Uretimi 6lculghiir. RP62A'nin PMNs tarafindan fagositoz
edilmesi sirasinda superoksit Uretimi, slime nég&i epidermidissularinin
fagositozis edilmesi sirasinda siperoksit Gretimimdistikrarli olarak yuksek
bulunmutur. RP62A-NA'nin fagositozis edildikten sonra sigiesit Uretimi, RP62A
ile kiyaslandgl zaman 2dk gec bamistir. Bu farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmutur (p<0.05).

S. epidermidis RP62A ve RP62A-NA arasindaki hidrofobik farklibk)
modified hydrophobic interaction chromatography bigirlenmitir. S. epidermidis
RP62A'nin siuspansiyon icinde fagositozu artarkemrdfiobisitisi artmstir. S.
epidermidis RP62A’'nin hidrofobisitisi, RP62A-NA'nin hidrofobinden digik



30

ctkmistir. Hidrofobisiti, bakterinin genellikle PMNs tdradan fagositozu artmasiyla

ve virulansinin artmasiyla korelasyon halindedir.

Heinzelmann ve arkadarinin bulduklart sonuglar, Kristinsson ve
arkadalarinin  (1988), bulduklari sonuclardan farkl c¢iktm Kristinsson ve
arkadalart 43 planktonik stafilokok sw Uzerinde, Iluminol-dependent
chemiluminescence  yontemiyle  opsonofagositozis idder aratirmalar
yapmslardir. Kristinsson ve arkaglarina gore; ekstrasellller slime (sadece 20 su
slime uUretmgtir) tabakasinin ne opsonizasyon izerinde ne dengEzyon igin
gereken maddeler Uzerinde etkisi yoktur ve bakebrgiduriculerin slime Ureten

bakteriler tizerinde farkh bir etkisi olmagtr.

Cramton ve arkaglarn (1999) tarafindan yapilan gahada, in vitro olarakca
lokusunda delesyonlarin stafilokokskrinda PIA Gretiminde, biyofilm okturma
yetenginde kayiplara sebeb olgu gordimitir. S. aureusATCC 35556‘dan
kromozomal DNA, primer SA11l v SA12 kullanilarak, @iffiye edilmistir. pBTs
vektorunun Kpnl sitlerinin icine klonlangtir. 5862 nukleotitin 2132 nukleotitin
delesyonuna grams, pSC18 plazmidin bir kismini amplifiye etmek icin SAYe
SA15 primerleri kullaniimgtir. pT181mcs plazmidinde tetrasiklin rezistansetias
amplifiye etmek icin tet-6 ve tet-2 primerleri kaflilmstir. S. aureusATCC
suslarinda,ica geni pT181 plazmidinde tetrasiklin kasetiyle yegidererek, sicaklik
duyarli pSC23 plazmidi yapilgtir. ATCC 35556ca A::tet syu yaratiimstir. ica
operonunda delesyonagrams S. aureus mutantlarinda, arttk PIA Uretimi

gorulmemgtir.

Arciola ve arkad#ari (2001), stafilokok sdlarindakiicaA ve icaD genlerinin
varhgl ile Kongo kirmizili agar yontemi arasindakgkilyi arastirmiglardir. icaA ve
icaD genleri PCR ile amplifiye edilngiir. PCR kargimi agaroz jele yuklenilngiir.
91 stafilokok (68S. epidermidisve 23 S. aureuy swunu calsma kapsamina
alinmstir. S.aureussularinin % 61’iicaA ve icaD genlerini taidigl ayni zamanda
Kongo kirmizili agarda slime dredtigoralmistar. S. epidermidisularinin % 49'u

icaAveicaD genlerini taidigl ve Kongo kirmizili agarda slime Grgitgorulmastar.
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4. MATERYAL VE METOD

Bu cakmada; GATA Haydarpa Egitim Hastanesi’'nin cgtli kliniklerinde
laboratuvara gonderilen 6rneklerden ve Haydgapdumune Devlet Hastanesi (yatan
hastalar icin olan) Mikrobiyoloji laboratuvarindatde edilen 90 KNS (Koagiilaz
Negatif Stafilokok) sgu incelemeye alinrgiir.

4.1. Materyal Toplama

Stafilokoklar cok desik doku, organ ve sistemlerde kolonizasyonstlwp
enfeksiyonlara yol acabilgi icin, laboratuvara gelen tim numuneler stafildiaok

yoninden incelenrsiiir.

4.1.1.Stafilokoklarin Izolasyonu
Idrar, bgaz, hemokdiltir, burun, apse, deri ve mayi gibi ayaitindaki tim
numuneler kanh agara ekildi. 24 h ¥7de etuivde inkiibe edildi.

4.1.1.1. Kanli Agar
Genel kullanim amagh bir besiyeridir.

Brain Heart Infusion Broth (Biolife) 38 gr
Distile su 1000 ml

Karstirnlarak eritildi. 120°C‘de 15 dk otoklavda steril edildi. 5@C'ye kadar
sogutuldu. Defibrine koyun kani ya da insan kanind&m ilave edildi. Kagtirilip
plaklara dokulda.

4.1.1.2 Mannitolli Tuzlu Agar ( Chapman Besiyeri )

Karisik flora bakterisi iceren materyalden stafilokoktarayirt edilmesi icin
kullanilan ayirt edici ve segici bir besiyeridicerdii tuz miktari nedeniyle bir ok
gram negatif ve gram pozitif bakterilerin Uremelebaskilanir. Ayrica
Saphylococcus aureus mannitollli fermante ederek besiyerinin i¢grdifenol

Kirmizisi ayiracinin rengini sariya gevirir.
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g Eti Ekstresi 19
Pepton 109
NaCl 759
D-Manrito 109
Fenol iKizisi 25 mg
Agar 15¢g
Distiles S 1000 ml

Maddeler isitilarak eritildi. Bir iki dakikkaynatildi. 120C’de 15 dk otoklavda
steril edildi. Plak ya da yatik olarak kagti@amak tzere tuplere geildi. Ekimler 18-

24 h sonra incelendi.
4.2.2 Stafilokoklarin idenfikasyonu

4.2.2.1. Gram Boyama

Ureme saptanan petri kaplarindaki bakteri kolomiergram boyama yapildi.
Gram boyama yapildiktan sonra, hazirlanan prepgkaiikroskobunda incelengii
zaman, gram pozitif (mor renkte) ve Uzum salkimrfilojisinde gorilen bakterilere
katalaz testi uygulandi. Katalaz pozitif olan balkte stafilokok cinsinden, katalaz
negatif olan bakteriler streptokok cinsindenlauolarak dgerlendirildi. Ancak eski
kultarlerinde, boyay! birakmasinaghaolarak gram negatif goriinim verebilirler. Bu

nedenle boyamalarin taze kulttrlerden yapilmasinami vardir.

4.2.2.2. Pigment Olgumu

Stafilokoklarda pigment okwmu idenfikasyonda blytk ger tagimaz. Ortam
kosullari pigment olgmasinda 6nemli etki yaparlar. Pigment soll25 °C’'de 37
°C’ye gore daha iyi olur. Pigment glumu koloni incelemesiyle anjdamadginda,
beyaz bir sticgec kali ile koloniden alinarak yayilmwve kuruduktan sonra agikca
gorulur [Bilgehan, 1995].

4.2.2.3. Katalaz Deneyi
Stafilokok ve mikrokoklarin, streptokok Uyelerindayirt edici bir deneydir.
Icerisinde kan bulunmayan besiyerlerinde (jeloz)vibpetilmis kolonilerden 6ze ile

alinip bir lamin tizerine konuldu. Uzerine bir ikardla HO, (hidrojen peroksit)
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damlatildi. Katalaz olumlu bakteriler gaz kabararklolutururlar. Stafilokoklar
katalaz pozitif, streptokoklar katalaz negatif teaiterdir.

4.2.2.4.Koagulaz Deneyi
S aureusun diger stafilokoklardan ayirt edilmesinde en cok Onesiyan
deneydir. Koagulaz deneyi tup yontemiyle yapildi.

Tlp deneyi: Burada besiyerlerinde Ureyerfilskaklarin oluturduklarn ve
besiyerine saldiklari gamsiz koagulaz asairildi. Bu enzim nitelsindeki madde
plazmada bulunan bir faktor olan CRF (CoagulasectRenFactor) ile ilgki kurar ve
fibrojeni pihtilgtirir. Bu islem igin kalsiyum iyonlarina gereksinim yoktur [§dhan,
1995].

1. Steril bir deney tipune 2,5 cc’lik serum fizyolojuzlu su koyuldu.

2. 24 h inkiibasyondan sonra kanh agar plakindgnaolg bir koloni 6ze ile
alinip, fizyolojik tuzlu su icinde stispanse edildi.

3. Bu suspansenin Uzerine 230 insan kani plazmasi ya da gam kani
plazmasi eklendi.

4. Deney tupu icegiyle iyice calkalandi. 37C’'de 24 h inkiibe edildi.

24 h inkibasyondan sonra pihtisolasi pozitif ve olgmamasi da negatif sonug¢
olarak kabul edildi.

S aureus disinda bazi bakteriler 6rgign P. aeruginosa, Serratia marcescens ve
Ozellikle S faecalis gibi bazi enterokoklar koagulaz aktiviteleriyle gdesitrati
metabolize etmek suretiyle plazmayr pilstilap yanls olumlu sonuglar
vereceklerinden plazmanin pihgtiamasini 6nleyici olarak sitrat yerine, EDTA
kullaniimasi tercih edilir. Bu yonteme gore; 1mhkiaine icin 1 mg hesabi ile EDTA
(Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid =Versene) ileng pihtilamasi engellenen

insan ya da taan kanindan santrifiijleyerek plazma ayrilir [Bilgah1995].

Koagullaz negatif cikan stafilokoklara, ti@yihi yapmak icin cgtli testler

uygulandi. Bu testler; Ureaz testi,sitle sekerlerden asit Uretimi, novobiyosin
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duyarhlik testi, basitrasin duyarlilik testi, al&a fosfataz testi ve nitrat rediksiyon
testleridir.

4.2.2.5. Ureaz Testi
Bu test Ureyi amonya hidrolize edebilme yetep@edeki stafilokoklarin
ayiriminda kullanilnmtir.

Substrat :
Urea Agar Base 249
Distile su 950 ml

Tum maddeler katirildiktan sonra pH 7'ye ayarlandi, otoklavda fZlde 15
dk steril edildi. Filtrasyon ile sterilize ediler0, 8 ml % 20’lik Ure, substrata ilave
edildi ve daha 6nceden sterilize edilen cam tupteral olmak Uzere daldi. Test
yapilacg@ zaman agar pfanda bir 6ze dolusu bakteri alinarak tipe inokidligde ve
37 °C’de 24 h inkiibe edildi. Ure besiyerinin somon riemegembe- kirmizi renge

donistiglinde Ureaz aktivitesinin vagini ve pozitif sonucu gosterir (Resim 4.1.).

Resim 4.1.Stafilokok sglarinin Ureaz besiyerinde vegdirenk deisikleri;

pembe renk Ureaz pozitif, somon sarisi renk Uregatif olarak dgerlendirildi.
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4.2.2.6. StafilokoklarinSekerlere Etkisi

Seker Ana Besiyeri (SAB) :
Phenol Red Broth (Difco 15 gr
Distile su 1000 ml
Bu kargim tamamen homojen oluncaya kadar &arldi ve otoklavda 122C'de

steril edildi.
Calsmak istedgimiz seker 5gr
Distile su 50 ml

Bu kagim Benmari'de tg¢ gin Ust Uste BD'de 60 dk tutularak tindalize edildi
ve steril hale getirildi.

Daha sonra:

4,5 mISAB + 0.5 ml test edilecekeker (maltoz, suikroz, fruktoz, ksiloz, laktoz
vs.) karstirilarak steril tlplere datildi. Tarini belirtmek istedimiz bakterinin
kolonilerinden 6ze ile alinarak tuiplere ekim yapud 37°C’de 24 h sonra incelendi.
Bakterinin asit olgturmasina b@i olarak tlpteki kirmizi rengin sariya dénmesi

pozitif sonug olarak dgerlendirildi (Resim 4.2).

Resim 4.2. Stafilokoklarigekerlere etkisi; kirmizi renk negatif, sari renkzigid
olarak dgerlendirildi.
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4.2.2.7. Novobiyosin Duyarlilik Deneyi

1.
2.

Mc Farland 0.5 bulanikiinda homojen bakteri stispansiyonlari hazirlandi.
Bir ekivyon cubgu ile suspansiyondan alinarak Muller—Hilton Agar
besiyerinin yarisina yaymak suretiyékim yapildi.

Yuzey kuruduktan sonra ekimin ortasin@ad novobiyosin diski yerlgirildi

ve 37°C’de 18-24 h bekletildi.

Olusan inhibisyon zonunun c¢api 6lguldi. 16 mm ve dabeiik inhibisyon
zonu olyturan bakteriler direncli olarak kabul edildi. 16miden buyuk
olanlar duyarl kabul edildi (Resim 4.3.).

Resim 4.3. Stafilokok gari novobiyosine duyarl oldwundan, diskin etrafinda

zon olymus.

4.2.2.8. Basitrasin Duyarhlik Testi

1.
2.

Mc Farland 0.5 bulanikiinda homojen bakteri stispansiyonlari hazirlandi.
Bir ekivyon cubgu ile bu suspansiyondan alinarak Muller-Hilton Agar
besiyerinin yarisina yaymak suretiyle ekim yapildi.

Yuzey kuruduktan sonra ekiminin ortasina 0,04 Utkesin diski yerlsgtirildi

ve 37°C’de 18-24 h bekletildi.
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4. Olusan inhibisyon zonunun c¢api oOl¢ildi. 10 mm ve daietik inhibisyon
zonu olyturan bakteriler direncli olarak kabul edildi.

Stafilokoklarin mikrokoklardan ayirimi basgin testi ile yapildi. Stafilokoklar
0,04 U basitrasine direncli olduklar halde mikrklkes duyarlidir [Bilgehan, 1995;
Koneman et al., 1997].

4.2.2.9. Alkalen Fosfataz Testi
Bu test icin p-NPP (p-Nitrophenyl Phosphasgar kullanildi [Geary and
Stevens, 1989; Koneman et al., 1997].

p-NPP Agar:
Muller Hilton Agar (Oxoid) i0))
Anhydrous Sodyum Karbon @,5
Sodyum Bikarbonat 119
Distile su 500 ml

Bu maddelerin hepsi kstirildi. HCI ile pH: 5,6-5,8’e ayarlandi. Bu igerik
120°C'de otoklavda steril edildi. Daha sonra 45'ye kadar sgutuldu. 500 ml'ye
300 mg Sigma’'nin p-nitro fenil fosfat (tris formeklendi. Daha sonra bu besiyeri
petri kaplarina dokuldu. Besiyeri donduktan sonré *€‘de saklandi [Geary et al.,
1989].

Oze ile kanli agardan atemiz bakteri kolonisini p-NPP agara ekildi. 32'de
18-24 h sonra inkubasyondan songareparlak sari renk olursa alkalen fosfataz testi
pozitif, beyaz renkte bir Greme gorulirse alkal@sfdtaz testi negatif olarak
degerlendirilmistir (Resim 4.4).

Bazi bakteriler gerek kati gerekse sivi ymtrinde fosfataz enzimi
olusturabilirler. Bu aktivitenin tayini 6zellikle paten stafilokok turlerinin
idenfikasyonunda Onemlidir. Keza bazi enterik balde o6zellikle Proteus,

Providence sglari fosfataz olgtururlar [Bese, 1974].
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p-NPP agar ilk kez 1989 yilinda C. GearyMeStevens tarafindan stafilokok
turleri tarafindan fosfataz tretimini bulmada ydm yontem olarak aciklanstir.
Daha oOnce alkalen fosfataz enziminin \@arlicin PPP-agar (Phenol Phtalein
Phosphate Agar) kullaniliyordu [Bese, 1974]. FaRRP-agarda sonug icin 7 gun
beklemek gerekmektedir. Ayrica PPP-agarda sonubilmlek icin besiyerine
amonyak eklenmesi de gerekmektedir. p-NPP-agarPRE-agar besiyerine goére
daha avantajlidir. PPP-agarda reaksiyon yagelismektedir. p-NPP agarda ise
sonucu goérmek icin 18-24 h yeterlidir. PPP-agarnfzaiipheli reaksiyonlar vermekte
iken, p-NPP agar ise daha guvenilir ve kuvvetlisgar vermektedir. p-NPP agarda,
PPP agar gibi sonu¢ glerlendirmede amonyak damlatiimasina gerek yoktINPP
agar, az madde icegliicin PPP-agar gibi pahalli bir ydontemgildir. p-NPP agarin
pH"1, fosfataz Uretimi icin optimumartlari sglamistir (pH: 5,6 — 5,8) [Geary and
Stevens, 1989]

Resim 4.4p-NPP agarda alkalen fosfataz testin pozitif (sasihegatif (beyaz )

oldugu Uremelerin gorulmesi

4.2.2.10. Nitrat Buyyonu ve Nitrat redtiksiyon Deneleri
Bakterilerin nitratlar redukleyip nitrit ve dahgeri Urtnlerin ortaya ¢ikmasi
basta Enterobacteriaceae‘lerin taninmasinda o6nemlillikeedir. Enterobacter

agglomerans'in bazi biyotipleri ve Erwiniatirlerinde bazilari dinda tim
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Enterobacteriaceae bakterileri nitratlari redilderker. Bu deneylerlélaemophylus

neisseria ve Branhemella‘larinda taninmasinda yararlarilgehan, 1995].

Besiyerleri :

Nitrat buyyonu:

Sgir Eti Ozutu 39
Pepton 59
Potasyum Nitrat (KN 19

Saf su ile 1000 ml'ye tamamlandi. pH&Q olmalidir.

Sicak su banyosunda isitilarak eritildi. 121 15 dk steril edildi. Tuplere
dagitildr.

A ayiract : Alfa naftilamin 0,59
Asetik asit (5N) % 2.20 100 ml
B ayiract : Sudlfanilik asit 0,8¢g

Asetik asit (5N) % 2.20 100 ml
C ayiract  :Cinko tozu

Saf kultir halindeki incelemekte olan bakien bir 6ze miktari, nitrat
buyyonuna ekildi. 3?C 18-24 h inkiibe edildi. Bu siire sonunda bu kigtiglsirasi
ile 6nce A sonra, B ayiraci damlatildi. Otuz sanigerisinde kirmizi bir renk
olusmasi ortamda nitritlerin vagini yani bakterilerin nitratlari redukte egni
oldugunu gosterir (Resim 4.5.).

Otuz saniye icerisinde renk ghaz ise besiyerine bir miktar ¢inko tozu
dokuldu. Cinko, nitratlar nitritlere redukte ed@fozun eklenmesi ile otuz saniye
icerisinde kirmizi renk okwrsa o zaman besiyerindeki nitratlarin bakteriler
tarafindan redikte edilmemioldugu, eklenen cinko tarafindan redikte edidi
anlasiimistir ve nitrat redikte deneyi olumsuz kabul edsini Cinko eklenmesine
kargin yine renk olgmaz ise bu kez ortamda nitrat kalmagdnitratlarin bakteriler
tarafindan nitritlerden Oteye amonyak, NO, N@ N gazlarina dontirdlmis

oldugu anlgilmistir. Bu durumda bakterinin nitrat rediksiyonu yioleimlu olarak
degerlendirildi.
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Kontrol organizmalari olarak her yeni besiyeri wara¢ yapildginda olumlu
kontrol igin E. coli, olumsuz kontrol olarak dacinetobacter calcoaceticus kullanildi
[Bilgehan, 1995].

Resim 4.5Nitrat reduktaz testinde kirmiz renk pozitif olaydrmizi renk yoksa

negatif olarak dgerlendirildi.

4.2.2.11. API (Analytic Profile Index)

Yukarda sayilan testler yapifgihalde Cizelge 2.2'ye (Bkz.) gore idenfikasyonu
yapilamayan stafilokokuslarinin tirtint son yillarda gefirilmis APl Staph sistemi
ile tesbit edilmgtir. API Staph sistemi tir tayini yaparken, stafibd sylarinin cok
sayida test gercekiirme olangl, okuyucu makinesiyle de gerlendirme kolayfi
sgilamaktadir. Bu ¢cajmada ID 32 Staph API sisteminden (biceNMeux, France)
yararlanildi (Resim 4.6.).

Tar tayini yapilamamistafilokok sglarinin Mc Farland ayari 0.5’e ayarlandi.
Mc Farland (bulaniklik) ayari yapilirken, baktefAsisteminin 6zel solusyonlarinda
suspanse edildi. Daha sonra API panellerinin hgu&uuna bu stispansiyondan 55
ul ilave edildi. 24 h etivde inkibasyondan sonrayukwklarinda bakteri

suspansiyonunu geyan API panellerinin soldan ilk 3 kuyuguna sirasiyla Fast
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mavisi, Nitrit 1 ve Nitrit 2 ayiraglari damlatildb dk bekletildikten sonra API
sisteminin optik okuyucusunda (bio-Mérieux, Seri td S001719, France) paneli

okutuldu. Bakterinin tlr0 tesbit edildi.

Resim 4.6. Resimde ID Staph API paneli gorilmektedi

4.3. Antibiyotik Duyarliklarinin Ara stirilmasi

Tarh tanimlanan stafilokok skarinin - antibiyotik duyarhklari NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standisr standartlarina uygun olarak

disk agar difiizyon testi ile belirlenstir.

a ) Muller Hilton Agarin Hazirlanmasi:
Muller-Hilton Agar (Biolife) 369
Distile su 1000 ml
1-Muller-Hilton Agar distile suda eritilgii pH 7.4’e ayarlanarak otoklavda
steril edildi.
2-Besiyerleri 9 mm capindaki steril petdet mm derinlik olacalgekilde

dokilmis ve kontaminasyon kontroll yapilgtir.
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b ) Calismada kullanilan antibiyotik diskleri:

Calsmada; vankomisin, teikoplanin, oksasilin, penisilikkloramfenikol,
eritromisin, tetrasiklin, levofloksasin, norfloksastrimetoprim silfametaksazol ve
nitrofurantoin antibiyotik diskleri (Oxoid) kullatmistir. Antibiyotik diskler, + 4
°C’de saklanmtir.

c ) Disk agar diflizyon testinin uygulanmasi:

2,5 ml serum fizyolojik iceren tuplerde Mc Farlan@.5 bulaniklginda olacak
sekilde bakteriler stispanse edittiv. Bakteri stspansiyonu ektivyon yardimiyla
Muller-Hilton Agar besiyerine suruldukten sonra ibiyotik diskleri steril pens
yardimiyla yerlgtirilmi s ve 37°C’de 24 h inkube edilngfir.

d ) Sonugclarin dgerlendiriimesi:

Disklerin etrafindaki bakteri buyime inh§o® zonlari milimetrik olarak

Olcilmis ve NCCLS standartlarina uygun olarakgeiendirilmistir.

4.4. Slime Yapimi ve Cgtli Yontemlerle Ara stirlimasi

4.4.1.Slime Maddesi

Virulans faktorlerinde yer alan slime faktéeksrasellular bir madde olup,
bakterinin plastik ve metal ylzeylere aderansintirmakta, antibiyotiklerin
difizyonunu inhibe ederek mikroorganizmaya soialarini, mitojenlere kar
lenfoproliferatif cevabi, kemotaksis gibi polimarfiklear |6kosit fonksiyonlarini ve
bakterinin fagosite olmasini engellemektedir [Aydue ark., 1997; Heinzelmann et
al., 1997; Henke et al., 1997]

4.4.2 Caitli Klinik Numenelerin Kiiltiirlerinden izole Edilen KNS
Sglarin Slime Faktoér Sentezlenmesinin Ug Farkll Yontenle

Arastiriimasi
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4.4.2.1. Kongo Kirmizili Agar Yontemi

Agar 10 g (Difco)
Sukroz 1259
Brain Heart Infusion Broth 9 g (Biolife)
Kongo Kirmizisi 0,29

Tum maddeler katirildi 250 ml suda eritildi, otoklavda steril ediil Petri
kaplarina dokuldi. + 2C’de saklandi.

Kongo kirmizili agara bakteriler ekildi. 8gerini karatan KNS’lar slime pozitif
olarak kabul edildi. Pembe ya da kirmizi renkteldniieler ise slime negatif olarak

kabul edildi (Resim 4.7.) [Aydinl ve ark., 1997{i@ogan ve ark., 1999; Arciola et
al., 2001].

Resim 4.7. Kongo kirmizisi agar besiyerinde KN®#arslime Uretiminin

gosterilmesi 1-Siyah koloniler, slime pozitif 2#z1 koloniler, slime negatif
olarak dgerlendirildi.
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4.4.2.2.Makro-Tup Yontemi

Icinde 5ml Trypticase Soy Broth (37 g/L) (Merc) iceren lgne tuplere Mc
Farland’i 1 bulanikinda ekimler yapildi. Tupler 3%'de 48 h saat inkiibe edildi.
Tupler ters cevrilerek icerikleri yayga dokuldu. % 1'lik safranin solusyonu eklendi.
5 dk calkaladiktan sonra icerikleri gadtildi. TUpler ters c¢evrilerek kurutma gdi
Uzerinde bekletildi. Ertesi gin ya da tupler kurktdn sonra, okumalar yapildi.
Taplerin Gzerindeki biyofilm tabakasinin ganluguna gore (+), (+ +), (+ + +) ve ya
(-) olarak dgerlendirmeler yapildi. Tapin i¢ yuzeyinde halkasolasi slime pozitif
olarak kabul edildi. Eer tupun kurutma Kadina gelen gzinda halka olgmussa,
slime negatif olarak kabul edildi (Resim 4.8.) [[Rfaet al., 1988; Aygen ve ark.,
1996; Gurdgan ve ark., 1999].

Resim 4.8. Makro-Tup yontemiyle slime giluran ve olgturmayan KNS
swlarinin degerlendirilmesi

1. Negatif sonug: Tupun ¢evresinde belitgyofilm tabakasi olgmamstir.

2. (+) ve (+ +) sonug: Tup Uzerinde g@ln biyofilm tabakasinin ymnlugunun
derecesini bildirmektedir.

3.(+ + +) sonug: Tup yuzeyinde ggm bir biyofilm tabakasi okmustur. Bu

bakterinin kuvvetli slime ureticisi olgunu gosterir.
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4.4.2.3. Mikropleyt Yontemi

Trypticase Soy Broth (37 g/ml) iceren tuplé&ic Farland ayar 1 olan ekimler
yapildi ve mikropleyt kuyucuklarina 2Qd aktarildi (Resim 4.9.). Mikropleytin 5
kuyucuguna steril Trypticase Soy Broth (TSB) koyuldu.°87de 48 h etiivde inkiibe
edildi. Mikropleyt cukurlari mikroeliza cihazindadfat tamponuyla (PBS) ile 2 defa
yikandi. % 0.25'lik safranin solusyonu pastor pipgardimiyla mikropleyt
kuyucuklarina ilave edildi. 30 dk. bekletildi. Datlsmnra mikropleyt kuyucuklari
mikroeliza cihazinda distile su ile bir veya ikifdeylkamayla, safranin boyasi
giderildi. Kuyucuklar mikroeliza cihazinda (Humades®, microelisa, seri no:
200770, USA) 492 nm dalga boyunda optik dansitét@riD) okundu. Sadece TSB
(steril) koyulan 5 kuyucgun O. D.’lerinin ortalamasi alindi. Bu gkxler Gzerinde
olan kuyucuklardaki bakteriler slime pozitif, bu gdelerin altinda olan
kuyucuklardaki bakteriler slime negatif olarak khkedilmistir [Pfaller et al., 1988;
Deighton and Borland, 1993; Aygen ve ark., 1996;rdégan ve ark., 1999].
Mikropleyt yontemi icin gerekli olan fosfat tampaonkuziu suyun hazirlanmasi

[Bilgehan, 1995] sagida anlatilmgtir.

FOSFAT TAMPONLU TUZLU SU:

A erigi:

NacCl 849
KCI 02g
NagHP Oy 1,159
KH,PO, 0,20 g

% 4’'luk fenol kirmizisindan 5 ml

800 ml saf su ile tamamlandi, 121'de otoklavda steril edildi.

B erigi:
MgCl, 0,19
Distile su 100 ml

Eritildi. 121 °C’de otoklavda steril edildi.

CaCb 0,19
Distile su 100 ml

Eritildi. 121 °C’de otoklavda steril edildi.
Kullanma ergi: 8 kisim A + 1 kisim B + 1 kisim C eriyikleri kgtrild1.
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Resim 4.9. Mikropleyt yontemiyle KNS’larda slimepyeninin aratirilmasi

ISTATISTIKSEL INCELEMELER:

Calsmada elde edilen bulgular gerlendirilirken, istatistiksel analizler icin
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) Vitandows 10.0 programi
kullanildi. Calgma verileri dgerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metodlard
olan frekans dalimlarinin yanisira niteliksel verilerin kalastiriimasi ise Ki-Kare
testi ve Fisher Exact Ki-Kare testi kullanildi. $ghar % 95’lik given arafinda,
anlamhlik p<0.05 diizeyinde gerlendirildi.
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5. BULGULAR

Calsma kapsamina alinan stafilokoklarin slime Uretimiydnteme gore tesbit

edilmistir ve neticeleri Tablo 5.1'de agiklangtr.

No Numune| Ureyen bakteri SLIME FAKTORU
Tipi tird Mikropleyt KONGO TUP
O. D. P/N| Renk P/N

1. |Idrar |S hominis 0,746 | P | Siyah P +4
2. |Idrar |S hominis 0,375 | P | Bordo P +1
3. Mayi |S warneri 0,426 | P | Siyah P +1
4. |idrar |S auricularis 1,017 | P | Pembe N -
5. Kan S hominis 0,635 | P Pembe N +1
6. Kan S epidermidis 3,290 | P | Siyah P +4
7. Kan S epidermidis 0,540 | P | Siyah P +4
8. Kan S epidermidis 0,418 | P | Siyah P +2
9. |Idrar |S haemolyticus [0,369 | P | Bordo P +2
10. |Idrar |S simulans 0,388 | P | Bordo P +1
11. |Kateter|S warneri 0,589 | P | Bordo P +2
12. |Kan S cohnii 0,488 | P Bordo P +2
13. |Yara |S caprae 0,345 | N | Acik siyah P +2
14. |Ciltalti | S epidermidis 0,847 | P | Siyah P +4
15. |Kateter|S saccharolyticus [0,482 | P | Pembe N -
16. |Kateter|S sciuri 0,860 | P | Bordo P +2
17. |Kateter|S cohnii 0,898 | P | Bordo P -
18. |Kateter|S. epidermidis 0,527 | P | Siyah P -
19. |Kan S saprophyticus  |0,504 | P | Bordo P +2
20. |idrar |S haemolyticus |0,787 | P | Bordo P +2
21. [Kan S xylosus 0,597 | P | Pembe N +2
22. | Kateter|S. lentus 0,627 | P | Acik siyah P +1
23. |Kan S capitis 0,696 | P Bordo P +1
24. |Kan S haemolyticus 0,437 | P | Bordo P +1
25. |Kan S epidermidis 0,480 | P | Siyah P -
26. |Kan S epidermidis 0,522 | P | Siyah P +1
27. |Kan S epidermidis 0,444 | P | Bordo P +1
28. [Kan S auricularis 0,424 | P Bordo P +1
29. |Idrar |S epidermidis 0,438 | P | Siyah P +1
30. |idrar |S simulans 0,358 | N | Bordo P +1
31. |idrar |S epidermidis 0,707 | P | Siyah P +4
32. |Kan S warneri 0,449 | P | Bordo P +2
33. |Kateter| S haemolyticus 0,371 | P | Bordo P +2
34. |Kateter|S hominis 0,935 | P | Acik siyah P +3
35. |Kan S cohnii 0,597 | P Bordo P +2
36. |Yara |S epidermidis 0,476 | P | Acik siyah P +2
37. |Kan S epidermidis 0,542 | P | Acik siyah P +2
38. |Kan S cohnii 0,582 | P Bordo P -
39. |Kan S epidermidis 2,599 | P | Siyah P +3
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40. |Kan S cohnii 0,362 | P | Bordo P -
41. |Kan S epidermidis 0,364 | P | Bordo P -
42. |Kan S xylosus 0,393 | P | Pembe N +2
43. |Kan S epidermidis 0,590 | P | Bordo P -
44. |Kateter|S haemolyticus 0,666 | P | Bordo P +2
45. |Bogaz |S epidermidis 0,429 | P | Bordo P +2
46. |Burun |S caprae 1,092 | P Pembe N +2
47. |Kan S xylosus 0,460 | P | Bordo P +2
48. |idrar |S simulans 0,366 | P | Bordo P +1
49. |Bogaz |S epidermidis 0,697 | P | Bordo P -
50. [Apse |S epidermidis 0,378 | P | Bordo P +1
51. |Bogaz |S haemolyticus 0,827 | P | Bordo P +2
52. |Kan S lugdunensis 0,423 | P | Bordo P +1
53. |Kan S epidermidis 0,346 | N | Bordo P -
54. |idrar |S epidermidis 1,568 | P | Acik siyah P +2
55. |idrar |S epidermidis 0,505 | P | Acik siyah P +2
56. |Kan S epidermidis 0,500 | P | Bordo P +1
57. |Idrar |S epidermidis 0,382 | P | Bordo P +1
58. |Kateter|S epidermidis 0,273 | N | Bordo P +1
59. |Kan S epidermidis 0,214 | N | Siyah P +1
60. |Kateter|S haemolyticus 0,153 | N | Pembe N -
61. |Iidrar |S haemolyticus |0,238 | N | Bordo P -
62. |Yara |S capitis 0,355 | N | Aclk siyah P +1
63. |Idrar |S epidermidis 0,291 | N | Bordo P -
64. |Iidrar |S simulans 0,673 | P | Acik siyah P +3
65. |Idrar |S cohnii 0,498 | P | Siyah P +1
66. |Kan S epidermidis 0,397 | P | Bordo P -
67. |idrar |S epidermidis 0,342 | N | Acik siyah P -
68. |Kan S warneri 1,086 | P | Acik siyah P +3
69. [Kan S epidermidis 1,897 | P | Siyah P +3
70. |Kateter|S epidermidis 0,417 | P | Bordo P +1
71. |Kateter|S. lugdunensis 0,488 | P | Bordo P -
72. | Kateter| S epidermidis 0,139 | N | Bordo P -
73. |idrar |S auricularis 0,611 | P | Siyah P +3
74. | Kan S warneri 0,273 | N | Siyah P +3
75. |Bogaz |S. epidermidis 0,251 | N | Bordo P -
76. |Idrar |S epidermidis 0,269 | N | Bordo P -
77. |Kan S epidermidis 0,190 | N | Bordo P +1
78. |Idrar |S epidermidis 0,264 | N | Bordo P -
79. | Kateter|S. cohnii 0,319 | N | Bordo P +1
80. |Kan S.cohnii 0,330 | N | Pembe N +3
81. [Kan S cohnii 0,346 | N | Pembe N +2
82. |Kan S cohnii 0,404 | P | Pembe N +2
83. |Idrar |S sciuri 0,398 | P | Bordo P +2
84. |Idrar |S epidermidis 0,428 | P | Pembe N +1
85. |Kan S. lugdunensis 0,317 | N | Bordo P +3
86. |Kan S cohnii 0,388 | P | Pembe N -
87. |Kan S haemolyticus 0,332 | N | Pembe N +1
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88. |Kan S haemolyticus 0,368 | P | Bordo P +1
89. |Idrar |S epidermidis 0,347 | N | Pembe N +1
90. |idrar |S haemolyticus |0,518 | P | Bordo P +2

* O. D.= Optik Dansite P=Pozitif N=Negatif O. D>0,359 ise Slime Pozitif O. 0,359 ise Slime Negatif
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Tablo 5.2. Ug ayr1 yonteme gore KNSsksuinda slime olgturma dagilimi

Pozitif Negatif Toplam

Kongo Kirmizili Agar
76 (% 84,4) 14 (%15,6) 90 (% 100)

Yontemi
Makro-Tup Yontemi 68 (% 75,6) 22 (% 24,4) 90 (% 100)
Mikropleyt Yéntemi 68 (% 75,6) 22 (% 24,4) 90 (% 100)
100+
%
80
60
40+
0 l
Slime (+) Slime (-)
O Kongo Kirmizili Agar 84,4 15,6
Yontemi
Bl Makro-Tup Yoéntemi 75,6 24,4
O Mikropleyt Yontemi 75,6 24,4

Grafik 5.1. Ug ayri yénteme gore KNSskarinda slime olgturma dagilimi

Grafik 51'de goruldigi gibi 90 KNS ssunun Kongo kirmizili agar yéntemine
gore 76’s1 (% 84,4), makro-tip yontemine gore §&i75,6), mikropleyt yéntemine
68’ (% 75,6) slime pozitif bulunmygiur. Kongo kirmizili agar yontemine gérel4’u
(% 15,6), makro-tip yontemine goére 22'si (% 24,8)mikropleyt yontemine gore
22'si (% 24,4) slime negatif bulunmstur. Slime faktoriind bulmada kullanilan ¢

ybntem arasinda istatistiksel olarak anlamli fakkbulunmamgtir (p>0.05).
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S. lugdunensis d‘:'

S. epidermidis || P

S. xylosus

S. caprae

S. saccharolyticus

S. simulans

S. cohnii

S. saprophyticus

S. sciuri

S. auricularis

S. hominis

S. haemolyticus

S. warneri

S. capitis

%

| OStafilokok sus tipi |

Grafik 5.2. Numunelerden izole edilen KNS’lerinlgie gore dgilimi

Tablo 5.3'de ve Grafik 5.2.’de gorilegigyibi ¢esitli numunelerden izole edilen
90 KNS sygunun 2'si (% 2,2)S. capitis, 5'i (% 5,6)S warneri, 11'i (% 12,2)S.
haemolyticus, 4'G (% 4,4)S hominis, 4’0 (% 4,94 S auricularis, 2'si (% 2,2)S
sciuri, 1'i (% 1,1)S saprophyticus, 11'i (%12,2) S. cohnii, 4’0 (% 4,4) S. ssimulans,
1'i (% 1,1) S saccharolyticus, 2'si (% 2,2)S. caprae, 3’0 (% 3,3) S xylosus, 36'I
(% 40)S. epidermidis, 3'U (% 3,3)S. lugdunensis olarak saptanngtir.



Tablo 5.3. KNS sglarinda tirlerine gore slime alwrma dgilimi

Stafilokok turleri SLIiME ( +) SLIME (-) TOPLAM
S. capitis 2 (% 2,7) - 2 (% 2,2)

S. warneri 5(% 6,7) - 5 (% 5,6)

S. haemolyticus 9(%12) 2(%14,3) 11(% 12,2)
S. hominis 2(% 2,7) 2(%14,3) 4 (% 4,4)
S. auricularis 4(%5,3) - 4 (% 4,4)

S. sciuri 2 (% 2,7) - 2 (% 2,2)

S. saprophyticus |1 (% 1,3) - 1(% 1,1)

S. cohnii 7 (% 9,3) 4 (% 28,6) 11 (% 12,2)
S. simulans 4 (% 5,3) - 4 (% 4,4)

S. saccharolyticus |1 (% 1,3) 1(%7,1) 1(%1,1)
S. caprae 1(% 1,3) 1(%7,1) 2 (% 2,2)
S. xylosus 1(% 1,3) 2 (% 14,3) 3 (% 3,3)
S. epidermidis 34 (% 45,3) 2 (% 14,3) 36 (% 40)
S. lugdunensis 3 (%4) - 3(% 3,3)

Tablo 5.3.’de goruluge gibi, S. capitis (% 2,7), S warneri (% 6,7), S
auricularis (% 5,3), S sciuri (% 2,7), S saprophyticus (% 1,3, S simulans (% 5,3)
ve S lugdunensis (% 4) sglarinin hepsi slime pozitif ¢cikrgtir. Diger geri kalan
slime pozitif sglardan; 9'u (% 12) S haemolyticus, 2’si (% 2,7)S hominis, 7’si
(% 9,3) S cohnii, 1'i (% 1,3) S saccharolyticus, 1'i (% 1,3) S caprae, 1'i (%
1,3) S xylosus, 34’0 (% 45,3) S epidermidis cikmstir. Slime negatif sglardan;
2'si (% 14,3) S haemolyticus, 2'si (% 14,3)S hominis, 4'G (% 28,6) S cohnii, 1’i
(% 7,1) S saccharolyticus, 1'i (% 7,1) S caprae, 2'si (% 14,3) S xylosus ve 2’si
(% 14,3)S. epidermidis ¢cikmistir.
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Tablo 5.4. KNS sglarinin izole edildikleri kalttrlerinin numune tipe gbre dgilimi

Numune tipi n %
Idrar 25 27,8
Kan 39 43,3
Kateter 15 16,7

Deri (Cilt alt1 + yara ) 4 4,4
Apse 1 1,1

Bogaz 4 4,4

Burun 1 11

Mayi 1 1,1

P Bogsz B

Mayi
Deri 1,1%
4,4% idrar
Kateter 27,8%

16,7%

Kan
43,3%

Grafik 5.3. KNS sgarinin izole edildikleri kulttrlerinin numune tipg goére
dagilimi

90 KNS swunun 25’ (% 27,8) idrar, 39'u (% 43,3) kan, 15%(16,7)
kateter, 4’0 (%4,4) deri, 1'i (% 1,1) apse, 4’40 &4) bgaz, 1'i (% 1,1) burun ve 1'i
(% 1,1) mayi kulturlerinden izole edilgtir.
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Tablo 5.5. Slime pozitif ve slime negatif KNSskurinda ¢eitli antibiyotiklere kagi

direnglilik ve duyarhlik durumlari

Antibiyotikler SLIME POZITiF | SLIME NEGATIF TOPLAM

Direncli | Direngsiz | Direngli |Direngsiz | Direngli | Direngsiz P
Teikoplanin 0 76 (%100) | 0 14(%100) | © 90 (%100
Vankomisin 0 76 (%100) | O 14(%100) | O 90 (%100
Oksasilin 60 (%78,9) | 16 (%21,1)| 7 (% 50,0) 7 (%50,0) 67 (%y4| 23 (%25,6) | 0,022*
Penisilin 59 (% 77,6) | 17 (%22,4) 10 (% 71,4) 4(%28,6) @976,7) | 21 (% 23,3) 0,614
Kloramfenikol 32(421) | 44(%57,9) 1(%7.1) | 13(%920) 3338) | 57 (% 63,3)] 0,013*
Eritromisin 61(%80,3)| 15(%19,7) 9(%64,3) 5(%357) 707#8) | 20 (% 22,2) 0,186
Tetrasiklin 45 (%59,2)| 31(%40,8) 5(%357) 9(%64,3) 505846) | 40 (% 44,4) 0,104
Levofloksasin 39 (%51,3)| 37(%48,7) 3(%21,4)| 11(%78/6) 424B4) | 48 (% 53,3) 0,039+
Norfloksasin 46 (%60,55)| 30 (%39,5) 5(%357) 9(%64,3) 51584) | 39 (% 43,3) 0,085
Trimetoprim

38 (% 50,0)) 38(50,0)| 4 (%28,6) 10 (% 71|4) 424@47)| 48 (% 53,3) 0,140
Sulfametaksazol
Nitrofurantoin 11 (% 14,5)| 65(%855] 1(%71)| 13(%929) 1208) | 78 (% 86,7) 0,458

* p<0.05 anlamh fark vardir

Calma kapsamina alinana tim KNS’larda, teikoplanin wamkomisin

antibiyotiklerine kagi direncli s bulunmamgtir. Slime pozitif sylarda oksasiline

kargi direng orani slime negatif gara gore anlamli derecede yiksek bulugionu

(p<0.05). Slime pozitif ve negatif garda penisiline kar direng orani birbirine

yakin bulunmsg olup anlamh farklhilik gorilmengtir (p>0.05). Slime pozitif sglarda

kloramfenikole karsi diren¢ orani slime negatif gara gore anlaml derecede yuksek

bulunmutur (p<0.05). Eritromisin ve tetrasikline kardireng oranlari slime

durumuna gore anlamh farklilik gdstermatmi (p>0.05). Slime pozitif sglarda

levofloksasine kargi direng orani slime negatif gara gore anlamli derecede yuksek

bulunmutur (p<0.05). Norfloksasin, trimetoprim silfametaksl ve nitrofurantoin

antibiyotiklerine kagi diren¢c orani ise slime durumuna gore anlaml Ifiakk

gostermenitir (p>0.05).
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80- Direncli olgularda

Oksasilin Kloramfenikol Levofloksasin

O Slime (+) B Slime (-)

Grafik 5.4. Tum direncli slarda slime durumuna goére oksasilin, kloramfenikel
levofloksasin antibiyotiklerine kardirenglilik dagilimi
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Grafik 5.5. 90 KNS swnun antibiyotik cgtlerine gore direnclilik ve duyarlilik
dagilimi

90 (% 100) KNS slarinin timi vankomisin ve teikoplanin antibiyogkine
direngsiz cikmytir. 67’si (% 74,4) oksasiline direncli ve 23’0 (26,6) oksasiline
duyarli ¢ikmgtir. 69'u (% 76,7) penisiline direncli ve 21’1 (%323)’'U duyarli
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ctkmistir. 33’0 (% 36,7) kloramfenikole direcli ve 57'¢% 63,3) kloramfenikole
duyarli ¢cikmgtir. 70’1 (% 77,8) eritromisine direncli ve 20°'sP4 22,2) duyarli
ctkmistir. 50’si (% 55,6) tetrasikline direncli ve 40%(44,4) duyarl ¢iknstir. 42’si

(% 46,7) levofloksasine direncli ve 48'i (% 53,3)yarl cikmstir. 51'i (% 56,7)
norfloksasine direncli ve 39'u (% 43,3) duyarli muktir. 42'si (% 46,7) trimetoprim
sulfametaksazola direncli ve 48'si (% 53,3) duyaglkmstir. 12'si (% 13,3)
nitrofurantoine direncli ve 78’1 (% 86,7) duyacikmistir.

Istatistik sonuclarina ve Grafik 5.5.e bakilirsdafitokok sulari, en cok
teikoplanin, vankomisine ve nitrofurantoine duyagikmistir. Tum stafilokok
swlarinin en ¢ok direncli oldiu antibiyotikler oksasilin, penisilin ve eritrommsi

antibiyotikleridir.
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Grafik 5.6.

Kongo kirmizili agar yontemine gorarsdi pozitif sylarda direncli old@u antibiyotik sayilaringére dgilimi
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8G



59

Grafik 5.6.'"da Kongo kirmizili agar yontemirgdre slime pozitif siarda
direncli oldigu antibiyotik sayilarina goére geum grafigi yapilmstir. Grafik 5.6. ve
Grafik 5.7'de kategori (X) ekseninde bulun&numune no’su” Tablo 5.1.'deki
“No” sltununa gore yapilgtir. Grafik 5.6.’ya bak@iimiz zaman slime pozitif olan
ve direncli oldgu antibiyotik sayisinin en az olgly, 3 sy gortlmektedir. Bunlar;
Tablo 5.1. ve Grafik 5.6.'ya gbre numune no’'su 5@, ve 77 olan siardir.
Mikropleyt yontemi, Kongo kirmizili agar yontemi weakro-tip yéntemine goére
siraslylasu deserler elde edilmitir. 56 numune no’lu suicin; 0,500, Bordo, ve (+1),
72 numune no’lu suicin; 0,139, Bordo ve (-), 77 numune no’lussigin; 0,190,
Bordo ve (+1)dir. Gordldgu gibi 3 syunda ¢ yonteme goére slime uretimi ya

negatif ¢cikmgtir ya da dguk pozitif (zayif slime tretimi) ciknstir.

Grafik 5.7."de Kongo kirmizili agar yonteraigore slime negatif cikangtarda
direncli antibiyotik sayilarina gore gdim grafigi yapiimstir. Grafik 5.7."de Kongo
kirmizi yontemine gore slime negatif sirda direncli oldgu antibiyotik sayisina
gore, en yiuksek olan 21 numune no’lisu direngli oldgu antibiyotik sayisi 7
ctkmistir. 21 numune no’lu suigin Tablo 5.1’e bakfimizda, mikropleyt yontemi,
Kongo kirmizili agar yontemi ve makro—tlip yontemgnige sirasiylau deserler
elde edilmgtir; 0,597, Pembe ve (+2) cikstr. Uc yontemin en az ikisinde de

yuksek slime tretimi gorulngtiir.

Grafik 5.6.'ya bakgnmizda slime pozitif sglarda direncli oldgu antibiyotik
sayisl (3-7) araiinda ygunlasmaktadir. Grafik 5.7.’ye bakgimizda slime negatif
suslarda direncli oldgu antibiyotik sayisi (1-4) arg@ginda ygunlasmaktadir. Grafik
5.6.'ya ve Grafik 5.7.'ye bakiimizda slime pozitif KNS sgarinin direncli oldgu
antibiyotik sayisi, slime negatif KNS gara gore daha fazla olduklari gorulsgtiir.

Bu caymada, bakterilerin antibiyotiklere direncli olmadan tgidiklari ceitli
antibiyotik diren¢ genlerinin rolint inkar edigli distintlmesin. Bu ¢agmanin
amaci; kuvvetli slime Uretiminin, antibiyotiklerin bakteriye olan diflzyonunu

engelleyen bir bariyer olgunu gostermektir.
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6. TARTISMA

Deri florasinin dominant Gyesi olan KNS’laon 20 yilda etyolojide 6nem
kazanmg mikroorganizmalardir. Ozellikle prostatik kalp ledgsi, eklem
romatizmasi, serebrospingdnti, intravendz veya peritoneal diyaliz katetertdan
hastalardaki enfeksiyonlarda, hastane kaynakli wepdumdan kazanilmgitriner
sistem infeksiyonlari, immun dkin kisilerde olgan bakteriyemiler, osteomiyelit,
postoperatif endoftalmitis gibi enfeksiyonlarda Idkila etken olarak izole
edilmektedir [Aydinh ve ark., 1997].

Koagllaz negatif stafilokoklar; g tibbi cihazlarda plastik ve metal
yuzeylerine kolayca tutunabilmeleri, metabolizmedar dik olmasi, besin
maddelerine gereksinimlerinin az olmasi ve mefisive dger yarisentetik
penisilinlere direnci enfeksiyon yapan énemli etkerarasinda kabul edilmektedir
[Mulder, 1996; Toldos et al.,1997; Diler, 1997].

Bakteriler yabanci cisim Uzerine ygtan sonra bir virulans faktori olgu
distindlen “slime Uretimine” bglamakta ve bir stre sonra bol miktarda Uretilen
slime tabakasinin icine gomulmektedirler. Bu duramml biyolojik tabaka, icine
gomulen KNS’larnt bir difuzyon bariyeri olarak anibtiklerin etkisinden
korumaktadir [GUrd@an ve ark., 1999]. Slime maddesi ayrica KNS’lagositoz ve
degranilasyondan korur, kemotaksis ve opsonosioféanler, notrofil etkisini
inhibe eder, lenfosit aktivitesini azaltir ve bukikgriyle de bakteriye virulans

kazandirir [Yazgi ve ark., 1997].

Yazgi ve arkaghari (1997), caitli kiliniklerden soyutlanan stafilokok starinin
“slime yapimi” ve “protein A” yonunden incelemglerdir. Slime faktorini
Christensen (makro-tip) yontemiyle gramislardir. Calgsmalarinda 240 sun
38’inde (% 15,8) protein A, 51'nde (% 21,3) slimezpif bulunmutur. Buna
karsilik 165 S, epidermidis susunda 50’sinin (% 30,3), 1% saprophyticus sisundan
da 1'inin (% 9,1) slime yaptini saptamglardir. Ancak kan kultarlerindeki izole
edilen syglardaki % 38,7’lik orani, slime faktérin bakteriy@zandirdgl sonda,

kateter vb. duz yuzeylere yapbilmeleri ve intavendz ggimler sirasinda bu
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organizmalarin kan dajanina gecebileggni gostermektedir. Protein A pozitif olan
38 S aureus swunun hicgbirisinde slime faktoru; benzakilde slime pozitif olan 51
KNS swunun higbirisinde protein A bulunmagtir. Protein A pozitif sglarin

hepsininS. aureus oldugu anlgilimistir.

Aydinli ve arkaddar (1997), degisik klinik o6rneklerden izole edilen KNS
swlarinin  slime faktor olgturma siklgini Kongo kirmizili agar yontemiyle
aragtirmiglardir. 105 (% 80) yara suruntusu, 21 (% 16) kateygulanan hastalardan
alinan kan ve be(% 4) idrar 6rnginden izole edilen, toplam 131 KNSssucalsma
kapsamina alnglardir. Yara orneklerinden izole edilen KNS’lari®’hde (% 43),
hemokdltirlerin 12’sinde (% 57) slime pozitif saptglardir. Be idrar 6rnginden
izole edilen KNS’larin hepsi slime pozitif bulungtur. Sylarin timdnde slime
pozitif KNS orani % 47 olarak saptargtm.

KNS suglari 6zellikle hastangartlarinda her yerde bulunurlar ve yiuksek oranda
metisilene direnclidirler. Stafilokok bangicta duyarli olduklari antibiyotiklere kar
zamanla diren¢ kazanirlar. Bu durum, Ozellikle dastortaminda daha sik geli
[Diler, 1997; Bilgehan, 2000].

MRS (Metisiline Rezistans Stafilokok)skrinin hastane icinde yayilmasinda,
taslyicl hastalar ve hastane personelinin rolii 6neémlokzellikle hastane ¢ahnlari,
MRS suylarini gecici olarak tamakta ve elleri aracfiyla hastalara
bulsstirmaktadirlar [Diler, 1997; Bilgehan, 2000]. Byaanadan sonra o hastanede
nozokomiyalS. aureus enfeksiyonlarinin insidansinda aroldugu bircok aratirici
tarafindan dgrulanmaktadir [Diler, 1997]. Clnku yapilan gadalar gostermtir ki;
stafilokoklarin metisiline direncli olmasi betalakt antibiyotiklere, sefalosporinlere
ve imipenem gibi antibiyotiklere in vitro duyarlisalar bile, in vivo olarak direncli
olmaktadirlar. Bu yuzden stafilokoklarin metisilirdirenci  stafilokoklarin
enfeksiyonlarinin tedavisinde énemli bir faktérdlulder, 1996; Bilgehan, 2000].

Gurdgan ve arkadgari (1999), kan kulturlerinden izole edilen 100 8harda
standart tip, mikrodilisyon plak, Christensen veng@ kirmizili agar yontemi
olmak lzere 4 ayri yontemle slime yapiminisarmislardir. 100 KNS sgunun

standart tip metodu ile % 61, mikrodiliisyon plakitgini ile % 63, Kongo kirmizili
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agar yontemi ile % 58’inin slime Urettisaptanmytir. Bu dort yontemle elde edilen
sonuglar arasinda istatistiksel bir anlamda fakkldulunmamgtir (p>0.05). Tum
yontemlerin 6zgullgi % 100 iken; duyarliklari sirasiyla Christenséntgminde %
96.8, standart tip yonteminde % 95, Kongo kirmiagjar yonteminde % 92

bulunmutur.

Spektrometrik mikrodilisyon yonteminde, sgiau deerlendirme acisindan
objektif olarak dgerlendirmek mudmkinddr. Tap yontemleri ise tamamestit
okuyanin yorumuna g Kkalitatif testlerdir. Bu fark, zayif pozitiflildrin
degerlendiriimesinde dnem kazandirmaktadir. Ayrica harkropleyt yontemi hem
de dger tip yontemlerinde 48 saat gibi uzun bir siredeus alinabilmektedir.
Diger testlerle kiyaslanginda Kongo kirmizili agar yonteminin daha pratik,
ekonomik ve daha kisa zamanda sonu¢ alinabileregdotd@gunu bildiriimektedir
[Pfaller et al., 1988; Aydinh ve ark., 1997; Gugdo, 1999].

Kongo kirmizili agar yontemi ilk kez 1989‘Baeeman ve arkaglar tarafindan
tarif edilmisti. Woznicova ve arkag&ri bu yontemin duyaginin % 85,
Ozgulligini ise % 99 olarak saptaghardir. Nourizadeh ve arkaglari da Kongo
kirmizih agar yontemini pratik, ger yontemlerle uyumlu ve guvenilir bir yontem
olarak bildirmglerdir [Aydinh ve ark., 1997].

Bilgehan ve arkagdiar (1996) tarafindan yapilan gahalarinda, 54’ patojen,
29'u infeksiyon etkeni olmayan toplam 83 KNSsnda aderans ve slime yapimini
argtirmiglardir. Patojen sgarin % 37’sinin aderan olgu, % 29.6’sinin slime
yaptigl bulunmutur. Kontrol sglarin % 10.3'0 ise slime faktér pozitif bulungtur.
Slime faktorinu tap yontemine gore gralmistir. KNS’larin aderansini saptamak
icin Christensen ve arkagari tarafindan tanimlanan spektrofotometrik metod
kullaniimistir.  Kontrol sylarinin %10.3'0 aderan; %10.3'G ise slime pozitif
bulunmutur. Enfeksiyon etkeni olan KNS’larin kontrol sgarina gére daha aderan
olduklar ve daha fazla slime yaptiklari saptagtmiAradaki fark istatistiksel olarak
anlamh bulunmsgtur. Aderan ve slime pozitiftinin birlikte oldusu sularin daha
patojen olduklari (P=0.038) ve daha aderaglasun, aderan olmayan gara gore

daha fazla slime yag bulunmytur (P<0.01).
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Pfaller ve arkadari (1988), 135 KNS’un makro-tiip yontemiyle 7067tif ve
65'i slime negatif bulmglardir. 135 KNS'un 96’s1 (% 71.1% epidermidis olarak
idenfiye edilmgtir. S. epidermidisin 52 farkli izolatinin, mikropleyt yontemiyle
slime Uretimini test etrglerdir. Optik dansiteleri (O. D.)<0.415 ise slimegatif, O.
D.>0.415 ise olanlar slime pozitif olarakgielendirilmistir. iki slime pozitif sig test
ederek, ayni gun dahilinde ve iki giin arasinda esliimetimi katsayisi % 20’den
kicuk bulunmstur. 52S. epidermidis sisunun 31'i slime pozitif bulunmyiur.

Nayak ve arkadir (2000), slime Uretimi agisindan, bakteriyetdtgisli ve
kontrol grubu igin sglikh gozlerden izole edilen 50 izolati incelegerdiler. Sime
dretimini 6lgmek icin, Christensen ve arkglda tarafindan belirtilen spektrometrik
yontemden yararlanilgtir. Keratitisli hastalarin gz surintisinden izetilen 126
KNS’un 88'si (% 69,8) ve konrol grubundaki 50 izotal11l'i (% 22) slime pozitif
ctkmistir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamh bamustur (p<0.001). 83 korneal
ulser izolatlarinin slime pozitif ve slime negatiblatlari arasinda direncli antibiyotik
sayisi £3) olacaksekilde kasilastirma yapildginda slime pozitif izolatlarin 75’
(%82.9) 3 veya daha fazla sayida antibig®tdirencli olduklari gérulmgitr. Slime
negatif korneal izolatlarinda ise 7’sinin (% 18diyencli antibiyotik sayisi X3)

olmustur. Bu acgidan istatistiksel olarak anlamli fanklibulunmutur (p<0.001).

Boursard ve arkaglarinin (1993) catmasinda, slime negatif garin test edilen
batin antibiyotiklere kar duyarli olduklari saptanirken, slime pozitifskuwin en az
7 antibiyotge direncli olduklari gorulmgiir [Gurdgan ve ark., 1999]. Elci ve
arkadalarinin (1996) caymasinda, slime pozitif slarin, slime negatif siara gére
daha direncli olduklari gorulmgtiir [GUrd@an ve ark., 1999].

Remington-Perdreau ve arkgldanin (1998] yapgii bir deneysel endokardit
calismalarinda, kateter mevcudiyeti ve yoklu arasinda vejetasyon titresi ve
enfeksiyon orani acisinda yapilan dgdagtirmada anlamh ikki bulunmutur
(p<0.02).

Williams ve arkaddar (1997) yaptiklari cailmada,S. aureus'un silikon kateter
yuzeylere aderant yaptiklart zaman, bakterinin aggktin, vankomisin ve

benzilpenisilin duyarliginin 2-10 kat azal@i goralmitar.
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Souli ve arkadé&arinin (1998) vyaptiklari c¢amada, slime tabakasinin
varhgininda perfloksasin, teikoplanin ve vankomisin letikinde g6ze carpacak
sekilde sirasiyla % 30, % 52 ve % 63 oraninda azagdsilmistir. Diger
klindamisin, kloksalin, amoksilin-klavulanik asitnipenem, siprofloksasin sefpirom,
roksitromisin ve fusidik asit etkilerinin tGzerintee az azalma gorilmtiir (<% 15).

Gunaydin ve arkaglarinin (1996) catmasinda slime okuran kékenlerde,
slime olgturmayan kdkenlere gore kinolon direncinin yikseklugunu tesbit
edilmistir. Ayrica calsmalarinda slime pozitif kokenlerin, slime elurmayan
kokenlere gore daha direncli olduklarini saptagumi (p<0.02). Camiade ve
arkadalarinin allogreftlerle ilgili yaptiklari caymada (2001), slime Uretes.
epidermidisin en duyarh oldgu antibiyotik rifampisin olmgtur.

Siprofloksasin, sefalosporinlere ve rifanmsgore biyofilm olgumuna kag

daha az etkili oldgu gortlmigtir [Amorena et al., 1999].

Ludwicka ve arkadkrinin calsmasinda (1984)S epidermidisden izole
ettikleri galaktozca zengin polisakkarit tabakas)npolietilene aderansini inhibe

ettigi gortlmistur [Kotilainen et al., December 1990].

Pérez-Giraldo ve arkagdarini calsmasinda (1997), NAC vaginda stafilokok
sularinda slime dretiminde azalma goruktir. Salisilik asit ve bazi steroidal
olmayan @&ri kesici ilaclar, slime Uretimini azalgindan dolayiS. epidermidisin
medikal polimerlere aderansini inhibe effini Bazi ilaclarin subinhibitor
konsantrasyonlari bile, slime glumunu inhibe etmektedir. EDTA gibi bazi
mukolitik ajanlar olan sodyum sitrat, penisilamilNAC (N-acetyleycysteine)
Pseudomonas aeruginosa’da slime tabakasini getigi goralmdtir [Pérez-Giraldo et
al.,1997].

Gerke ve arkaglarinin (1998) cafmasinda, tunikamisin ve basitrasinin, in
vitro olarak PIA biyosentezi ara UurUnlerinde, invwai olarak batin PIA

biyosentezinde etkisi gorulmetir.
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Henke ve arkagdiarinin (1997) greftlerle ilgili yap# calsmada, slime poziti&
epidermidis swlarinin sitotoksik-fagositozik cavabi daha az inedigi goralmdstar.
Heinzelmann ve arkadarinin (1997) cajmasinda, slime pozitif stafiloklarin
fagositozu sirasinda daha fazla sUperoksit Urefuaha fazla enerji ttketimi)
goralmdstar. Slime pozitif sglarin slime negatif syara goére hidrofobisitisi daha
disik cikmstir. Hidrofobisiti bakterinin genellikle polimorf tiklear notrofiller

tarafindan fagositozunu ve virulansinin artmaskglieelasyon halindedir.

Kulaksiz ve arkadkari (1998), cakmalarinda cgtli greft ve intravenoz
kateterlerinden izole edilen 73 KNS izolatin slimaeetimi Kongo kirimizili agar
yontemiyle % 52, makro-tip yontemiyle % 46,5 ve mojteyt yontemiyle % 52
oraninda, &. epidermidis kokeninde ise Kongo kirmizili agar ile % 64,5; moakiip
yontemiyle % 56,2 ve mikropleyt yontemiyle % 60,/amnda saptarglardir. Ug
yontem arasinda istatistiksel anlamda bir farklidunmamgtir. Calsmalarinda,
antibiyotiklerin disk diftizyon yontemiyle slime slumuna etkileri argirdiklarinda,
slime faktér olgturan 31 kokenin % 51,6’sinda, slime faktér splwumayan 17
kokenin % 47'sinde metisilin direnci saptghardir. Slime olgturan ve
olusturmayan kokenlerin antibiyotiklere direnclilik o&k istatistiksel olarak anlaml

fark bulunmamytir.

Bizim calymamizda, laboratuvarimiza gelersitenumunelerden izole edilen
90 KNS sgunun, Kongo kirimizili agar yontemine gére; 76'si1(fo 84.4), makro-
tip yontemine gore; 68’inin (% 75.6) ve mikropleyintemine goére 68’i (% 75,6)
slime pozitif bulunmstur. Ug yontem arasinda istatistiksel olarak aniabit
farkhlik bulunmamgtir (p>0.05).Yine bu U¢ yonteme gore sirasiyla; g@iirimizil
agar yontemine gore, 14’0 (% 15,6), makro-tup yimbe gore 22'si (%24,4) ve
mikropleyt yontemine gore 22’'si (% 24,4) slime nigglulunmustur. Slime pozitif
kokenlerde kloramfenikol, oksasilin ve levofloksasintibiyotiklerine kan direng
orani bakimindan, slime negatif skara gore yiksek bulunmgtwur. Bu oran
istatistiksel olarak anlaml bulunmgtur (p<0.05). Teikoplanin ve vankomisine
direncli sy bulunmamygtir. Diger antibiyotiklere kan direnclilik oraninda slime
pozitif sularda, slime negatif slara gore yuksek olsa bile bu istatistiksel olarak

anlamh bulunmamngtir (p>0.05).
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hazirlik sinifina devam etti. 6 Ocak 1998 yilindéll@ane Askeri Tip Akademisi
Istanbul, Haydarga Egitim Hastanesi Komutardi Biyokimya Anabilim Dali
Laboratuvari’nda Biyolog unvaniylad baladi. iki yil Biyokimya laboratuvarinda
calstiktan sonra, ayni hastanenin Mikrobiyoloji ve Kkin Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda iki yil c¢ajti. Son bir yildir Biyokimya laboratuvarinda

calismaktadir. Orta derecedegilizce bilmektedir.



