Ozgiin Calisma/Original Article Mikrobiyol Bul 2017; 51(1): 10-19

doi: 10.5578/mb.46552

Stafilokok izolatlarinin Biyofilm Olusturma
Ozelliklerinin Arastirilmasi*

Investigation of Biofilm Formation Properties of
Staphylococcus Isolates

Duygu Niliifer OCAL', istar DOLAPCI?, Zeynep Ceren KARAHAN?Z, Alper TEKELI?

' Ankara Diskapi Yildinm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Bélimii, Ankara.
! Ministry of Health Diskapi Yildirim Beyazit Training and Research Hospital, Department of Medical Microbiology, Ankara, Turkey.

2 Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
2 Ankara University Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Ankara, Turkey.

* 11. Antimikrobik Kemoterapi Giinleri’'nde (18-20 Nisan 2014, istanbul)
poster bildiri olarak sunulmus ve ikincilik édtiliine layik gériilmdistiir.

Gelis Tarihi (Received): 01.09.2016 e Kabul Edilis Tarihi (Accepted): 12.01.2017

(074

Biyofilm Gretimi, stafiloklarin tibbi cihazlara yapismasini saglayan énemli bir viriilans faktoriidir. Biyo-
filmin temel bilesenini olusturan madde olan polisakkarit yapidan olusan interseliiler adezin (PiA), bakte-
riyel kromozom Uizerinde bulunan ica operonu tarafindan kodlanan bir enzim (N-asetilglikozamin transfe-
raz) tarafindan sentezlenen beta-1,6-N-asetilglukozamin polimerlerinden olusmaktadir. ica operonu dort
gen (A, B, C ve D) ve transpoze olabilen 1S256’y1 icermektedir. Bu calismada; farkli tirlere ait invaziv ve
invaziv olmayan stafilokok izolatlarinin biyofilm olusturma yetenekleri arasinda fark olup olmadiginin be-
lirlenmesi amaclanmistir. Stafilokok izolatlarinin (n= 166) biyofilm olusturma 6zelligi Kongo kirmizisi agar
(KKA) besiyerinde fenotipik olarak degerlendirilmis; icaA, icaD ve 1S256 genlerinin varligi polimeraz zincir
reaksiyon (PCR) yontemi ile arastinlmustir. Stafilokok izolatlarinin %44.6 (74)'si metisiline direncli Staph-
ylococcus aureus (MRSA), %15.1 (25)'i metisiline duyarli S.aureus (MSSA), %37.3 (25)'G Staphylococcus
hominis, %12 (20)'si Staphylococcus epidermidis, %15 (10)'i Staphylococcus haemolyticus, %13.4 (9)'l
Staphylococcus capitis, %3 (2)'l Staphylococcus saprophyticus ve %1.5 (1)'i Staphylococcus warnerii olarak
tiplendirilmistir. MRSA izolatlarinin 52’si kan, 22’si burun; MSSA izolatlarinin ise timd burun kilturlerin-
den izole edilmistir. Koagiilaz-negatif stafilokoklar (KNS) burun, santral venoz kateter ucu, kateteri olan
hastalarin kan kultirlerinden izole edilen invaziv olan ve invaziv olmayan izolatlardan olusmustur. Calis-
mamizda KNS ve S.aureus izolatlarinin KKA besiyerinde biyofilm olusturma oranlar arasinda anlamli fark
saptanirken (sirasiyla %40.3; %85.8, p< 0.001), PCR ile de S.aureus izolatlarinin arastirilan her t¢ geni
de tasima oranlari KNS’lere gore ististiksel olarak anlamli oranda yiiksek bulunmustur (sirasiyla %78.8;
%11.9, p< 0.001). Ayrica invaziv izolatlarin invaziv olmayan izolatlara gére hem KKA besiyeri ydonteminde
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biyofilm olusturma, hem de arastirilan her (g geni birlikte tasima oranlarinin yiksekligi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p< 0.001). invaziv olan érneklerin biyofilm olusturma potansiyellerinin yiiksekligi-
nin tedavisi glic enfeksiyonlara yol acabilecegi, tastyiciidin ve hastane enfeksiyonlarinin énlenmesi agi-
sindan da bu izolatlarin yayiliminin éniine gegilmesi gerektigi sonucuna variimistir. Ayrica stafilokoklarda
biyofilm olusumunun gésterilmesinde fenotipik ve genotipik testlerin birlikte kullaniimasinin daha uygun
olacagini 6nermekteyiz.

Anahtar sézciikler: Biyofilm; Staphylococcus aureus; koaglilaz-negatif stafilokok; Kongo kirmizisi agar; PCR.

ABSTRACT

Biofilm production is an important virulence factor which allows staphylococci to adhere to medical
devices. The principal component of biofilm is a “polysaccharide intercellular adhesin (PIA)” which is
composed of a beta-1,6-N-acetylglucosamine polymer synthesized by an enzyme (N-acetylglucosamine
transferase) encoded by the ica operon found on the bacterial chromosome. This operon is composed
of four genes (A, B, C, and D), and a transposable element IS256. In this study, we aimed to determine
the biofilm production characteristics of invasive/non-invasive staphylococcus isolates and different
staphylococcus species. Biofilm production of 166 staphylococci was phenotypically investigated on
Congo Red Agar (CRA); the presence of icaA, icaD and 1S256 genes were investigated by polymerase
chain reaction (PCR). 74 of the isolates (44.6%) were identified as methicillin resistant Staphylococcus
aureus (MRSA), 25 (15.1%) as methicillin sensitive S.aureus (MSSA), 25 (37.3%) as Staphylococcus hominis,
20 (12%) as S.epidermidis, ten (15%) as Staphylococcus haemolyticus, nine (13.4%) as Staphylococcus
capitis, two (3%) Staphylococcus saprophyticus and one (1.5%) as Staphylococcus warnerii. Of the MRSA
strains, 52 were isolated from blood and 22 from nose; all MSSA strains were isolated from nose cultures.
Coagulase-negative staphylococci (CoNS) strains were composed of invasive and non-invasive strains
isolated from nose, catheter tip and blood cultures from patients with catheter. Production with CRA
method was found to be statistically significant in invasive isolates (p< 0.001). It is concluded that; as
the biofilm formation capacity of invasive isolates can cause refractory infections and the importance of
carriage and hospital infections of these bacteria, it is important to prevent the spread of these isolates.
A combination of phenotypic and genotypic tests is recommended for the investigation of biofilm
formation in staphylococci. 40.3% of the CoNS isolates, and 85.8% of S.aureus isolates produced biofilm
on CRA (p< 0.001) and with PCR method the ratio of carrying three genes was found to be statistically
importantin S.aureus when compared with CoNS. Carriage of three genes and biofilm formation capacity
of invasive isolates can cause refractory infections and the importance of carriage and hospital infections
of these bacteria, it is important to prevent the spread of these isolates. A combination of phenotypic and
genotypic tests is recommended for the investigation of biofilm formation in staphylococci.

Keywords: Biofilm; Staphylococcus aureus; coagulase-negative staphylococci; Congo red agar; PCR.

GiRig

Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis’i de iceren koagilaz-negatif sta-
filokoklar (KNS) saglikh kisilerin deri ve burun mukozasinda bulunabilen ve ciddi invaziv
enfeksiyonlara yol acabilen turlerdir. Ginimiizde 6zellikle kateter ve benzeri kalici cihaz
kullanimiyla iligkili nozokomiyal enfeksiyonlarda etken olarak siklikla karsimiza ¢ikmakta
ve konagin bagisik yanitina da bagh olarak, lokal ya da sistemik enfeksiyonlara neden
olabilmektedir '*. Zaman zaman &liimciil seyredebilen bu enfeksiyonlarin olusumunda
rol oynayan mikroorganizma viriilans faktorleri arasinda biyofilm olusumu ilk siralarda
yer almaktadir 4%,
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Stafilokoklarda biyofilm olusumu; bakterinin polimer yiizeye tutunmasini takiben “po-
lisakkarit interseliiler adezin (PIA)” adi verilen bir hiicre digi polisakkarit tiretimini ve bu
olusumun icerisinde hiicre cogalmasi asamalarini icermektedir. PIA {retimi ica operon
bolgesinde bulunan icaA, icaD, icaB ve icaC genlerinin kontroliindedir. Beta-1,6 bag-
Ii lineer glikozaminoglikan yapida olan PiA, in vitro olarak UDP-N-asetilglikozaminden
“N-asetilglikozamin transferaz” enzimiyle sentezlenir. Bu enzim operonun icaA bélgesin-
de kodlanmaktadir. Ancak tek basina icaA ekspresyonunun enzimatik aktivitesinin diistik
oldugu ve PIA Uretimi icin 6zellikle icaA ve icaD gen bélgelerinin ko-ekspresyonlarinin
gerekli oldugu gésterilmistir'#°1°, Stafilokok biyofilmlerin PIA disinda DNA ve protein
de icerdigini gosteren onceki calismalara dayanarak, PiA digi yapisal elemanlarin stafi-
lokok-hticre 6limine bagh oldugu ve bu asamada pek cok baska genin de yer aldig
bilinmektedir. Ancak vahsi tip suslara kiyasla icaA tasimayan mutantlarin in vivo olarak
patojenitesindeki azalmanin gésterilmesiyle, biyofilme bagl patogenezde PIA'nin katkisi-
nin biiyiik oldugu disiinilmektedir®. ica operon bélgesinin faz varyasyonuna gitmesine
ve biyofilm olusturan izolatlarin biyofilm olusturmayan izolatlara ddsnmesine (ya da tam
tersi) yol acan aktif hareketli bir genetik eleman olan 1S256 bélgesi de, ica genlerinin
ekspresyonunu kontrol eden bélge olarak tanimlanmaktadir'®.

Biyofilm olusturan bakteri enfeksiyonlarinda, antibiyotiklerin mikroorganizmaya ula-
samamasl ve bu yapi icerisinde bakterilerin bagisik yanittan da etkilenmemesi nedeniyle
tedavinin giic oldugu bilinmektedir''. implant cihazlara bagli gelisen enfeksiyonlarda
metisilin direncli S.aureus (MRSA)'larin duyarli olanlara gére daha fazla izole edildigini'®
ya da ica operonunun toplum kaynakli S.epidermidis’lerde bulunmadigini gosteren calis-
malardan'? yola ¢ikarak calismamizda farkli tiirlere ait stafilokoklarda biyofilm olusturma
ozellikleri arastirilarak, invaziv olan/olmayan izolatlarin ve farkl stafilokok tiirlerinin bi-
yofilm olusturma yetenekleri arasinda fark olup olmadiginin belirlenmesi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM
Orneklerin Toplanmasi ve Tiplendirilmesi

Calismada Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar kiiltir ko-
leksiyonunda bulunan, 2002-2014 yillar arasinda izole edilen S.aureus izolatlarindan ran-
domize olarak secilen 74 (%44.6) MRSA, 25 (%15.1) metisiline duyarh S.aureus (MSSA)
ve 2012-2014 yillari arasinda izole edilen 67 (%40.4) KNS [48 (%72) metisilin direncli,
19 (%28) metisilin duyarli] olmak lzere toplam 166 izolat degerlendirildi. MRSA'larin
52'si (%31.3) kan dolagim enfeksiyonu (KDE) etkeni olarak, geri kalan 22'si (%13.3) ve
tim MSSA'lar burundan izole edildi. KNS’ler perifer kanda tiremenin olup olmamasina
gore kateter kolonizasyonu (n= 24, %14.5) ve kateter iliskili kan dolagim enfeksiyonu
(KIKDE) etkeni (n= 20, %12) olanlar ve hastane calisanlarinin burunlarindan elde edilen
izolatlar (n= 23, %13.9) olarak ayrildi.

izolatlarin tiplendirilmesi konvansiyonel yéntemler ve Phoenix (Becton Dickinson,
ABD) otomatize sistemi ile yapildi. KIKDE ile KDE etkenleri (n= 72, %43.4) invaziv, kateter
kolonizasyonu ve burundan izole edilen KNS’ler (n= 94, %56.6) invaziv olmayan izolat-
lar olarak tanimlandi (Tablo I).

12 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Ocal DN, Dolapg! i, Karahan ZC, Tekeli A.

Tablo 1. Stafilokok Tiirlerinin izole Edildikleri Bélgelere Gére Dagilimi
invaziv izolatlar
KiKDE etkeni invaziv olmayan izolatlar
Kateterli hastanin Kateter

KDE etkeni Kateter periferik kani (kolonizan) Burun Toplam
izolatlar n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
S.aureus 52 (31.3) - - - 47 (28.3) 99 (59.6)
S.epidermidis - 5@3) 5@3) 9(5.4) 1(0.6) 20 (12)
S.haemolyticus - 3(1.8) 3(1.8) 4(2.4) - 10 (6)
S.hominis - 2(1.2) 2(1.2) 10 (6) 11 (6.6) 25(15.1)
S.capitis - - - 1(0.6) 8 (4.8) 9 (5.4)
S.saprophyticus - - - - 2(1.2) 2(1.2)
S.warnerii - - - - 1 (0.6) 1(0.6)
Toplam 52 (31.3) 10 (6) 10 (6) 24 (14.5) 70 (42.2) 166 (100)
KDE: Kan dolasim enfeksiyonu, KIKDE: Kateter iliskili kan dolasim enfeksiyonu.
Yiizdeler toplam izolat sayilari tizerinden hesaplanmistir.

DNA Ekstraksiyonu

Bakterilerin koyun kanli agar besiyerinde bir gecelik kilttriini takiben koloniler 3U
lizostafin (Applichem, Almanya) iceren 100 pl lizis soliisyonu (20 mM Tris HCI, 140 mM
NaCl, 5 mM EDTA) icerisine toplandi, 37°C’de 4 saat bekletildikten sonra uretici firmanin
onerileri dogrultusunda DNA izolasyon kiti (Fermentas, Lituanya) kullanilarak DNA'lari
ekstrakte edildi. Elde edilen DNA'lar -20°C’de saklandi.

Biyofilm Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kongo Kirmizisi Agar (KKA) ile fenotipik tespit: Kongo kirmizisi agar (KKA) besiyeri;
beyin kalp infizyon buyyonu (37 g/L), stikroz (50 g/L), agar (10 g/L) ve Kongo kirmizisi
boyasi (0.8 g/L) ile hazirlandi. Besiyerine konulacak Kongo kirmizisi boyasi, yogunlastiril-
mis sivi sollisyon seklinde ayri olarak hazirlanarak 121°C’de 15 dakika steril edildi. Otok-
lavdan cikan besiyeri 55°C’ye kadar soguduktan sonra Kongo kirmizisi boyasi soltisyonu
eklendi. Hazirlanan besiyeri ertesi giin taze olarak kullanildi'2.

Her plak besiyerine en az bir pozitif, bir negatif kontrol ekimi yapildi, pozitif kontrol
olarak S.aureus ATCC 25923 ve S.epidermidis ATCC 35984; negatif kontrol olarak S.aureus
ATCC 29213 susglan kullanildi. KKA besiyerine ekim icin kullanilan birinci yontemde tek
koloni ekimi yapilirken, ikinci yontemde secilen koloniler 5 ml fizyolojik tuzlu su icinde
stspanse edildikten sonra 20 pl’si damlatma yontemi ile plak lzerine aktarildi. 37°C’de
24 saatlik inkiibasyon sonrasinda plaklar degerlendirilerek, oda sicakhiginda 24 saat daha
bekletilmis ve 48. saatte yeniden degerlendiriime yapildi. Degerlendirme iki ayr aras-
tirmaci tarafindan, birbirinden bagimsiz olarak yapilmistir. Kuru kristal kivaminda koyu
kirmizi-siyah renkli koloni olusturanlar “slime-pozitif”; acik pembe-kirmizi ya da bordo
renkte koloni olusturanlar “slime-negatif” olarak yorumlandi. Slime faktori olusturma-
yan izolatlarin nadiren gosterdigi boga go6zii goriinimu olarak tarif edilen, ortalarinda
siyahlasma gosteren pembe renkli koloniler negatif olarak kabul edildi'3.
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile biyofilm genlerinin gosterilmesi: icaA, icaD
ve 1S256 genlerinin varligini gosterebilmek icin literatlirde daha 6nce tanimlandi, primer
dizileri ile PCR yontemi kullanildi, reaksiyon kosullari Vasudevan ve Montanero’nun yon-
temi modifiye edilerek uygulandi’13,

istatistiksel Analiz

Verilerin analizi Ki-kare ve Fisher’s exact testleri kullanilarak yapildi. iki yéntemin si-
niflanmig degerleri arasindaki uyumu arastirirken Kappa uyum katsayisi ve anlamlihg
hesaplandi. p< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Arastirmaya alinan toplam 166 izolatin 99'u S.aureus, 67'si KNS’dir. KNS’lerin 25
(%37.3)'i Staphylococcus hominis, 20 (%29.9)'si S.epidermidis, 10 (%15)'u Staphylococcus
haemolyticus, 9 (%13.4)'u Staphylococcus capitis, 2 (%3)'si Staphylococcus saprophyticus ve
1 (%1.5)"i Staphylococcus warnerii olarak tanimlanmustir (Tablo I).

KKA yonteminin 24. ve 48. saat degerlendirme sonuclari arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadigindan 24. saat sonuclari esas alinmistir. KKA besiyerlerine ekimde
tek koloni distirme ve damlatma yontemleri karsilastirildiginda, izolatlarin %97.6'sinda
(162/164) iki yontem ile ayni sonug alinmustir. Bir S.haemolyticus ve bir S.hominis izola-
tinda tek koloni ekiminde tek diisen kolonilerin renk dagilimi birbirinden farkh gorilmdis,
ancak damlatma yonteminde pozitif bulunduklarindan “slime-pozitif” kabul edilmisler-
dir. iki yontem arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamakla birlikte, tek koloni
ekiminde kolonilerin zaman zaman farkli renkte rofleler vermesi nedeniyle damlatma
yonteminin degerlendirilmesi daha kolay olmustur (Sekil 1).

KNS’lerin %40.3’Gnln (27/67) slime olusturmasina karsin, S.aureus-'larda bu oran
%85.8 (85/99) bulunmustur (p< 0.001). KKA'da pozitiflik oranlari MRSA'larda %95.9,
MSSA'larda %56 olarak saptanirken (p< 0.001), ayni oran metisiline direngli KNS (MR-
KNS)'lerde %39.6 (19/48); metisiline duyarli KNS (MS-KNS)'lerde ise %42.1 (8/19) bulun-
mustur (p> 0.05) (Tablo I1). KNS izolatlari icinde S.epidermidis izolatlarinin KKA'da biyofilm
olusturma oranlarinin (%60), diger KNS izolatlarina gore (%31.9) daha yuksek oldugu
gosterilmistir (p< 0.001).

invaziv olan izolatlarin %84.7'si (61/72), invaziv olmayan izolatlarin %55.3'i (52/94)
slime-pozitif bulunmustur (p< 0.001) (Tablo III).

Bir S.aureus izolatinda tek basina icaA gen varligi izlenirken, S.aureus izolatlarinda tek
basina icaD ya da 1S256 geni tasiyan izolata rastlanmamistir. Buna karsilk S.aureus izolat-
larinin %78.8 (78/99)inin her {i¢ geni birlikte tasidigi, bir izolatta hicbir genin bulunma-
digi saptanmustir (Tablo II).

Ug genin birlikte pozitifliginin gorilme sikhgi MRSAlarda %90.5 (67/74), MSSA'larda
%44 (11/25) olarak saptanmistir (p< 0.001) (Tablo I).

KNS izolatlarinin %15’inin sadece icaA, %8.9'unun sadece icaD, %31.3'linlin ise sadece
IS256 genlerini tagidigi saptanmisg, her ti¢ geni birlikte tasiyan izolatlarin orani %11.9 olarak
bulunmustur. Arastirilan genlerin hicbirini tagimayan 7 (%10.4) izolat gosterilmistir.
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Sekil 1. KKA besiyerinde biyofilm pozitif ve negatif izolatlarin gértiniimii. (A) Biyofilm
pozitif, damlatma yontemi; (B) Biyofilm negatif, damlatma yéntemi; (C) Biyofilm pozitif,
tek koloni diistirme yéntemi; (D) Biyofilm negatif, tek koloni diisiirme yontemi.

Tablo Il. izolatlarin Biyofilm Olusturma Yetenekleri
Biyofilm Genleri

Tek gen iki gen Ug gen KKA
) birlikteligi birlikteligi birlikteligi pozitifligi
I1zolatlar (n) Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)
S.aureus (99) 1(1.0) 19 (19.2) 78 (78.8) 85 (85.9)
MRSA (74) 0 (0) 6 (8.1) 67 (90.5) 71 (95.9)
MSSA (25) 1(4) 13 (52) 11 (44) 14 (56)
KNS (67) 37 (55.2) 15 (22.4) 8(11.9) 27 (40.3)
MR-KNS (48) 25 (52.1) 11 (22.9) 8 (16.7) 19 (39.6)
MS-KNS (19) 12 (63.2) 4(21.1) 0 8(42.1)
KLA: Kongo kirmizisi agar, MRSA: Metisiline direncli Staphylococcus aureus, MSSA: Metisiline duyarli S.aureus, KNS:
Koagiiloz-negatif stafilokok, MRKNS: Metisiline direncli koagiiloz-negatif stafilokok, MS-KNS: Metisilene duyarl
koagiiloz-negatif stafilokok.

Ug genin birlikte pozitifliginin gériilme sikligi MR-KNS’lerde %16.7 (8/48) bulunur-
ken, MS-KNS’lerde ¢ genin birlikte pozitifligine rastlanmamistir (0/19) ve bu dagilim
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p= 0.094) (Tablo II).
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Tablo Ill. invaziv Olan/Olmayan Stafilokok izolatlarinin Biyofilm Olusturma Yetenekleri

Biyofilm Genleri

Tek gen iki gen Ug gen KKA
) birlikteligi birlikteligi birlikteligi pozitifligi
Izolatlar (n) n (%) n (%) n (%) n (%)
invaziv drnekler (72) 8 (11.1) 10 (13.9) 54 (75) 61 (84.7)
invaziv olmayan ornekler (94) 30 (4.2) 24 (25.5) 32 (34) 52 (55.3)

KKA: Kongo kirmizisi agar.

Ug geni birlikte tasiyan S.aureus (%78.8; 78/99) ve KNS izolatlarinin (%11.9; 8/67)
oranlari karsilastirldiginda, S.aureus’lardaki oranin yiiksekligi istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p< 0.001) (Tablo II).

KDE etkeni ve burundan izole edilen stafilokoklarda icaA pozitiflik sikhgi (p< 0.001),
KDE ve KiKDE etkenleri ile burundan izole edilenlerde icaD pozitiflik sikgi (p< 0.001)
ve kateter kolonizasyonu, KDE ile KIKDE etkenlerinde 1S256 pozitiflik sikhdi (p< 0.001)
anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

invaziv izolatlarin hepsi arastirilan genlerden en az birini tasirken, invaziv olmayan
izolatlarin %8.5’inde hicbir gene rastlanmamustir. invaziv izolatlarda iic geni birlikte ta-
sima orani %75 (54/72) iken invaziv olmayan izolatlarda bu oran %34 (32/94) olarak
bulunmustur (p< 0.001) (Tablo II1).

TARTISMA

Ozellikle implante tibbi cihazlara bagl gelisen enfeksiyonlarda etken olarak izole edi-
len stafilokoklarin ana viriilans faktorinin polimerik ylizeylerde biyofilm olusturarak ade-
ranslarini saglamak ve kolonizasyon yapmak oldugu gosterilmistir. Mikroorganizma bu
sayede konak bagisik yaniti ve antimikrobiyallerden korunmaktadir. Bu nedenle biyofilm-
ler, kateterize hastalarda tedavisi zor kronik enfeksiyonlara yol acarak dnemli bir problem
olusturmakta, hastanede yatis siiresi ve tedavi masraflarini arttirmaktadir’16:17,

Biyofilm olusumunun saptanmasinda, konfokal lazer tarama mikroskobu ile goriintu-
leme de dahil olmak tizere pek cok farkli ydntem gelistirilmistir. Bunlar icerisinde tiip ade-
rans testi'® ve KKA yontemleri'® en sik kullanilan kalitatif; doku kiiltiir plak metodu® ise
kantitatif yontemdir. Biyofilmi olusturan genlerin saptanmasi da bu yontemleri tamam-
lamaktadir'®. KKA yéntemi, kolay uygulanmasiyla 6n plana ¢ikmakla birlikte, molekiiler
yoéntemlere kiyasla daha az oranda kesin sonuglar vermektedir'®2°, KKA besiyerinin ice-
risindeki stikroz, glukan Uretimini saptarken, Kongo kirmizisi da bakterinin olusturdugu
ekzopolisakkaritleri boyamakta ve siyah renkli koloniler biyofilm olusturan izolatlar olarak
yorumlanmaktadir'3. Ancak kolonilerde renk gecisi her zaman cok net olmamakta ve
yontem kantitatif degil, kromojenik degerlendirmeye dayandigi icin kalitatif ve subjektif
olarak kabul edilmektedir?'. Bu nedenle KKA iizerine ekim yaparken tek koloni ekimi ve
damlatma gibi farkl yontemler denenmis, tek koloni ekiminde ayni izolatin birden fazla
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renkte koloniler olusturabilmesine karsilik, damlatmada tek renkte goriiniim izlenmesin-
den dolay degerlendirimin daha kolay oldugu sonucuna varilmistir?'. Calismamizda her
iki ekim yontemi de kullanilmig, aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte, damlatma yonteminde karar vermek daha kolay olmustur.

Stafilokokkal biyofilm olusumu cok sayida diizenleyici proteine bagh olmakla birlikte,
esas olarak ica lokusunda bulunan icaADBC genlerinin Uriini olan ve hiicrelerin birbirine
yapismasina aracilik eden PIA ekspresyonuyla diizenlenmektedir. Hayvan modellerinde
PiA-negatif mutantlarin, PiA-pozitif olanlara gore kateter iliskili enfeksiyonlara belirgin
oranda daha az yol actigi gésterilmistir?2.

Biyofilm olusturan S.epidermidis izolatlarinin faz varyasyonuna gidebildigi ve biyofilm
olusturan bir koloninin pasajindan sonra PIA retiminin kaybina bagl biyofilm negatif
koloniler izlenebildigi ortaya konulmustur'®. Ziebuhr ve arkadaslarinin'® calismasinda
IS256'nin ica gen kiimesinin farkl yerlerine girip ¢ctkmasina bagh olarak faz varyasyonu
olabilecegi gosterilmis, KKA yontemi; siyah kolonilerin Gizerinde pembe cikintilar seklinde
izlenen faz varyasyonunu da gésterdiginden uygun bir yéntem olarak tanimlanmustir'®.
Calismamizda KKA besiyerine damlatma ve tek koloni ekimi yontemlerinde izlenen farkli-
liklarin ve tek koloni yontemini degerlendirmede yaganan zorluklarin faz varyasyonlarina
bagl olabilecegi diistinulmdustar.

Biyofilmin, fenotipik ekspresyonunun in vitro kosullardan etkilenmesi nedeniyle, ge-
notipik olarak pozitif, fenotipik olarak negatif izolatlarin tespit edilmesi icin farkl yontem-
lerin birlikte kullaniimasini dneren bircok arastirmaci bulunmaktadir’'*17. Calismamizda
KKA yontemi ile elde edilen biyofilm pozitifligi, molekiler yontemler ile de desteklenmis,
izolatlarin birbirleriyle karsilastinlmasinda her iki yontem ayri ayri degerlendirilmistir. KNS
ve S.aureus izolatlarinin KKA'da biyofilm olusturma oranlari arasinda anlamli fark sapta-
nirken (sirasiyla %40.3; %85.8, p< 0.001), PCR ile S.aureus izolatlarinin aragtirilan her ti¢
geni tagima oranlari KNS’lere gore istatistiksel olarak anlamli oranda ytiksek bulunmustur
(sirastyla %78.8; %11.9, p< 0.001). Bu durum S.aureus’un virtlans ozellikleri ile aciklana-
bilecegi gibi calismamizda S.aureus izolatlarinda tekli gen pozitifliklerinin KNS’lere gére
daha az oldugu gorilmds, bu da KNS’lerde biyofilm olusumunda bu genlerin disinda
diger faktorler ve bu calismada arastinimayan diger genlerin variginin etkisini dusiin-
dirmusgtr.

Stafilokoklarin biyofilm olusturma kapasiteleri antimikrobiyal ila¢ direncinde artis ile
iliskilendirilmektedir?>. Calismamizda kullanilan izolatlar metisilin direnclerine gére de-
gerlendirildiginde S.aureus’larda metisilin direncli olan izolatlarin hem KKA yontemiyle
biyofilm olusturma, hem de PCR ile icaA, icaD ve 1S256 genlerini birlikte tasima oranlari-
nin metisilin duyarl olanlara gore fazla olmasi istatistiksel olarak da anlamli saptanmistir
(p< 0.001). Her Ug¢ geni tagimasina ragmen, Ucg izolatta (bir MRSA ve iki MSSA) fenotipik
olarak biyofilm tretimi g6zlenmemesi, fenotipik yontemin sinirliigina ya da bu izolat-
larda ekspresyonun olmamasina baglanmistir. Buna karsilik, KNS izolatlarinda metisilin
direnci ile biyofilm olusumu arasinda bir iliski kurulamamugtir (p= 0.094).
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KNS'ler icerisinde S.epidermidis izolatlarinin KKA besiyerinde biyofilm olusturma oran-
lart (%60) diger KNS’lere gore (%31.9) istatistiksel olarak anlamli oranda yuksek bulun-
mustur (p< 0.001). Biyofilm olusturan S.epidermidis izolatlarinin, olusturmayanlara gore
daha viriilan oldugunu gésteren calismalar bulunmaktadir'®. Gad ve arkadaslari, triner
kateteri olan hastalarin kateter segmentlerinden izole edilen ve biyofilm olusumu goste-
ren bitin izolatlarin icaA ve icaD pozitif oldugunu, buna karsilik idrarlarindan izole edilen
ve biyofilm olusturmayan izolatlarda her iki genin de negatif oldugunu bulmustur'e.
Bu sonuclar damar ici kateterlerden izole edilen ve biyofilm olusturan tim S.aureus ve
S.epidermidis izolatlarinda icaA ve icaD genlerini pozitif olarak bulan Arciola ve arkadasla-
nnin' calismasiyla da uyumludur. Bu calismalarda ica genlerinin biyofilm olusumundaki
rollerine ve stafilokok enfeksiyonlarinda viriilans belirteci olarak degerlendirilebilecegine
dikkat cekilmistir. Bir baska calismada da I1S256'nin invaziv 6rneklerde daha sik bulundu-
gu ve invaziv izolatlari kommensal olanlardan ayirt edici bir belirtec olabilecegi vurgu-
lanmistir?*. Calismamizda, bu bulgular destekleyecek sekilde, kan ve burun izolatlarinda
icaA porzitifligi (p< 0.001); KIKDE etkenleri ile kan ve burun izolatlarinda icaD pozitifligi
(p< 0.001); anlamli oranda ytiksek bulunmustur. Bu sonuglar invaziv etkenlerde ica gen-
lerinin roliine dikkat cekmenin yani sira burunda da stafilokoklarin biyofilm olusturabilme
kapasitelerinin oldugunu gostermistir. Stafilokoklarin burunda kolonizasyonlar ve tastyi-
aliklan halinde bulaga neden olabileceklerinin akilda tutulmasi gerekmektedir.

Calismamizda invaziv izolatlarin invaziv olmayanlara gére hem KKA yonteminde biyo-
film olusturma hem de arastirilan her t¢ geni de birlikte tasima oranlari istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p< 0.001). invaziv &rneklerin biyofilm olusturma potansiyellerinin
yuksekliginin tedavisi gui¢ enfeksiyonlara yol acabilecegi, tasiyiciigin ve hastane enfek-
siyonlarinin 6nlenmesi agisindan da bu izolatlarin yayihminin éniine gegilmesi gerektigi
ve biyofilm gelistirme potansiyelleri acisindan taranmalarinin énemli oldugu sonucuna
variimigtir.
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