
Vankomisin ve Daptomisinin Koagülaz-Negatif 
Stafilokok İzolatlarının Oluşturduğu Biyofilm 

Üzerine İn Vitro Etkisi*

In Vitro Effect of Vancomycin and Daptomycin on Biofilm 
Formation of Coagulase-Negative Staphylococci Strains 

Duygu Nilüfer ÖCAL1, İştar DOLAPÇI2, Zeynep GENÇTÜRK3, Alper TEKELİ2

1 Sağlık Bilimleri Üniversitesi, Dışkapı Yıldırım Beyazıt Eğitim ve Araştırma Hastanesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Bölümü, Ankara.
1 University of Health Sciences, Diskapi Yildirim Beyazit Training and Research Hospital, Department of Medical Microbiology, 

Ankara, Turkey.
2 Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Ankara.
2 Ankara University Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Ankara, Turkey.
3 Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi, Biyoistatistik Anabilim Dalı, Ankara.
3 Ankara University Faculty of Medicine, Department of Biostatistics, Ankara, Turkey.

* Bu çalışma, 12. Antimikrobik Kemoterapi Günleri (1-3 Nisan 2016, İstanbul)’nde poster olarak sunulmuştur.

ÖZ

Koagülaz-negatif stafilokoklar (KNS)’ın etken olarak ilk sıralarda yer aldığı kan dolaşımı enfeksiyonları 
(KDE) ve çoğu santral venöz kateter kullanımı ile ilişkili olan kateter ilişkili KDE (KİKDE), antibakteriyel ve 
destekleyici tedavilere rağmen morbidite ve mortalitenin önemli nedenleri arasında yer almaktadır. Bu 
enfeksiyonların uygun tedavilerinin yapılması için etken mikroorganizmaların özelliklerinin belirlenmesi 
önemlidir. Bu çalışmada, KDE ve KİKDE etkeni olan KNS türlerinin biyofilm oluşturma özelliklerinin 
gösterilmesi, vankomisin ve daptomisin için planktonik formlardaki duyarlılıklarının belirlenmesi için 
minimum inhibitör konsantrasyonu (MİK) ve biyofilm oluşturan sesil formlarının duyarlılıklarının 
belirlenmesi için minimum biyofilm eradike edici konsantrasyon (MBEK) değerlerinin saptanması ve in 
vitro olarak biyofilm oluşturan izolatlarla oluşan enfeksiyonlarda bu antibiyotiklerin etkinliklerinin ortaya 
konulması amaçlanmıştır. Çalışmada kullanılan toplam 65 KNS izolatı konvansiyonel yöntemlerle birlikte 
BD Phoenix (Becton Dickinson, ABD) ve Bruker Microflex MS (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) 
sistemleriyle tiplendirilmiştir. Metisilin direnci mecA geni varlığı PCR ile araştırılarak belirlenmiş, vankomisin 
ve daptomisin MİK değerleri sıvı mikrodilüsyon yöntemi (daptomisin için 25 ve 50 μg/ml Ca++ içeren 
besiyerleri ile) ile saptanmıştır. Biyofilm oluşumunun ve MBEK değerlerinin tespitinde mikroplak yöntemi 
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kullanılmıştır. KNS türleri arasındaki klonal ilişki PFGE yöntemi ile araştırılmıştır. Değerlendirilen 26’sı 
kateter kolonizanı; 28’i KİKDE etkeni ve 11’i KDE etkeni olan toplam 65 izolatın, 33’ü Staphylococcus 
epidermidis, 16’sı Staphylococcus haemolyticus, 15’i Staphylococcus hominis, biri Staphylococcus capitis 
olarak tiplendirilmiştir. İzolatların %81.5’i metisiline dirençli olarak saptanırken, hepsi vankomisin 
(MİK= 0.125-4 µg/ml) ve daptomisine (25 µg/ml Ca++ içeren besiyerinde MİK= 0.062-0.50 µg/ml; 
50 µg/ml Ca++ içeren besiyerinde ise MİK= 0.031-0.25 µg/ml) duyarlı bulunmuştur. Daptomisin için 
50 μg/ml Ca++ içeren besiyerinde MİK değerleri daha düşük saptanmıştır (p< 0.001). Daptomisinin 
etkinliğinin, bu antibakteriyelin yapısında konformasyonel değişikliklere neden olan Ca++’nin fizyolojik 
seviyelerine bağlı olduğu bilinmektedir. Çalışmamızda elde edilen bulguda daptomisinin etkinliğinin 
en iyi düzeyde olması için yüksek Ca++ düzeylerine ihtiyaç olduğu yönünde yorumlanmıştır. İzolatların 
tamamı [(12 (%18.5)’si zayıf, 35 (%53.8)’i orta, 18 (%27.7)’i güçlü pozitif)] biyofilm oluşturmuştur. 
Vankomisinin MBEK ve MBEK/MİK değerleri daptomisine göre yüksek saptanmıştır (p< 0.001). Kuvvetli 
biyofilm oluşturan izolatların MBEK ve MBEK/MİK değerlerinin daha yüksek olduğu görülmüştür (p< 
0.05). Özellikle biyofilm oluşturan izolatlarla meydana gelen enfeksiyonlarda, sadece MİK değerinin 
saptanması planktonik formdaki bakterilerin duyarlılığını yansıttığından biyofilm ilişkili enfeksiyonların 
tedavisinde her zaman yeterli olmamaktadır. Çalışmamızda elde edilen yüksek MBEK değerleri, MİK 
ve MBEK değerleri arasındaki uyumsuzluk ve MBEK/MİK, MBEK50/MİK50 ve MBEK90/MİK90 oranlarının 
yüksekliği bu öngörüyü desteklemektedir. Daptomisinin MBEK ve MBEK/MİK değerlerinin vankomisinin 
aynı değerlerine göre daha düşük saptanması, biyofilm ilişkili enfeksiyonların tedavisinde vankomisine 
göre daha düşük dozlarda etkin olabileceğini düşündürmüştür.

Anahtar sözcükler: Koagülaz-negatif stafilokoklar; biyofilm; vankomisin; daptomisin; minimum biyofilm 
eradike edici konsantrasyon (MBEK).

ABSTRACT

Coagulase-negative staphylococci (CNS) are one of the primer agents of blood stream infections 
(BSI) and catheter-related bloodstream infections (CR-BSI) which are associated mostly with the usage 
of central venous catheters and, important causes of morbidity and mortality despite the usage of 
antibacterial and supportive treatment. It is important to determine the properties of these causative 
microorganisms in order to make appropriate treatment of such infections. The aims of our study  were 
to evaluate the biofilm formation of coagulase negative staphylococci (CNS) which were causative agents 
of bloodstream (BSI) and catheter related bloodstream infections (CR-BSI), to determine the minimum 
inhibitory concentration (MIC) of planktonic forms and minimal biofilm eradication concentration 
(MBEC) of sessile forms for vancomycin and daptomycin and to evaluate the efficacy of these antibiotics 
in infections with biofilm-forming isolates in vitro. A total of 65 CoNS (n= 26 catheter colonizers, n= 28 
CR-BSI, n= 11 BSI agents) were identified by conventional methods and also with BD Phoenix (Becton 
Dickinson, USA) and Bruker Microflex MS (Bruker Daltonics, Germany) systems. Methicillin resistance was 
determined by the presence of mecA gene with PCR. MIC values of vancomycin and daptomycin were 
investigated by broth microdilution, for daptomycin medium containing 25 and 50 μg/ml Ca++ were 
used. Assessment of biofilm formation and detection of MBEC were determined by microplate method. 
The clonal relationship was investigated by the PFGE method. A total of 65 isolates; 26 catheter colonizers, 
28 CR-BSI agents and 11 BSI agents were evaluated and  identified as Staphylococcus epidermidis (n= 33), 
Staphylococcus haemolyticus (n= 16), Staphylococcus hominis (n= 15), and Staphylococcus capitis (n= 1). 
81.5% of the isolates were found to be methicillin resistant and all of them were found to be sensitive 
to vancomycin (MIC= 0.125-4 μg/ml) and daptomycin (MIC= 0.062-0.25 μg/ml in 25 μg/ml Ca++ and 
MIC= 0.031-0.50 μg/ml in 50 μg/ml Ca++ containing medium). MIC values were lower in medium 
containing 50 μg/ml Ca++ for daptomycin. As it is known that the efficacy of daptomycin depends on the 
physiological levels of Ca++, which causes conformational changes in the structure of these antibacterials. 
Our findings also suggested that high levels of Ca++ are needed to ensure the efficacy of daptomycin. 
All of the isolates produced biofilm at different strengths of positivity (n= 12/18.5% weak, n= 35/%53.8 
moderate, n= 18/%27.7 strong). MBEC and MBEC/MIC values for vancomycin were found to be higher 



222

Vankomisin ve Daptomisinin Koagülaz-Negatif Stafilokok 
İzolatlarının Oluşturduğu Biyofilm Üzerine İn Vitro Etkisi

MİKROBİYOLOJİ BÜLTENİ

than daptomycin (p< 0.001). Strong biofilm producers had higher MBEC and MBEC/MIC, MBEC50/
MIC50 ve MBEC90/MIC90 values (p< 0.05). Especially in infections with biofilm forming isolates, the 
detection of only MIC values are not always sufficient in the treatment of biofilm-related infections  as 
they reflect the sensitivity of planktonic bacteria. The inconsistency between the MIC and MBEC values 
and the high rates of MBEC/MIC found in our study supported this prediction.The lower detection of 
MBEC and MBEC/MIC values of daptomycin compared to the same values of vancomycin suggested that 
daptomycin might be effective at lower doses than vancomycin in the treatment of biofilm infections.

Keywords: Coagulase-negative staphylococci; biofilm; vancomycin; daptomycin; minimal biofilm eradication 
concentration (MBEC).

GİRİŞ

Günümüzde nozokomiyal enfeksiyon etkenleri arasında önemli yeri olan heterojen 
bir grup olan koagülaz-negatif stafilokoklar (KNS), cilt yüzeylerinde kolonizasyonlarını, 
biyofilm oluşturmalarını, dokulara ve protez yüzeylerine adezyonlarını kolaylaştıran be-
lirleyiciler ve immün sistemden sakınmayı içeren çeşitli virülans faktörleri içermektedir1.

KNS’lerin etken olarak ilk sıralarda yer aldığı kan dolaşımı enfeksiyonları (KDE) ve ka-
teter ilişkili enfeksiyonlar, antibakteriyel ve destekleyici tedavilere rağmen morbidite ve 
mortalitenin önemli nedenlerindendir ve bu nedenle erken tanı ve uygun tedavilerinin 
yapılması önemlidir2. Kateter ilişkili KDE (KİKDE)’nin çoğu santral venöz kateter (SVK) 
kullanımı ile ilişkilidir ve sıklıkla yoğun bakım ünitelerinde takip edilen hastalarda gö-
rülmektedir. KİKDE, ateş, üşüme, titreme ve/veya hipotansiyon gibi enfeksiyon bulgu-
ları olan ve KDE’yi açıklayacak, kateter dışında bir odağı bulunmayan hastada, “kateter 
kültüründe (semikantitatif kültürde > 15 kob veya kantitatif kültürde > 103 kob) ve pe-
riferik kanda benzer biyotip ve antibiyotik duyarlılığına sahip mikroorganizmanın izole 
edilmesi” veya “aynı anda alınmış kantitatif kan kültürlerinde, kateter içi kan kültüründeki 
üreme oranının periferik kan kültüründekine göre en az beş kat fazla olması” veya “aynı 
anda alınmış kateter içi kan kültüründe, periferik kan kültüründen en az iki saat önce 
üreme olması” şeklinde tanımlanmaktadır3,4.

Stafilokoklarda metisilin direnci ciddi bir problem olarak karşımıza çıkmakta ve metisi-
line dirençli stafilokokların etken olduğu çeşitli enfeksiyonların tedavisinde glikopeptidler 
ilk sırada kullanılan ajanlar olarak yer almaktadır5. Streptomyces orientalis’ten elde edilen 
vankomisin, bir hücre duvarı bileşeni olan peptidoglikanın D-alanil-D-alanin ucuna bağ-
lanarak transpeptidasyon basamağını inhibe ederek hücre duvar sentezini engellemekte-
dir6. Daptomisin ise Streptomyces roseosporus tarafından üretilen doğal siklik lipopeptittir 
ve KNS’lerin etken olduğu bakteriyemi, endokardit ve KİKDE tedavisinde iyi bir seçenek 
olarak kullanılmaktadır5,7-9.

Çalışmamızda KDE ve KİKDE etkeni olan KNS izolatlarının biyofilm oluşturma 
özelliklerinin ortaya konulması hedeflenmiştir. Sonrasında biyofilm oluşturan izolatlar 
seçilerek vankomisin ve daptomisin ile karşı karşıya bırakılmıştır. İzolatların planktonik 
formlardaki duyarlılıklarının belirlenmesi amacıyla minimum inhibitör konsantrasyonu 
(MİK) değerleri, biyofilm oluşturan sesil formlarının duyarlılıklarının belirlenmesi için ise 
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minimum biyofilm eradike edici konsantrasyon (MBEK) değerleri saptanmıştır. Böylece, 
in vitro olarak biyofilm oluşturan izolatlarla oluşan enfeksiyonlarda bu antibiyotiklerin 
etkinliklerinin ortaya konulması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM 

Bu çalışma, Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu tarafından 
onaylandı (Karar no: 21-680-12).

Bakteri İzolatları  ve Tanımlanması

2012-2014 yılları arasında Ankara Üniversitesi İbni Sina Hastanesi Merkez Laboratuvarı 
Bakteriyoloji birimine gönderilen klinik örneklerden izole edilen ve biyofilm oluşturduğu 
saptanan KNS’ler çalışmaya dahil edildi. Çalışmamızda SVK ve periferik kan kültürlerin-
den üretilen ve 26 (%40)’sı kateter kolonizanı, 28 (%43.1)’i KİKDE etkeni ve 11 (%16.9)’i 
KDE etkeni olarak tanımlanan toplam 65 KNS değerlendirildi. 

SVK’lardan bakteri izolasyonunda %5’lik koyun kanlı agar, Eosin Methylene Blue 
(EMB) agar ve çikolata agar besiyerleri kullanılarak, semikantitatif ve tam kantitatif kül-
tür yöntemi uygulandı10. 24-48 saatlik inkübasyon sonunda semikantitatif yöntemde ≥ 
15 kob, tam kantitatif kültür yönteminde ise  ≥ 10³ kob bakteri üremesi pozitif üreme 
olarak kabul edildi. Semikantitatif veya kantitatif kültür sonucunda bakteri üremesi ve eş-
zamanlı alınan periferik kan kültüründe de aynı bakterinin izole edilmesi (üreme saatleri 
arasında farklar gözetilerek) ve klinik olarak sepsis belirtilerinin bulunması durumunda 
izole edilen KNS; KİKDE etkeni olarak tanımlandı11. Eşlik eden klinik semptomlar yokken, 
semikantitatif veya kantitatif yöntemle kateter ucu veya kateter hubundan yapılan ekim-
de bakteri üremesi, buna karşın periferik kan kültüründe üreme olmaması durumunda 
izole edilen KNS; kateter kolonizanı olarak değerlendirildi11.

Kan kültürleri, BACTEC 9050 (Becton Dickinson, Maryland, ABD) otomatik kan kültü-
rü cihazında inkübe edildi, alarm veren şişelerden hazırlanan Gram boyalı preparatlar de-
ğerlendirildikten sonra %5’lik koyun kanlı agar, EMB ve çikolata agar besiyerlerine ekim 
yapıldı. İki veya daha fazla sette aynı tür üreme olması durumunda, klinik olarak ateş, 
titreme hipotansiyon bulgularından birinin varlığıyla birlikte izole edilen mikroorganizma 
etken olarak kabul edildi12.

İzolatların tiplendirilmesinde konvansiyonel yöntemler ile birlikte BD Phoenix (Becton 
Dickinson, ABD) ve Bruker Microflex MS (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) otomatize 
sistemleri kullanıldı.

Metisilin Direncinin Belirlenmesi

Metisilin direncinin saptanmasında polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yöntemi ile 
mecA geni varlığı araştırıldı. Bu amaçla, DNA izolasyon kiti (Fermentas, Litvanya) kullanı-
larak, üretici firmanın önerileri doğrultusunda ekstrakte edilen DNA’lar mecA  (F: 5’-GTA 
GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA A-3’;  R: 5’-CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA 
A-3’) primerleri kullanılarak, Geha ve arkadaşlarının13 yöntemi temel alınarak gösterildi.
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Antibiyotik Duyarlılık Testleri 

KNS izolatlarının antibiyotik duyarlılıklarının saptanmasında Kirby-Bauer disk difüzyon 
yöntemi kullanıldı. Amoksisilin-klavulanik asit (20/10 μg), eritromisin (15 μg), klinda-
misin (2 μg), rifampisin (5 μg), tetrasiklin (30 μg), gentamisin (10 μg), trimetoprim-
sülfametoksazol (1.25/23.75 μg), teikoplanin (30 μg) ve linezolid (30 μg) duyarlıkları 
araştırıldı. Zon çapları “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” önerileri doğ-
rultusunda değerlendirildi14.

Vankomisin ve Daptomisin Minimum İnhibitör Konsantrasyonu (MİK)  
Değerlerinin Saptanması

Vankomisin (Sigma Aldrich, ABD)  ve daptomisin (Sigma Aldrich, ABD)  için sıvı mik-
rodilüsyon yöntemi ile MİK saptanması CLSI M27-A3 standartlarına göre yapıldı15. Dap-
tomisin için son konsantrasyonları 25 ve 50 µg/ml Ca++ olacak şekilde katyon ilave edi-
len iki ayrı Mueller-Hinton Buyyon (MHB) II  (BBLTM, Becton Dickinson, ABD) besiyeri 
kullanıldı. Kontrol suşu olarak Staphylococcus aureus ATCC 29213 kullanıldı. Hazırlanan 
mikroplaklar 35°C’de 24 saat süre ile inkübe edildi ve ertesi gün her sırada üremenin ol-
madığı ilk kuyucuk MİK değeri olarak belirlendi. Bu test her izolat için üç kez tekrarlandı.

Biyofilm Oluşumunun Gösterilmesi

İzolatların biyofilm oluşturma özellikleri mikroplak yöntemi ile kantitatif olarak göste-
rildi. Bulanıklığı 0.5 McFarland (108 kob/ml) standardında ayarlanan bakteri süspansi-
yonlarına, %1 glukoz ilave edildi 180 μl triptik soy buyyon içeren düz tabanlı mikroplak 
kuyucuklarına dağıtıldı ve 24 saat süre ile 35°C’de inkübasyona bırakıldı. Ertesi gün fosfat 
tamponlu tuz çözeltisi ile yıkanarak tutunmayan bakteriler uzaklaştırıldı, plaklar kurutul-
du ve metanol ile biyofilm oluşturan bakterilerin fiksasyonu sağlandı. Kristal viyole ile 
boyanan mikrokuyucuklara, %95’lik etanol konularak,  absorbansları spektrofotometre-
de 570 nm dalga boyunda okutuldu16. Sadece besiyeri içeren kuyucukların optik dansi-
tometrelerinin ortalaması alındı ve üç standart derivasyonu hesaplanarak cut-off (ODC) 
değeri belirlendi. OD ≤ Odc: negatif,  ODc < OD ≤ 2 x ODc: zayıf, 2 x ODc < OD ≤ 4 
x ODc: orta ve 4 x ODc < OD: güçlü düzeyde biyofilm oluşumu şeklinde yorumlandı16. 

Minimum Biyofilm Eradike Edici Konsantrasyonu (MBEK)’nun Belirlenmesi 

Biyofilm oluşturduğu gösterilen izolatların hepsinde vankomisin ve daptomisinin 
MBEK değerleri belirlendi. İlk olarak izolatların 96 kuyucuklu düz tabanlı mikroplaklar-
da biyofilm oluşturmaları sağlandı, sonrasında kuyucuklara azalan konsantrasyonlarda 
vankomisin ve daptomisin (128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25 ve 0.125 µg/ml) ilave 
edildi. Plaklar 24. saat sonunda spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda okutulmuş 
ve optik yoğunluklarına göre değerlendirildi. Her sırada ODc değerinin altındaki değer 
veren ilk kuyucuktaki ilaç konsantrasyonu, o ilaç için MBEK değeri olarak belirlendi17. 
MBEK saptanmasında vankomisin için MHBII,  daptomisin için 50 µg/ml Ca++  içeren 
MHBII kullanıldı15.

Biyofilm oluşumu gösterilmesi ve MBEK hesaplanması deneylerinde pozitif kontrol 
olarak S.aureus ATCC 25923 ve Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, negatif kontrol 



225MİKROBİYOLOJİ BÜLTENİ

Öcal DN, Dolapçı İ, Gençtürk Z, Tekeli A. 

olarak S.aureus ATCC 29213 standart suşları, sterilite kontrolü için sadece besiyeri içeren, 
bakteri ilave edilmemiş kuyucuklar kullanılmıştır. Her deney üç kez tekrarlanmış ve orta-
lamaları alınmıştır. 

Değişken Alanlı Jel Elektroforezi  (Pulsed Field Gel Electrophoresis-PFGE)

KNS türleri arasındaki klonal ilişki Mulvey ve arkadaşlarının18 geliştirdiği yöntem ile 
araştırıldı. Elde edilen DNA paternleri “Gene Directory Programme (Syngene, UK)” prog-
ramı kullanılarak incelendi. İzolatlar arası ilişkinin değerlendirilmesinde; benzerlik indeksi 
“Dice” katsayısı, %1 tolerans değeri ve aritmetik ortalamalı ağırlıksız çift grup yöntemi 
(Unweighted Pair Group Method of Arithmetic Averages-UPGMA) yöntemi kullanıldı19.

İstatistiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS for Windows 15 paket programında yapıldı. Tanımlayıcı istatis-
tikler dağılımı normal olan değişkenler için ortalama ± standart sapma, dağılımı normal 
olmayan değişkenler için median (min-maks) olarak gösterildi.

Gruplar arasında ortalamalar yönünden farkın önemliliği ANOVA (varyans analizi) testi 
ile ortanca değerler yönünden farkın önemliliği Kruskal Wallis ile araştırıldı. Nominal de-
ğişkenler Pearson ki-kare veya Fisher Exact-testi ile değerlendirildi.  p< 0.05 için sonuçlar 
istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.

BULGULAR

Çalışma kapsamındaki 65 KNS’nin; 26 (%40)’sı kateter kolonizanı, 28 (%43.1)’i 
KİKDE etkeni, 11 (%16.9)’i KDE etkeni olarak izole edilmiştir. İzolatların 33 (%50.8)’ü 
S.epidermidis; 16 (%24.6)’sı Staphylococcus haemolyticus; 15 (%23.1)’i Staphylococcus ho-
minis, 1 (%1.5)’i Staphylococcus capitis olarak tanımlanmıştır (Tablo I). 

PCR yöntemiyle izolatların %81.5’i (%38.5 S.epidermidis, %24.5 S.haemolyticus, %18.5 
S.hominis) mecA pozitif, %18.5’i (%12.4 S.epidermidis, %4.6 S.hominis, %1.5 S.capitis) 
mecA negatif olarak saptanmıştır. Kateter kolonizanı olarak tespit edilen KNS’lerin %76.9 
(20/26)’u; KİKDE etkeni olarak saptanan KNS’lerin %78.6 (22/28)’sı; KDE etkeni olarak 
saptanan KNS’lerin tümünün mecA geni taşıdığı saptanmıştır (Tablo I).

S.epidermidis, S.haemolyticus, S.hominis ve S.capitis izolatlarının antibiyotik direnç 
oranları Tablo II’de gösterilmiştir. Çalışmadaki bütün izolatlar teikoplanin ve linezolide 
karşı duyarlı olarak saptanmıştır. 

Sefoksitin diski ile direnç saptanan KNS suşları amoksisilin-klavulanik asite de dirençli 
olarak kabul edilmiştir14. 

İzolatların biyofilm oluşturma kuvvetlerinin belirlenmesinde elde edilen cut-off değeri 
esas alınmış (ODC: 0.28) ve 12 (%18.5)’sinin zayıf, 35 (%53.8)’inin orta, 18 (%27.7)’inin 
güçlü pozitif biyofilm oluşturduğu bulunmuştur (Tablo III). İzolatların oluşturdukları 
biyofilm derecesi ile etken olarak tanımlandıkları klinik örnek arasında istatistiksel olarak 
anlamlı bir ilişki kurulamamıştır (p> 0.05).

Çalışmadaki izolatların tümü vankomisin ve daptomisine duyarlı bulunmuştur. Van-
komisin MİK değerleri 0.125-4 µg/ml, daptomisin MİK değerleri 25 µg/ml Ca++ içeren 
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besiyerinde 0.062-0.50 µg/ml, 50 µg/ml Ca++ içeren besiyerinde ise 0.031-0.25 µg/ml 
arasında saptanmıştır.  50 µg/ml Ca++ içeren MHBII besiyerinde daptomisin için MİK 
değerleri daha düşük bulunmuştur (p< 0.001). Daptomisin MİK değerlerinin saptanma-
sında CLSI önerisi 50 µg/ml Ca++ içeren MHBII besiyeri olduğundan ve sonuçlarımız daha 
düşük Ca++ konsantrasyonunda MİK değerinin düştüğünü göstermediğinden, daptomi-
sin MBEK değerinin saptanmasında bu konsantrasyon ile çalışılmıştır.

MBEK değerinin saptanmasında kullanılacak ODC; her iki antibiyotik için ayrı ayrı 
(vankomisin için: 0.45; daptomisin için: 0.49) belirlenmiştir. İzolatların MBEK değerleri; 
vankomisin için 2-64 µg/ml, daptomisin için 0.062-1 µg/ml arasında saptanmıştır (Tablo 
IV). Biyofilm oluşturma gücü yüksek olan izolatlar için her iki antimikrobiyalin de MBEK 

Tablo III. Biyofilm Oluşumunun Değerlendirilmesinde Kullanılacak ODc Hesaplanması

Formül Değer Yorum

OD ≤ ODc OD ≤ 0.28 Negatif Biyofilm yok

ODc < OD ≤ 2 x ODc 0.28 < OD ≤ 0.56 + Zayıf biyofilm

2 x ODc < OD ≤ 4 x ODc 0.56 < OD ≤ 1.12             ++ Orta biyofilm

4 x ODc  < OD 1.12 < OD           +++ Güçlü biyofilm

Tablo IV. Biyofilm Oluşturma Kuvvetlerine göre Daptomisin ve Vankomisin için MİK50, MİK90, MİK 
Değer Aralıkları, MBEK50, MBEK90 ve MBEK Değer Aralıkları

Vankomisin

MİK50 
(µg/ml)

MİK90 
(µg/ml)

MİK  
aralığı 

(µg/ml)

MBEK50 
(µg/ml)

MBEK90 
(µg/ml)

MBEK aralığı 
(µg/ml)

Zayıf (+) 2 2 1-2 4 4 2-8

Orta (++) 1 2 1-4 4 64 2-64

Güçlü (+++) 1 2 0.125-2 8 32 4-64

Daptomisin

MİK50 
(µg/ml)

MİK90 
(µg/ml)

MİK  
aralığı 

(µg/ml)

MBEK50 
(µg/ml)

MBEK90 
(µg/ml)

MBEK aralığı 
(µg/ml)

Zayıf (+) 0.062 0.062
0.031-
0.062

0.062 0.062 0.031-0.125

Orta (++) 0.062 0.25 0.062-0.25 0.125 0.5 0.062-1

Güçlü (+++) 0.062 0.125 0.062-0.25 0.25 1 0.062-1
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değerlerinin daha yüksek olduğu görülmüştür (vankomisin için p= 0.05; daptomisin için 
p= 0.029).

İzolatların biyofilm oluşturan formları ile sesil formlarının  antibiyotiklere karşı duyarlı-
lıklarındaki farklılıkları araştırmak için MBEK/MİK oranları değerlendirilmiştir. Vankomisin 
için MBEK/MİK değerleri 1-128; daptomisin için ise 1-16 arasında bulunmuştur (Şekil 
1,2). Vankomisinin MBEK/MİK değerleri, daptomisinin MBEK/MİK değerlerinden yüksek 
olarak saptanmıştır (p< 0.001). Zayıf biyofilm oluşturan izolatlarda MBEK/MİK oranı dü-
şükken, kuvvetli biyofilm oluşturan izolatlarda bu oranın yükseldiği görülmüştür (vanko-
misin için p= 0.006; daptomisin için p= 0.049) (Şekil 1,2). KİKDE ve KDE etkenlerinde, 
kolonizan izolatlara göre her iki antimikrobiyalin de MBEK/MİK oranlarının yüksekliği 
anlamlı bulunmuştur (p< 0.05). 

İzolatların %50 ve %90’ının oluşturduğu biyofilmin eradike edilebilmesi için gerekli en 
düşük ilaç değeri ile (sırasıyla MBEK50 ve MBEK90) ile izolatların %50 ve %90’ının ölebil-
mesi için gerekli en düşük ilaç konsantrasyonunun (sırasıyla MİK50 ve MİK90) karşılaştırıl-
ması sonucunda, vankomisin için MBEK50 değerinin 1-8 kat, MBEK90 değerinin 1-16 kat; 
aynı değerlerin daptomisin için sırasıyla 0-4 kat ve 0-8 kat yüksek olduğu saptanmıştır.

PFGE dendrogramları S.epidermidis için Şekil 3’te, S.haemolyticus için Şekil 4’te ve 
S.hominis için Şekil 5’te verilmiştir. Periferik kan kültüründen izole edilen bir S.epidermidis 
ve kateter kolonizanı bir S.hominis izolatı istenilen sayıda enzim kesim ürünü vermediğin-
den değerlendirme dışı bırakılmıştır. PFGE sonuçları yorumlandığında aynı hastaların SVK 

Şekil 1. Biyofilm oluşturma derecelerine göre vankomisin MBEK/MİK oranları.

Şekil 2. Biyofilm oluşturma derecelerine göre daptomisin MBEK/MİK oranları.
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Şekil 4. S.haemolyticus izolatlarının PFGE dendogramı.*
* KİKDE-Kan: SVK ucu kültürü ile aynı zamanda gönderilen periferik kan kültüründen izole edilen KNS’ler; 
KİKDE-Kat: SVK kültüründen izole edilen KNS’ler; Kat-Kol: Kateter kolonizanı KNS’ler; Kan-Per: SVK’sı olmayan 
hastaların periferik kan kültürlerinden izole edilen KNS’leri ifade etmektedir.

Şekil 3. S.epidermidis izolatlarının PFGE dendrogramı.*
* KİKDE-Kan: SVK ucu kültürü ile aynı zamanda gönderilen periferik kan kültüründen izole edilen KNS’ler; 
KİKDE-Kat: SVK kültüründen izole edilen KNS’ler; Kat-Kol: Kateter kolonizanı KNS’ler; Kan-Per: SVK’sı olmayan 
hastaların periferik kan kültürlerinden izole edilen KNS’leri ifade etmektedir.
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örnekleri ve kanlarından KİKDE etkeni olarak izole edilen suşların %100 benzer patern 
oluşturduğu gözlemlenmiş, diğer izolatlar arasında klonal ilişkinin olmadığı görülmüştür.

TARTIŞMA 

KNS’lerin etken oldukları enfeksiyonların tedavilerinde klinik örnekten izole edilen 
KNS’lerin türlerinin belirlenmesinin önemli olduğu belirtilmektedir20-22. Çalışmamızda 
kullanılan izolatların, 33 (%50.8)’ü S.epidermidis, 16 (%24.6)’sı S.haemolyticus; 15 
(%23.1)’i S.hominis ve biri (%1.5) S.capitis olarak tanımlanmıştır. Ülkemizde yapılan 
çalışmalarda, klinik örneklerden S.epidermidis izole edilme oranı %36-49 arasında bil-
dirilmektedir20-22. İkinci ve üçüncü sıklıkta izole edilen KNS türlerini sırasıyla; Güzel ve 
arkadaşları20 %39 S.haemolyticus ve %5 S.hominis, Çiftçi ve arkadaşları21 %42 S.hominis 
ve %9 S.haemolyticus olarak belirtmiştir. Çalışmamızda sıralanan KNS türleri ülkemizde 
yapılan çalışmalarla uyumlu bulunmuştur.

Stafilokoklarda metisiline karşı gelişen direnç, oluşturdukları enfeksiyonların tedavisin-
de başarısızlığın en önemli nedenlerinden biridir. Çalışmamızda incelenen 65 KNS içinde; 
kateter kolonizanı olanların %76.9 (20/26)’u; KİKDE etkeni olanların %78.6 (22/28)’sı; 
KDE etkeni olanların %100’ü metisiline dirençli (mecA pozitif) olarak saptanmıştır. Tüm 
KNS’lerde metisiline direnç oranı ise %81.5 olarak tespit edilmiştir. KNS’lerde metisiline 
direnç oranlarını Güzel ve arkadaşları20 %37.5, Akpaka ve arkadaşları23 %45.1, Khorsed 
ve arkadaşları24 %66.7, Çiftçi ve arkadaşları21 %82.2 olarak bulmuşlardır. Yılmaz ve arka-

* KİKDE-Kan: SVK ucu kültürü ile aynı zamanda gönderilen periferik kan kültüründen izole edilen KNS’ler; 
KİKDE-Kat: SVK kültüründen izole edilen KNS’ler; Kat-Kol: Kateter kolonizanı KNS’ler; Kan-Per: SVK’sı olmayan 
hastaların periferik kan kültürlerinden izole edilen KNS’leri ifade etmektedir.

Şekil 5. S.hominis izolatlarının PFGE dendogramı*
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daşları22 da metisiline direnç oranını, hastane enfeksiyonu etkeni olan KNS’lerde %100, 
hastane enfeksiyonu etkeni olmayan KNS’lerde %67 olarak saptamıştır. Çalışmamızda 
elde edilen yüksek metisiline direnç oranı; izolatlarımızın yarısından fazlasının enfeksiyon 
etkeni (%43.1 KİKDE, %16.9 KDE) olmasına bağlanmış ve son yıllarda KNS’lerde görülen 
metisiline direnç artışından kaynaklandığı düşünülmüştür. PFGE sonuçlarına göre izolat-
lar arasında klonal ilişkinin olmaması, bu bulguyu daha değerli kılmaktadır.

Metisiline dirençli stafilokok enfeksiyonlarında tedavide ilk seçenek glikopeptitler ol-
duğu için çalışmamızda vankomisinin MİK ve MBEK değerleri ölçülmüştür5. İzolatların 
MİK değerleri 0.125-4 µg/ml arasında saptanarak, vankomisine duyarlı oldukları bulun-
muştur. KNS’lerde vankomisin duyarlılığının çeşitli yöntemler (gradiyent test, otomatize 
yöntemler, sıvı mikrodilüsyon) kullanılarak araştırıldığı birçok çalışmada da vankomisine 
dirençli KNS saptanmamıştır2,21,24.

Biyofilm ile ilişkili enfeksiyonlarda antibiyotiklerin özellikle de vankomisin gibi büyük 
molekül yapısına sahip olanların biyofilmin içine geçişinin zorluğu nedeniyle tedavide 
güçlüklerle karşılaşılmaktadır. Çalışmamızda vankomisinin MBEK değerlerindeki (2-64 
µg/ml) yükseklik bu bulguyu destekler nitelikte bulunmuştur. Çeşitli çalışmalarda biyo-
film ilişkili enfeksiyonlarda antibiyotiklere direncin 10-1000 kat arttığı gösterilmiştir25-28. 

Biyofilm oluşturan izolatlarla meydana gelen enfeksiyonlarda daptomisinin daha iyi bir 
tercih olabileceğini bildiren bazı çalışmalardan29,30 yola çıkılarak ayrıca çalışmamızdaki 
yüksek vankomisin MBEK ve MBEK/MİK değerlerine dayanılarak daptomisin için de MİK 
ve MBEK ölçümleri yapılmıştır. Daptomisinin etkinliğinin, bu antimikrobiyalin yapısında 
konformasyonel değişikliklere neden olan Ca++’nin fizyolojik seviyelerinin varlığına bağlı 
olduğu bildirilmiştir31. Bu nedenle daptomisin için MİK değerinin belirlenmesinde değişik 
Ca++ oranı (25 ve 50 µg/ml) içeren MHBII besiyerleri kullanılmıştır. İzolatlarımızın tümü 
daptomisine duyarlı bulunmakla birlikte,50 µg/ml Ca++ içeren MHBII besiyerinde MİK 
değerleri daha düşük bulunmuştur (p< 0.001). Bu bulgu daptomisinin etkinliğinin en 
iyi düzeyde olması için yüksek Ca++ düzeylerine ihtiyaç olduğu yönünde yorumlanmıştır.

Çalışmamızdaki izolatların 12 (%18.5)’sinin zayıf, 35 (%53.8)’inin orta, 18 (%27.7)’inin 
güçlü  olmak üzere tamamının biyofilm oluşturduğu tespit edilmiştir. SVK örneklerinden 
izole edilen 82 KNS’nin biyofilm oluşturma özelliklerinin incelendiği bir çalışmada; %20.7’si-
nin biyofilm oluşturmadığı, %20.7’sinin güçlü, %29.3’ünün orta ve %29.3’ünün zayıf 
biyofilm oluşturduğu saptanmış ve kateter ilişkili enfeksiyon ile karşılaşıldığında biyofilm 
oluşumundan şüphelenmek gerektiği vurgulanmıştır17.

Çalışmamızda güçlü biyofilm oluşturan izolatların, zayıf biyofilm oluşturanlara göre 
her iki antibiyotik için de MBEK değerlerinin daha yüksek olduğu görülmüştür (vankomi-
sin için p= 0.05; daptomisin için p= 0.029). MBEK/MİK oranları vankomisin için 1-128; 
daptomisin için 1-16 değerleri arasında bulunarak, vankomisin MBEK/MİK değerlerinin 
daptomisininkinden yüksek olduğu saptanmıştır (p< 0.001). Literatürde bulgularımızı 
destekler nitelikte biyofilm oluşumu ile MBEK değeri arasında benzer sonuçlar elde eden 
ve vankomisinin MBEK/MİK oranının düşük olduğunu gösteren çalışmalar yer almakta-
dır17,32. Çalışmamızda her iki ilaç için de MBEK50 ve MBEK90 değerlerinin MİK50 ve MİK90 
değerleri ile karşılaştırılması sonucunda da aynı bulgular elde edilmiştir.
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MBEK ya da MBEK/MİK oranının güçlü biyofilm üreten izolatlarda daha yüksek de-
ğerlerde bulunması, bu izolatlarda biyofilm tabakasının kalınlığı nedeniyle vankomisin 
difüzyonunun daha zor olmasıyla açıklanmaktadır17. Stafilokokların oluşturduğu biyo-
filmlerdeki bakteri miktarını vankomisin ve linezolidin azalttığı, ancak bu antimikrobiyal-
lerin yüksek konsantrasyonlarda uygulanmasına rağmen, biyofilm oluşumunu tamamen 
önleyemediklerini gösteren çalışmalar da bulunmaktadır28,33.

S.aureus ve S.epidermidis izolatlarında; linezolid, vankomisin, kinupristin/dalfopristi-
nin MİK ve MBEK değerlerinin karşılaştırıldığı El-Azizi ve arkadaşlarının34 çalışmasında; 
biyofilm içindeki bakterilerin plaktonik ve biyofilmden kopan bakterilere kıyasla antimik-
robiyallere karşı daha fazla dirençli olduğu bulunmuştur. Kinupristin/dalfopristin biyo-
filmden kopan bakterilere karşı en etkili antibiyotik olarak bulunurken, vankomisin 500 
ve 1000 μg/ml gibi yüksek dozlarda uygulandığında metisiline dirençli S.aureus (MRSA) 
ve  S.epidermidis  biyofilmlerine etki gösterirken, metisiline duyarlı S.aureus (MSSA)’ların 
oluşturduğu biyofilmlere karşı etkili olmamıştır34. 

Çalışmamızdaki izolatların tamamı vankomisin ve daptomisine duyarlıdır ancak her iki 
antibiyotiğinde MBEK değerlerindeki yükseklik dikkat çekicidir. Bulgularımız ile uyumlu 
olarak, antimikrobiyallerin hem S.aureus hem de S.epidermidis’in yol açtığı 24 saatlik bi-
yofilm üzerine etkili olabilmesi için planktonik formdaki bakterileri öldüren dilüsyonların, 
hem daptomisin hem de vankomisin için 1-4 kat artırılması gerektiği bildirilmektedir7. 
Özellikle daptomisinin S.epidermidis’in oluşturduğu kalın biyofilm tabakasından hızla pe-
netre olması nedeniyle, biyofilm oluşumunun görülmesinin yüksek muhtemel olduğu 
katetere bağlı enfeksiyonlarda değerlendirilmesi gerektiği bildirilmektedir35.

Sonuç olarak, enfeksiyon tanısı ile birlikte genellikle ampirik tedaviye başlandığından 
ampirik tedavide kullanılacak uygun antibiyotiğe karar verilmesi önem taşımaktadır. Bu 
antibiyotiğin seçilmesinde; kateter ilişkili enfeksiyona sebep olan etken ve bu etkenin vi-
rülans özellikleriyle birlikte antibiyotik direnç profili hastalığın prognozunu belirleyen en 
önemli unsurlar olmaktadır. Çalışmamızda kullanılan antibiyotiklerin MBEK/MİK oranları-
nın yüksekliği dikkat çekici bir bulgudur. Bu sonuca göre biyofilm ilişkili enfeksiyonlarda, 
mikroorganizmanın duyarlılığını saptamak açısından sadece MİK değeri saptanmasının 
her zaman yeterli olamayacağı ve tedavide daha yüksek dozlara çıkılmasının gerektiği 
söylenebilir. Buna bağlı olarak, MBEK/MİK oranlarının vankomisine göre daha düşük ol-
ması nedeniyle, biyofilm oluşturan KNS izolatlarının etken olduğu kateter ilişkili enfeksi-
yonlarda daptomisinin iyi bir tercih olacağı düşünülebilir.
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