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Koaglilaz-negatif stafilokoklar (KNS)'in etken olarak ilk siralarda yer aldigi kan dolagimi enfeksiyonlari
(KDE) ve cogu santral vendz kateter kullanimi ile iliskili olan kateter iliskili KDE (KIKDE), antibakteriyel ve
destekleyici tedavilere ragmen morbidite ve mortalitenin 6nemli nedenleri arasinda yer almaktadir. Bu
enfeksiyonlarin uygun tedavilerinin yapilmasi icin etken mikroorganizmalarin 6zelliklerinin belirlenmesi
énemlidir. Bu calismada, KDE ve KIiKDE etkeni olan KNS tiirlerinin biyofilm olusturma &zelliklerinin
gosterilmesi, vankomisin ve daptomisin icin planktonik formlardaki duyarhliklarinin belirlenmesi icin
minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) ve biyofilm olusturan sesil formlarinin duyarlliklarinin
belirlenmesi icin minimum biyofilm eradike edici konsantrasyon (MBEK) dederlerinin saptanmasi ve in
vitro olarak biyofilm olusturan izolatlarla olusan enfeksiyonlarda bu antibiyotiklerin etkinliklerinin ortaya
konulmasi amaclanmistir. Calismada kullanilan toplam 65 KNS izolati konvansiyonel yontemlerle birlikte
BD Phoenix (Becton Dickinson, ABD) ve Bruker Microflex MS (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya)
sistemleriyle tiplendirilmistir. Metisilin direnci mecA geni varligi PCR ile arastirilarak belirlenmis, vankomisin
ve daptomisin MIK degerleri sivi mikrodiliisyon yéntemi (daptomisin icin 25 ve 50 ug/ml Ca*™* iceren
besiyerleri ile) ile saptanmistir. Biyofilm olusumunun ve MBEK degerlerinin tespitinde mikroplak yontemi

iletisim (Correspondence): Uzm. Dr. Duygu Niliifer Ocal, Saglik Bilimleri Universitesi Diskapi Yildirim
Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Klinigi, 06110 Diskapi, Ankara, Tiirkiye.
Tel (Phone): +90 312 596 2671, E-posta (E-mail): drduygunil@hotmail.com




Ocal DN, Dolapg! i, Gengtirk Z, Tekeli A.

kullanilmistir. KNS tirleri arasindaki klonal iliski PFGE yontemi ile arastirilmistir. Degerlendirilen 26'si
kateter kolonizani; 28'i KiKDE etkeni ve 11'i KDE etkeni olan toplam 65 izolatin, 33'ii Staphylococcus
epidermidis, 16's1 Staphylococcus haemolyticus, 15'i Staphylococcus hominis, biri Staphylococcus capitis
olarak tiplendirilmistir. izolatlann %81.5'i metisiline direncli olarak saptanirken, hepsi vankomisin
(MiK= 0.125-4 pg/ml) ve daptomisine (25 pg/ml Ca** iceren besiyerinde Mik= 0.062-0.50 pg/mi;
50 pg/ml Ca*™ iceren besiyerinde ise Mik= 0.031-0.25 pg/ml) duyarli bulunmustur. Daptomisin icin
50 pg/ml Ca** iceren besiyerinde MiK degerleri daha diisiik saptanmistir (p< 0.001). Daptomisinin
etkinliginin, bu antibakteriyelin yapisinda konformasyonel degisikliklere neden olan Ca**'nin fizyolojik
seviyelerine baglh oldugu bilinmektedir. Calismamizda elde edilen bulguda daptomisinin etkinliginin
en iyi diizeyde olmasi icin yiiksek Ca** diizeylerine ihtiyac oldugu yoniinde yorumlanmistir. izolatlarin
tamami [(12 (%18.5)'si zayif, 35 (%53.8)'i orta, 18 (%27.7)'i gu¢li pozitif)] biyofilm olusturmustur.
Vankomisinin MBEK ve MBEK/MIK degerleri daptomisine gére yiiksek saptanmistir (p< 0.001). Kuvvetli
biyofilm olusturan izolatlarin MBEK ve MBEK/MIK degerlerinin daha yiiksek oldugu gériilmiistir (p<
0.05). Ozellikle biyofilm olusturan izolatlarla meydana gelen enfeksiyonlarda, sadece MiK degerinin
saptanmasi planktonik formdaki bakterilerin duyarliigini yansittigindan biyofilm iliskili enfeksiyonlarin
tedavisinde her zaman yeterli olmamaktadir. Calismamizda elde edilen yiiksek MBEK degerleri, MiK
ve MBEK degerleri arasindaki uyumsuzluk ve MBEK/MIK, MBEKSO/MiKSO ve MBEKQO/MiK90 oranlarinin
yuiksekligi bu 6ngoriyt desteklemektedir. Daptomisinin MBEK ve MBEK/MIK degerlerinin vankomisinin
ayni degerlerine gore daha diisiik saptanmasi, biyofilm iliskili enfeksiyonlarin tedavisinde vankomisine
gore daha diistik dozlarda etkin olabilecegini diistindiirmstir.

Anahtar sézciikler: Koagtilaz-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 ug/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= T1).
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 ug/ml) and daptomycin (MIC= 0.062-0.25 pg/ml in 25 ug/ml Ca*™ and
MIC= 0.031-0.50 pg/ml in 50 ug/ml Ca** containing medium). MIC values were lower in medium
containing 50 pg/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
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than daptomycin (p< 0.001). Strong biofilm producers had higher MBEC and MBEC/MIC, MBEC, /
MIC,, ve MBEC, /MIC,  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).

GiRiS

Guniimizde nozokomiyal enfeksiyon etkenleri arasinda 6nemli yeri olan heterojen
bir grup olan koagiilaz-negatif stafilokoklar (KNS), cilt ylizeylerinde kolonizasyonlarini,
biyofilm olusturmalarini, dokulara ve protez yiizeylerine adezyonlarini kolaylastiran be-
lirleyiciler ve immiin sistemden sakinmay iceren cesitli viriilans faktérleri icermektedir’.

KNS’lerin etken olarak ilk siralarda yer aldigi kan dolasimi enfeksiyonlari (KDE) ve ka-
teter iliskili enfeksiyonlar, antibakteriyel ve destekleyici tedavilere ragmen morbidite ve
mortalitenin 6nemli nedenlerindendir ve bu nedenle erken tani ve uygun tedavilerinin
yapilmasi énemlidir?. Kateter iliskili KDE (KIKDE)'nin ¢ogu santral vendz kateter (SVK)
kullanimi ile iliskilidir ve siklikla yogun bakim Unitelerinde takip edilen hastalarda go-
rilmektedir. KIKDE, ates, tisime, titreme ve/veya hipotansiyon gibi enfeksiyon bulgu-
lari olan ve KDE'yi aciklayacak, kateter diginda bir odagi bulunmayan hastada, “kateter
kiiltiirinde (semikantitatif kiiltiirde > 15 kob veya kantitatif kiiltiirde > 10% kob) ve pe-
riferik kanda benzer biyotip ve antibiyotik duyarliifina sahip mikroorganizmanin izole
edilmesi” veya “ayni anda alinmis kantitatif kan kiltirlerinde, kateter ici kan kiltiriindeki
treme oraninin periferik kan kulttirindekine gore en az bes kat fazla olmasi” veya “ayni
anda alinmis kateter ici kan kilttriinde, periferik kan kiltiriinden en az iki saat dnce
tireme olmasi” seklinde tanimlanmaktadir*.

Stafilokoklarda metisilin direnci ciddi bir problem olarak karsimiza cikmakta ve metisi-
line direncli stafilokoklarin etken oldugu cesitli enfeksiyonlarin tedavisinde glikopeptidler
ilk sirada kullanilan ajanlar olarak yer almaktadir. Streptomyces orientalis'ten elde edilen
vankomisin, bir hiicre duvari bilegeni olan peptidoglikanin D-alanil-D-alanin ucuna bag-
lanarak transpeptidasyon basamagini inhibe ederek hiicre duvar sentezini engellemekte-
dir. Daptomisin ise Streptomyces roseosporus tarafindan Uretilen dogal siklik lipopeptittir
ve KNS'lerin etken oldugu bakteriyemi, endokardit ve KIKDE tedavisinde iyi bir secenek
olarak kullanilmaktadir®”-?.

Calismamizda KDE ve KIKDE etkeni olan KNS izolatlarinin biyofilm olusturma
Ozelliklerinin ortaya konulmasi hedeflenmistir. Sonrasinda biyofilm olusturan izolatlar
secilerek vankomisin ve daptomisin ile karsi karsiya birakilmistir. izolatlarin planktonik
formlardaki duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla minimum inhibitér konsantrasyonu
(MIK) degerleri, biyofilm olusturan sesil formlarinin duyarliliklarinin belirlenmesi icin ise
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minimum biyofilm eradike edici konsantrasyon (MBEK) degerleri saptanmistir. Boylece,
in vitro olarak biyofilm olusturan izolatlarla olusan enfeksiyonlarda bu antibiyotiklerin
etkinliklerinin ortaya konulmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan
onaylandi (Karar no: 21-680-12).

Bakteri izolatlari ve Tanimlanmasi

2012-2014 yillari arasinda Ankara Universitesi ibni Sina Hastanesi Merkez Laboratuvar
Bakteriyoloji birimine gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen ve biyofilm olusturdugu
saptanan KNS‘ler calismaya dahil edildi. Calismamizda SVK ve periferik kan kulttrlerin-
den Uretilen ve 26 (%40)’si kateter kolonizani, 28 (%43.1)'i KIKDE etkeni ve 11 (%16.9)'i
KDE etkeni olarak tanimlanan toplam 65 KNS degerlendirildi.

SVK’lardan bakteri izolasyonunda %5’lik koyun kanl agar, Eosin Methylene Blue
(EMB) agar ve cikolata agar besiyerleri kullanilarak, semikantitatif ve tam kantitatif kil-
tiir ydntemi uygulandi’®. 24-48 saatlik inkiibasyon sonunda semikantitatif ydntemde >
15 kob, tam kantitatif kiltir ydonteminde ise > 103 kob bakteri Giremesi pozitif ireme
olarak kabul edildi. Semikantitatif veya kantitatif kiltiir sonucunda bakteri iremesi ve es-
zamanl alinan periferik kan kiltiriinde de ayni bakterinin izole edilmesi (lireme saatleri
arasinda farklar gozetilerek) ve klinik olarak sepsis belirtilerinin bulunmasi durumunda
izole edilen KNS; KIKDE etkeni olarak tanimlandi''. Eslik eden klinik semptomlar yokken,
semikantitatif veya kantitatif yontemle kateter ucu veya kateter hubundan yapilan ekim-
de bakteri Gremesi, buna karsin periferik kan kilttrinde treme olmamasi durumunda
izole edilen KNS; kateter kolonizani olarak degerlendirildi'".

Kan kultirleri, BACTEC 9050 (Becton Dickinson, Maryland, ABD) otomatik kan kdiltu-
ri cihazinda inklbe edildi, alarm veren siselerden hazirlanan Gram boyali preparatlar de-
gerlendirildikten sonra %5’lik koyun kanli agar, EMB ve cikolata agar besiyerlerine ekim
yapildi. iki veya daha fazla sette ayni tiir ireme olmasi durumunda, klinik olarak ates,
titreme hipotansiyon bulgularindan birinin varligiyla birlikte izole edilen mikroorganizma
etken olarak kabul edildi'?.

izolatlarin tiplendirilmesinde konvansiyonel yontemler ile birlikte BD Phoenix (Becton
Dickinson, ABD) ve Bruker Microflex MS (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) otomatize
sistemleri kullanildi.

Metisilin Direncinin Belirlenmesi

Metisilin direncinin saptanmasinda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile
mecA geni varhgr arastirildi. Bu amacla, DNA izolasyon kiti (Fermentas, Litvanya) kullani-
larak, uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda 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 kullanilarak, Geha ve arkadaslarinin'® yéntemi temel alinarak gésterildi.
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Antibiyotik Duyarhlik Testleri

KNS izolatlarinin antibiyotik duyarliliklarinin saptanmasinda Kirby-Bauer disk diftizyon
yontemi kullanildi. Amoksisilin-klavulanik asit (20/10 pg), eritromisin (15 pg), klinda-
misin (2 pg), rifampisin (5 pg), tetrasiklin (30 pg), gentamisin (10 ug), trimetoprim-
stilfametoksazol (1.25/23.75 pg), teikoplanin (30 pg) ve linezolid (30 ug) duyarliklari
arastinldi. Zon caplar “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” 6nerileri dog-
rultusunda degerlendirildi'*.

Vankomisin ve Daptomisin Minimum inhibitér Konsantrasyonu (MiK)
Degerlerinin Saptanmasi

Vankomisin (Sigma Aldrich, ABD) ve daptomisin (Sigma Aldrich, ABD) icin sivi mik-
rodiliisyon yéntemi ile MiK saptanmasi CLSI M27-A3 standartlarina gére yapildi'>. Dap-
tomisin icin son konsantrasyonlari 25 ve 50 pg/ml Ca** olacak sekilde katyon ilave edi-
len iki ayri Mueller-Hinton Buyyon (MHB) Il (BBLTM, Becton Dickinson, ABD) besiyeri
kullanildi. Kontrol susu olarak Staphylococcus aureus ATCC 29213 kullanildi. Hazirlanan
mikroplaklar 35°C’de 24 saat sure ile inkiibe edildi ve ertesi guin her sirada tremenin ol-
madig ilk kuyucuk MIK degeri olarak belirlendi. Bu test her izolat icin ii¢ kez tekrarland.

Biyofilm Olusumunun Gosterilmesi

izolatlarin biyofilm olusturma &zellikleri mikroplak yontemi ile kantitatif olarak goste-
rildi. Bulanikhigi 0.5 McFarland (108 kob/ml) standardinda ayarlanan bakteri siispansi-
yonlarina, %1 glukoz ilave edildi 180 pl triptik soy buyyon iceren diiz tabanh mikroplak
kuyucuklarina dagrtildi ve 24 saat sire ile 35°C’de inklibasyona birakildi. Ertesi glin fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi ile yikanarak tutunmayan bakteriler uzaklastirildi, plaklar kurutul-
du ve metanol ile biyofilm olusturan bakterilerin fiksasyonu saglandi. Kristal viyole ile
boyanan mikrokuyucuklara, %95’lik etanol konularak, absorbanslari spektrofotometre-
de 570 nm dalga boyunda okutuldu'®. Sadece besiyeri iceren kuyucuklarin optik dansi-
tometrelerinin ortalamasi alindi ve ¢ standart derivasyonu hesaplanarak cut-off (OD_)
degeri belirlendi. OD < Odc: negatif, ODc < OD < 2 x ODc: zayif, 2 x ODc < OD < 4
x ODc: orta ve 4 x ODc < OD: giiclii diizeyde biyofilm olusumu seklinde yorumlandi'®.

Minimum Biyofilm Eradike Edici Konsantrasyonu (MBEK)'nun Belirlenmesi

Biyofilm olusturdugu gosterilen izolatlarin hepsinde vankomisin ve daptomisinin
MBEK degerleri belirlendi. ilk olarak izolatlarin 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplaklar-
da biyofilm olusturmalari saglandi, sonrasinda kuyucuklara azalan konsantrasyonlarda
vankomisin ve daptomisin (128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25 ve 0.125 pg/ml) ilave
edildi. Plaklar 24. saat sonunda spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda okutulmus
ve optik yogunluklarina gore degerlendirildi. Her sirada ODc degerinin altindaki deger
veren ilk kuyucuktaki ila¢ konsantrasyonu, o ilag icin MBEK degeri olarak belirlendi'”.
MBEK saptanmasinda vankomisin icin MHBII, daptomisin i¢in 50 pg/ml Ca*™ iceren
MHBII kullanildi™.

Biyofilm olusumu gosterilmesi ve MBEK hesaplanmasi deneylerinde pozitif kontrol
olarak S.aqureus ATCC 25923 ve Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, negatif kontrol
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olarak S.aureus ATCC 29213 standart suslari, sterilite kontrolu icin sadece besiyeri iceren,
bakteri ilave edilmemis kuyucuklar kullanilmistir. Her deney ¢ kez tekrarlanmis ve orta-
lamalari alinmistir.

Degisken Alanl Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis-PFGE)

KNS tirleri arasindaki klonal iliski Mulvey ve arkadaslarinin'® gelistirdigi yontem ile
arastirildi. Elde edilen DNA paternleri “Gene Directory Programme (Syngene, UK)” prog-
rami kullanilarak incelendi. izolatlar arasi iliskinin degerlendiriimesinde; benzerlik indeksi
“Dice” katsayisi, %1 tolerans degeri ve aritmetik ortalamali agirliksiz cift grup yontemi
(Unweighted Pair Group Method of Arithmetic Averages-UPGMA) yéntemi kullanildi™.

istatistiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS for Windows 15 paket programinda yapildi. Tanimlayici istatis-
tikler dagihmi normal olan degiskenler icin ortalama + standart sapma, dagiimi normal
olmayan degiskenler icin median (min-maks) olarak gosterildi.

Gruplar arasinda ortalamalar yoniinden farkin onemliligi ANOVA (varyans analizi) testi
ile ortanca degerler yoniinden farkin 6nemliligi Kruskal Wallis ile arastirildi. Nominal de-
giskenler Pearson ki-kare veya Fisher Exact-testi ile degerlendirildi. p< 0.05 icin sonuglar
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calisma kapsamindaki 65 KNS'nin; 26 (%40)’si kateter kolonizani, 28 (%43.1)'i
KiKDE etkeni, 11 (%16.9)'i KDE etkeni olarak izole edilmistir. izolatlarin 33 (%50.8)'ii
S.epidermidis; 16 (%24.6)'s1 Staphylococcus haemolyticus; 15 (%23.1)'i Staphylococcus ho-
minis, 1 (%1.5)'i Staphylococcus capitis olarak tanimlanmistir (Tablo ).

PCR yontemiyleizolatlarin %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 saptanmistir. Kateter kolonizani olarak tespit edilen KNS'lerin %76.9
(20/26)'u; KIKDE etkeni olarak saptanan KNS’lerin %78.6 (22/28)’s;; KDE etkeni olarak
saptanan KNS'lerin timiiniin mecA geni tasidigi saptanmistir (Tablo I).

S.epidermidis, S.haemolyticus, S.hominis ve S.capitis izolatlarinin antibiyotik direnc
oranlar Tablo II'de gosterilmistir. Calismadaki bitin izolatlar teikoplanin ve linezolide
karsi duyarl olarak saptanmustir.

Sefoksitin diski ile direng saptanan KNS suslari amoksisilin-klavulanik asite de direncli
olarak kabul edilmistir'4.

izolatlarin biyofilm olusturma kuvvetlerinin belirlenmesinde elde edilen cut-off degeri
esas alinmig (OD_: 0.28) ve 12 (%18.5)’sinin zayif, 35 (%53.8)’inin orta, 18 (%27.7)'inin
glcli pozitif biyofilm olusturdugu bulunmustur (Tablo IlI). Izolatlarin olusturduklari
biyofilm derecesi ile etken olarak tanimlandiklar klinik 6rnek arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir iligki kurulamamistir (p> 0.05).

Calismadaki izolatlarin timi vankomisin ve daptomisine duyarli bulunmustur. Van-
komisin MIK degerleri 0.125-4 pg/ml, daptomisin MIK degerleri 25 pg/ml Ca** iceren
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Vankomisin ve Daptomisinin Koagllaz-Negatif Stafilokok
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Tablo . Biyofilm Olusumunun Degerlendirilmesinde Kullanilacak ODc Hesaplanmasi

Formiil Deger Yorum

OD < ODc OD <0.28 Negatif Biyofilm yok

ODc<OD <2 x ODc 0.28 <OD < 0.56 + Zayif biyofilm
2 x ODc <OD <4 x ODc 0.56<0OD<1.12 ++ Orta biyofilm
4 x ODc <OD 1.12<0D +++ Giicli biyofilm

besiyerinde 0.062-0.50 pg/ml, 50 ug/ml Ca*™" iceren besiyerinde ise 0.031-0.25 pg/ml
arasinda saptanmustir. 50 pg/ml Ca** iceren MHBII besiyerinde daptomisin icin MiK
degerleri daha diisiik bulunmustur (p< 0.001). Daptomisin MiK degerlerinin saptanma-
sinda CLSI onerisi 50 pg/ml Ca*™ iceren MHBII besiyeri oldugundan ve sonuglarimiz daha
diisiik Ca** konsantrasyonunda MIK degerinin distiigiinii géstermediginden, daptomi-
sin MBEK degerinin saptanmasinda bu konsantrasyon ile caligilmigtir.

MBEK degerinin saptanmasinda kullanilacak ODC; her iki antibiyotik icin ayr ayr
(vankomisin icin: 0.45; daptomisin icin: 0.49) belirlenmistir. izolatlarin MBEK degerleri;
vankomisin icin 2-64 ug/ml, daptomisin icin 0.062-1 pg/ml arasinda saptanmistir (Tablo
IV). Biyofilm olusturma gticii yiiksek olan izolatlar icin her iki antimikrobiyalin de MBEK

Tablo IV. Biyofilm Olusturma Kuvvetlerine gére Daptomisin ve Vankomisin icin MiKso' MiKgo, MIK
Deger Araliklar, MBEK, ), MBEK, j ve MBEK Deger Araliklari
Vankomisin
. . MiK g
MIK MIK,, araligs MBEK MBEK,, MBEK aralig
(ug/ml)  (ng/ml) (ug/ml) (ng/ml) (ug/ml) (ug/ml)
Zayif (+) 2 2 1-2 4 4 2-8
Orta (++) 1 2 1-4 4 64 2-64
Gl (+++) 1 2 0.125-2 8 32 4-64
Daptomisin
MiK MiK MIK MBEK MBEK MBEK arali§
wothy oy A B gl ug/mi)
Mg Mg (ug/ml) Hg Mg Hg
0.031-
Zayif (+) 0.062 0.062 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
Guglii (+++) 0.062 0.125 0.062-0.25 0.25 1 0.062-1
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Sekil 1. Biyofilm olusturma derecelerine gére vankomisin MBEK/MIK oranlari.
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Sekil 2. Biyofilm olusturma derecelerine gére daptomisin MBEK/MIK oraniari.

degerlerinin daha yiiksek oldugu gorulmustir (vankomisin icin p= 0.05; daptomisin icin
p=0.029).

izolatlarin biyofilm olusturan formlari ile sesil formlarinin antibiyotiklere karsi duyarli-
liklarindaki farkliliklar arastirmak icin MBEK/MIK oranlari degerlendirilmistir. Vankomisin
icin MBEK/MIK degerleri 1-128; daptomisin icin ise 1-16 arasinda bulunmustur (Sekil
1,2). Vankomisinin MBEK/MIK degerleri, daptomisinin MBEK/MIK degerlerinden yiiksek
olarak saptanmistir (p< 0.001). Zayif biyofilm olusturan izolatlarda MBEK/MIK orani dii-
stikken, kuvvetli biyofilm olusturan izolatlarda bu oranin yikseldigi gorilmustiir (vanko-
misin icin p= 0.006; daptomisin icin p= 0.049) (Sekil 1,2). KIKDE ve KDE etkenlerinde,
kolonizan izolatlara gére her iki antimikrobiyalin de MBEK/MIK oranlarinin yiiksekligi
anlamli bulunmustur (p< 0.05).

izolatlarin %50 ve %90"inin olusturdugu biyofilmin eradike edilebilmesi icin gerekli en
disuk ilag degeri ile (sirastyla MBEK, | ve MBEK, ) ile izolatlarln %50 ve %90’|n|n Olebil-
mesi icin gerekli en dustik ilag konsantrasyonunun (sirasiyla MIK, ) ve MIK; ) karsilastiril-
masi sonucunda, vankomisin icin MBEK, | degerinin 1-8 kat, MBEK,, degerinin 1-16 kat;
ayni degerlerin daptomisin icin sirasiyla 0-4 kat ve 0-8 kat yliksek oldugu saptanmistir.

PFGE dendrogramlan S.epidermidis icin Sekil 3'te, S.haemolyticus icin Sekil 4’te ve
S.hominis icin Sekil 5'te verilmistir. Periferik kan kilttrinden izole edilen bir S.epidermidis
ve kateter kolonizani bir S.hominis izolati istenilen sayida enzim kesim Griini vermedigin-
den degerlendirme disi birakilmistir. PFGE sonuglari yorumlandiginda ayni hastalarin SVK
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Sekil 3. S.epidermidis izolatlarinin PFGE dendrogrami.*

* KIKDE-Kan: SVK ucu kiiltiirti ile ayni zamanda génderilen periferik kan kiiltiiriinden izole edilen KNSler;
KIKDE-Kat: SVK kiiltiiriinden izole edilen KNS'ler; Kat-Kol: Kateter kolonizani KNS ler; Kan-Per: SVK’si olmayan
hastalarin periferik kan kiiltiirlerinden izole edilen KNSleri ifade etmektedir
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Sekil 4. S.haemolyticus izolatlarinin PFGE dendogrami.*

* KIKDE-Kan: SVK ucu kiiltiirti ile ayni zamanda génderilen periferik kan kiilttiriinden izole edilen KNSler;
KIKDE-Kat: SVK kiiltiiriinden izole edilen KNS’ler; Kat-Kol: Kateter kolonizani KNS’ler; Kan-Per: SVK’si olmayan
hastalarin periferik kan kiilttirlerinden izole edilen KNS leri ifade etmektedir.
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Sekil 5. S.hominis izolatlarinin PFGE dendogrami*

* KIKDE-Kan: SVK ucu kiiltiirti ile ayni zamanda génderilen periferik kan kiiltiiriinden izole edilen KNS’ler;
KIKDE-Kat: SVK kiiltiiriinden izole edilen KNS ler; Kat-Kol: Kateter kolonizani KNS ler; Kan-Per: SVK’si olmayan
hastalarin periferik kan kiiltiirlerinden izole edilen KNS’leri ifade etmektedir.

ornekleri ve kanlarindan KiKDE etkeni olarak izole edilen suslarin %100 benzer patern
olusturdugu gozlemlenmis, diger izolatlar arasinda klonal iligkinin olmadigi gorilmustar.

TARTISMA

KNS’lerin etken olduklar enfeksiyonlarin tedavilerinde klinik 6rnekten izole edilen
KNS'lerin tiirlerinin belirlenmesinin énemli oldugu belirtiimektedir?>-22, Calismamizda
kullanilan izolatlarin, 33 (%50.8)'G S.epidermidis, 16 (%24.6)'si S.haemolyticus;, 15
(%23.1)'i S.hominis ve biri (%1.5) S.capitis olarak tanimlanmistir. Ulkemizde yapilan
calismalarda, klinik 6rneklerden S.epidermidis izole edilme orani %36-49 arasinda bil-
dirilmektedir?®-22, ikinci ve lclincii siklikta izole edilen KNS tiirlerini sirasiyla; Giizel ve
arkadaslar?® %39 S.haemolyticus ve %5 S.hominis, Ciftci ve arkadaslari®' %42 S.hominis
ve %9 S.haemolyticus olarak belirtmistir. Calismamizda siralanan KNS turleri Glkemizde
yapilan calismalarla uyumlu bulunmustur.

Stafilokoklarda metisiline karsi gelisen direng, olusturduklar enfeksiyonlarin tedavisin-
de basarisizligin en 6nemli nedenlerinden biridir. Calismamizda incelenen 65 KNS icinde;
kateter kolonizani olanlarin %76.9 (20/26)’u; KiKDE etkeni olanlarin %78.6 (22/28)'si;
KDE etkeni olanlarin %100°G metisiline direncli (mecA pozitif) olarak saptanmigstir. Tim
KNS’lerde metisiline direng orani ise %81.5 olarak tespit edilmistir. KNS’lerde metisiline
direng oranlarini Giizel ve arkadaslarni?® %37.5, Akpaka ve arkadaslari?® %45.1, Khorsed
ve arkadaslari®* %66.7, Ciftci ve arkadaslar®' %82.2 olarak bulmuslardir. Yilmaz ve arka-
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daslari?? da metisiline direnc oranini, hastane enfeksiyonu etkeni olan KNS’lerde %100,
hastane enfeksiyonu etkeni olmayan KNS’lerde %67 olarak saptamistir. Calismamizda
elde edilen yiiksek metisiline direng orani; izolatlarimizin yarisindan fazlasinin enfeksiyon
etkeni (%43.1 KIKDE, %16.9 KDE) olmasina baglanmis ve son yillarda KNS'lerde gériilen
metisiline direng artisindan kaynaklandigr diistinilmastir. PFGE sonuglarina gore izolat-
lar arasinda klonal iligkinin olmamasi, bu bulguyu daha degerli kilmaktadir.

Metisiline direncli stafilokok enfeksiyonlarinda tedavide ilk secenek glikopeptitler ol-
dugu icin calismamizda vankomisinin MiK ve MBEK degerleri élciilmiistiir®. izolatlarin
MIiK degerleri 0.125-4 pg/ml arasinda saptanarak, vankomisine duyarl olduklari bulun-
mustur. KNS’lerde vankomisin duyarlihginin gesitli yontemler (gradiyent test, otomatize
yontemler, sivi mikrodiliisyon) kullanilarak arastinldigi bircok calismada da vankomisine
direncli KNS saptanmamustir®21-24,

Biyofilm ile iligkili enfeksiyonlarda antibiyotiklerin 6zellikle de vankomisin gibi biyk
molekiil yapisina sahip olanlarin biyofilmin icine gecisinin zorlugu nedeniyle tedavide
glicliiklerle karsilasiimaktadir. Calismamizda vankomisinin MBEK degerlerindeki (2-64
pug/ml) yikseklik bu bulguyu destekler nitelikte bulunmustur. Cesitli calismalarda biyo-
film iliskili enfeksiyonlarda antibiyotiklere direncin 10-1000 kat arttigi gosterilmistir?>-28,

Biyofilm olusturan izolatlarla meydana gelen enfeksiyonlarda daptomisinin daha iyi bir
tercih olabilecegini bildiren bazi calismalardan®®3° yola cikilarak ayrica calismamizdaki
yiiksek vankomisin MBEK ve MBEK/MIK degerlerine dayanilarak daptomisin icin de MiK
ve MBEK olcumleri yapilmistir. Daptomisinin etkinliginin, bu antimikrobiyalin yapisinda
konformasyonel degisikliklere neden olan Ca**'nin fizyolojik seviyelerinin varligina bagh
oldugu bildirilmistir3!. Bu nedenle daptomisin icin MiK degerinin belirlenmesinde degisik
Ca*™* orani (25 ve 50 pg/ml) iceren MHBII besiyerleri kullanilmistir. izolatlarimizin timii
daptomisine duyarli bulunmakla birlikte,50 ug/ml Ca** iceren MHBII besiyerinde MiK
degerleri daha dustik bulunmustur (p< 0.001). Bu bulgu daptomisinin etkinliginin en
iyi diizeyde olmasi icin yiiksek Ca** diizeylerine ihtiya¢ oldugu yoniinde yorumlanmistir.

Calismamizdaki izolatlarin 12 (%18.5)'sinin zayif, 35 (%53.8)'inin orta, 18 (%27.7)'inin
glcli  olmak lzere tamaminin biyofilm olusturdugu tespit edilmistir. SVK orneklerinden
izole edilen 82 KNS’nin biyofilm olusturma &zelliklerinin incelendigi bir calismada; %20.7si-
nin biyofilm olusturmadidi, %20.7’sinin gli¢li, %29.3'lniin orta ve %29.3'linlin zayif
biyofilm olusturdugu saptanmis ve kateter iliskili enfeksiyon ile karsilagildiginda biyofilm
olusumundan siiphelenmek gerektigi vurgulanmistir'”.

Calismamizda glicli biyofilm olusturan izolatlarin, zayif biyofilm olusturanlara gére
her iki antibiyotik icin de MBEK degerlerinin daha yiksek oldugu gorilmdstir (vankomi-
sin icin p= 0.05; daptomisin icin p= 0.029). MBEK/MIK oranlari vankomisin icin 1-128;
daptomisin icin 1-16 degerleri arasinda bulunarak, vankomisin MBEK/MIK degerlerinin
daptomisininkinden yiiksek oldugu saptanmistir (p< 0.001). Literatiirde bulgularimizi
destekler nitelikte biyofilm olusumu ile MBEK degeri arasinda benzer sonuclar elde eden
ve vankomisinin MBEK/MIK oraninin diisiik oldugunu gésteren calismalar yer almakta-
dir'”32_ Calismamizda her iki ilag igin de MBEK, j ve MBEK, degerlerinin MiK, ve MiK
degerleri ile kargilastiriimasi sonucunda da ayni bulgular elde edilmistir.
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MBEK ya da MBEK/MIK oraninin giiclii biyofilm iireten izolatlarda daha yiiksek de-
gerlerde bulunmasi, bu izolatlarda biyofilm tabakasinin kalinligi nedeniyle vankomisin
difiizyonunun daha zor olmasiyla agiklanmaktadir'’. Stafilokoklarin olusturdugu biyo-
filmlerdeki bakteri miktarini vankomisin ve linezolidin azalttigi, ancak bu antimikrobiyal-
lerin yiiksek konsantrasyonlarda uygulanmasina ragmen, biyofilm olusumunu tamamen
énleyemediklerini gésteren calismalar da bulunmaktadir?®33,

S.aureus ve S.epidermidis izolatlarinda; linezolid, vankomisin, kinupristin/dalfopristi-
nin MiK ve MBEK degerlerinin karsilastirildigi El-Azizi ve arkadaslarinin* calismasinda;
biyofilm icindeki bakterilerin plaktonik ve biyofilmden kopan bakterilere kiyasla antimik-
robiyallere karsi daha fazla direngli oldugu bulunmustur. Kinupristin/dalfopristin biyo-
filmden kopan bakterilere karsi en etkili antibiyotik olarak bulunurken, vankomisin 500
ve 1000 pg/ml gibi ylksek dozlarda uygulandiginda metisiline direncli S.aureus (MRSA)
ve S.epidermidis biyofilmlerine etki gosterirken, metisiline duyarl S.aureus (MSSA)’larin
olusturdugu biyofilmlere kars etkili olmamigtir3,

Calismamizdaki izolatlarin tamami vankomisin ve daptomisine duyarlidir ancak her iki
antibiyotiginde MBEK degerlerindeki yukseklik dikkat cekicidir. Bulgularimiz ile uyumlu
olarak, antimikrobiyallerin hem S.aureus hem de S.epidermidis’in yol actigi 24 saatlik bi-
yofilm lizerine etkili olabilmesi icin planktonik formdaki bakterileri 6ldtren diltisyonlarin,
hem daptomisin hem de vankomisin icin 1-4 kat artinlmasi gerektigi bildirilmektedir’.
Ozellikle daptomisinin S.epidermidis'in olusturdugu kalin biyofilm tabakasindan hizla pe-
netre olmasi nedeniyle, biyofilm olusumunun goériilmesinin yiiksek muhtemel oldugu
katetere bagl enfeksiyonlarda degerlendirilmesi gerektigi bildirilmektedir3s.

Sonug olarak, enfeksiyon tanisi ile birlikte genellikle ampirik tedaviye baslandigindan
ampirik tedavide kullanilacak uygun antibiyotige karar verilmesi 6nem tagimaktadir. Bu
antibiyotigin secilmesinde; kateter iliskili enfeksiyona sebep olan etken ve bu etkenin vi-
rilans ozellikleriyle birlikte antibiyotik direng profili hastalifin prognozunu belirleyen en
énemli unsurlar olmaktadir. Calismamizda kullanilan antibiyotiklerin MBEK/MIK oranlari-
nin ylksekligi dikkat cekici bir bulgudur. Bu sonuca gore biyofilm iliskili enfeksiyonlarda,
mikroorganizmanin duyarliigini saptamak agisindan sadece MIK degeri saptanmasinin
her zaman yeterli olamayacagi ve tedavide daha yiksek dozlara cikilmasinin gerektigi
soylenebilir. Buna bagli olarak, MBEK/MIK oranlarinin vankomisine gére daha diistik ol-
masi nedeniyle, biyofilm olusturan KNS izolatlarinin etken oldugu kateter iligkili enfeksi-
yonlarda daptomisinin iyi bir tercih olacag dustinilebilir.
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