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Bu calismada kan kiiltiirlerinden izole edilen koagtilaz negatif stafilokok (KNS) izolatlarinda sasX, arji-
nin katabolik mobil eleman [arginine catabolic mobile element (ACME)] genlerinin, biyofilm yapiminin
ve biyofilm iligkili baz virlilans faktor genlerinin etken ve kontaminant olarak tanimlanmis izolatlardaki
sikiginin arastirlmasi amaclanmistir. Calismaya dahil edilen 150 KNS izolatinin 50si etken, 100G kon-
taminasyon olarak gruplandinimistir. izolatlarin biyofilm olusumu mikroplak yéntemiyle; sasX, ACME,
mecA ve biyofilm iligkili virtilans faktor genleri icaA, icaD, aap, bhp ve 15256 varlidi ise in-house polimeraz
zincir reaksiyonu yontemiyle arastinlmistir. Etken grubundaki izolatlarin %52’si, kontaminasyon grubun-
daki izolatlarin ise %57’si fenotipik olarak biyofilm olustururken; biyofilm pozitifliginin diizeyleri karsilas-
tinldiginda etken grubundaki izolatlarin (%30), kontaminasyon grubundaki izolatlara (%14) gore daha
fazla glclu dizeyde biyofilm olusturdugu gozlenmistir (p= 0.027). Biyofilm iliskili icaA, icaD, 15256, aap
ve bhp genleri kontaminasyon grubundaki izolatlarda sirasiyla, %33, %45, %43, %74 ve %6 oraninda;
etken grubundaki izolatlarda ise %64, %62, %64, %74 ve %8 oraninda pozitif bulunmustur. ACME gen
bolgeleri arcA, kdpA ve opp3B ve sasX iliskili gen bolgesi kontaminasyon grubundaki izolatlarda sirasiyla,
%30, %7, %8 ve %14 oraninda; etken grubundaki izolatlarda ise %12, %2, %6 ve %10 oraninda pozitif
bulunmustur. Etken grubunda icaA, icaD ve 1S256 genlerinin tek basina ya da birlikte pozitifligi (sirasiyla
p< 0.001, p=0.050, p= 0.015), kontaminasyon grubunda ise ACME ve arcA pozitifligi (sirasiyla p= 0.008,
p= 0.015) istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. sasX, aap ve bhp genleri icin iki grup
arasinda anlamli fark bulunmamistir. Sonug olarak kan kiltirlerinden elde edilen KNS izolatlarindan glicli
biyofilm olusturan, biyofilm iliskili gen bolgelerini tek basina ya da birlikte bulunduran izolatlar enfeksiyon
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etkeni; enfeksiyonun klinik bulgularinin yoklugunda arcA pozitif saptanan izolatlarin ise kontaminant ola-
rak degerlendirilebilecegi diistinilmustdr.

Anahtar kelimeler: KNS; sasX; ACME; biyofilm.

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the frequency of sasX, arginine catabolic mobile element
(ACME) genes, biofilm formation and some biofilm related virulence factor genes in causative and con-
taminant coagulase negative staphylococci (CNS) strains isolated from blood cultures. Of the 150 CNS
strains included in the study, 50 were grouped as infectious agents and 100 as contaminants. Biofilm
formation of the strains was investigated by microplate method and the presence of sasX, ACME, mecA
and biofilm associated virulence factor genes icaA, icaD, aap, bhp and IS256 were investigated by in-
house polymerase chain reaction method. While 52% of the strains in the infectious agents group and
57% of the strains in the contamination group phenotypically formed biofilm; when the levels of biofilm
positivity were compared, it was observed that the strains in the infectious agents group (30%) formed
biofilm at a stronger level than the strains in the contamination group (14%) (p= 0.027). Biofilm-associ-
ated icaA, icaD, 15256, aap and bhp genes were found positive in 33%, 45%, 43%, 74% and 6% of the
strains in the contamination group and 64%, 62%, 64%, 74% and 8% of the strains in the infectious
agents group, respectively. ACME gene regions arcA, kdpA and opp3B and sasX related gene region were
found positive in 30%, 7%, 8% and 14% of the strains in the contamination group and in 12%, 2%, 6%
and 10% of the strains in the infectious agents group, respectively. The positivity of icaA, icaD and 15256
genes alone or together in the infectious agents group (p< 0.001, p= 0.050, p= 0.015, respectively) and
the positivity of ACME and arcA in the contamination group (p= 0.008, p= 0.015, respectively) were
statistically significantly higher. No significant difference was found between the two groups for sasX,
aap and bhp genes. In conclusion, among the CNS strains isolated from blood cultures, strains that form
a strong biofilm and are positive for biofilm-associated gene regions alone or together can be considered
as infectious agents, while strains that are found to be arcA positive in the absence of clinical signs of
infection can be considered as contaminants.

Keywords: CNS; sasX; ACME; biofilm.

GiRis

Deri ve mukoza membranlarinda mikrobiyota Uyesi olan koagtilaz negatif stafilo-
koklar (KNS); son yillarda dogal mukoza bariyerlerinin zarar gérmesi, biyofilm olusumu
icin ylizey olusturan implante edilebilir cihazlarin varliginda ve cesitli nedenlerle savun-
ma mekanizmalari zayiflamis kisilerde nemli nozokomiyal patojenler haline gelmistir'-2.
Cesitli yas gruplar ve cografik bolgelerde prevalansi degismekle birlikte kan dolasim en-
feksiyonlari ve kateter iliskili kan dolasim enfeksiyonlarinda KNS’lerin tanimlanma siklig
artmaktadir®. Kan kiiltiriinde ayni zamanda deri mikrobiyotasinin bir tyesi olan KNS
tarlerinin izole edilmesi durumunda enfeksiyon etkeni veya kontaminasyon karari ver-
mek zorlayici olabilmektedir. Mikrobiyota iyesi KNS’lerin yanlis olarak enfeksiyon etkeni
seklinde yorumlanmasi gereksiz antibiyotik tedavisi ve antibiyotik direncine, hastane ya-
tiglari ve saglik bakim harcamalarinin artmasina ya da implante edilmis cihazlarin gereksiz
yere c¢ikarilmasina neden olabilirken; yanlis olarak mikrobiyota Uyesi seklinde yorumlan-
masl ise hastalarin tani ve tedaviye ulagiminin gecikmesine neden olmaktadir®.

Kan kilturiinde izole edilen KNS'lerin enfeksiyon etkeni/kontaminasyon ayriminda
enfeksiyona yonelik klinik ve laboratuvar bulgularinin varligi yani sira; elde edilen izolatin
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morfolojik 6zellikleri, tir dizeyinde tanimlanmasi, antimikrobiyal duyarlihgi, pozitif set
sayisi ve pozitif sinyale kadar gecen sure gibi treme ve mikrobiyolojik 6zelliklerinin birlik-
te degerlendirilmesi 6nerilmektedir®. Bu kriterlere ek olarak enfeksiyon etkeni ve konta-
minant KNS tirlerini ayirt etmek icin elde edilen izolatin; biyofilm olusturma kapasitesi,
biyofilm ve sasX iliskili gen bolgeleri, 1S256 ekleme dizisinin varligi, antibiyotik direng
kazanimi ve arjinin metabolizmasi basta olmak lizere virlilansa katki yapan cesitli 6zellik-
lerinin arastirlmasi yol gésterici bir ydntem olabilir>¢'!. Bu calismada kan kiiltiirlerinden
izole edilmis olan KNS turlerinde fenotipik olarak biyofilm yapimi, sasX, arjinin katabolik
mobil eleman [arginine catabolic mobile element (ACME)] ve biyofilm iliskili bazi vir-
lans faktor genlerinin arastirilarak, enfeksiyon etkeni ve kontaminant olarak tanimlanmig
izolatlardaki sikhiginin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirma-
lar Etik Kurulu tarafindan (Evrak Tarih ve Sayisi: 25.02.2022-E.175570) onaylandi.

Bakterilerin izolasyonu, Etken ve Kontaminant Olarak Siniflandiriimasi

Pamukkale Universite Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda kan dolasimi enfek-
siyonu On tanisiyla en az iki set kan kultirt alinmis hastalardan elde edilen 150 KNS
izolati calismaya dahil edildi. Ornekler BD BACTEC FX (Becton Dickinson and Company,
Sparks, ABD) kan kdltir takip sistemi kullanilarak yedi glin boyunca izlendi. Pozitif sinyal
veren siselere Gram boyamasi yapilarak subkdiltiir ekimleri yapildi. Yizde bes koyun kanli
agarda Ureyen gram-pozitif kok morfolojisinde, katalaz testi pozitif, koagiilaz testi negatif
izolatlar KNS olarak degerlendirildi. KNS izolatlari BD Phoenix-100 (Becton Dickinson
and Company, Sparks, ABD) otomatize bakteri tanimlama sistemiyle tiir diizeyinde ta-
nimlanarak antibiyotik duyarlilik testi yapildi. Metisilin direnci otomatize sistem verilerine
ek olarak sefoksitin disk diflizyon yontemiyle de arastirildi. Elde edilen sonuglar Avrupa
Antimikrobiyal Duyarlilik Test Komitesi [European Committee on Antimicrobial Suscep-
tibility Testing (EUCAST)] klinik sinir degerleri kullanilarak yorumlandi'2. Rehber énerileri
dogrultusunda 100 izolat kontaminasyon grubunda, 50 izolat ise etken grubunda sinif-
landinlds.

izolatlarin Biyofilm Olusumunun Fenotipik Olarak Arastiriimasi

Biyofilm olusumunun fenotipik olarak belirlenmesi icin mikroplak yontemi literattir
oénerileri dogrultusunda modifiye edilerek calisildi’®. Kanli agardaki taze bakteri koloni-
lerinden 0.5 McFarland (108 kob/mL) standardinda hazirlanmis bakteri siispansiyonla-
rindan 20 pl, %1 glukoz iceren beyin kalp inflizyon buyyondan (BHI) 180 pl alinarak 96
kuyucuklu diz tabanh mikroplak kuyucuklarina aktarildi. Mikroplak 24 saat sureyle 37
°C’de inkibe edildi. Ertesi glin her kuyucuk 200 pl PBS (pH 7.2) ¢ozeltisi pipetlenerek
Ucer defa yikandiktan sonra fiksasyon islemi icin 37 °C’de iki saat inkiibe edildi. Ardindan
her kuyucuk 150 pl 9%0.1"lik kristal viyole ile boyanarak oda sicakliginda 15 dakika inku-
be edildi. inkiibasyon siiresi sonunda mikroplak akan suda yikandi, ters cevrilerek oda

410 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Dénmez B, Demir M.

sicakliginda kurumaya birakildi. Ardindan her kuyucuga 150 pl %95lik etanol eklenerek
boyanin ¢dziinmesi icin 30 dakika oda sicakliginda calkalanmadan inkiibe edildi'3. inkii-
basyon siiresi sonunda mikroplak ELISA okuyucuda 540 nm dalga boyunda okutuldu'.
Her mikroplak ¢alismasinda, pozitif kontrol susu olarak Staphylococcus epidermidis ATCC
35984 ve negatif kontrol susu olarak S.epidermidis ATCC 12228'de test edildi'>. Negatif
kontrol S.epidermidis ATCC 12228'den elde edilen optik dansite ortalamasinin tzerine
negatif kontroliin U¢ standart sapmasi eklenerek elde edilen deger, calismaya ait cut-off
degeri (Odc) olarak kabul edildi. Sonuclar elde edilen optik dansitelerine gore degerlen-
dirilerek Tablo I'de belirtildigi sekilde siniflandirildi’3.

Tablo I. Biyofilm Olusumunun Elde Edilen Optik Dansite Degerlerine Gére Siniflandiriimasi

Elde Edilen Optik Dansite Biyofilm Sonucu
OD< ODc Negatif

ODc< OD< 2xODc Zayif dlizeyde pozitif
2xODc< OD< 4xODc Orta diizeyde pozitif
4xODc< OD Glgli diizeyde pozitif

Bakteriyel DNA'nin izolasyonu, icaA, icaD, 15256, aap, bhp, sasX ve ACME iliskili
Gen Bolgeleri arcA, kdpA, opp3B’nin Varliginin Arastirilmasi

Bakteri DNA'sinin elde edilmesinde kaynatma yontemi kullanildi. Koagiilaz nega-
tif stafilokok izolatlarinin %5 koyun kanl agarda Ureyen kolonilerinden birka¢ koloni
alinip BHI buyyon icine homojen olarak stispanse edilerek bir gece 37 °C’de inklbe
edildi. inkiibasyon siiresi sonunda ependorf mikrosantrifiij tiipiine 1 ml alinarak 10 da-
kika boyunca 13000 rpm’de santriflij edildi ve Ustte kalan sivi atildi. Dipte kalan ¢okelti
Uzerine 200 pl steril distile su ilave edilerek Thermo Block TDB-120 (BIOSAN Medical-
Biological Research and Technologies) cihazinda 10 dakika boyunca 100 °C’de ink-
be edildi. Ardindan tekrar 10 dakika boyunca 13000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifijj
sonrasi stipernatantin 150 pl'si alinarak polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain
reaction (PCR)] calismalarinda kalip DNA olarak kullanildi'>. Gen bdlgelerinin varhig
her bir ornek icin toplam amplifikasyon karigimi 50 pl olacak sekilde in-house PCR
yontemiyle arastirildi. Polimeraz zincir reaksiyon calismalart ACME iliskili gen bolgeleri
multipleks, diger gen bolgeleri ise ayri ayri olarak Tablo IlI’de belirtilen primerler ve
dongu kosullari kullanilarak gerceklestirildi.

Polimeraz zincir reaksiyonu amplifikasyon Grtinleri TBE tamponu (1X) ile hazirlan-
mis ve etidyum bromir ile boyanmis %1.5 agaroz jelde 110 volt akimda 50 daki-
ka elektroforez cihazinda (nanoPAC-300P Cleaver Scientific, Birlesik Krallik) yuratil-
di. Elektroforez sonrasi elde edilen DNA bantlari ultraviyole transliminator altinda
gorintilendi. Amplifiye edilen DNA Grint 100 baz ifti [base pair (bp)] DNA mo-
lekiler belirteci (DNA ladder H3 RTU GeneDirex) ile karsilastirilarak degerlendirildi.
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Tablo II. Arastirilan Gen Bélgelerine Ait Primerler, PCR Déngii Kosullari ve Amplifiye Edilen Uriinlerin

Boyutlar

Arastirilan
Gen Bolgesi

Kullanilan Primer

Uriin
Boyutu (bp)

PCR Déngii
Kosullar

icaA

F (5'-TCT CTT GCA GGA GCA ATC AA-3’)

R (5'-TCA GGC ACT AAC ATC CAG CA-3")"7

188

94 °C 5 dk
35 déngu;
94 °C 1 dk
55°C 1 dk
72°C 1 dk
72°C 5 dk'®

icaD

F (5'-ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG)

R (5'-CGT GTT TTC AAC ATT TAA TGC AA)7

198

30 dongu;
95°C 30 sn
55°C30sn
72°C30sn"

15256

F (5’-TGA AAA GCG AAG AGA TTC AAA GC-3')

R (5’-ATG TAG GTC CAT AAG AAC GGC-3")?°

1102

30 dongu;
94 °C 1 dk
59 °C 1 dk
72 °C 2 dk 30 sn?°

sesD (bhp)

F (5'-ATG AAA AAT AAA CAA GGATTT C-3')

R (5’-GCC TAA GCT AGA TAA TGT TTG-3")?'

1278

94 °C 3 dk
30 dongu;
94 °C 1 dk
50 °C 1 dk
72 °C 1 dk?2

sesF (aap)

F (5’-ATA CAA CTG GTG CAG ATG GTT G-3%)

R (5'-GTA GCC GTC CAA GTT TTA CCA G-3)?'

400

94 °C 3 dk
30 dongu;
94 °C 1 dk
50°C 1 dk
72°C 1 dk
72 °C 5 dk?'

mecA

F: 5'-GAA ATG ACT GAA CGT CCG AT-3'

R: 5-GCG ATC AAT GTT ACC GTA GT-3"'8

154

94 °C 5 dk
35 dongu;
94 °C 30 sn
55°C 30 sn
72°C 1 dk
72°C 5 dk'®

sasX

F: 5'-AGA ATT AGA AGT ACG TCT AAA TGC-3'

R: 5’-GCT GAT TAT GTA AAT GAC TCA AAT G-3'%3

522

94 °C 3 dk
35 dongu;
94 °C 1 dk
55°C 1 dk
72°C 1 dk
72°C 5 dk'8

ACME arcA

: 5-GAG CCA GAA GTA CGC GAG-3’
: 5’CAC GTA ACT TGC TAG AAC GAG-3°

X m

724

ACME opp3

: 5'GGA TTC GCC CAA GTG ATG ACC-3’
: 5-GAC TGC TGG GTA TGA CGT-3"¢

X m

530

ACME kdpA

F: 5'-CGG TTT AAC TGG TGC GTT-3'
: 5’- GCA ATA CAT ACA GCG TAG CC-3"¢

=

241

94 °C 2 dk
35 dongu;
94°C 30 sn
60 °C 30 sn
72 °C 45 sn
72 °C 5 dk'®

412
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S.epidermidis ATCC 35984 mecA, biyofilm iligkili gen bolgeleri ve sasX icin, S.epidermidis
ATCC 12228 ise arcA icin pozitif kontrol olarak kullanildi'''6. Amplifikasyon sonucunda
Tablo IlI'de belirtiimis olan amplifikasyon Griin boyutlarinda bantlarin gorilmesi ara-
nan gen bolgesinin varligi icin pozitif olarak degerlendirildi. ACME pozitif izolatlar arcA,
kdpA ve opp3B’'nin tek basina ya da birlikte bulunmasina gore ACME tip 1 (arcA ve
opp3B), ACME tip 2 (arcA), ACME tip 3 (opp3B), ACME tip 4 (arcA ve kdpA) ve ACME
tip5 (arcA, kdpA ve opp3B) olarak siniflandirildi’®.

istatistiksel Analiz

Veriler Statistical Package for Social Sciences (SPSS) v25.0 (Armonk, NY, IBM Corp.)
paket programiyla analiz edildi. Tanimlayici istatistikler sayi ve ylizde dagilimlari seklinde
verildi. Kategorik degiskenler arasindaki farklar Pearson ki-kare testi ve Fisher’in kesin
testi kullanilarak analiz edildi. istatistiksel analizlerde p degerinin 0.05'ten kiiciik olmasi
anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen KNS izolatlarinin 68 (%45.3)'i kadin, 82 (%54.7)'si erkek
hastalardan izole edilmistir. Koagulaz negatif stafilokok izolatlarinin 68 (%45.3)’i yogun
bakim unitesinde, 25 (%16.7)'i hematoloji - onkoloji servisinde, 38 (%25.3)"i cesitli dahili
servislerde, 15 (%10)'i cerrahi servislerde ve 4 (%2.7)'U ise pediatri servisinde tedavi
alan hastalardan izole edilmistir. Etken grubundaki 35 (%70) izolatin, kontaminasyon
grubundaki 18 (%18) izolatin elde edildigi hastalarda kateter bulunurken iki grup
arasindaki fark etken grubu lehine istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.00T1).

izolatlarin 95 (%63.3)'i S.epidermidis, 25 (%16.7)'i Staphylococcus hominis, 22 (14.7)'si
Staphylococcus haemolyticus, 6 (%4)’s1 Staphylococcus capitis, 1 (%0.7)'i Staphylococcus
intermedius ve 1 (%0.7)'i Staphylococcus warneri olarak tanimlanmistir. S.epidermidis her
iki grupta da en yiiksek sayida izole edilen tiir olarak belirlenirken kontaminasyon gru-
bunda ikinci en sik tanimlanan izolat S.hominis, etken grubunda ise S.haemolyticus ol-
mustur.

Kontaminasyon grubundaki izolatlarin ortalama pozitif sinyal stiresi 35.81 saat, etken
grubundaki izolatlarin ise 21.78 saat olarak bulunmustur. Kontaminasyon grubundaki
izolatlar en fazla 24-36 saat araliginda (%36), etken grubundaki izolatlar ise 12-24 saat
araliginda sinyal vermistir (%52). Gruplarin pozitif sinyal verme siireleri analiz edildiginde
etken grubundaki izolatlar kontaminasyon grubundaki izolatlara gére daha erken pozitif
sinyal verirken; izolatlarin 12-24 saat araliginda sinyal vermesi etken ve 36-48 saat ara-
higinda sinyal vermesi ise kontaminasyon lehine anlamli bulunmustur (p< 0.001). Etken
ve kontaminasyon grubundaki izolatlarin pozitif sinyal streleri Sekil 1'de gosterilmistir.

Metisilin direnci sefoksitin disk diflizyon yontemiyle fenotipik olarak arastinlmis; tim
izolatlarin 122 (%81.3)’si direncli bulunmustur. mecA gen bdlgesinin varligi PCR yonte-
miyle arastinldiginda etken grubundaki izolatlarin 42 (%84)’sinde, kontaminasyon gru-
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M Kontaminasyon W Etken
52%
38%
36%
27%
20%
17%
8%
2%
0% 0%
>48saat 36-48 saat 24-36 saat 12-24 saat 0-12 saat

Sekil 1. Etken ve kontaminasyon grubundaki izolatlarin pozitif sinyal siireleri.

bundaki izolatlarin ise 83 (%83)’linde olmak Uzere toplam 125 (%83.3) izolatta pozitif
bulunmustur. Etken ve kontaminasyon grubundaki izolatlarin metisilin direnci karsilasti-
rildiginda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir (sefoksitin yon-
temiyle p= 0.138/mecA geni varhgi p= 0.877).

Etken grubundaki izolatlarin 26 (%52)’si, kontaminasyon grubundaki izolatlarin ise
57 (%57)'si fenotipik olarak biyofilm olusturmustur. Gruplar arasinda biyofilm olusumu
acisindan anlamli fark bulunmamistir (p= 0.561). Gruplarda biyofilm pozitifliginin diizey-
leri (zayif, orta, gliclii) karsilastinldiginda ise etken grubundaki izolatlar (%30) kontami-
nasyon grubundaki izolatlara (%14) gore daha fazla glicli diizeyde biyofilm olusturmus-
tur (p= 0.027). Etken ve kontaminasyon grubundaki izolatlarin fenotipik olarak biyofilm
olusumu Tablo [lI'te gosterilmistir.

Biyofilm iliskili gen bolgeleri icaA, icaD, 1S256, aap ve bhp PCR yontemiyle arastiril-
mistir. Kontaminasyon grubundaki izolatlarin 33 (%33)’linde icaA, 45 (%45)’inde icaD,
43 (%43)’tinde 1S256 pozitif bulunurken; etken grubundaki izolatlarin 32 (%64)’sinde
icaA, 31 (%62)’inde icaD, 32 (%64)'sinde 15256 pozitif bulunmustur. Etken grubundaki

Tablo Ill. Etken ve Kontaminasyon Grubundaki izolatlarin Fenotipik Olarak Biyofilm Olusumu

Biyofilm Olusumu Negatif Pozitif Toplam
Biyofilm diizeyi Negatif, n (%) | Zayif, n (%) | Orta, n (%) | Gugld, n (%) n (%)
Kontaminasyon grubu 43 (43) 30 (30) 13(13) 14 (14) 100 (100)
Etken grubu 24 (48) 9 (18) 24 15 (30) 50 (100)
Toplam 67 (44.7) 39 (26) 15(10) 29 (19.3) 150 (100)
*Tabloda satir ylizdesi hesaplanmistir.
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izolatlarda kontaminasyon grubundaki izolatlara gére daha ytiksek oranda icaA, icaD ve
1$256 pozitif saptanirken, iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmusgtur
(sirastyla p degerleri p< 0.001, p=0.05, p=0.015). icaA ve icaD kontaminasyon grubun-
daki 29 (%29) izolatta, etken grubundaki 28 (%56) izolatta birlikte pozitif bulunmustur.
Her iki gen bolgesinin birlikte pozitifligi etken grubunda kontaminasyon grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml diizeyde daha yliksek bulunmustur (p= 0.001). Kontaminas-
yon grubundaki 17 (%17) izolatta, etken grubundaki 19 (%38) izolatta icaA, icaD ve
1S256 genleri birlikte pozitif bulunmugtur. Etken grubundaki izolatlarda kontaminasyon
grubundaki izolatlara gore {i¢ gen bolgesinin birlikte pozitifligi istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yliksek bulunmustur (p= 0.005). Kontaminasyon grubundaki alti izolatta (%6)
bhp, 74 (%74) izolatta aap; etken grubundaki dort izolatta (%8) bhp, 37 (%74) izolatta
aap pozitif bulunmustur. iki grup arasinda her iki gen bélgesinin poxzitifligi acisindan
istatistiksel olarak anlaml fark bulunmamistir (p= 0.643). Arastirilan biyofilm iligkili gen
bolgelerinin etken ve kontaminasyon grubundaki dagilimi Sekil 2’'de gosterilmistir.

sasX filigkili gen bolgesinin varhgr PCR yontemiyle arastirilmistir. Kontaminasyon
grubundaki 14 izolatta (%14), etken grubundaki bes izolatta (%10) olmak tizere toplam
19 izolatta (%12.6) sasX iliskili gen bélgesi pozitif bulunmustur. iki grup arasinda sasX
varligi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p= 0.487). sasX geni
en fazla 11 S.epidermidis izolatinda olmak uzere; ¢ S.hominis, dort S.hemolyticus ve
bir S.capitis izolatinda pozitif olarak bulunmustur. sasX iliskili gen bolgesinin etken ve
kontaminasyon grubundaki dagilimi Sekil 3'te; sasX pozitif izolatlarin turler icindeki
dagilimi Tablo IV'te g0Osterilmistir.

W Kontaminasyon Grubu W Etken Grubu
T4% 74%
I | I ‘ I | I | I I | | . i
lcaD Icah+icaD 15256 IcaA+icaD+15256 Bhp

Sekil 2. Biyofilm iliskili gen bélgelerinin etken ve kontaminasyon grubundaki dagilimi.
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Tablo IV. sasX ve ACME lliskili Gen Bélgeleri arcA, kdpA ve opp3B’nin Etken ve Kontaminasyon
Grubundaki Tiirlere Gére Dadilimi
Toplam
Kontaminasyon Grubu (n=100) Etken Grubu (n= 50) (n=150)*
Aragtirilan R R 9 R Q.
Gen Bolgesi L S s S&| 28 & s =8
9 TSI AR O T
3¢ 52 53¢ §°| 3] Se §~ §Y | g
S < S = Sy < 8 =1 <
Y C v C Y C Y C v C v C “ C Y C <
arcA  Pozitif |20(30.3) 6(31.6) 2(50) 2(20) [4(13.8) O 1(50) 1(83) ([36(24)
Negatif |46 (69.7) 13(68.4) 2(50) 8(80) |25(86.2) 6(100) 1(50) 11(91.7)|112(76)
kdpA  Pozitif |6(9.1) 1(53) 0 0 134 O 0 0 8(5.3)
Negatif | 60(90.9) 18 (94.7) 4(100) 10(100) | 28 (96.6) 6 (100) 2(100) 12(100) | 140 (94.7)
opp3B Pozitif [5(76) 1(53) 0 2(20) [3(103) 0 0 0 11(7.3)
Negatif | 61(92.4) 18(94.7) 4(100) 8(80) |26(89.7) 6(100) 2(100) 12(100) |137(92.7)
ACME Pozitif |20 (30.3) 6(31.5) 2(50) 4(40) (4(138) 0 1(50) 1(83) |38(253)
Negatif |46 (60.7) 13(69.5) 2(50) 6(60) |25(86.2) 6(100) 1(50) 11(91.7)|110(73.3)
sasX  Pozitif |9(13.6) 2(10.5) 1(25) 2(20) [2(6.8) 1(16.6) 0 2(16.6) [19(12.6)
Negatif |57 (86.3) 17(89.4) 3(75) 8(80) |27(93.1) 5(83.3) 2(100) 10(83.3)|131(87.4)
* S.intermedius ve S.warneri olarak tanimlanmis iki izolatta arastirilan gen bélgeleri negatif bulunmus
ve tabloda gosterilmemistir. Tabloda her gen bdlgesi icin siitun yiizdesi hesaplanmugtir.

ACME iliskili arcA, kdpA ve opp3B operonlarinin varligi multipleks PCR yontemiy-
le arastinimistir. Kontaminasyon grubunda 32 izolatta (%32), etken grubunda ise alti
izolatta (%12) arastirilan genlerden herhangi biri tespit edilmis ve ACME pozitif olarak
degerlendirilmistir. ACME gen bolgesi en fazla 24 S.epidermidis izolatinda olmak lize-
re; alti S.hominis, bes S.haemolyticus ve Ug S.capitis izolatinda pozitif bulunmustur. Gen
bolgeleri ayri olarak degerlendirildiginde kontaminasyon grubundaki 30 izolatta (%30)
arcA pozitif, yedi izolatta (%7) kdpA pozitif, sekiz izolatta (%8) opp3B pozitif; etken gru-
bunda ise alti izolatta (%12) arcA pozitif, bir izolatta (%2) kdpA pozitif, l¢ izolatta (%6)
opp3B pozitif bulunmustur. ACME ve arcA pozitifligi kontaminasyon grubunda etken
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yuksek bulunmustur (sirasiyla
p= 0.008 ve p= 0.015). kdpA ve opp3B pozitifligi acisindan ise gruplar arasinda anlamli
fark bulunmamistir (sirasiyla p= 0.119 ve p= 0.658). Operonlarin varligina gére ACME
tiplemesi yapildiginda 23 izolat tip 2, dorder izolat tip 4 ve tip 5, bes izolat tip 1 ve iki
izolat tip 3 olarak siniflandiriimisti. ACME gen bdlgelerinin etken ve kontaminasyon
grubundaki dagihmi Sekil 3'te; ACME pozitif izolatlarin turler icindeki dagihmi Tablo

IV'te gosterilmistir.
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B Kontaminasyon Grubu m Etken Grubu

ACME kdpA opp3B sasX

Sekil 3. sasX ve ACME iliskili gen bélgeleri arcA, kdpA ve opp3B etken ve kontaminasyon grubundaki
dagihmi.

TARTISMA

Kan kaltiriinde KNS tirleri izole edildiginde enfeksiyon etkeni ya da kontaminasyon
ayrimi yapmak dogru tani ve laboratuvar imkanlarinin verimli kullaniimasi icin oldukca
énemlidir?. Koagiilaz negatif stafilokoklara bagli olusan kan dolasimi enfeksiyonu tanisi,
farkli kan kiltlr setinde ayni tiir ve antibiyotik duyarliiginda bakterinin Gremesi, hastanin
enfeksiyona ait klinik bulgularinin olmasiyla koyulmustur®. Bununla birlikte izole edilen
KNS’nin pozitif sinyal verme zamani, biyofilm olusturma kapasitesi, antibiyotik direng ka-
zanimi, arjinin metabolizmasi, biyofilm ve sasX iliskili gen bolgeleri ve 1S256 gibi ekleme
dizisinin varligi ayirt edici olabilmektedir®6-'".

Calismada etken grubundaki izolatlar kontaminasyon grubuna gore daha erken pozitif
sinyal verirken; izolatlarin 12-24 saat araliginda sinyal vermesi etken ve 36-48 saat araligin-
da sinyal vermesi ise kontaminasyon lehine anlamli bulundu (p< 0.001). Kan kiiltiirlerin-
den izole edilen KNS'lerde yapilan bir calismada; pozitif sinyal stiresinin 36 saatin lizerinde
olmasinin kontaminasyon icin %91 negatif prediktif degere sahip oldugu bildirilmistir?.

Koagllaz negatif stafilokoklara bagl enfeksiyonlarda en énemli virtilans faktorlerin-
den biri biyofilm olusumudur. Biyofilm ica operonu tarafindan sentezlenen polisakkarit
intraselller adezin ve poli-N-asetilglukozamin, bap, aap gibi cesitli proteinler ve cesitli
bakteri tiriinlerinden olusmaktadir'. Cesitli klinik érneklerle yapilan calismalarda enfeksi-
yon iligkili KNS’lerin kontaminant olarak siniflandiriimis izolatlara gore daha yuksek oran-
da biyofilm olusturdugu, biyofilm iliskili gen bolgeleri icaA, icaD, bhp, 1S256'y1 tek basina
ya da birlikte daha yiiksek oranda bulundurdugu gésterilmistir®6”:'%, Aksine kontami-
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nant olarak siniflandirilan veya saglikh kisilerin burun kdltirlerinden izole edilen izolat-
larda biyofilm olusumu daha diisiik iken aap varligi daha yiiksek oranda bulunmustur?.
Calismada etken grubundaki izolatlar kontaminasyon grubundaki izolatlara gore daha
yuksek oranda glicli diizeyde biyofilm olusturmustur (p= 0.027). Biyofilm iliskili gen
bolgeleri incelendiginde ise icaA, icaD, 1S256'nin tek basina ya da birlikte pozitifligi etken
grubundaki izolatlarda daha yiiksek oranda bulunurken; aap ve bhp pozitifligi acisindan
etken ve kontaminasyon gruplarindaki izolatlar arasinda anlamli fark bulunmamistir.

sasX iliskili gen bolgesi Staphylococcus aureus'a ait ylizey adezin proteinini kodlamak-
tadir. Bu gen bdlgesinin kazanimi izolatlara artmig kolonizasyon kapasitesi ve biyofilm
olusumu, immiin mekanizmalardan kagcma ve daha siddetli hastalik olusturma yetenegi
kazandirmaktadir?®, S.epidermidis ATCC 35984'lin biyofilm ekspresyonu sirasinda kod-
lanan ylzey proteini sesl’'nin, veri tabaninda gen bolgeleri karsilastinldiginda sasX ile
yiiksek homoloji gésterdigi belirtilmistir?*2>26, Bu bélgenin S.aureus'a benzer olarak
KNS’lerde de kolonizasyon kapasitesini arttirarak viriilansa katki yapabilecegi distinil-
miistiir?S. Tekeli ve arkadaslarinin 180 KNS izolatiyla yaptiklari calismada® 17 (%9.44)
izolatta sasX pozitif bulunmus; pozitif izolatlar kateter 6rnekleri ve hastane personelinin
burun kiiltirlerinden izole edilmistir. Calismada saghkl gonullilerin elinden elde edilen
izolatlarda pozitiflik gériilmedigi bildirilmistir®. Soumya ve arkadaslarinin yaptiklar ilk
calismada'' 8 (%14.5), ikinci calismada'® ise 1 (%2.5) izolatta sasX pozitif bulunmus;
bu izolatlarin enfeksiyon iliskili oldugu, giicli biyofilm olusturduklar ve biyofilm iliskili
genleri daha yiiksek oranda tasidiklari bildirilmistir''-'®. De Backer ve arkadaslarinin en-
dotrakeal aspirat &rneklerinden izole ettikleri 32 KNS izolatiyla yaptiklari calismada?’ ise
pozitif izolat bulunmamistir. Calismamizda 19 izolatta (%12.7) sasX pozitif bulunurken,
gruplar arasinda sasX pozitifligi agisindan anlamli fark tespit edilmemistir.

ACME arcR/A/D/B/C genlerini iceren arc operonu, kdpE/D/A/B/C genlerini iceren kdp
operonu ve opp3 operonundan olusan, blyukligu 30 ile 55 kb arasinda degisen genetik
adadir'®. S.aureus izolatlarinda arcA kazanimiyla arjininin nitrik oksit yapiminda kullanil-
dig1 ve arginin deaminaz yoluyla karbondioksit, ATP ve amonyaga donustirildigu gesitli
calismalarla gosterilmistir. Bu nedenle arcA kazanimi bakterinin immuin yanittan kagma-
sini ve asidik deri pH’inda daha kolay kolonize olmasini saglamaktadir'®2’. Cesitli klinik
ornekler ve saghkli gonillilerden izole edilen KNS izolatlarinda ACME gen bdlgelerinin
pozitifliginin arastirildigi calismalarda %32-64.4 arasinda degisen oranda en fazla arcA
pozitif bulunmustur®?®2°, Bu calismalarda; Granslo ve arkadaslari® kan kiiltiirlerinden
izole edilen kontaminant izolatlarda enfeksiyon etkeni izolatlara gore, Barbier ve arkadas-
lari?8 ise ayaktan basvuran hastalarda hastanede tedavi alan hastalara gore daha yiiksek
oranda ACME porzitifligi bildirmistir’28. Miraga ve arkadaslan?® ise kolonizasyon ve en-
feksiyon etkeni izolatlar arasinda anlamli fark bulunmadigini bildirmistir.

ACME'nin ilk kez tanimlandigi USA300 susu, S.epidermidis'te tanimh tip 1 ACME ile
yuiksek benzerlik gostermektedir. Ayrica USA300 susu diger S.aureus’larin yaygin kolonizas-
yon bolgesi burun yerine; S.epidermidis, S.capitis, S.haemolyticus tarafindan kolonize edilen
koltuk alti, kasik ve perine bolgesinde siklikla izole edilmistir. Bu nedenle USA300 susunun
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ACME gen bélgesini mikrobiyota yesi KNS’lerden kazandig diistiniilmiistiir'6-26:28-30,

Calismada %25.3 oraninda ACME pozitif bulunurken; literatiirle benzer olarak en
yiiksek oranda arcA pozitif bulundu. iki grup karsilastiriidiginda kontaminasyon grubun-
da ACME ve arcA pozitifligi anlamli diizeyde yiksek bulundu (sirasiyla p= 0.008 ve p=
0.015). S.aureus izolatlarinin ACME gen bdlgesini mikrobiyota Gyesi KNS’lerden kazan-
digr yonundeki degerlendirmeler, kontaminasyon olarak siniflandirilan izolatlarda daha
yuksek oranda ACME pozitifligi bildiren farkli caligmalarin varligi ve calismamizin sonug-
lari birlikte yorumlandiginda kan kultiirii degerlendirilmesinde, elde edilen KNS izola-
tinda ACME ve arcA bolgesinin pozitif saptanmasinin  kontaminasyonu isaret ettiginin
diistiniilmesi miimkiindiir®16:26:28-30,

Sonug olarak, kan kultirlerinden elde edilen KNS izolatlarindan gugli biyofilm olus-
turan, 36 saatin altinda pozitif sinyal veren ve biyofilm iligkili gen bdlgeleri icaA, icaD,
1S256'y1 tek basina ya da ¢oklu bulunduran izolatlar enfeksiyon etkeni; klinik ve mikrobi-
yolojik 6zelliklerin yoklugunda arcA pozitif saptanan izolatlar ise kontaminant olarak de-
gerlendirilebilmektedir. Calismanin en 6nemli kisithhgr kan aliminin preanalitik evresinin
takip edilememis olmasidir. Bir diger kisitlilik ise saglik calisanlarinin ellerinin ve ozellikle
uzun sureli yatisi olan hastalarda deri ylizeyinin hastane mikrobiyotasiyla kolonize olabil-
mesi nedeniyle calismada arastirilan faktorlerin gruplar arasindaki ayrim giicliniin etki-
lenmesidir. Hastane mikrobiyotasiyla kolonize olabilecek kisiler (hastanede uzun sureli ya-
tisi olan ve enfeksiyon belirtileri olmayan hastalar, saglik calisanlarr) ve saghkli kisilerden
alinacak orneklerin karsilastirildigi yeni ¢alismalarin yapilmasinin viriilans faktorlerinin
enfeksiyon etkeni ve kontaminant izolatlar arasindaki ayrim gtictinii belirlemek acisindan
yararl olacagi diistinilmektedir.
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