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Amac: Bu calismada koagiilaz negatif stafilokok (KNS) izolatlarinin biyofilm olusturma 6zelliklerinin saptanmasinda kullanilan Kongo kirmizisi agar
(KKA) besiyeri ve modifikasyonlarinin performanslarinin mikroplak yontemi ile karsilastirilarak degerlendirilmesi amaclanmustir.

Gerec ve Yontem: Calismada 24't (9%30) kateter kolonizani, 13'li (%16,25) kan dolasim enfeksiyonu (KDE) etkeni, 20'si (%25) kateter iliskili kan
dolasim enfeksiyonu (KIKDF) etkeni ve 23'ii (%028,75) hastane calisanlarinin burun bosluklarindan elde edilen olmak iizere toplam 80 KNS izolati
degerlendirilmistir. Biyofilm Gzelliklerinin incelenmesinde KKA besiyerleri [KKA G (%2 glukoz ilaveli), KKA GN (%2 glukoz ve %1,5 NaCl ilaveli), KKA
GNV (%2 glukoz, %1,5 NaCl 0,5 pg/mL vankomisin ilaveli)] ve mikroplak yontemi kullanilmistir. Mikroplak yontemi ile kiyaslanarak KKA besiyerleri
icin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri hesaplanmistir.

Bulgular: izolatlarin %36,25'i Staphylococcus hominis, %35'i Staphylococcus epidermidis, %13,75'i Staphylococcus haemolyticus, %711,25';
Staphylococcus capitis, %2,5'i Staphylococcus saprophyticus ve %1,25'i Staphylococcus warnerii olarak tiplendirilmistir. KKA yéntemi ile 34'U
(%42,5), mikroplak yontemi ile 57'si (%71,25) [18'i (%22,5) zayif, 24U (%30) orta kuvvette ve 15'i (%18,75) kuvvetli], biyofilm pozitif olarak
saptanmistir. KDE etkeni olan KNS'lerin 6'si (%7,5), KIKDE etkeni olan KNS'lerin 20'si (%25), kateter kolonizani olanlarin 18'i (0%22,5), burun
bosluklarindan izole edilenlerin 13'Gi (%16,25) cesitli kuvvetlerde biyofilm olusturmustur. KKA, KKA G ve KKA GN ve KKA GNV y6ntemlerinin
duyarhhklari sirasiyla %59,6, %59,6, %59,6 ve %58,2, 6zgiilliikleri ise %100'ddir.

Sonug: Stafilokok tiirlerinde biyofilm olusumu cesitli cevresel kosullardan ve besiyeri iceriginden etkilenmektedir. Calismamizda stafilokok
izolatlarinda biyofilm olusumunu degerlendirmek icin, modifiye KKA besiyerlerinin orijinal KKA besiyerine gore Ustlinligii saptanmamistir. Biyofilm
tireten bakterilerin saptanmasinda KKA ve modifiye formlarina kiyasla, mikroplak ydnteminin kullanilmasi daha uygundur.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, Koagiilaz Negatif Stafilokok, Kongo Kirmizisi Agar ve Modifikasyonlari, Mikroplak Yontemi

Abstract

Objectives: In this study, it was aimed to evaluate the performance of different Congo red agar (CRA) media and its modifications in comparison
with the microplate method in the demonstration of biofilm formation in coagulase negative staphylococcus (CoNS) isolates.

Materials and Methods: A total of 80 CoNS isolates, including 24 (30%) catheter colonizers, 13 (16.3%) bloodstream infection (BSI) agents, 20
(25%) catheter-related bloodstream infection (CR-BSI) agents and 23 (28.8%) obtained from the nasal cavities of hospital staff, were evaluated
in the study. In the determination of biofilm formation, CRA mediums (CRA G (2% glucose added), CRA GN (2% glucose and 1.5% NaCl added),
CRA GNV (2% glucose, 1.5% NaCl 0.5 pg/mL vancomycin added) and microplate method were used. Sensitivity, specificity, positive predictive and
negative predictive values were calculated by comparing with the microplate method.

Results: Staphylococcus hominis was the most frequently detected species (36.25%), followed by Staphylococcus epidermidis (35%), Staphylococcus
haemolyticus (13.75%), Staphylococcus capitis (11.25%), Staphylococcus saprophyticus (2.5%), and Staphylococcus warneri (1.25%). Thirty-four
(42.5%) isolates were detected by CRA method, 57 (71.25%) [18 (22.5%) weak, 24 (30%) medium strength, 15 (18.75%) strong biofilm] isolates
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were detected by microplate method. Six (7.5%) of CoNS agents of BSI, 20 (25%) of CoNS agents of CRBSI, 18 (22.5%) of those with catheter
colonization, 13 (16.3%) of those isolated from nasal cavities formed a biofilm of varying strengths. The sensitivities of the CRA, CRA G, CRA GN and
CRA GNV methods were 59.6%, 59.6%, 59.6% and 58.2%, and their specificities were 100%, respectively.

Conclusion: Biofilm formation in staphylococcal species is affected by various environmental conditions and media content. To assess biofilm
formation in all staphylococcal isolates, no superiority of modified CRA media was found over the original CRA. Microplate method can be
recommended as a general screening method for the detection of biofilm-producing bacteria, compared to CRA and its modified forms.

Key Words: Biofilm, Coagulase Negative Staphylococci, Congo Red Agar and Modified Forms, Microplate Method

Stafilokoklar dogada cok vyaygin olarak  bulunan
Micrococcaceae familyasi icinde yer alan gram pozitif koklardir.
Koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) deri ve mukoz membranlarin
normal florasinda bulunan, hareketsiz, sporsuz bakterilerdir (1).

Viicut savunma  mekanizmalarinin  bozulmasi,  deri
bitlinliigliniin hasara ugramasi, ic ve dis stres faktorleri
KNS'lerin hastalik olusturmasini artirici faktorlerdir. KNS'ler kan
dolasim enfeksiyonu (KDE), endokardit, menenjit, perikardit,
artrit, cerrahi yara enfeksiyonu ve kateter iliskili enfeksiyonlara
neden olabilmektedir (2). Stafilokoklarin, in vivo, kati yiizeylere
yapisarak biyofilm olusturma 6zelliklerinin oldugu bilinmektedir.
Bu 6zellige sahip stafilokoklar protez ya da kateter gibi yabanci
cisimler Ulzerine tutunduktan sonra salgiladiklar hiicre disi
polisakkarit yapida madde icerisinde codalirlar. “Slime tabakas!”
adi da verilen bu yapi icerisinde kendilerini konagin bagisikhk
yanitindan korurlar, antibiyotiklere direncli hale gelirler ve bu
nedenlerle olusturduklari enfeksiyonlar daha zor tedavi edilir
(2-4).

Biyofilm, genel olarak bir ylizey lizerinde cesitli tlirde
bakterilerin olusturdugu mikrokoloniler ve bu kolonilerin
Urettikleri  ekstraselltiler polisakkaritler ~(EPS), proteinler,
cevreden aldiklari organik ve inorganik maddelerden olusan
polimerik yapida jelsi bir tabaka olarak tanimlanmaktadir (2,5).

Biyofilm olusumunun gdsterilmesinde Christensen ydntemi
(kalitatif tiip testi), Kongo kirmizisi agar (KKA) besiyerine
ekim yontemi, kantitatif mikroplak yontemi, standart cam
tlip deneyi gibi fenotipik yontemlerin yani sira, elektron
mikroskobu, konfokal lazer taramali mikroskobun kullanildig
cesitli goriintlileme ydntemleri ve molekiiler yontemler de
kullanilabilmektedir. Biyofilm iliskili protein (bap), kemik
sialoproteinini baglayici protein (bbp), elastin baglayici protein
(ebpS), laminin baglayici protein (eno), fibrinojen baglayici
protein (fib), fibronektin baglayici protein A ve B (fnbA ve fnbB),
hiicreler arasi adezin protein A ve D'yi (icaA ve icaD) kodlayan
biyofilm olusumu ile iliskili genler, polimeraz zincir reaksiyonu
ile gosterilebilmektedir (6-12).

Potansiyel olarak patojenik stafilokoklarin erken tespiti
ve yoOnetimi, invaziv arac iliskili hastane enfeksiyonlarinin
onlenmesi ve yonetimine yonelik temel adimlardan biri olabilir.

Bu siirecte biyofilm ureten mikroorganizmalarin tespiti icin
basit bir yonteme de ihtiya¢ vardir. Bu c¢alismanin amaci
KNS izolatlarinda biyofilm olusumunu saptamak amaciyla
kullanilan tiim yontemler arasinda ucuzlugu ve kolayligi ile
on plana cikan KKA yonteminin gecerliligini besiyerinin cesitli
modifikasyonlarini da kullanarak degerlendirmektir. Bu amagla
KKA besiyerinin iceriginde degisiklikler yapilarak, modifiye KKA
besiyerleri [KKA G (%2 glukoz ilaveli)], KKA GN (%2 glukoz
ve 9%71,5 NaCl ilaveli), KKA GNV (%2 glukoz, %1,5 NaCl 0,5
ug/mL vankomisin ilaveli) olusturulmus ve KKA ydnteminin
duyarhhginin artiriimasi amaclanmistir. Elde edilen sonuglar
mikroplak yontemi ile karsilastinlarak, stafilokok izolatlarinda
biyofilm olusumunun ucuz ve kolay bir yontem ile saptanmasi
hedeflenmistir.

Gerec ve Yontem

Orneklerin Toplanmasi

Arastirma  Ankara  Universitesi Tip  Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali'nda Ocak-Aralik 2014 tarihlerinde
gerceklestiriimistir. Calismaya kateter kolonizani (n=24), hastane
calisanlarinin burunlarindan elde edilen (n=23), kateter iliskili
KDE (KiKDE) etkeni (n=20) ve KDE etkeni (n=13) olmak iizere
toplam 80 KNS dahil edilmistir.

Bakterilerin Tanimlanmasi

izolatlar, konvansiyonel yéntemlerin yani sira BD Phoenix
(Becton Dickinson, Sparks, MD, ABD) ve Bruker Microflex MS
(Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) otomatize sistemleri
kullanilarak tanimlanmistir. %16'lik gliserollii buyyon besiyerine
alinarak calisma giinline kadar -20 °C'de saklanan izolatlarin %5
koyun kanli agara ekimi yapilmis, 37 °C'de 18-24 saat inkiibe
edilerek, saf kiltirleri elde edilmistir.

Mikroplak Ydntemi ile Biyofilm Olusumunun Kantitatif
Olarak Degerlendirilmesi

izolatlardan 0,5 McFarland (10%kob/mL) standartinda
bakteri slispansiyonlari hazirlanmistir. Hazirlanan bu bakteri
stispansiyonunun 20 ul'si steril 96 kuyucuklu diiz tabanh
mikroplak kuyucuklarina aktariimistir. Uzerlerine %1 glukoz
iceren 180 pl triptik soy buyyon eklenerek 24 saatsiire ile 37 °C'de
inktibe edilmistir. Ertesi glin mikroplak bosaltilip, 3 kez 200 pl
fosfat tamponlu tuz ¢cozeltisi ile yikanarak tutunmayan bakteriler
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uzaklastiriimistir.  Plaklar ters cevrilerek havada kurumaya
birakilmis, sonrasinda kuyucuklara 200 ul metanol konularak
20 dakika sire ile biyofilm olusturan bakterilerin fiksasyonu
saglanmistir. Fiksasyonu takiben metanol bosaltiimis ve plaklar
oda isinda bir gece siire ile ters cevrilerek havada kurumaya
birakilmistir. Ertesi glin kuyucuklara tutunan bakteriler %0,5'lik
kristal viyole ile boyanmis, sonrasinda pipetle (izerlerindeki
boya cekilerek, steril fizyolojik tuzlu su ile 3 kez yikanmistir.
Havada kurutulan plaklarin Gzerine %95'lik etanol konularak,
oda isisinda 30 dakika, ¢calkalama olmaksizin inkiibe edilmis ve
son olarak kuyucuklarin absorbansi spektrofotometrede (BioTek,
ABD) 570 nm'de okutulmustur (13).

Pozitif kontrol olarak Staphylococcus epidermidis ATCC
35984 kullanilmistir, sterilite kontrolii icin sadece besiyeri iceren,
mikroorganizma ilave edilmemis kuyucuklar hazirlanmistir.
Deney lic kez tekrarlanmis, sonuclar ¢ deneyin ortalamasi
alinarak hesaplanmistir. Sadece besiyeri iceren kuyucuklarin
optik dansitometrelerinin ortalamasi alinmig ve ¢ standart
derivasyonu hesaplanarak OD, degeri belirlenmistir. Elde edilen
cut-off degerine gore biyofilm pozitiflikleri (0D<ODc: negatif,
0Dc<0D<2x0Dc: +, 2x0Dc<0D<4x0Dc: ++, 4xODc<OD: +++)
yorumlanmustir (13).

Biyofilm Olusumunun KKA ve Modifiye Edilmis KKA
Besiyerlerinde Fenotipik Olarak Gosterilmesi

izolatlatlarin  biyofilm  ozelliklerinin ~ fenotipik olarak
degerlendirilmesi amaciyla KKA besiyeri ve bu besiyerinin
vankomisin, NaCl ve %2 glukoz ilave edilerek olusturulmus
modifikasyonlari kullaniimistir.

KKA besiyeri; beyin kalp inflizyon buyyonu (37 gr/L), siikroz
(50 g/L), agar (10 g/L) ve Kongo kirmizisi boyasi (0,8 g/L) icerecek
sekilde hazirlanmistir. KKA besiyerinin  modifikasyonu icin
glukoz, NaCl ve vankomisin filtre ile stizllerek steril edilmis ve
otoklavdan ¢ikartilan besiyeri 55 °C'ye kadar soguduktan sonra
eklenmistir (14). Modifiye edilmis KKA besiyerleri; KKA G (%2
glukoz ilaveli), KKA GN (%2 glukoz ve %1,5 NaCl ilaveli), KKA
GNV (%2 glukoz, %1,5 NaCl ve 0.5 pg/mL vankomisin ilaveli)
besiyerleri olarak adlandiriimistir (15).

Pozitif kontrol olarak S. epidermidis ATCC 35984
kullaniimistir. Her plak besiyerine en az bir pozitif, bir negatif
kontrol ekimi yapilmistir. KKA besiyerine ekim icin iki yontem
kullanilmistir.  Birinci yontemde izolatlarin besiyerine tek
koloni ekimleri yapilmis, ikinci yontemde secilen koloniler 5
mL FTS icinde stispanse edilmis ve 20 pl'si damlatma yontemi
ile plak Uzerine aktarnlmistir. Ekim islemini takiben plaklar
37 °C'de 24 saat sire ile inklibe edilmistir. Yirmi dort saat
sonunda etiivden cikarilan plaklar degerlendirildikten sonra,
oda sicakliginda 24 saat daha bekletilmis ve 48. saatte yeniden
degerlendirilmistir. Degerlendirme islemleri iki ayri arastirmaci
tarafindan, birbirinden bagimsiz olarak yapilmistir. Kuru kristal
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kivaminda koyu kirmizi-siyah renkli koloni olusturan izolatlar
biyofilm pozitif; acik pembe-kirmizi ya da bordo renkte koloni
olusturanlar biyofilm negatif olarak yorumlanmistir (14).

istatistiksel Analiz

Verilerin analizi ki-kare ve Fisher's exact testleri kullanilarak
yapilmistir. iki yontemin siniflanmis  degerleri arasindaki
uyumun arastirilmasinda Kappa uyum katsayisi ve anlamliligi
hesaplanmistir. P<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamh kabul
edilmistir.

Etik Kurul Onayi

Calisma icin Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Klinik
Arastirmalar ve Etik Kurulu'ndan onay (karar no: 03-98-13)
ve saglikli gondlliilerden “bilgilendirilmis gonilli olur formu”
alinmistir.

Bulgular

Bakteri izolatlarinin Tanimlanmasi

KNS olarak izole edilen izolatlarin %36,25'i Staphylococcus
hominis (n=29), %351 S. epidermidis (n=28), %13,75'i
Staphylococcus haemolyticus (n=11), %11,25'i Staphylococcus
capitis (n=9), %2,5'i Staphylococcus saprophyticus (n=2) ve
%1,25'i Staphylococcus warnerii (n=1) olarak tiplendirilmistir.
Stafilokok izolatlarinin tiir diizeyinde bilgileri ve izole edildikleri
yerlere gore dagilimlari Tablo 1'de verilmistir.

Biyofilm Ozelliklerinin Belirlenmesi

Mikroplak yonteminde OD. degeri 0,28'in altinda deger
veren kuyucuklarda biyofilm olusmadigi; 0,28-0,56 degerleri
arasindaki kuyucuklarda zayif (+); 0,57-1,12 degerleri
arasindaki kuyucuklarda orta (++); 1,13 ve lizerinde deger
veren kuyucuklarda kuvvetli (+++) biyofilm olustugu kabul
edilmistir. Buna gdre mikroplak ydnteminde KNS'lerin
23'U (%28,75) biyofilm olusturmamis, 18' (%22,5) zayif,
24'( (9%30) orta kuvvette ve 15' (%18,75) kuvvetli olmak
lizere izolatlarin 57'sinin (%71,25) biyofilm olusturdugu
saptanmistir.

izolatlarin  biyofilm olusturma ozelliklerinin  fenotipik
olarak belirlenmesinde kullanilan KKA besiyerleri 24. ve 48.
saatte degerlendirilmis, 48. saat sonunda dort izolatin biyofilm
olusturmadigi gozlenmistir (bir adet S. haemolyticus, g S.
hominis). Sonuclarin yorumlanmasi icin 24 saatlik siirenin
daha uygun olduguna karar verilmistir. KKA besiyerlerine
ekim yapilmasinda uygulanilan tek koloni ekimi ve damlatma
yontemleri arasinda biyofilm olusumunu saptama acisindan fark
bulunamamakla birlikte, sonuclari degerlendirirken damlatma
yontemi ile yapilan ekimlerin daha kolay yorumlandig
goriilmistiir. On iki S. epidermidis, 12 S. hominis, 5 S.
haemolyticus, 4 S. capitis ve bir S. saprophyticus izolati olmak
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tizere cahsilan toplam 80 KNS izolatin 34'G (34/80; %42,5) KKA
besiyerinde biyofilm pozitif olarak saptanmistir. Bu verilere
dayanarak mikroplak yonteminin biyofilm olusumunu KKA
yontemine gore istatistiksel olarak anlamli oranda daha fazla
saptadigi belirlenmistir (p<0,001).

KNS izolatlarinin tiirlere gdre mikroplak yonteminde
ve KKA'da saptanan biyofilm olusturma oranlari Tablo 2'de
gosterilmistir.

KKA besiyerinde toplam 34 izolatta biyofilm olusumu
saptanirken modifiye KKA besiyerlerinden, KKA G ve KKA GN
besiyerlerinde yine 34 (%42,5), KKA GNV besiyerinde ise 32
(%40) KNS'de biyofilm olusumu gosterilmistir. Rakam olarak
bakildiginda biyofilm olusumu saptama acisindan besiyerleri
arasinda az farklilik gortilmekle birlikte, modifiye KKA
besiyerlerinde tiremeleri ve biyofilm olusturmalari ile ilgili izolat
bazinda farklihklar bulunmustur. ikisi kateter kolonizani (S.

Tablo 1: KNS tiirlerinin izole edildikleri yerlere gore dagilimi

epidermidis), ikisi KIKDE etkeni (S. hominis) olan 4 adet KNS
izolati KKA GNV besiyerinde iretilememistir. iki KDE etkeni
(S. hominis ve S. epidermidis) KKA'da biyofilm olusturmazken,
modifiye besiyerlerinde (KKA G, KKA GN ve KKA GNV) biyofilm
olusturmustur. iki kateter kolonizani (S. epidermidis) KKA'da
biyofilm olustururken, modifiye besiyerlerinde (KKA G, KKA GN
ve KKA GNV) biyofilm olusturmamistir (Tablo 3). KKA besiyeri
ve modifikasyonlu besiyerlerinin duyarhlik, 6zgulliik, pozitif
prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif degerleri (NPD) Tablo
4'te gorulmektedir.

KNS izolatlarinin elde edildikleri bdlgelere gore KKA ve
mikroplak yonteminde olusturduklari biyofilm oranlari Tablo
5'te verilmistir. izolatlar elde edildikleri bolgelere gore tek tek
ele alinarak yontemler arasi fark degerlendirilmek istendiginde,
sayllarinin azli§i nedeniyle istatistiksel olarak anlamli fark
vermeye uygun bulunmamistir. Ancak rakamlar incelendiginde,
burun boslugundan izole edilenler disinda tiim KNS'lerde

Tiir Burun Kateter kolonizani KDE* KiKDE* Toplam
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Staphylococcus hominis 11 (13,8) 10 (12,5) 4 (5) 4 (5) 29 (36,25)
Staphylococcus epidermidis 1(1,25) 9(11,3) 8 (10) 10 (12,5) 28 (35)
Staphylococcus haemolyticus - 4 (5) 1(1,25) 6 (7,5) 11 (13,75)
Staphylococcus capitis 8 (10) 1(1,25) 9 (11,25)
Staphylococcus saprophyticus 2 (2,5 2 (2,5
Staphylococcus warnerii 1(1,25) - - - 1(1,25)
Toplam 23 (28,75) 24 (30) 13 (16,3) 20 (25) 80 (100)

*KDE: Kan dolasim enfeksiyonu
**KIKDE: Kateter iliskili kan dolasim enfeksiyonu
KNS: Koaglilaz negatif stafilokoklar

Tablo 2: KNS izolatlarinin KKA besiyeri ve mikroplak yontemi ile saptanan biyofilm olusturma oranlarinin karsilastiriimasi

Mikroplak Yontemi

Tiirler KKA Biyofilm yok Zayif (+) Orta (++) Kuvvetli (+++)
n (%) biyofilm n (%) biyofilm n (%) biyofilm n (%)
. KKA (+) - 5(17,24) 6 (20,68) 1(3,44)
Staphylococcus hominis (n=29)
KKA (-) 8 (27,58) 1(3,44) 6 (20,68) 2 (6,89)
. . KKA (+) - 1(3,57) 7 (25) 4(14,28)
Staphylococcus epidermidis (n=28)
KKA (-) 6(21,42) 5(17.85) - 5(17.85)
. KKA (+) - - 3(27,27) 2(18,18)
Staphylococcus haemolyticus (n=11)
KKA (-) 3 (27,27) 2 (18,18) 1(9,09) -
. KKA (+) - 3(33) - 1(1,1)
Staphylococcus capitis (n=9)
KKA (-) 4 (4,4) - 1(1.1) -
KKA (+ - 1(33,3 - -
Digerleri* (n=3) (+) (33:3)
KKA (-) 2 (66,6) - - .
Toplam (n=80) 23 (28,75) 18 (22,5) 24 (30) 15 (18,75)

Yiizde oranlari tlr Uzerinden verilmistir.

KKA (+): Kongo kirmizisi agar besiyerinde biyofilm olusturan
KKA (-): Kongo kirmizisi agar besiyerinde biyofilm olusturmayan
*Digerleri: S. warnerii (n=1) ve S. saprophyticus (n=2)

KNS: Koagdilaz negatif stafilokoklar
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mikroplak ydnteminin biyofilm olusumunu ortaya koymadaki
usttinltigi dikkat cekmektedir.

Mikroplak yontemi temel alinarak izolatlarin izole edildikleri
bolgelere gore biyofilm olusturma oranlari incelendigindeyse,
KIKDE etkenlerinin, diger izolatlara gbre daha yiiksek oranda
biyofilm olusturmasi anlamli olarak kabul edilmistir (p<0,001).
Kuvvetli biyofilm olusturan 20 izolatin biylk cogunlugunun
KIKDE etkenlerinden olusmasi da (8/20) istatistiksel olarak
anlamli saptanmistir (p<0,001). KKA'da biyofilm olusturmayan
ama modifiye besiyerlerinde biyofilm olusturan iki KDE
etkeninden S. hominis orta kuvvette biyofilm, S. epidermidis
ise zayif biyofilm olusturmustur. KKA'da biyofilm olusturan
ama modifiye besiyerlerinde biyofilm olusturmayan iki kateter
kolonizani S. epidermidis'in biri orta kuvvette biyofilm, digeri ise
zayif biyofilm olusturmustur.

Micrococcaceae familyasi Uiyesi olan stafilokoklar, toprakta,
suda, havada yaygin olarak saptanan ayrica insan ve hayvanlarin

derileri lzerinde dogal flora elemani olarak bulunabilen
mikroorganizmalardir (1).

Stafilokoklar, 6zellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda
tibbi cihazlarla iliskili enfeksiyonlarin en yaygin nedenlerinden
biridir. Stafilokoklarin viriilans faktorlerinden birisi olan biyofilm
tabakasi olusturmalari, bu mikroorganizmalarin  hastalk
olusturabilme yeteneklerini artirmaktadir (2).

Tek veya farklh tiirlerde bakteriler, canh veya cansiz
ylizeylerde adezyon sonrasi ¢ogalarak mikroorganizma
topluluklari olusturabilir. Bu bakteriler, polisakkaritler, protein,
ekstraselliler DNA, su ve iyonlar gibi farkl bilesenleri iceren
EPS ile birlikte biyofilm vyapisini olustururlar. Bir biyofilm
icinde olmak bakteriye, konakci bagisiklik sisteminden ve
antimikrobiyallerden korunma, su tutma ve kuruma toleransi,
besin emilimi ve depolama, yliksek hiicre disi enzimatik aktivite,
enfeksiyon bdlgesine yapisma ve quorum sensing yoluyla iletisim
gibi bir gibi bircok avantaj saglar (16,17).

Calismamizda en sik izole edilen stafilokoklar S. hominis
(n=29) ve S. epidermidistir (n=28). Adaptasyon yetenegi ve insan
derisi ve mukozasi lizerindeki yiiksek hakimiyeti nedeniyle (18),

Tablo 3: KKA ve modifiye KKA besiyerleri ve mikroplak yontemi ile biyofilm olusumu oranlari

KKA
Staphylococcus epidermidis (n=28) 16
Staphylococcus haemolyticus (n=11) 3
Staphylococcus hominis (n=29) 11
Digerleri (n=12) 4
Toplam 34

KKA G KKA GN KA GNV Mikroplak yontemi
15 15 15 22

3 3 3 8

12 12 10 21

4 4 4 6

34 34 32 57

KKA: Kongo kirmizisi agar, KKA G: KKA glukoz, KKA GN: KKA glukoz NaCl, KKA GNV: KKA glukoz NaCl vankomisin

Tablo 4: KKA besiyerlerinin mikroplak yontemi ile karsilastinlarak belirlenen duyarhlk, 6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri

KKA besiyeri
Duyarhlhik %59,6
Ozgiilliik %100
Pozitif prediktif deger 00100
Negatif prediktif deger %50

KKA G besiyeri
0059,6
%100
%100

KKA GN besiyeri KKA GNV besiyeri

%059,6 0058,2
%100 %100
%100 %100
%50 %50 %47,7

KKA: Kongo kirmizisi agar, KKA G: KKA glukoz, KKA GN: KKA glukoz NaCl, KKA GNV: KKA glukoz NaCl vankomisin

Tablo 5: KNS'lerin izole edildikleri bdlgelere gore KKA ve mikroplak yontemi ile biyofilm olusturma o6zelliklerinin incelenmesi

Mikroplak Yontemi

KKA (+) izolasyon blgesi Mikroplak yontemi Z?ylf_(+) O_rta _(++) K.uvv.etli (+++)
n (%) n (%) biyofilm biyofilm biyofilm
n n n
3 (23,07) KDE (n=13) 6 (46,15) 3 3 -
13 (65) KIKDE (n=20) 20 (100) 4 8 8
6 (25) Kateter kolonizani (n=24) 18 (75) 3 10 5
12 (52,17) Burun boslugu (n=23) 13 (56,52) 8 3 2
34 (42,5) Toplam (n=80) 57 (71,25) 18 24 15

KKA: Kongo kirmizisi agar, KNS: Koagiilaz negatif stafilokoklar, KDE: Kan dolasim enfeksiyonu, KIKDE: Kateter iliskili kan dolasim enfeksiyonu
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biyofilm olusumu ile ilgili bircok ¢alismada da S. epidermidis'in
en sik izole edilen stafilokok tiiri oldugu bildirilmistir (19-21).

Kongo kirmizisi, benzidin ve naftionik asit kombinasyonundan
olusan boyar bir maddedir ve KKA besiyerine ekim yontemi ile
biyofilm olusumu saptanma yonteminin temeli; sentezlenen
EPS'nin Kongo kirmizisi tarafindan boyanmasina baghdir.
Yontem c¢esitli ortam kosullarindan etkilenmektedir ve
degerlendirimisubjektiftir. Calismamizda mikroplak ydontemiyle
biyofilm pozitif oldugu saptanan 4 izolatin, KKA besiyerlerinin
24. saat degerlendiriminde pozitif iken, 48. saatte negatife
donmesi nedeniyle, plaklarin 24. saatte degerlendiriminin
uygun olduguna karar verilmistir. Yirmi dordlnci saatte
39 (%51,3) olan biyofilm pozitif izolat sayisinin 48. saatte
degerlendirildiginde 20'ye (%26,3) dUstigiinii gosteren
calismalar da vardir (15). Kateter ve kan izolati olan KNS'lerin
biyofilm  olusturma  &zelliklerinin  degerlendirildigi  bir
calismada 3 ile 5 nesil sonrasinda KKA lizerinde kolonilerin
siyahtan bordo ve pembe renklere dogru degisim gosterdigi ve
bu durumun biyofilm olusumu degerlendirimlerini etkiledigi
belirlenmistir. Bizim calismamizda da bu bulgular destekler
nitelikte veriler elde edilmistir. Koloni rengindeki bu degisimin
actklanmasina yonelik iki hipotez 6ne stirtilmektedir. Bunlardan
ilki biyofilm olusumu igin in vivo ve in vitro kosullar arasindaki
besin bilesenleri, pH, oksijen radikalleri ve antibiyotikler gibi
farkl cevresel kosullarin yarattigi pozitif secici ortam varligi;
ikincisi ise biyofilm olusumu ile iliskili oldugu kesin bilinen
icaA ve icaD genlerinin kaybi ya da mutasyona ugramasidir
(22).

KKA besiyerlerine ekim yapilmasinda tek koloni pasaji ve
damlatma yontemi olmak tizere iki farkli yontem uygulanmistir.
Ayni besiyerinde bazen iki farkl plakta olusan kolonilerin zaman
zaman farkh renkte rofleler vermesinden dolayr tek koloni
ekiminin degerlendiriminde zorluk yasanmistir. Bu nedenle
damlatma ekimi yapilmasinin uygun olacagi dustinilmis, cesitli
yayinlarda da uygulama ve degerlendirim kolayli§i nedeniyle
onerildigi gorilmistir (15,23).

Biyofilm olusumunun gosterilmesinde kullanilan fenotipik
yontemlerin karsilastiniimasi ile ilgili ¢ok cesitli calismalar
bulunmaktadir. Calismamizda toplam 80 KNS izolatinin KKA
besiyeri ile 34'linde (%42,5), mikroplak yontemi ile de 57'sinde
(%71,25) biyofilm olusumu gdsterilmis ve biyofilm olusumunu
saptama acisindan iki yontem arasinda anlamh fark oldugu
belirlenmistir (p<0,001). Kitti ve ark. (24) metisilin direngli 55
KNS izolatinda KKA yontemi (%87,3) ve mikroplak yontemi
(%61,7) ile biyofilm olusumunu incelemis ve KKA yontemi
ile daha vyiksek oranda biyofilm olusumu tespit edildigini
gostermistir. Kirmusaoglu (25) calismasinda 121 stafilokokun
(%54 S. epidermidis ve %46 Staphylococcus aureus) biyofilm
ozelliklerini incelemis ve KKA ile 48'inde (%40), mikroplak
yontemi ile 62'sinde (%51) biyofilm olusumu saptamstir.

Manandhar ve ark. (19) 375 stafilokokun [214 (%57) KNS
ve 161 (%43) S. aureus] biyofim O6zelliklerini arastirmis ve
izolatlarin %05,3'linde (n=20) KKA ile, %22,1'inde (n=83)
mikroplak yontemi ile biyofilm olusumunu gostermistir.
Mathur ve ark!nin (26) 152 KNS izolatinin biyofilm 6zelliklerini
tlip metodu, KKA ve mikroplak ydntemlerini kullanarak
arastirdiklar calismalarinda; KKA ile 8'inde (%5,2), mikroplak
yontemi ile 82'sinde (%53,9) biyofilm olusumu gdsterilmis
ve mikroplak yonteminin daha duyarli oldugu belirtilmistir.
Mikroplak yontemi ve KKA arasinda zayif bir uyum oldugunu,
KKA duyarlihginin az oldugunu gosteren baska calismalar da
bulunmaktadir (27,28). Kord ve ark. (27) 41 S. epidermidis
izolatinin %53,6'sinda tiip ve mikroplak metodu ile, %24,4'linde
KKA yontemi ile biyofilm olusumunu gostermistir. Manandhar
ve ark.da (28) calismalarinda mikroplak yontemi (%042,1) ile tiip
metodu (%31,8) ve KKA ydntemine (%20,1) gore daha yliksek
oranda biyofilm olusumu saptamistir. Bizim calismamizda da
KKA yonteminde mikroplak yontemine gore daha az oranda
biyofilm olusumu gosterilmistir.

Calismamizda mikroplak yontemi ile 18' (%22,5) zayif,
24'U (%30) orta, ve 15'i (%18,8) kuvvetli olmak lizere toplam
57 KNS'de biyofilm olusumu saptanmistir. Mathur ve ark.
(26) modifiye mikroplak yéntemi kullandiklari calismalarinda
biyofilm olusturmayan/zayif biyofilm olusturan 70 (%46,0),
orta kuvvette biyofilm olusturan 60 (%39,4), giicli biyofilm
olusturan 22 (%14,4) izolat saptamistir. Hassan ve ark!nin (20)
calismalarinda kullanilan izolatlar Uriner kateter, intravenoz
kateter ucu gibi 6rneklerden elde edilmis, invaziv arag iliskili
enfeksiyon etkenleridir, orta ve kuvvetli biyofilm orani yiiksektir.
Mathur ve ark’nin (26) calismalarinda kullandiklari stafilokoklar
kandan, enfekte arac ve deri ylizeylerinden elde edilmistir ve
biyofilm olusum orani yiiksektir. Calismamizda da degerlendirilen
izolatlar arasinda KiKDE etkeni izolatlar olmasi nedeniyle, orta
ve kuvvetli biyofilm olusturma orani yiiksek olarak saptanmistir
(p<0,001).

KKA besiyerininin duyarlilik, 6zgiilliik, PPD, NPD degerlendirildigi
calismalarda; Manandhar ve ark. (19) sirasiyla bu degerleri
%14, %88,2, %26,1, %77,5; Kirmusaoglu (25) %77, %100,
%100, %81; Hassan ve ark. (20) %11, %92, %73, %37 olarak
bildirmislerdir. Calismamizda ise duyarlilik, 6zgullik, PPD, NPD
siraslyla, 959,6, %100, %100 ve %50 olarak bulunmustur.
Modifiye KKA besiyerlerinde KKA besiyerine oranla elde edilen
degerlerde cok farkhlik goriilmemis, besiyerine yapilan ilavelerin
duyarhlik ve ozgulligi artirmadigi saptanmistir. Gerek KKA
gerekse modifiye KKA besiyerlerine ekim yontemine gore
her ne kadar uygulama zorlugu icerse de, bireysel olmayan,
gorsel koloni morfolojisinden etkilenmeyen, kantitatif sonug
vermesi acisindan degerli olan mikroplak yonteminin biyofilm
olusumunu degerlendirmek acisindan kullaniminin daha uygun
oldugu sonucuna varilmistir.
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Mathur ve ark. (26) biyofilm olusumu icin kullandiklari
tip metodunda besiyerine cesitli seker (glukoz ve sukroz)
takviyeleri eklendiginde biyofilm pozitif izolat sayisinda
artis oldugunu belirtmislerdir. Mikroplak yonteminde de %1
glukoz vefveya %2 sukroz eklenmesinin biyofilm olusumunu
%%18'den %34'e kadar artirdigini gdsteren calismalar mevecuttur
(19,27,29). S. epidermidis izolatlarinin biyofilm 6zelliklerinin
degerlendirildigi bir calismada en iyi sonucun daha yiiksek
NaCl (%4 ve %5) ve glukoz konsantrasyonlarinda (%?1,5 ve %?2)
alindigi belirtilmistir (30). Kaiser ve ark. (15) calismalarinda
%1,5 NaCl eklenmesi sonucunda S. epidermidis ATCC 35984'(in
boyanma yogunlugunda artis oldugunu, %?2'nin tizerindeki NaCl
konsantrasyonlarinin eklenmesininise biyofilm olusumu tzerinde
hicbir etkiye sahip olmadigini gostermistir (15). Calismamizda
KKA besiyerinde biyofilm olusturmayan iki izolat [S. hominis
ve S. epidermidis (KDE etkenleri)] KKA besiyerine glukoz ve
NaCl eklendiginde (KKA G ve KKA GN besiyerlerinde) biyofilm
olusturmustur. KKA'da biyofilm olusturan iki kateter kolonizani
S. epidermidis izolati ise fazla glukoz ve NaCl varliginda biyofilm
olusturmamistir. Bir ¢alismada S. epidermidis izolatlarinin faz
varyasyonuna gidebildigi ve biyofilm olusturan bir koloninin
pasajindan sonra EPS Uretiminin kaybina bagli olarak biyofilm
olusturmadigi gozlenmistir (31). Calismamizda glukoz ve NaCl
iceren KKA besiyerlerinde biyofilm olusmamasi, pasajlardan
sonra EPS {iretiminde kayip olabilecegini diistindlirmistir.

Calismamizda KKA GNV besiyerinde 32 (%40) KNS'de
biyofilm olusumu gdsterilmistir, iki S. epidermidis (kateter
kolonizani), iki S. hominis (KIKDE etkeni) diger besiyerlerinde
biyofilm olustururken KKA GNV besiyerinde {irememistir. Bu
durum KNS'lerde vankomisin MIK degerlerinin ¢ok yiiksek
olmamasi nedeniyle besiyerine eklenen dozdaki vankomisinde
treme olmayabileceginin dustindiirmistir (23). Biyofilm
formasyonuna eklenen vankomisinin inhibitor etkisini gdsteren
calismalar ile birlikte, subinhibitdr diizeylerde biyofilm
olusumunu indiikledigini gosteren calismalar da bulunmaktadir
(15,30,32,33). Bu gozlemler, stafilokok tiirlerinde biyofilm
olusumunun cesitli cevresel kosullardan ve besiyeri iceriginden
etkilendigini gdstermektedir.

Calismamizda KIKDE etkenlerinin mikroplakta biyofilm
olusturma oranlarinin, diger izole edilen yerlere goére daha
yiiksek bulunmasi istatistiksel olarak da anlamh bulunmustur.
Cesitli calismalarda da arac iliskili enfeksiyonlardan izole
edile etkenlerin biyofilm olusturma oranlari yiiksek olarak
bulunmustur (34,35). Jain ve Agarwal (34) 100 invaziv izolatin
74'linde (%74), kolonizanlarin 34'inde (%68), kommensal
izolatlarin 16'sinda (%32) biyofilm olusumu saptamislardir.
izolatlarin biyofilm olusturma kapasiteleri arasindaki farkhlik
istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (p<0,001). Cafiso
ve ark. (35) da kateter iliskili enfeksiyonlardan izole ettikleri
KNS'lerin KKA ydntemi ile %83 gibi yiiksek bir oranda biyofilm
olusturdugunu gostermistir.
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Calismanin Kisithliklar

Calismamiza kateter kolonizani, KDE ve KIKDE etkeni tanimlari
net olarak belirlenmistir ve sadece etken olarak degirlendirilen
stafiloklar calismamiza dahil edilmistir. Dolayisiyla, stafilokok
sayisinin azhgi calismamizin kisithhgidir.

Stafilokoklarda  biyofilm olusumunu saptamada KKA
ve modifiye formlarinin duyarliliklarinin disiik saptanmasi
nedeniyle, biyofilm olusumunun degerlendirilmesiicin mikroplak
yonteminin secilmesi daha uygun olacaktir. Bu calismanin
sinirlamasi az sayida KDE ve KiKDE etkeni stafilokok icermesidir.
Daha ¢ok sayida izolat iceren, biyofilm olusumunda rol alan
genlerin molekiler yontemler ile de arastinldigi calismalarin
gerekli oldugunu distinmekteyiz.
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