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OZET

Koagulaz negatif stafilokok (KNS) olan S. lugdunensis normal deri florasinin bir
uyesidir. CLSI kriterlerine gore KNS olduklar1 halde S. lugdunensis suslarinin metisilin
duyarliliklarmin ~ Ureme  inhibisyon  zonlart  Staphylococcus  aureus  gibi
degerlendirilmelidir. Dolayisiyla S. lugdunensis suslarinin tanimlanmasi 6nemlidir. Bu
tamimlamada ise PYR (pirolidonil arilamidaz) ve ODC (ornitin dekarboksilaz)
testlerinin birlikte pozitif olduklar1 tek KNS tirQ S. lugdunensis’ tir.

Calismamizin amaci kan kaltirinden izole edilen KNS’lerde S. lugdunensis ve
benzeri bakterilerin arastirilmasi ve antibiyotiklere karsi duyarliliklarinin saptanmasidir.
Calismamizda kan kaltird orneklerinden izole edilen 250 KNS susu degerlendirilmeye
alinmigtir. KNS suslarina ODC ve PYR testleri yapilmistir. Bu iki testten herhangi biri
pozitif sonuglandiginda API Staph ile susun tir tanis1 ve disk diflizyon yontemi ile
antibiyotik duyarlilik deneyleri yapilmistir.

Calismamizda ODC pozitif ve PYR negatif olan bes sus (%2) Staphylococcus
epidermidis, PYR pozitif ve ODC negatif olan 17 KNS susundan 14’ (%5.6)
Staphylococcus haemolyticus ve 3’4 (%1.2) Staphylococcus chromogenes olarak
tanimlanmistir. ODC ve PYR testleri birlikte pozitif olan S. lugdunensis susu
saptanmamigtir. KNS’lerin 228’1 (%91.2) PYR ve ODC birlikte negatif olarak
tamimlanmustir. Yirmi iki KNS tiiriinden 20’si metisiline direngli ve ikisi metisiline
duyarli olarak saptanmistir. En etkili olan antibiyotikler sirasiyla, linezolid (%100),
telitromisin  (%77.3), gentamisin (%59.0), trimetoprim-sulfametoksazol (%54.5),
klindamisin (%27.2), levofloksasin (%22.7) ve eritromisin (%13.6)’dir. Suslarin tamami

penisilin direnclidir.

Sonu¢ olarak kan kalturiinden izole edilen S.epidermidis, S.haemolyticus ve
S.chromogenes oranlarimizin beklenenden daha diisiik oldugu belirlenmistir. ODC ve
PYR testlerinin S. lugdunensis igin rutin tani laboratuvarinda kullanimi ¢ok degerli
bulunmustur. Calismamizda metisilin direng oranimiz yiksek bulunmus olup,

dolayistyla ampirik tedavide beta-laktam antibiyotiklerin segilmemesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Kan kultri, Koagulaz negatif stafilokok, Staphylococcus

lugdunensis, antibiyotik duyarlilik deneyi
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ABSTRACT

Staphylococcus lugdunensis is a coagulase negative staphylococcus (CoNS) and
a member of normal skin flora. According to CLSI criteria, although S. lugdunensis
strains are CoNS, the growth inhibition zone of methicillin should be evaluated as
Staphylococcus aureus. Therefore, identification of S. lugdunensis strains is important.
S. lugdunensis is the only CoNS species in which PYR (pyrrolidonyl arylamidase) and

ODC (ornithine decarboxylase) tests are both positive.

The aim of this study was to investigate S. lugdunensis and similar bacteria in
CoNS isolated from blood culture and to determine their antibiotic susceptibility. In our
study, 250 CoNS strains isolated from blood culture samples were evaluated. ODC and
PYR tests were performed on CoNS strains. When positive results were obtained in
either of these two tests, the strain was identified with API Staph and antibiotic
susceptibility tests were performed by disc diffusion method.

In our study, five strains (2%) were identified as Staphylococcus epidermidis
being ODC positive and PYR negative, 14 (5.6%) were identified as Staphylococcus
haemolyticus and three (1.2%) were Staphylococcus chromogenes a total of 17 CoNS
strains were PYR positive and ODC negative. There were no S. lugdunensis strain that
was positive for both of ODC and PYR tests. Two hundred and twent eight (91.2%) of
CoNS were PYR and ODC negative. Twenty of the 22 CoNS were found to be
methicillin-resistant and two were methicillin-sensitive. The most effective antibiotics
were linezolid (100%), telithromycin (77.3%), gentamicin (59.0%), trimethoprim-
sulfamethoxazole (54.5%), clindamycin (27.2%), levofloxacin (22.7%) and

erythromycin (13.6%) respectively. All strains were resistant to penicillin.

As conclusion, it was found that the rates of S. epidermidis, S. haemolyticus and
S. chromogenes isolated from blood culture were lower than expected. The use of ODC
and PYR tests in the routine diagnostic laboratory was found to be very valuable. In our
study, it was thought that beta-lactam antibiotics should not be selected in empirical

treatment because of our high methicillin resistance rate.

Key Words: Blood culture, Coagulase negative staphylococci, Staphylococcus

lugdunensis, antibiotic susceptibility test
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1. GIRIS VE AMAC

Staphylococcus lugdunensis insanda normal deri florasinin bir iiyesidir. Son
zamanlarda, S. lugdunensis, koagulaz pozitif olan Staphylococcus aureus ve koagulaz
negatif olan Staphylococcus epidermidis grubu arasinda “orta konumda” olan ve her iKi
grubun klinik 6zelliklerini gosteren Koagulaz Negatif Stafilokok (KNS) turu olarak
bilinir hale geldi [1].

S.lugdunensis, oncelikle endokardit ve cilt/yumusak doku enfeksiyonlarina
neden olan 6nemli bir patojen olarak ortaya ¢ikmustir [2]. S. lugdunensis ’in diger KNS’
lerden daha virulan endokardite sebep oldugu birgok ¢alismada vurgulanmustir.

CLSI 2005 yilinda S. lugdunensis” in oksasilin sinir degerini revize etmis ve S.
aureus ile ayni sinir degerlerin kullanilmasi gerektigini bildirmistir [3].

S. aureus ve S. lugdunensis suslariin tireme inhibisyon zonu <21 mm metisilin
direngli (MR), > 22 mm metisiline duyarli (MS) olarak okunur iken diger KNS’ lerde
ise <24 mm metisilin diren¢li (MR) ve > 25 mm metisiline duyarli (MS) olarak kabul
edilmektedir [4]. Dolayisiyla S. lugdunensis olarak tanimlanmayan KNS suslarinda
metisilin duyarlilig1 degerlendirilirken hatalar meydana gelmektedir.

Calismamizda Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji ABD’ na gonderilen
kan kulttrlerinden izole edilen 250 KNS susunda fenotipik yontemlerle S. lugdunensis
ve benzeri bakterilerin arastirilmasi ve antibiyotiklere karsi duyaliliklarinin saptanmasi

amagclanmistir.
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2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Tarihce:

Stafilokok terimi ilk kez Alexandar Ongston tarafindan 1882 yilinda
tanimlanmistir [1]. Fair R.W. 1940 yilinda, stafilokok turleri i¢in koagulaz Gretimini
temel bir ayirt edici olarak tamitmustir [1]. Koagulaz negatif bir stafilokok olan
Staphylococcus lugdunensis (S. lugdunensis) 1988 yilinda tanimlanmistir ve 6énemli bir
insan patojeni olarak bildirilmistir. Ismini ilk izole edildigi yer olan Fransa’nin Lyon

sehrinin Latincesi Lugdunum’dan almaktadir [5].

2.2. Morfolojik ve kimyasal o6zellikleri:

Gram pozitif koklar heterojen bir bakteri grubudur. Ortak &zellikleri kire
sekilleri, Gram boyanma o6zelligi ve endosporlarmin olmamasidir [6]. Gram pozitif
koklarda hidrojen peroksiti suya ve oksijene doniistliren bir enzim olan katalazin varligi
veya yoklugu kullanilarak cins ayirimi yapilir [6, 7]. En 6nemli aerobik katalaz pozitif
cins Staphylococcus ve en 6nemli aerobik katalaz negatif cinsler Streptococcus ve
Enterococcus’ tur [6].

Stafilokoklar, karakteristik iiziim salkimi gibi kiime seklinde gorilen Gram
pozitif koklardir. Klinik orneklerde bulunan mikroorganizmalar tek, ¢ift veya kisa
zincirler olarak da gorulebilirler [6].

Stafilokoklarin ¢ogunun ortalama g¢apt 0.5 ila 1.5 pm’dir. YUlksek bir tuz
konsantrasyonu (6rnegin %210 sodyum klorir) mevcudiyetinde aerobik/anaerobik
atmosfer gibi ¢esitli sartlarda ve 18 °C ile 40 °C arasinda degisen sicakliklarda
uretilebilirler [6].

Stafilokok cinsi 49 tiir ve 27 alt tiirden olusmaktadir [6]. Stafilokoklar insan cilt
ve mukozalarinda bulunurlar. Insanlarda 6nemli patojenlerdir. Firsat¢i enfeksiyonlara
ve cilt, yumusak doku, kemik ve idrar yolu enfeksiyonlar1 dahil olmak {izere hayati
tehdit eden sistemik hastaliklara neden olabilirler [6]. Insan hastaliklar1 ile en sik
iligskilendirilen tiirler ise: Staphylococcus aureus, cinsin en virilan ve en iyi bilinen
uyesidir, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcsus haemolyticus, Staphylococcus
lugdunensis ve Staphylococcus saprophyticus' tur [6, 8, 9]. Son zamanlarda, S.
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lugdunensis, koagulaz pozitif olan S. aureus ve koagulaz negatif olan S. epidermidis
grubu arasinda “orta konumda” olan ve her iki grubun klinik 6zelliklerini gdsteren
Koagulaz Negatif Stafilokok (KNS) tirt olarak bilinir hale geldi [1, 10, 11].

S. lugdunensis insanda normal deri florasinin bir tiyesidir. Freney ve ark. ve
Frank ve ark. ¢aligmalarinda S. lugdunensis susunu kan, intrauterin arag, torasik dren,
umblikus, aksiller lenf nodu, abse gibi ¢esitli klinik drneklerden izole etmislerdir [5, 9,
12]. Yapilan bir ¢calismada S. lugdunensis hastalarin % 30 ila % 50'sinde kolonize olur
[13].

S. lugdunensis, Gram pozitif, hareketsiz, katalaz pozitif koktur. 0.8-1 pm
boyutundadir. Tek tek, kiime veya kisa zincirler seklinde goriiliirler [7]. S. lugdunensis
tavsan kanli agarda hemoliz yapabilir. Koyun kanli agarda ise 2 glin ya da daha sonra
zayif hemoliz yapar [12].

S. lugdunensis fakdltatif anaerop olup 30-45 °C de zengin besiyerlerinde Urerler

[5]. S. lugdunensis kolonileri krem renkli olup, 5 giin sonra soluk saridan altin sarisina

degisen renklerde iken, bazi suslar da pigmentsiz olabilir ve gesitli koloni morfotipleri
vardir [14] (Resim 1).

Resim 1: Koyun kanli besiyerinde iireyen S. lugdunensis’in ¢esitli morfotip kolonileri
gorilmektedir [14].
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2.3. Patojenitesi ve neden oldugu klinik enfeksiyonlar:

S. lugdunensis, oncelikle endokardit ve cilt / yumusak doku enfeksiyonlarina
neden olan énemli bir patojen olarak ortaya ¢ikmustir [2]. S. lugdunensis’ in S. aureus’ a
benzer oldugu ve protez kapak endokarditi, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari, adenit,
bakteriyemi, okuler enflamasyon, idrar yolu infeksiyonu, fulminan kapak endokarditine
neden oldugu tarif edilmistir. Ayrica peritoneal kateter enfeksiyonu, merkezi sinir
sistemi enfeksiyonu, kemik ve eklem enfeksiyonu ve peritonite de neden olmaktadir [8,
12]. Atrioventrikiler (AV) blogu ile komplike olan S. lugdunensis sepsisine sekonder
miyokardit de son yillarda tanimlanmistir [15].

Diger KNS’ lere bagh infektif endokardit (iE) vakalar1 nadirdir. Son dénemlerde
S. lugdunensis’ in neden oldugu IE olgularmin sayis1 artmaktadir. S. lugdunensis diger
KNS’ lerden daha virulan endokardite sebep olur. S. lugdunensis, enfekte etme
yonunden agresiftir ve kateter iliskili bakteriyemi ve endokardit ile iliskilendirilmistir
[7, 8, 16].

S. lugdunensis endokarditi yeterli antibiyotik tedavisine ragmen kalp
kapakciklarinin hizli tahrip olmasina neden olabilir ve kapak replasmani gerektirebilir
[17, 18].

Endokardit etkenlerinden S. epidermidis, S. lugdunensis ve diger KNS’ ler yapay
ve dogal kalp kapakeiklarint enfekte edebilir. Dogal kapakg¢ik enfeksiyonlari
organizmalarin hasarli kalp kapak¢igma yerlesmesinden kaynaklanir. Ornegin,
romatizmal kalp hastaligi gibi dogustan bir malformasyon hastaligina neden olabilir [6,
19, 20].

Dogal kapak endokarditine en sik streptokoklar neden olurken stafilokoklarda en
stk dogal kapak endokarditiyle iliskilendirilen tiir S. lugdunensis ‘dir. Buna karsilik,
stafilokoklar 6zellikle yapay kapakg¢iklarin endokarditinin ana nedenlerindendir [6, 19].
S. lugdunensis' in neden oldugu endokardit Ozellikle agresif olup, siklikla kapak
degismesi gerektirir ve mortalite oran1 ylksektir [7]. Ayrica miyokard apsesi, septik
emboli ve kapak perforasyonu gibi degisen gesitli komplikasyonlarla iliskilendirilmistir
[21].

Infektif endokarditlerin yalnizca %1°i S. lugdunensis kaynaklidir. Ama destriiktif
Ozelliginden dolay1 bu organizmanin kanda izole edilmesi durumunda klinik olarak

yogun bir sekilde infektif endokardit aragtiritlmalidir [22].
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S. lugdunensis'in, endokardit olgularinda S. aureus' a benzer sekilde davrandigi
distiniilmektedir, ancak S. lugdunensis enfeksiyonlari i¢in Gliim oranlar1 Ozellikle
toplum kokenli enfeksiyonlar icin S. aureus enfeksiyonlarindan daha dusiiktir. S.
lugdunensis endokarditi hem hastane kdkenli, hem de toplum kodkenli enfeksiyonlarda
gorulebilir [23]. Tek kan kiiltiirii sisesinden izole edilen KNS’ ler kontaminasyon olarak

degerlendirilmemelidir ve taranmalidir [24].

2.4. S. lugdunensis’in virulans faktoérleri:

S. lugdunensis ¢ok gesitli virulans faktorleri tretir [13]. S. lugdunensis, artan
virilansina ragmen, S. aureus' a benzer toksisite faktorlerine sahip degildir. Bununla
birlikte, S. lugdunensis’ in kollajen, 19G, fibrinojen, laminin, vitronektin, fibronektin,
trombospondin, VonWillebrand faktorii ve plazminojen benzeri insan konakg1 matriks
proteinleri iizerine yapilan c¢alismalar vardir. S. lugdunensis biyofilm Ureten bir
bakteridir. KNS' lerin olusturdugu biyofilm matrikslerinin aksine, S. lugdunensis' in
olusturdugu biyofilmlerin poli-N-asetilglukozaminden yapilmadigi tanimlanmistir. Son
caligmalar otolisin atIL’ nin biyofilm olusumundaki roliinii ve yeni bir lokus comEB'

nin biyofilm olusumundaki roliinii tanimlamistir [8, 13, 20] (Resim 2).

PROSTETIK EKLEM iNFEKSIYONU \ BAKTERI UREMESI|

Kirmizi kan hticreleri

) o Proteolitik /’ { P
aktivite % L
= " .
= Lugdulysin . ;
\ S. lugdunensis Hem I
= kazanimi |
Biofilm \ @ ’ Demiryiizey '

I A determinantlan

sentezi /

baglayici protein

Mobil genetik
elemanlar

INTRAVASKULER plazmid oo
AL Profaj , i
=y T —— faji S. aureus )
" S. lugdunensis
e RLP
== — —— S. epidermidis

Fibrin polimerizasyonu

YATAY GEN TRANSFERLERI }

Resim 2: S. lugdunensis' te tanimlanmis temel olasi viriilans faktorlerinin Klinik ve
bakteriyolojik rolleri [13].
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S. lugdunensis' in diger KNS’ lere gore daha viriilan oldugu diisiiniilmektedir.
Cunkl hemolitik peptid, kollajen, fibronektin, fibrinojen, laminin ve vitronektin gibi
cesitli toksinler ve adezinler; DNAaz ve lipaz dahil c¢esitli enzimler ve biyofilm
olusumuna sahiptirler. Dogal kapak endokarditindeki endotelyal lezyonlarin
olusumundan vonWillebrand faktér baglayici bir proteinin varligt sorumlu
tutulmaktadir. Ayrica S. aureus' a benzer bir aksesuar gen regulatori (agr lokusu) de

mevcuttur [8].
2.5. S. lugdunensis’ in cins diizeyinde tammlanmasi:

2.5.1. Gram boyama:

Gram boyama mikrobiyoloji laboratuvarinda en yaygin kullanilan boya olup,
baslica bakteri gruplarini ayirmak i¢in temel diizenlemeyi saglar (6rnegin; gram-pozitif,
gram-negatif). Ornek lam Uzerine fikse edildikten sonra (1sitma veya alkol islemi ile)
kristal viyole boyasi uygulanir ve daha sonra boya ile kompleks olusturmak i¢in iyot
eklenir. Ugiincii asama olan alkol veya aseton ile dekolarizasyon sirasinda, boya iyot
kompleksi gram pozitif bakterilerde korunur ancak gram negatif organizmalarda
kaybolur; son boya olan ve zit boya olarak uygulanan safranin boyasi gram negatif
organizmalar tarafindan tutulur ve renkleri pembe/kirmizi kalir [6]. S. lugdunensis

Gram pozitif kok olarak boyanur.

2.5.2. Katalaz deneyi:

Stafilokoklar ve mikrokoklar, katalaz enzimine sahiptirler ve bu enzimi olmayan
streptokoklar, enterokoklar ve "streptokok benzeri" Gram pozitif kok bakterilerden
ayrilir. Katalaz testi, bir cam slayt Gzerinde %3 Ilik hidrojen peroksit (H20) ile
gerceklestirilir. Hizla kabarciklanma olusumu H202" nin su ve oksijen gazina
doniisiimiinii gosterir. Ideal olarak, katalaz testi, kan icermeyen bir ortamdan

yapilmalidir, ¢linkii kirmizi kan hiicreleri zayif bir pozitif katalaz reaksiyonu uretebilir

2]

2.5.3. Koagulaz deneyi:
Stafilokoklarda biri kiimelesme faktorii (Clumping factor) hiicre duvarina bagl ve
digeri serbest olarak ortama Salinan iki tip koagulaz enzimi bulunmaktadir. S.
lugdunensis’in kiimelesme faktoriine lam iizerinde bakildiginda pozitif veya negatif

degisken sonug verebilir. Ancak altin standart olarak kabul edilen tiip aglutinasyon
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deneyinde ise bu bakterilerin serbest koagulaz enzimi olmadig i¢in serumda bulunan
fibrinojeni fibrine doniistiremez (pihtt olusumu gergeklesmez) ve deney sonucu
negatiftir (Resim 3). Diger pek ¢ok stafilokok tiirii, koagulaz tretmez ve topluca KNS
olarak adlandirilir [6, 7, 20]. Bu ayirim 6nemlidir ¢linkii KNS’ ler daha az viriilandir ve

temel olarak firsatg1 enfeksiyonlara neden olurlar [6].

Resim 3: Tlpte koagulaz deneyi; Ust negatif ve alt pozitiftir [12].

2.5.4. DNaz deneyi:

DNA, tekrarlayan purin ve pirimidin mononukleotid monomerik birimlerinden
olusan bir poliniikleotittir. Bakteriyel DNazlarin ¢ogu i¢ fosfodiester baglarini
parcalayan daha kugik alt birimler olan endoniikleazlardir. Hiicre dis1t DNaz, S. aureus
ve Serratia marcescens gibi ¢ok sayida bakteri tarafindan {iretilebilir. DNaz testi
genellikle % 0.2 DNA igerir. Besiyeri yuzeyine diiz bir ¢izgide yogun sekilde bakteri
cizilir, ayn1 anda birkag mikroorganizma test edilebilir. Besiyeri 35 ° C' de 18 ila 24 saat
inklibe edilir ve daha sonra besiyerinin yiizeyine 1 N HCI ilave edilir. Hidrolize
olmayan DNA, HCl'de ¢6ziinmez ve bir ¢okelti olusturur. DNaz etkisinden olusan
oligonukleotitler asit igcinde erir ve bakteri inokulumu etrafinda acik bir bolge (hale)

olusturur [7]. S. lugdunensis’ in DNaz deneyi zayif pozitif veya negatiftir [25].

2.6. S. lugdunensis’ in tur dizeyinde tanimlanmasi:

S. lugdunensis’in koloni morfolojisi genellikle S. aureus’a benzerdir. Bu nedenle

rutin mikrobiyoloji laboratuvarinda S. aureus olarak yanlis tanimlanabilir [7, 17, 26]. S.
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lugdunensis’i diger benzer KNS’lerden ayirabilmek i¢in PYR (pirolidonil arilamidaz)
testi ve ODC (ornitin dekarboksilaz) testi yapilmaktadir.

2.6.1. Ornitin dekarboksilaz (ODC) testi:

Ornitin dekarboksilaz (ODC) testi, S. lugdunensis' in turiini dogrulamak igin en
faydali testtir. Clnku bu tir ornitin dekarboksilaz pozitif olan tek KNS turudir. 35 °C'
de inkubasyonda glukoz fermente edildiginde sariya doner. Bundan sonra ise tupteki
ornitin dekarboksilatlanarak mor bir renge donmesi ile sonuclanir. Tiip tabani sariya
doner ve ODC duretilmezse sar1 kalir. Pozitif testlerin ¢cogu 6-8 saat iginde tespit
edilebilirken, 24 saatlik inkiibasyondan sonra test okunur. ODC testi, stafilokoklar

tanimlamak i¢in bazi kit sistemlerine dahil degildir ve ek bir test olarak ayarlanmasi
L ———

gerekir [2, 27, 28] (Resim 4).
)
t/
e —
- ‘ '
s

Resim 4: Ornitin dekarbosilaz deneyi: Sol, negatif (S. aureus). Sag, pozitif (S.

lugdunensis)’tir [12].

2.6.2. Pirolidonil Arilamidaz (PYR) testi:
PYR testi KNS’leri tamimlamak i¢in fenotipik bir test olarak kullanilir.
Enterokoklarda oldugu gibi, L-pirolidonil-B-naftilamid, arilamidaz ile L-pirolidon ve
serbest B naftilamide ayrilir ve PYR reaktifi (p-dimetilaminosinamaldehit) ile birleserek

kirmizt renk olusur. Ticari hizli PYR disk testlerinden herhangi biri kullanilabilir.
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PYR'nin hidrolizi, stafilokoklar1 tanimlamak i¢in mevcut olan baz kit sistemlerinde de

mevcuttur [2](Resim 5).

(¥

Resim 5: Pirolidonil Arilamidaz (PYR); Ust negatif test, alt pozitif test [12].

S. aureus ve S. epidermidis, PYR negatiftir, S. haemolyticus, S. intermedius, S.
lugdunensis ve S. schleiferi subsp. schleiferi ise PYR pozitiftir [2, 7].

Stafilokoklarin tanimlanmasi igin ¢ok sayida otomatik ve hizli biyokimyasal
sistemleri mevcut olmasina ragmen, bunlarin dogrulugu degiskendir. Cogu sistem, S.
aureus, S.epidermidis ve S.saprophyticus suslarinin ¢ogunun yani sira S.capitis, S.
haemolyticus, S. simulans, S.lugdunensis ve S.intermedius gibi bazi diger stafilokok
tiirlerini de tanimlayabilmektedir [7].

KNS tdrlerinin belirlenmesi igin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda fenotipik
analizler,polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), real time PCR ve MALDI-TOF MS gibi
daha hizli ve daha spesifik yontemler kullanilmaktadir [8].

S. lugdunensis’i veri tabaninda bulunduran sistemler API-Staph, version 4.0
(bioMérieux), Vitek2 GP, version 4.01 (bioMérieux), Rapid Pos ID (LabProversion 1.6)
(DadeMicroScan, Inc., West Sacramento, CA), Phoenix-100 GPID PMIC/11-100 (BD
Diagnostics), MicroScanConventional Pos ID (LabProversion 1.5) dir. API- Staph ile S.
haemolyticus suslarinin ¢ogu dogru bir sekilde tanimlanirken, S. warneri, S. hominis, S.
capitis ve S lugdunensis izolatlarinin tanimlanmasi % 40 - 75 arasinda degisebilir [2].

S. lugdunensis’in molekiiler tanisinda 16S rRNA gibi yontemlerde kullanmak

mUmkuindr.
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2.7. S. lugdunensis’e benzeyen diger stafilokok suslari:
S. lugdunensis tiir tanimlamasi yapilirken PYR ve ODC testlerinden yararlanilir.

Ancak bazi KNS suslart PYR/ODC pozitif olabilir ve S. lugdunensis ile karistirilabilir.

2.7.1. ODC pozitif, PYR pozitif suslar:
S. lugdunensis ve S. pseudolugdunensis ODC ve PYR pozitif olan KNS’lerdir

12].

2.7.2. ODC negatif, PYR pozitif suslar:
S. haemolyticus, S. intermedius, S. schleiferi subsp. schleiferi ise ODC negatif ve
PYR pozitiftir [2, 7]. Ayrica degisken reaksiyon gosterebilen suslar mevcuttur. Bunlar:
S. auricularis, S. capitis subsp.urealyticus, S. caprae, S. xylosus, S. chromogenes ve
S.kloosii” dir [2].

2.7.3. ODC pozitif, PYR negatif suslar:
S.epidermidis ODC degisken reaksiyon gosterebilir ve PYR negatiftir [2].

2.8. S. lugdunensis’ in antimikrobiyal duyarhhgi:

KNS’ ler, 0zellikle metisilin direnci iceren coklu antimikrobiyal direng

mekanizmalari1 olan nozokomiyal patojenlerdir [29].

S. lugdunensis’ in ise diger KNS' lerin aksine, ¢ogu antimikrobiyal maddelere
kars1 duyarli oldugu goriilmustiir [30-32].

Antistafilokokal antibiyotiklere karsi ¢ok hassastir, ¢iinkii B-laktamaz Uretimi
suglarin sadece %25'inde bulunur ve metisilin direnci ¢ok nadirdir. Ancak bazi S.
lugdunensis suslarinin oksasilin direncini kodlayan mecA genini igerdigi bilinmektedir
[7, 11, 13, 33]. S. lugdunensis enfeksiyonlar1 S. aureus' un neden oldugu enfeksiyonlar
gibi tedavi edilir [8].

S. lugdunensis novobiosin duyarhidir. Polimiksin B direnci degiskendir.
Gecmiste, oksasilin genellikle stafilokok tiirleri i¢in metisilin direncinin saptanmasinda
kullanilmistir. Klavuzlar metisilin direncini saptamak ic¢in sefoksitinin kullanilmasini

Onerir [31].
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KNS’lerdeki metisilin direnci S. aureus suslarina gére ¢ok daha heterotipiktir.
Diger bir deyisle toplumun metisilin direnci gosteren yuzdesi daha azdir. Bu nedenle
metisilin direncini saptamak i¢in kullanilan minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK)
degeri KNS i¢in daha diisiiktiir (S. lugdunensis harig).

Sefoksitin, mecA aracili diren¢ igin daha 1iyi bir indiikleyicidir. S.
lugdunensis 'nin sefoksitin  duyarliligi (metisiline direng) degerlendirirken KNS
olmasina ragmen S. aureus gibi yapilmaktadir [7].

CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute)’a gore S. lugdunensis
antibiyotik duyarliligi diger KNS’ler yerine S. aureus esik degerleri kullanilarak
yorumlanir. CLSI 2005 yilinda S. lugdunensis’ in oksasilin sinir degerini revize ederek,
S. aureus ile ayni sinir degerlerin kullanilmasi gerektigini bildirmistir [3]. Stafilokok
cinsi bakterilerde metisilin direncinin saptanmasi, S. aureus ve KNS’larin 30 pg
sefoksitin diski kullanilarak standart disk difiizyon yontemi (33-35 °C, normal atmosfer)
ile yapilmaktadir. Inkiibasyon siiresi S. aureus, S. lugdunensis icin 16 saat iken diger
KNS’lar igin 24 saattir. Ureme inhibisyon zonu degerlendirmesi de farklidir. S.aureus
ve S. lugdunensis suslari i¢in < 21 mm metisilin direncli (MR), > 22 mm metisiline
duyarli (MS) olarak okunur iken diger KNS’larda ise < 24 mm metisilin direncli (MR)
ve > 25 mm metisiline duyarli (MS) olarak kabul edilmektedir [4]. Dolayisiyla S.
lugdunensis  olarak  tanimlanmayan KNS suglarinda metisilin ~ duyarlilig:
degerlendirilirken hatalar meydana gelmektedir. Ornegin duyarlilik zon caplar1 22-24
mm olan suslar S. lugdunensis ‘te metisiline duyarli kabul edilirken KNS olarak

degerlendirildiginde metisiline direngli olarak bildirilir (Sekil 1).
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S.lugdunensis susu KNS olarak degerlendirilirse...

S.aureus, S.lugdunensis Koagilaz negatif
stafilokoklar

<21 mm MR 22-23-24 mm M5 £24mmMR 225 mm MS

inhibisyon zon ¢api 22 mm, 23 mm ve 24 mm olan 5.lugdunensis suslari KNS olarak dederlendirildiginde
metisilin duyarh oldugu halde yanlislikla metisiline direngli olarak bildirilecektir.

Sekil 1: S. lugdunensis’ in metisiline direncinin degerlendirilmesi

Metisiline direncli kabul edilen suslar ise penisilinler, sefalosporinler
(5.jenerasyon sefalosporinler hari¢) ve karbapenemlere direncli kabul edilmeli ve bu
antibiyotikler tedavide kullanilmamalidir [4].

S. lugdunensis genellikle gentamisin, rifampisin, vankomisin ve eritromisine

duyarlidir ve suslarin <%210'u klindamisine veya fusidik aside direnclidir.

Antimikrobiyallere kars1 duyarliligina ragmen klonal genisleme ve fbl, ica, atl,
vwhbl gibi virtlans faktorlerini tasimasi bu tiirlerin klinik uygulamada g6z ardi

edilmemesi gereken 6nemli bir patojen olmasina nedendir [32].
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3. GERECLER VE YONTEMLER:

3.1. GERECLER:

e Cihazlar:
Calismamizda Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda
bulunan cihazlardan yararlanilmistir:
Otoklav (NUVE)
pH o6lcer
Manyetik karistirict (IKA)
Pasteur firini
BD Bactec cihazi
o Steril Eppendorff tupleri
e Steril ekiivyon ¢gubugu

e Steril plastik 9 mm ¢apinda Petri kutulari

Besiyerleri:

Koyun Kanh Agar (BD, Almanya):

BD Columbia %35 lik koyun kanl1 agar ticari olarak kullanilmistir.
Bilesimi g/l

Kazein 12

Hayvan dokusu peptik
Ozeti

Maya 0Ozeti

Sigir eti Ozeti

Misir nisastasi

g1 P, W W O

Sodyum klorur
Agar 13,5
Defibrine koyun kan %5
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DNAaz (HIMEDIA, Hindistan):

Bilesimi g/l

Kazein enzimik hidrolizat 15
Soya 6zeti 5
Deoksiribonikleik asit (DNA) 2
Sodyum klorur 5
Agar 15

Triptik Soy Agar (TSA) (BD, Fransa):
Bilesimi g/l

Kazein 15

Soya 0zeti 5

Sodyum klorir 5

Agar 15

Mueller Hinton Agar (MHA) (Biolab, Macaristan):
Bilesimi g/l

Et Ozeti 2,0
Kazein hidrolisat 17,5
Nisasta 1,5
Agar 17
DNAaz, TSA ve MHA yapimai:

Toz halinde bulunan besiyerleri {iretici firmanin 6nerdigi sekilde tartilip, 1 litre
distile suda eritilirek manyetik karistirici ile karistirilir. pH’1 dl¢iildiikten sonra (6,8-
7.2) otoklava konularak 121 °C'da 15 dakika steril edilir. Otoklav sonrasinda el degecek

kadar sogutulur ve Petri kutularina dokiiliir.



MIiO (Motility Indole Ornithine Medium) (Biolab, Macaristan):
Bilesimi g/l
Kazein hidrolizat 10

Hayvan peptik 6zeti 16

Maya ozeti 3
L-Ornitin hidroklorir 5
Dekstroz 1
Bromokrezol moru 0.03
Agar 3

1000 ml distile su icinde 31.02 gr siispanse edilir. Tamamen ¢6zmek i¢in 1sitilir. 5 ml
miktarinda tiiplere konulur. 15 dakika boyunca (121 ° C) 15 atmosfer basingta

otoklavlanarak steril edilir. Tiipler dik konumda sogutulur.

PYR (Pirolidonil Arilamidaz) testi (ChemBio, Turkiye):

PYR test stribi: 50 test /strip

Kromojenik soliisyon (PYR Reaktifi) 1 Sise /2,5 ml

Test stripleri L-piroglutamik asid beta naftilamid emdirilmistir. Kromojenik reaktif
solusyonu p-dimetilaminosinnamaldehid i¢ermektedir. Reaksiyon sonucu agiga ¢ikan
beta-naftilamid, PYR reaktifi ile reaksiyona girerek pembe/fusya renk olusumunu

saglar.

API Staph (bioMerieux, Fransa):
Kit igerigi:

25 API Staph stripi

25 inkubasyon kutusu

25 ampul API Staph Medium
Ayiraglar:

-Mineral yag

-VP 1+VP 2

-NIT 1+NIT 2

-ZYM A

-ZYM B

26
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Diskler (Bioanalyse, Turkiye):
Disk diflizyon igin:

CC (Klindamisin): 2 pg

E (Eritromisin): 15 ug

FOX (Sefoksitin): 30 ug

GN (Gentamisin): 10 ug

LEV (Levofloksasin): 5 pug
LZD (Linezolid): 30 pg

P (Penisilin): 10 pg

SXT (Trimetoprim Sulfometoksazol): Trimetoprim 1.25 ug, Sulfometoksazol 23.75 pg
TEL (Telitromisin): 15 pg

Bakteri suslari:

2018-2019 tarihleri arasinda Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji A.B.D.’
na gonderilen kan kiiltiirii 6rneklerinden izolasyonu KNS olarak yapilmis 275 6rnek
calismaya alinmistir. Ayn1 hastadan izole edilen 13 KNS susu ve karisik kontamine olan
12 KNS susu ¢aligmaya alinmamistir. 250 KNS susu degerlendirilmistir (18 yas alti:
119 (%47.6), 18 yas iistii: 131 (%52.4)). Calismamizda ayrica S. lugdunensis ATCC®
49576™ susu S. lugdunensis tiir tamisinda pozitif Kontrol susu ve disk diifiizyon
yonteminde S. aureus ATCC® 25923 kalite kontrol susu olarak kullanilmistir. Tiim
suslar -80 °C’de saklanmistir (Tablo 1).
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Tablo 1: Kan kultirlerinden izole edilen 250 koagulaz negatif stafilokok susun
biyokimyasal ve klinik 6zellikleri

Sus no PYR oDC API Klinik Yas
1 Negatif Negatif - Spina bifida 2
2 Pozitif Negatif S. haemolyticus Hodgkin lenfoma 15
3 Negatif Negatif - Alzheimer 88
4 Pozitif Negatif S. haemolyticus Trafik kazasi 48
5 Negatif Negatif - Over CA 65
6 Negatif Negatif - Akciger CA 62
7 Negatif Negatif - Tiroid CA 36
8 Pozitif Negatif S. haemolyticus D.insipitus+iktiyozis 3
9 Negatif Negatif - HCV sirozu 75
10 Negatif Negatif - Atrial yetmezlik+Pulmoner HT 6
11 Pozitif Negatif S. chromogenes Akciger CA 65
12 Negatif Negatif - Gastroenterit 4
13 Negatif Negatif - Mide CA 87
14 Negatif Negatif - Beyin TM a7
15 Negatif Negatif - Arac disi Trafik kazasi 14
16 Negatif Negatif - Epidermolisis Bullosa 2 Ay
17 Pozitif Negatif S. haemolyticus Epilepsi 1
18 Negatif Negatif - Sellit 67
19 Negatif Negatif - KLL 69
20 Pozitif Negatif S. haemolyticus Serebral palsi 6
21 Negatif Negatif - Demans, Parkinson 67
22 Negatif Negatif - Adrenal yetmezlik 1
23 Negatif Negatif - KLL 86
24 Negatif Negatif - Epilepsi 20
25 Negatif Negatif - Metabolik hastalik 2
26 Negatif Negatif - Notropeni YD
27 Negatif Negatif - Toxo pozitif anne YD
28 Negatif Negatif - Pnémoni 64
29 Negatif Negatif - MDS, Febril ndtropeni 72
30 Negatif Pozitif S. epidermidis AML 56
31 Negatif Pozitif S. epidermidis Parkinson 54
32 Negatif Pozitif S. epidermidis HCV sirozu 72
33 Negatif Negatif - KLL 60
34 Negatif Negatif - Malignite 42
35 Negatif Negatif - Mitokondriyal Hastalik 2
36 Negatif Negatif - Retinablastom 1
37 Negatif  Negatif - Uftirim 6
38 Negatif Negatif - Prostatit 48
39 Negatif Negatif - FMF 1
40 Negatif Negatif - Goldenhar Sendromu 7
41 Negatif Negatif - Yumusak doku TM 2
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43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif

Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif

Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
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: ODC ve PYR testi birlikte negatif olan suglara API Staph testi yapilmamustir.
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3.2. YONTEMLER

Saklanan KNS suslar1 6nce TSA besiyerine ekilmistir. 36 & 2 °C’da, ortalama
18-24 saatlik inkiibasyon sonrasinda tireyen bakterilere ODC ve PYR testi yapilmustir.

3.2.1. Ornitin Dekarboksilaz (ODC) testi:

Ornitin dekarboksilaz testi MIO besiyeri ile degerlendirilmistir. Bu ¢alismada
Gram negatif bakteri tanimlamada kullanilan MIO besiyerinin pH’1 6,5+0,2 den
5,6+0,2’ye ayarlanmustir. Stafilokok kiiltiiriinden 6ze ile aliarak MIO besiyerine ekim
yapilmustir. 36 + 2 C° de 24 saatlik inkiibasyon sonucunda degerlendirilmis olup Sari
renk ornitin dekarboksilaz testinin negatif, mor renk ise pozitif olarak gozlemlenmistir
[2]. S. lugdunensis ATCC® 49576 ™ pozitif kontrol susu olarak, S. epidermidis hasta

susu negatif kontrol olarak kullanilmistir (Resim 6).

3.2.2. PYR (Pirolidonil Arilamidaz) testi:

PYR testi pirolidonil arilamidaz enzimine bakilarak spesifik bakterilerin
belirlenmesinde kullanilan hizli bir yontemdir [2]. Test firmanin 6nerdigi sekilde
yapilmistir.

Strip tiipii oda sicakligina gelene kadar beklenir. Kanli agar gibi se¢ici olmayan
bir ortamda iiretilmis kiiltiirden bir 6ze ile 2-3 koloni alinarak strip reaksiyon alanina
yayilir. Strip tizerine 1 damla distile su damlatilir. En az 2 dakika bekledikten sonra 1
damla kromojenik soliisyon damlatilir. Yaklasik 30-60 saniye iginde sonug belirlenir.

Reaksiyon sonucu mavi veya renk degisikligi yok ise test negatif olarak
degerlendirilir. Pembe veya fusya renk degisimi gorulir ise test pozitif olarak
degerlendirilir (Resim 7). S. lugdunensis ATCC® 49576 ™ pozitif kontrol susu olarak, S.

epidermidis hasta susu negatif kontrol olarak kullanilmistir.
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Resim 6: MIO, Resim 7: PYR,

Solda: Negatif 6rnek: Sar1 Pembe/fugya renk: Pozitif 6rnek,
Sagda: Pozitif 6rnek: Mor Renksiz: Negatif 6rnek

3.2.3. API Staph ile identifikasyon:

Kit Staphylococcus, Micrococcus ve Kocuria cinsi bakterilerin biyokimyasal
ozelliklerine dayanarak tanimlanmasinda yardimci olan ticari bir yontemdir. Test
firmanin 6nerdigi sekilde yapilmistir (Resim 8).

API Staph Medium’a bakteri susundan 0.5 McFarland ayarlanarak eklenmis ve
pipet ile API Staph stribine inokule edilmistir. ADH ve URE mikrotlplerine mineral
yag eklenmistir. Inkubasyon edilecek kutuya 5 ml distile su eklenerek 36 °C’ de 18-24
saat inkube edilmistir. Strip okunurken VP, NIT, PAL testlerine sirasiyla VP1 ve VP2,
NIT1 ve NIT2, ZYM A ve ZYM B eklenerek 10 dakika sonunda sonug

degerlendirilmistir.
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Resim 8: API Staph deneyi gosterilmektedir

3.2.4. Antibiyotik Duyarhlik Deneyleri:

Antibiyogram yapilirken CLSI Onerileri temel alinarak Kirby-Bauer disk
diflizyon yontemi uygulanmis olup yorumlanmasi CLSI standartlarina gore yapilmigtir
[4].

Calismaya alinan suslarin MHB besiyerinde 0.5 McFarland yogunlugunda
hazirlanan siispansiyonlart MHA besiyerine ekilmistir ve diskler konulmustur. 24 saat
35°C’de inkiibasyondan sonra, inhibisyon zonu 6lgiilmiistiir. Disk diifiizyon yonteminde
kalite kontrol susu olarak S. aureus ATCC® 25923 kullanilmustir.

S. lugdunensis’in degerlendirilmesi CLST’1n 6nerdigi sekilde S. aureus gibi

yapilmistir. Diger KNS’ler ise KNS gibi zon ¢aplari degerlendirilmistir[4].
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4. BULGULAR

Calismamiza kan kiltlrlerinden izole edilen 250 KNS susu dahil edilmistir.
KNS suslarina ODC, PYR ve disk difiizyon yontemi ile antibiyotik duyarlilik deneyleri

yapilmistir. Sonuclar agsagida belirtilmistir.
4.1. ODC ve PYR birlikte pozitif olan KNS suslari:

Calismamizda 250 KNS susunun higbirinde boyle bir 6zellik goriilmemistir.
Dolayisiyla S. lugdunensis susu saptanmamustir.
4.2. ODC pozitif ve PYR negatif olan KNS suslari:

250 KNS susunun 5’inin (%2) ODC pozitif ve PYR negatif oldugu saptanmustir.
Bu suslar API Staph ile yapilan tanimlamada S. epidermidis olarak bulunmustur.
4.3. PYR pozitif ve ODC negatif olan KNS suslari:

250 KNS susunun 17’si (%6,8) PYR pozitif ve ODC negatif olarak saptanmaistir.
Bu suslarin API Staph ile yapilan tanimlamasinda 14’1 S. haemolyticus ve 371 S.

chromogenes olarak tanimlanmustir.

4.4. PYR ve ODC negatif olan KNS suslar:

250 KNS susunun 228’1 (%91,2) PYR ve ODC negatif olarak tanimlanmistir. Bu
suglar S. lugdunensis tanimlanmasinda karistirtlmadigi i¢in API Staph deneyi ve tiir

tanimlamasi yapilmamuistir.

4.5. Disk diftizyon yontemi:

Calismaya dahil olan 250 KNS susundan ODC, PYR ve API Staph sonucuna
gore 14’ i S. haemolyticus, 5’ i S. epidermidis ve 3’1 S. chromogenes olmak (izere
toplam 22 klinik sus ve bir standart S. lugdunensis ‘e disk diflizyon yontemi

uygulanmustir. Sonuglar: Tablo 2’de gosterilmistir.
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Tablo 2: Kan kilturlerinden izole edilen 22 klinik koagulaz negatif stafilokok sus ve bir
standart S. lugdunensis ATCC 49576 susunun disk difiizyon yontem sonuglari

Sus no Bakteri adi FOX| P E| CC| LEV| SXT| GN| TEL| LzD

S. lugdunensis ATCC®

49576™ Du| Di| Du| Du| Du| Du| Du| Du Du
2 S. haemolyticus Di| Di| Di Di Di Di Di 0] Du
4 S. haemolyticus Di| Di| Di Di Di Di Di Du Du
8 S. haemolyticus Di| Di| O Di Di 0] Di Du Du
11 S. chromogenes Di| Di| Di Di Di Di 0 Di Du
17 S. haemolyticus Di| Di| O Di Di O Di Du Du
20 S. haemolyticus Di| Di| Di Di Di 0] Di 0 Du
30 S. epidermidis Di| Di| Du| Du Di Di| Du Du Du
31 S. epidermidis Du| Di| Di| Du| Du| Du Du Du Du
32 S. epidermidis Di| Di| Di O| Du| Du Du Du Du
49 S. haemolyticus Di| Di| Di Di Di 0] Di Du Du
55 S. haemolyticus Di| Di| Di Di 0 0] Di Di Du
86 S. epidermidis Di| Di| Di Di Di Di| Du Di Du
94 S. haemolyticus Di| Di| Di Di Di Di Di Di Du
115 S. epidermidis Di| Di| Di Di Di 0] Di Du Du
124 S. haemolyticus Di| Di| Di Di Di O| Du Di Du
148 S. haemolyticus Di| Di| Di Di| Du Di 0 Du Du
160 S. haemolyticus Di| Di| Di Di Di 0 Di Du Du
174 S. chromogenes Di| Di| Di| Du Di Di Du Du Du
181 S. haemolyticus Di| Di| Di 0] Di Di Di Du Du
202 S. haemolyticus Di| Di| Di Di Di 0 Di Du Du
218 S. haemolyticus Di| Di| Di Di Di 0] Di Du Du
237 S. chromogenes Du| Di| Di| Du| Du Di| Du Du Du

Kisaltmalar: Di: Direngli, Du: Duyarli, O: Orta Duyarl

Bu sonuclara gore 22 sustan 20’si metisilin direngli ve ikisi (biri S. epidermidis,
digeri S. chromogenes) metisiline duyarli olarak saptanmistir. Metisiline direngli ve
duyarli olan suslarin tamami penisilin diren¢li saptanmistir. Yirmi iki susun 19’ u
eritromisin diren¢li iken, ikisi orta duyarli ve biri duyarli saptanmistir. On altist
klindamisine direncli, dordii duyarli ve ikisi orta duyarli bulunmustur. Levofloksasine
17> si direngli, dordu duyarli ve biri orta duyarlidir. On sus trimetoprim-
sulfametoksazole direncli, 10 orta duyarl: ve iki duyarli saptanmigtir. Telitromisine 15
duyarl, bes direncli ve iki orta duyarli sus saptanmistir. On U¢ sus gentamisine direncli

iken, yedi duyarli ve iki orta duyarli bulunmustur. Yirmi iki sustan tamami linezolid
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duyarl bulunmustur. S. haemolyticus suslart ¢ogu antibiyotige direngli bulunmustur. Bir
S. epidermidis ve bir S. chromogenes susu penisilin ve eritromisin direncli iken
metisilin duyarli bulunmustur.

250 KNS Uremesi olan hastanin kan kiiltiiriinden izole edilen S. chromogenes,

S. haemolyticus ve S. epidermidis suslarinin kliniklere gére dagilimlari ise:

On dort S. haemolyticus suslarindan; 22 atesli hastanin birinde, dokuz metabolik
bozuklugu olan hastadan birinde, yedi epilepsi hastasinin birinde, bes Kronik
Lenfositer Lésemi (KLL) tanili hastadan birinde, dort bobrek hastasindan birinde , ii¢
Kronik Miyoloid Lésemi (KML) hastasindan birinde, iki fenilketoniri hastasindan
birinde, hormonel bozuklugu olan bir ¢cocuktan, diyabetik insipidus olan bir hastadan,
Hodgkin lenfoma olan bir hastadan, nefrotik sendromlu bir hastadan, niks Akut
Lenfoblastik Lésemi (ALL)’li bir hastadan, serebral palsi olan bir hastadan ve trafik

kazas1 geciren bir hastadan izole edilmistir (Grafik 1).

Bes S. epidermidis susu ise; 22 atesli hastanin birinde, iki HCV sirozu olan
hastanin birinde, bir Langerhans hucreli histiyositoz hastadan, bir Akut Miyoloid
Lésemi (AML)’li hastadan ve bir Parkinson hastasindan izole edilmistir (Grafik 2).

Ug S. chormogenes susu ise; 22 atesli hastanin birinde, yedi maligniteli hastanin
birinde ve dort akciger kanserli hastanin birinde izole edilmistir (Grafik 3).

Calismamizda en direngli sus ates sikayeti ile gelen bir yasindaki hastada tek
siseden izole edilen 94 numarali S. haemolyticus susudur. En duyarli sus ise 56
yasindaki AML hastasindan izole edilen 31 numarali S. epidermidis susudur.

S. lugdunensis ATCC 49576 susu sadece penisilin direngli bulunmustur, diger

antibiyotiklere duyarli bulunmustur.
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Grafik 1: Kan kdlturinden izole edilen S. haemolyticus suslarinin (14 sus) hasta

klinigine gore dagilimu.

25

20

15

10

Hasta sayisi

D e > 3 NG & 2 & 2 N > >
N R P S -Q\b\\) o 8~°® \b‘} \Q%cg &4
"}\ R ‘_\\ & \0‘5\' &8 \QS‘ & é'o & RQ{-‘L
& P @ & H¥ o A O
o 0 A 2 S PN
~<§’\\ QP & S & o&’ «° 9
& & <)<¢f Y P
<

B Toplam koagulaz negatif stafilokok Gireme olan hasta sayisi

B S.haemolyticus

Grafik 2: Kan kilturinden izole edilen S. epidermidis suslarinin (5 sus) hasta klinigine

gore dagilimi.
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Grafik 3: Kan kulttriinden izole edilen S. chromogenes suslarinin (3 sus) hasta klinigine

gore dagilimu.
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Calismamizda en etkili antibiyotikler ise sirasiyla; LZD (%100: 22/22 sus), TEL
(%77.3: 17/22 sus), GEN (%59.0: 13/22 sus), SXT (%54.5:12/22 sus), CC (%27.2: 6/22
sus), LEV (%22.7: 5/22 sus), E (%13.6: 3/22 sus) ve P (%0: 0/22 sus) olarak
saptanmistir (Grafik 4).
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Grafik 4: Cesitli antibiyotiklerin kan kiiltiiriinden izole edilen koagulaz negatif

stafilokok suslarina Kars1 etkinliginin dagilimu.
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5. TARTISMA

Son zamanlarda, S. lugdunensis, koagulaz pozitif olan S. aureus ve koagulaz
negatif olan S. epidermidis grubu arasinda “orta konumda” olan ve her iki grubun klinik
Ozelliklerini gosteren KNS tirt olarak bilinir hale gelmistir [1].

S. lugdunensis, 0zellikle endokardit ve cilt/yumusak doku enfeksiyonlarina
neden olan 6nemli bir patojen olarak ortaya ¢ikmustir [2]. S. lugdunensis’ in S. aureus' a
benzer oldugu ve protez kapak endokarditi, cilt/yumusak doku enfeksiyonlari, adenit,
bakteriyemi, okiler enflamasyon, idrar yolu enfeksiyonu, fulminan kapak endokarditine
neden oldugu bildirilmistir. [8]

Calismamizda S. lugdunensis’ i arastirmamizin sebebi kan kdltlrlerinde tir
tanimlamasi yapilmadan hatali olarak KNS seklinde bildirilmesidir. Bu bakterinin KNS
oldugu halde antibiyotik duyarlilik deneyinin S. aureus gibi degerlendirilmesi
gerekmektedir.

Literatirde S. lugdunensis icin Tirkiye’ de yapilmis genis ¢aligmalar
bulunmamaktadir. Bildigimiz kadariyla, caligmamiza benzer sekilde, sadece kan
kalturinde izole edilen KNS’ lerde S. lugdunensis arastirilmasi ile ilgili bir ¢alisma

yoktur.

Calismamizda kan kiiltiiriinden izole edilen 250 KNS susunda S. lugdunensis ve
benzeri bakterilerin arastirilmast ve antibiyotiklerin duyarlhiliklarnin belirlenmesi
amaglanmistir. Sonucunda 250 KNS susunun 14(%5,6)t S. haemolyticus, 5°(%2)’i S.
epidermidis ve 3(%1,2)’i S. chromogenes olmak (izere toplam 22 sus elde edilmistir.
Calismamizda tiirlerin tanisinda ODC, PYR ve API Staph testleri kullanilmistir. ODC
ve PYR’nin birlikte pozitif olmasi S. lugdunensis igin yeterli kabul edilmistir.
ODC/PYR tek basina pozitif olmast S. lugdunensis tanisin1 uzaklastirip benzer S.
epidermidis, S. haemolyticus ve S. chromogenes gibi diger tiirleri akla getirmistir. TUr

tanisin1 dogrulamak igin API Staph kiti ayrica kullanilmistir.

2003 yilinda Arjantin’de yapilan bir ¢calismada “bes testli basit sema” yontemi
ile klinik orneklerde en sik izole edilen KNS tirlerinin tanimlamasinda referans
yontemle iyi bir korelasyon oldugu gosterilmistir. Bu basit semada novobiyosin direnci,

ureaz, D-mannoz, PYR ve ODC testleri kullanilmistir. Bu yontemin KNS tdrlerinin ve
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tir gruplarinin tanimlamast i¢in herhangi bir klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda
faydali olacagini belirtmiglerdir [29].

Hindistan’da Goyal ve ark. 2006’daki ¢alismada 102 KNS susunu pratik olarak
sematize etmislerdir. TUp koagulaz testi, ODC testi, novobiyosin duyarlilig1 bakarak tiir
tayini yapmuglardir. KNS’ lerin patojenik potansiyelinin artmasi ve ila¢ direncinin
ortaya c¢ikmasi nedeniyle, basit laboratuvar prosediirlerinin benimsenmesi gerektigini

vurgulamislardir [34].

2007 yilinda Kore’de Shin ve ark.’lar1 358 KNS izolatinda ti¢ adet S.
lugdunensis saptamiglardir. Bu ¢ izolattan biri PYR pozitif ve ikisi ODC pozitif olarak
bildirilmistir. Iki izolat da API Staph ile tanimlanabilmistir [35].

Singapurda Tan ve ark.” lar1 2008” deki ¢alismalarinda Kklinik 6rneklerden izole
edilen 106 KNS susundan 46’ smin S. lugdunensis oldugunu bildirmislerdir. ODC ve
PYR test protokolu ile S. lugdunensis suslarinin tiimiiniin dogru tanimlandigini
bildirmislerdir [36].

Isvigre’ de 2008’ deki bir ¢alismada S. lugdunensis ve S. aureus bakterileri
yanlis tanimlanabilir ve bu ylizden birbirinden ayirmak i¢in tiip koagiilaz testi yapilmasi
gerektigini vurgulamislardir. S. lugdunensis bir kiimelenme faktort yapabilir ve / veya
termostabil bir DNaz (Uretebilir diye belirtmislerdir. Cok agresif bir stafilokok
endokardit formuyla karsilasilirsa, S. lugdunensis enfeksiyonu olasiligi akilda tutulmasi
gerektigini bildirmiglerdir [31].

Tayvan’da Yen Liu ve ark.’lart 2010 yilinda yaptiklar1 derlemelerinde S.
lugdunensis’in ciddi infektif endokardit etkeni oldugunu ve arastirilmasinda PYR ve
ODC testlerinin bakilmasinin 6nemini vurgulamislardir [16].

Ingiltere’de Elamin ve ark.’lar1 2015 yilinda yaymladiklar1 bir ¢alismada 24
ayda cesitli 6rneklerden (kan, idrar, gastrik sivi ve solunum 6rnegi) toplam 20.806 KNS
cinsi bakteride MALDI-TOF MS ile 559 S. lugdunensis izole etmistir. Ayni ¢alismada
onceki 24 aylik zaman diliminde konvansiyonel yontemler kullanilarak sadece 31 izolat
tanimlanmistir. MALDI-TOF MS kullanilarak yapilan tiir diizeyinde tanimlamayla, S.
lugdunensis en yaygin 6. KNS izolat1 olarak bildirilmistir [37].

Tirkiye’deki bir ¢alismada Diindar ve ark’lart 2006-2009 yillar1 arasindaki
cogunlugu deri ve yumusak doku 6rneklerinde tespit edilen 41 S. lugdunensis susundan

21 susa tekrar kiiltiir yaparak tlp koagulaz, DNaz, PYR ve ODC bakmislardir. Butin



45

suglar PYR pozitif iken, ODC pozitifligi %90 olarak saptanmistir [25]. Bu ¢alismada
ODC negatif suglarin mutant sus olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bir KNS olan S. lugdunensis, S. aureus kadar zararli ve yikicidir. Bu nedenle, S.
lugdunensis'in  enfeksiyonun klinik seyri sirasinda, Ozellikle steril bolgelerde
stiphelenilmesi durumunda, tiirlerin hizli bir sekilde belirlenmesi hayat kurtaricidir [12,
25].

Ulkemizde Celebi ve ark.’lar1 2009 yilinda S. lugdunensis endokarditinde,
bakterinin doku nekrozuna yol agan agresif viriilans 6zellikleri nedeniyle, tek basina
antibiyotik tedavisi veya gecikmis kardiyak cerrahinin ¢ogunlukla yetersiz kaldigini
bildirmistir. Bu nedenle S. lugdunensis’e bagli enfektif endokardit tedavisinde erken

kardiyak cerrahinin her zaman g6z 6énunde tutulmasi gerektigini bildirmislerdir [38].

Isve¢’te 2005 yilinda 39 S. lugdunensis izolatindan %15.4°0 beta laktamaz

pozitif bulunmustur. Bir izolat ise klindamisin pozitif olarak bildirilmistir [17].

A.B.D.’de Kleiner ve ark.’ larinin 2010 yilindaki ¢alismasinda bir senede steril
viicut sivilar1 ve yara Orneklerinde 576 KNS’de 42 S. lugdunensis izole etmislerdir.
Hastalarin iigte birinde yakin zamanda travma veya cerrahi islem gegirilmis olmasina
ragmen, neredeyse yarisinda dnemli bir komorbid durum bildirilmemistir. Bu ¢alismada
S. lugdunensis’ in saglikli eriskinlerde 6zellikle yumusak doku ve deri enfeksiyonlarina
yol agtig1 bildirilmistir [39].

Kore’de 2010 yilinda yapilan bir calismada 10 yilda 63 S. lugdunensis susu izole
edilmis ve 15’ inde bakteriyemi saptanmistir. S. lugdunensis bakteriyemisi olan hastalar,
endokardit ve kateterle iliskili enfeksiyonlarin varligi agisindan degerlendirilmesi
gerektigini ancak S. lugdunensis bakteriyemisine bagli 6liim riskinin diisik oldugu
bildirilmistir [30].

Kan kltiriinde tek bir pozitif kiltirde S. lugdunensis saptanmasinin énemini
vurgulayan ilk ¢alisma 2011 de Fadel ve ark.’ lar1 tarafindan yapilmistir. Calismada kan
kaltird olan olgularin %45' inde S. lugdunensis bakteriyemisinin goriilmesi nedeniyle,
klinik laboratuvarlarda KNS saptanan tiim kan kiiltiiri izolatlarinda S. lugdunensis’in
taranmas: gerektigi ve kultlrlerin kontaminasyon olarak simiflandirilmamasi gerektigi

One stirtilmistiir [24].
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S. lugdunensis’in agresif endokardit etkeni olarak bilinmesine ragmen, 2015
yilinda Elamin ve ark.’lar1 ¢alismalarinda S.lugdunensis bakteriyemisinin her zaman
klinik sendrom veya sepsise yol agmadigini bildirmislerdir [37].

2017°de Fransa’da yapilan calismada S. lugdunensis’in S. aureus'a benzer
yuksek bir virtilans seviyesi gostermese de viriilansinin diger tim KNS'lerden daha
yuksek oldugu ve bakterinin virulans faktorlerinin klinik goézlemlerle baglantili

mekanizmalarla a¢iklanmaya devam edilmesi gerektigini bildirmislerdir [13].

Tiirkiye’de 2006 yilinda Koksal ve ark.’larimin yaptigi bir ¢alismada 1999-2006
yillar1 arasinda kan kiiltiirlerinden 200 KNS susu izole etmisler ve tanimlamiglardir. En
yaygin tir S. epidermidis (%43,5:87/200) dir. Bunu takip edenler sirasiyla S.
haemolyticus (%11.5 :23/200), S. hominis (%9.5: 19/200), S. lugdunensis (%9: 18/200),
S. capitis (%7.5:15/200), S. xylosus (%5:10/200), S. warneri (%4: 8/200), S.
saprophyticus (%2.5:5/200), S. lentus (%2.5:5/200), S. simulans (%2:4/200), S.
chromogenes (%1.5:3/200), S. cohnii (%0.5:1/200), S. schleiferi (%0.5:1/200) ve S.
auricularis (%0.5:1/200) olmustur. Metisiline diren¢ KNS suslarinin %67.5‘inde tespit
edilmistir. Caligmalarinda 6zellikle hastane ortaminda ¢ok direngli bakterilerin ortaya
cikmasini ve yayilmasini Onleyen enfeksiyon kontrol Onlemleriyle nozokomiyal
stafilokoklarin  antibiyotik  diren¢ egilimlerini izlemenin 6nemli oldugunu
gostermislerdir [40]. Calismamizda ise MR oranimiz daha yiiksek (%90.9: 20/22 sus),
S. haemolyticus (%5.6: 14/250), S. epidermidis (%2: 5/250) ve S.chromogenes (%1.2:
3/250) oraninin ise daha diisiikk oldugu saptanmistir. Calismamizda hi¢ S. lugdunensis

izole edilmemistir.

Kore’de Shin ve ark.’lart 2007 yilinda yaptiklari ¢alismada 358 KNS’de
saptanan U¢ S. lugdunensis susunun tiimiiniin B-laktamaz firettigini ve penisiline

direngli oldugunu bildirmislerdir [35].

2009 yilinda ABD’de yapilan bir ¢alismada Kathie ve ark.’lart nozokomiyal
KNS izolatlarinin genellikle metisiline ve tim B-laktam antibiyotiklere direng saglayan

mecA genine sahip oldugunu bildirmistir [20].

Kleiner ve ark.’lar1 2010 yilinda yaptiklari ¢aligmada S. lugdunensis’in ¢ogu
antimikrobiyal ajana duyarli olarak bilinmesine ragmen antibiyotik direncinin

gelismekte oldugunu bildirmislerdir. Calismalarinda S. lugdunensis izolatlarinin sadece
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%45’inin tim antibiyotiklere duyarli oldugunu bildirmislerdir. Bir izolatta ise

klindamisin, sefazolin ve oksasilin direnci bildirilmistir [39].

Kore’de 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada 14 S. lugdunensis susundan 12’si
penisilin direngli bulunmustur. Do6rt S. lugdunensis susunda ise oksasilin direnci

saptanmistir [30].

Brezilya’da 2011 yilinda Keim ve ark.’larinin yaptigi bir ¢alismada klinik olarak
onemli KNS izolatlarinin prevelansina bakilmistir. 1998-2002 yillarinda 191 hastadan
204 KNS izole edilmistir. En sik izole edilen tir %34 ile S. epidermidis’dir. KNS’ lerin
metisiline direng insidanst ise %38 olarak saptanmistir. Yazarlar KNS
enfeksiyonlarinda klinik olarak ©Onemli olanlar ile olmayanlari ayirmak igin

smiflandirma yapilirken siki kriterlerin uygulanmasi gerektigini belirtmislerdir [41].

2014 yilinda Becker ve ark.’lar1 ¢alismalarinda S. epidermidis ve S.
haemolyticus bakterilerinin aksine diger klinik 6nemi olan KNS’lerin genellikle
oksasiline daha az direngli oldugunu belirtmislerdir [1]. Calismamizda da 22 sustan 20

si (%90.9) metisiline direngli bulunmustur.

Tayvan’da 10 yilda toplanan S. lugdunensis izolatlarinin antimikrobiyal direng
genlerini molekiiler olarak arastiran Yeh ve ark.’lar1 6zellikle 2009°dan sonra metisiline

direncin arttigini bildirmislerdir [42].

2015 yilinda S. haemolyticus ile ilgili yapilan bir derleme galismada Czekaj ve
ark.’lar1 kuvvetli virulans faktorleri olmamasina ragmen, antimikrobiyallere g¢oklu
direnc goOstermesi nedeniyle S. haemolyticus 'un KNS’ler arasinda 6nemli bir yeri
oldugunu belirtmislerdir. Yazarlar direng genlerinin transfer mekanizmalari ile ilgili

ileri galigsmalar gerektigini vurgulamiglardir [43].

Fransa’ da 2016 yilinda yapilan bir ¢alismada periprostetik eklem infeksiyonlu
88 hastada iyilesme oranlart S. lugdunensis %89, S. aureus %83 ve S. epidermidis’ de
%97 bulunmustur. Ancak S. epidermidis ‘in diger iki bakteriden penisilin, metisilin ve
klindamisin antibiyotiklerine karsi direncinin ¢ok daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Linezolid ise hepsinde duyarli bulunmustur [44]. Calismamizda S. epidermidis
suslarinin tamami penisiline direncli, bes susun dordii metisiline direncli ve ikisi

klindamisin direngli bulunmustur.
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Hindistanda 2016 yilinda yapilan bir ¢alismada Singh ve ark.’lart 42.693 kan
kiiltiirtinden 59 KNS susu izole etmislerdir. En sik S. haemolyticus (%47.5), ikinci
siklikta ise S. epidermidis (%33.9) izole edilmistir. Tim KNS’lerin %57.6’s1 metisilin
direngli olarak saptanmistir. Bu c¢alismada KNS’lerin yuksek antibiyotik direnci

gostererek tedavi seceneklerini sinirladigl vurgulanmistir [45].

2018’ de Bora ve ark.’lar1 120 KNS izolatinda sirastyla en sik S. epidermidis, S.
haemolyticus ve S. lugdunensis bakterilerini saptamislardir. Antibiyotik direnclerinin
penisilin ve kotrimoksazolde artisini, linezolid igin ise %100 duyarli kaldigini 120 KNS
susu lizerinden bildirmislerdir. Duyarli olan antibiyotiklerin yedek olarak tutulmasi
gerektigi ve akilllica kullanilmasi gerektigini bildirmislerdir. Ayrica personele el hijyeni
talimatinin verilmesi gerektigine deginmislerdir [46]. Calismamizda tiir tanisi yapilan
22 KNS susun tamami linezolid duyarli ve penisilin direngli ,ayrica suslarin %54.5’u

kotrimoksazole duyarli saptanmustir.

Calismamizdaki antibiyotik duyarlilik deneyimizde penisilin %100 direncli iken,
linezolid %100 duyarli olarak bulunmustur. Bu baglamda antibiyotik tedavisinde
duyarlilik paterninin dikkate alinarak ve antibiyotigin akillica kullanilmasi gerektigi

sonucuna varilmistir.

Izole edilen 22 KNS tiriiniin klinigine gére dagiliminda S. haemolyticus ve S.
chromogenes’ in kanser ve immiinsuprese hastalarda daha baskin oldugu belirlenmistir.
Ornegin S. haemolyticus izole edilen 6 hastanin (3 KML,1 ALL, 1 niiks ALL ve 1
Hodgkin lenfoma) dérdinde ve S. chromogenes’in ise 11 hastadan (7 malignitesi olan
ve 4 akciger kanseri) ikisinde etken oldugu saptanmustir. S. epidermidis ise 5 hastadan

AML’1i 1 hastanin kanindan izole edilmistir.

S. lugdunensis’ in antibiyotik duyarlilik deneyinin diger KNS’lerden farkli
degerlendirilmesi ve virulan bir bakteri olmasi bu ¢alismadaki amaglarimizdan birini
olusturmaktadir.

Calismamizda S. lugdunensis susunun saptanamamasi, bu bakterinin kan kiiltiir
orneklerindeki oraninin diisiik oldugunu ve sus sayisini artirmak i¢in ¢alisma siiresinin
bir yildan daha uzun olmasi gerektigini diisiindirmektedir. Bu bakterinin antibiyotik
duyarlilik deneyinin yorumlanmasinin farklili§i ve hastanin klinigi dikkate alinarak
degerlendirildiginde onemli oldugu vurgulanmistir. Ayrica S. lugdunensis tir tanisi

yapilirken S. haemolyticus, S. epidermidis ve S. chromogenes gibi benzeri bakterilere
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ODC ve PYR deneyi yapilmasi ve gerekirse API Staph ile dogrulanmasi gerekir.
Antibiyotik duyarlilik deneylerinin yapilmasi tedavinin dogru yonlendirilmesi igin
onemlidir. Calismamizda metisilin diren¢ oranmmimmizin yiiksek oldugu ve ampirik
tedavide penisilin, sefalosporin gibi beta-laktam antibiyotiklerin kullanilmamasi1 onun
yerine linezolid, telitromisin veya gentamisin gibi antibiyotiklerin kullanilmasi daha

dogru segenek olarak diigtiniilmustdr.
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