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STAPHYLOCOCCUS AUREUS UZERINE VANKOMISININ SUBMINIMAL INHIiBIiTOR
KONSANTRASYON VE MINIMAL INHIBITOR KONSANTRASYONLARDA
VIRULANSA ETKISI
Dokuz Eyliil Universitesi,

Saghk Bilimleri Enstitiisii,

Ece SOKMEN,

ece.sokmen @ogr.deu.edu.tr

OZET
Amag: Vankomisinin Staphylococcus aureus ATCC 25923’1in virulansini nasil etkiledigini
gozlemlemektir. Virulans faktorleri degerlendirilirken vankomisinin minimum inhibitor
konsantrasyonun (MIK) iist degerleri (supra-MIK), MIK degerleri ve sub-MIK degerlerinde,
hemoliz, lipaz, proteaz, tiip koagiilaz, lam koagiilaz, lateks aglutinasyon ve biyofilm virulans

faktorleri olarak degerlendirmeye alinmistir.

Yontem: Mikrodilusyon yontemi ile Staphylococcus aureus ATCC 25923 igin vankomisinin
en diisiik baskilayic1 yogunlugu (MIK’i, minimal inhibisyon konsantrasyonu) bulunmustur.
Ardindan MIK alt1 (sub-MiK), MIK ve MIK iizeri (supra-MIK) yogunluklarda hemoliz,
lipaz, proteaz, biyofilm, koagiilaz, lateks aglutinasyon olusturmasina bakilmistir. Yumurtali
besiyerinde lipaz, yagsiz siit tozlu besiyerinde proteaz, %5 koyun kanli besiyerinde hemoliz
ozellikleri incelenmistir. Tiip koagiilaz yontemiyle salinan koagiilaz, lam koagiilaz yontemiyle
bagl koagiilaza ve lateks aglutinasyon ile protein A ve kiimelestirici faktoriin (“clumping

factor”) varligina bakilmistir. Biyofilm olusumu kristal viyole yontemi ile incelenmistir.

Bulgular: Vankomisinin MIK degeri Staphylococcus aureus ATCC 25923 igin 1pg/ml
bulundu. Lam koagiilaz vankomisinin MIK(1pg/ml), %50 MIK (0,5 png/ml), %25 MIK (0,25
pg/ml) ve %12,5 MIK (0,125 pg/ml) degerlerinde pozitif bulunmustur. Lateks aglutinasyon
%50 MIK (0,5 pg/ml), %25 MIK (0,25 pg/ml) ve %12,5 MIK (0,125 pg/ml) degerlerinde
pozitif bulunmustur. Tiip koagulaz %50 MIK (0,5 pg/ml), %25 MIK (0,25 pug/ml) ve %12,5
MIK (0,125 pg/ml) degerlerinde 2. saatten itibaren pozitif bulunmustur. Lipaz MIK(1ug/ml),
%50 MIK (0,5 pg/ml), %25 MIK (0,25 ug/ml) ve %12,5 MIiK (0,125 pg/ml) degerlerinde
pozitif bulunmustur. Proteaz supra-MIK, MIK ve sub-MIK’lerde pozitif gdzlenmistir.
Hemoliz supra-MIK, MIK ve sub-MIK’lerde pozitif gézlenmistir. Biyofilm %50 MIK (0,5



pg/ml), %25 MIK (0,25 pg/ml) ve %12,5 MIK (0,125 pg/ml) degerlerinde pozitif

bulunmustur.

Degerlendirmeler: Staphylococcus aureus ATCC 25923, vankomisine maruz kaldiktan sonra
kat1 besiyerinde iireme yetenegini kaybetmedigi taktirde lipaz, proteaz ve hemoliz
ozelliklerinin varhigint aynen korumustur. Calismamizda, Staphylococcus aureus’un
mikrocevre kosullarint olusturan vankomisinin varliginda, bakterinin davranislarinin

(fizyopatolojisinin) degismedigi gézlemlendi.

Tartisma: Bu calismada elde edilen sonuglar bize, daha sonra yapilabilecek olan ¢ogunlugu
algilama (quorum sensing) ile ilgili ileriki ¢aligmalara temel olusturma konusunda degerli
fikirler vermektedir. Ayrica vankomisinin kullanmanin “son ¢are oldugu” klinik durumlarda
vankomisin konsantrasyonlarinda Staphylococcus aureus’ un liremesi, bakteri viriilansinin
etkilenmeyecegini gostermektedir. Buna bagli olarak vankomisinin bakterinin davraniglarini

genotipik ve fenotipik olarak etkilemedigini soylemek miimkiindiir.

Anahtar Kkelimeler: Staphylococcus aureus, vankomisin, eksoenzimler, yiizey proteinleri,

biyofilm



THE EFFECT OF MINIMAL INHIBITORY CONSANTRATION AND SUBMINIMUM
INHIBITORY CONSANTRATIONS OF VANCOMYCIN TO VIRULENCE IN
STAPHYLOCOCCUS AUREUS
Dokuz Eyliil University Institute of Health Sciences,

Ece SOKMEN,

ece.sokmen @ogr.deu.edu.tr

SUMMARY
Objective: The purpose of this study was to observe how vancomycin influences
Staphylococcus aureus ATCC 25923’s virulence. Lipases, proteases, hemolysis, slide

coagulases, tube coagulases, latex agglutination and biofilm determined as virulance factors.

Method: Minimal inhibitory concentration (MIC) of vancomycin against Staphylococcus
aureus ATCC 25923 was detected by broth microdilution method. Than production of
Stapylococcus aureus lipases, proteases, biofilm, coagulases and latex agglutination tests were
checked under sub-MIC and supra-MIC of vancomycin. Lipases were observed on medium
with egg-yolk and proteases observed on medium with skim milk. Hemolysis was observed
on Colombia agar with %5 sheep blood. Released coagulase was observed by tube coagulase
test and attached coagulase was observed by slide coagulase test. Protein A and clumping
factor were observed by latex agglutination test. Biofilm production was detected by crystal

violet method.

Results : Minimal inhibitory concentration (MIC) of vancomycin against Staphylococcus
aureus ATCC 25923 was detected 1pug/ml. Slide coagulase were positive under MIC, MIC
%50, MIC %25, MIC %12,5 of vancomycin. Latex agglutination were positive under MIC
%50, MIC %25, MIC %12,5 of vancomycin. Biofilm were positive under MIC %50, MIC
%25, MIC %12,5 of vancomycin. Under MIC %50, MIC %25, MIC %12,5 of vancomycin
concentrations tube coagulase became positive at second hour. After 24 hour incubation at
36°C lipase, protease and hemolysis were positive from MIC, MIC %50, MIC %25, MIC

%12,5 of vancomycin.



Conclusions: Staphylococcus aureus ATCC 25923 conserved production of lipase, protease
and hemolysis after exposed to vancomycin. In our study, behaviour and physiopathology of

Staphylococcus aureus didn’t change by microenviroment conditions with vancomycin.

Discussion: We tried to illuminate pathogenecity and physiology of Staphylococcus aureus
when exposed to vancomycin and we tried to form a basis to next studies as quorum sensing

studies and point out clinical cases.

Key words : Staphylococcus aureus, vancomycin, exoenzymes, surface proteins, biofilm



1- GiRiS VE AMAC

Staphylococcus aureus, klinikte deri ve mukoza enfeksiyonlari, sepsis ve endokarditler
gibi Onemli hastaliklara neden olur. Patojenitesinde enzimler ve yiizey antijenlerinin
olusturulmas1 onemlidir. Kullanilan antibiyotigin ¢esidine ve miktarina bagli olarak S.
aureus’da biyofilm ve virulans faktorleri degisebilmektedir. Sub-MIK lerdeki antibiyotikler
klinik durumlarda patojen bakterinin virulansinda degisikliklere neden olabilir (1). S.
aureus’un klinik bir susunun ve standart bir sus olan S. aureus ATCC 25923 in gentamisinin
minumum inhibisyon konsantrasyon (MiK) ve minumum inhibisyon konsantrasyon alt1 (sub-
MIK) degerlerinde biyofilm ve koagiilaz olusturdugu goriilmiistiir (2). Uygun olmayan
antibiyotiklerin kullanilmasi sadece (Metisiline direngli Staphylococcus aureus) MRSA’nin
asir1  Uremesini tesviklemez ayni1 zamanda patojenligi de arttirdigina dair kanitlar
cogalmaktadir (3). Calismamizin amaci Staphylococcus aureus ATCC 25923’tin minumum
inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerinin saptanmasi ardindan 8MIK, 4MIiK, 2MIK, MIK,
12MIK, Y4 MIK ve 1/8 MIK vankomisin konsantrasyonlarina maruz kalan bakterinin
koagiilaz, biyofilm, lateks agliitinasyon, hemoliz, lipaz, proteaz aktivitelerinin varliginin
gozlemlenmesidir. Vankomisin klinikte MRSA’lara karst da kullanilabilen bir antibiyotik
oldugundan, bu ¢alismada vankomisinin S. aureus virulansi {izerindeki etkisine baktik.
Calismamizda, standart bir sus olan Staphylococcus aureus ATCC 25923’tin minumum
inhibisyon konsantrasyon (MIK) degeri bulunmustur. Sonra 8MIK, 4MIK, 2MIK, MIK,
1/2MIK, Y MIK ve 1/8 MIK vankomisin konsantrasyonlarina maruz kalan bakterinin
koagiilaz, biyofilm, lateks agliitinasyon, hemoliz, lipaz, proteaz aktivitelerinin varligi

gozlemlenmistir.
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GENEL BIiLGILER

Staphylococcus aureus’un Genel Ozellikleri
Staphylococcus aureus’un Mikrobiyolojik Ozellikleri

Sporsuz, hareketsiz ve kapsiilsiiz koklardir. Kat1 besiyerlerinde iiretildiklerinde, ¢ogalirken
tic boyutlu boliinebilmeleri ve boliinmeden sonra tam ayrilmamalar1 nedeniyle mikroskopta
diizensiz iiztim salkimina benzer kiimeler bigminde goriiniirler. Bazen 3-5 koktan ibaret veya
ikiserli gruplar da olustururlar. Kok caplar1 0,5-1,5um’dir. Piyojenik bakteri olduklar i¢in
enfeksiyonlardan alinan orneklerde siklikla ¢ok sayida polimorfoniikleer 16kositle birlikte
goriiliirler. Gram olumludurlar ve koagulaz pozitiftirler (4,5). Koagulaz testinin pozitifligi
Staphylococcus aureus’u insanda hastalik yapan diger stafilokok tiirlerinden ayirir. Fakat
koagulaz testi insanda etken olarak saptanan yeni tiirler olan S. lugdunensis ve S.schleiferi’de
de pozitiftir. S. aureus ve S.schleiferi’de DNAse testi pozitiftir (5).

En tipik iiremeleri kanli agar olmasma ragmen birgok besiyerinde iireyebilirler.
Kolonileri yuvarlak diizgiin, kabarik, mat, S tipindedir. Yirmidort saat inkubasyon ile koloni
caplart 1-3mm olur. Staphylococcus aureus (S. aureus) suslariin ¢ogunlugunda beta hemoliz
ve sar1 pigment goriiliir (4, 5).

Stafilokoklar %10 ve daha az NaCl igeren ortamlarda iireyebilirler. Glikoz basta
olmak {lizere bir ¢ok karbonhidrati fermentatif olarak parcalarlayarak son iriin olarak laktik

asit olustururlar. Gaz olusturmazlar. Staphylococcus aureus mannitole etkilidir (4).

Staphylococcus aureus’un Epidemiyolojisi

Stafilokoklar arasinda c¢esitli tiirler viicudun farkli yerlerinde kolonize olurlar.
Staphylococcus aureus insanlarin ¢ogunlukla burun deligi mukozalarinda kolonize olur (Sekil
1) (4,6). Dogumdan itibaren S. aureus gobek, perine ve deriye kolonize olur. Daha sonraki
yillarda ise 6zellikle buruna yerlesir. insanlarm bazilari tastyici durumundadir. Bazi insanlar
higbir sekilde S. aureus ile kolonize olmaz. Bazilar1 ise arada bir burunlarinda S. aureus
tagirlar. Genelde toplumun yilizde otuz {igiiniin burnunda S. aureus saptanir. Ayni kisinin
burnunda farkli S. aureus suslarina rastlanabilir. Dogurgan ¢agdaki kadinlarin yiizde onunun
vajeninde S. aureus bulunur, mens donemlerinde artar. Rektal ve perirektal tasiyicilik da
olabilir. Insiilin enjeksiyonu olan diabet hastalari, kronik hemodiyaliz ve CAPD hastalari,

kronik dermotolojik hastaliklar1 olanlar, Intravendz ila¢ kullananlar ve HIV pozitif kisilerde
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tagiyicilik oran1 daha fazladir. Tasiyicilar travma, cerrahi ve diger riskli durumlarda tasiyici
olmayanlara gore ¢ok daha yiliksek oranda infeksiyon riski tasirlar (5).
S. aureus infeksiyonlarindan korunmada en etkili yontem elleri yikamaktir. Ozellikle de

yenidogan, yogun bakim, ndroloji,

beyin cerrahi ve hemodiyaliz glbl S. aureus'un olusturdugu hastalik tipleri
duyarli  hastalarin  bulundugu Gida kaynaklhastaliklar
servislerde MRSA  suslant ile Yumusak doku enfeksiyonlar

. . . Impetigo
kolonizasyonun dnlenmesi gerekir. Toksik sok sendrom
Kolonizasyon olursa da Septisemi
dekontaminasyon kritik dnem tagir i

Osteomiyelit

(5). Plastik implantlarin enfeksiyonu

Staphylococcus aureus

Infeksiyonlari

S. aureus’un olusturdugu lokal

Posterior nares Anterior nares

enfeksiyonlar piyojenik, eksuda

veya abse bi¢mindeyken bazen

Farinks Oral kavite

eksotoksinlere bagh besin
zehirlenmesi  ve  toksik  sok

sendromu gibi klinik tablolar

olusturur. Ayrica lokalize
enfeksiyonlarda olusan
bakteriyemiler metastatik

enfeksiyonlarin  olugsmasma da
sebep olur (5).
Insanlardaki stafilokok @ | S. aureus kolonizasyonu
enfeksiyonlarinda Staphylococcus
. . . Sekil 1 S. aureus'un yaptig1 hastaliklar ve en sik kolonize oldugu yer
aureus Oncelikle patojen olarak yer
alir. Deri ve mukoza lokalizasyonlari, yaygin deri dokiintiileriyle seyreden enfeksiyonlar,

sepsis ve endokarditler, sistem ve organ enfeksiyonlari, besin zehirlenmeleri olusturduklar

belli bash enfeksiyonlardir(Sekill; 6) (4,6).



2.1.4- Stapylococcus aureus’un Virulans Faktorleri

S. aureus hiicre duvarinda yer alan peptidoglikan, endotoksin benzeri bir 6zellik
gosterir.  Monositlerden interlokin-1 salimimini, kompleman aktivasyonunu, opsonik
antikorlarin {iretimini indiikler. Peptidoglikan tabakasinin diginda bulunan fibronektin
baglayan protein, kollajen baglayan protein, “clumping factor” ve protein A adezyonda ve
kompleman aktivasyonunda rol oynar. Bir ¢ok S. aureus susu dis ylizeyde polisakkarit
tabakas1 tasir. Hiicreye sarili durumda kapsiil, hiicreden gevsek yayildiklarinda ise “slime”

tabakas1 o0zelligi gosterir (5).

S. aureus bir ¢ok enzim ve toksin iiretir ve bunlar virulans faktorii olarak 6nem
kazanir. Enzimlerden katalaz, fagositozla aliman bakterinin oksijen radikalleri ile

oldiiriilmesini engelleyerek konak savunma mekanizmasini bozar (5).

Tablo 1 S. aureus'un adhesinleri ve adhesinlerin baglandigi hedefler

Adhesin Hedef

Fibronektin baglayan protein (FnBP) Fibronektin(Ekstraseliiler =~ matriksin  bir
bileseni)

Protein A IgG’nin F, kismi

Poli-n-suksinil-B-1,6 glukozamin (PNSG) Plastik, muhtemelen ekstraseliiler matriks
proteini

Kollajen baglayan protein Kollajen

Koagiilaz Protrombin

Kiimelestirici faktor Fibrinojen

Koagiilaz, hiicre disina salinan veya hiicre yiizeyine baglh sekilde bulunur, trombinle
baglanarak onu aktif hale getirir ve fibrinojenden fibrinin polimerizasyonunu saglar.
“Clumping factor”, hiicre duvarinda bulunur ve S. aureus’un fibrinojen ve fibrine yapismasini
saglayan bir reseptor gorevi goriir. Tablo1’de S. aureus’un adhesinleri ve bu adhesinlerin

konaktaki hedefleri gosterilmistir. (5, 6)



Hyaliironidaz hiicreler aras1 matrikste bulunan hyaluronik asidi parcalar. B-laktamaz,
plazmidle kodlanir ve antibiyotik direncinden sorumludur. Ayrica niikleaz ve lipaz enzimleri

de mevcuttur (5).

S. aureus’un Trettigi toksinler hemolizinler, 16kosidin, epidermolitik toksin,
enterotoksinler, toksik sok sendrom toksini-1 (TSST-1)’dir. Hemolizinler (a-B-y-8) hiicre
membranin1 etkileyen sitotoksik toksinler olup hemolizden sorumludurlar. Lokosidin

fagositleri pargalar (5).

Epidermolitik toksin A kromozom tarafindan kodlanir. Yeni doganda hasglanmis deri
sendromu hastaligina yol acgar. Derinin stratum granulozom tabakasinda hiicreler arasi
desmozomlar1 pargalayarak etki gosterir. Bir serin proteaz enzimidir ve siiperantijen olarak

kabul edilir. Toksine kars1 spesifik nétralizan antikorlar koruyucudur (5).

Toksik sok sendrom toksini, ates, deri dokiintiileri, hipotansiyon ve c¢oklu organ
yetmezligi ile giden toksik sok sendromuna sebep olur. Ayni hastalik koagiilaz negatif

stafilokoklar ve Streptococcus pyogenes tarafindan da olusturulabilmektedir (5).

Insandan izole edilen S. aureus suslarinmn yaklasik yarisi enterotoksin iiretir. Serolojik
olarak birbirlerinden farkli bes enterotoksin bulunur (A,B,C,D,E). Daha 6nce enterotoksin F
olarak adlandirilan toksinin yukarida bahsedilen stafilokokkal TSST-1 oldugu anlasilmigtir.
Toksin iireten bakterilerin besinlerde {iremesi ile insanlarda besin zehirlenmeleri gerceklesir.

TSST-1, epidermolitik toksin ve enterotoksinler siiperantijenler olarak bilinirler (5).
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Biyofilm

Mikrobiyal Biyofilmler

Bir¢ok organizma genel hiicre yiizeyi katmanlarina harici materyal katmanlar1 olusturur.
Bu harici katmanlar karbonhidratlari, peptitleri, proteinleri, lipitleri veya bu maddelerin
birlesimlerini igerebilirler. Bu maddeler organizmalarin kati yiizeylere tutunmasina katki
saglayarak biyofilm olusturur. Biyofilmlerde mikroorganizmalarin kompleks kommuniteleri
yiizeye tutunur. Laboratuvarda besiyerinde biiyiitiilerek yapilan organizma c¢aligmalari, dogal
cevrede olusan iligskiyi ¢ok az tasir. Birgok durumda, laboratuarda biiyiitiillen organizmalar
dogada bulunan dis koruyucu tabakalar1 iiretebilme yetenegini kaybeder. Ciinkii goriindiigii
kadariyla laboratuar kiiltiirlerinde bu materyaller higbir secici avantaj saglamaz. Bu
mikrobiyal kommuniteler, siklikla, ¢cevreyle etkilesimde oldugu gibi birbirleriyle etkilesimde
olan birgok tiirii igerir. Son yaratict deney yaklasimlar1 ve gelistirilen yontemler metabolik
etkilesimlerin, filogenetik iliskilerin ve bu karmasik kommunitelerdeki yarisin arastirilmasina
izin verdi. Kat1 yiizeylere mikrobiyal yapigsmanin takibinde, biyofilmler su igeren sivi ile
temasta olan herhangi bir kat1 yiizeyde gelisebilir (7).

Bakterilerin kat1 yiizeye yapismasinda bir siirii faktdr rol oynar. Kati ylizeyle
karsilastiginda bakteri sivi ¢evrede oldugundan tamamen farkli sartlar1 hisseder. Bu sartlar
altinda, hiicreler siklikla yapisal ve fonksiyonel adaptasyonlara gider. Ornegin, Vibrio
parahaemolyticus’da flajeller sentez uyarilirken Pseudomonas aeruginosa’da polisakkarit
uretimi artar. Escherichia coli’de tipl fimbriali hiicrelerin abiyotik yiizeylere yapigsmasi dis
hiicre membran bilesiminin degigsmesine 6nayak olur. Tipl fimbria ve yiizey arasindaki bu
fiziksel etkilesim yiizey algilayict mekanizma (“surface-sensing mechanism”) olarak ileri
siriiliir. Yiizey algilanmasiyla olusan protein degisimi (“protein turnover”), dis zar
bilesiminin degisimine katkida bulunur. Hiicre zarinda meydana gelen degisim yapismay1

etkiler (7).

Biyofilm Yapisi ve Olusumu

Biyofilm ic¢indeki bakteriler, su ve besin iceren farkli yogunluktaki matriks ile cevrili
mikrokolonilerde biiyiir. Mikroorganizmalar EPS (“extracellular polymer substances”)
denilen polimerik bilesiklerden olusan matrikse tutunur ve immobilize olarak kalir. EPS’nin
tipik bilesenleri temel olarak polisakkaritler daha sonra az seviyedeki proteinlere eslik eden

nukleik asitler, lipitler ve humik bilesiklerdir. Biyofilmdeki bakteriler genellikle karmasik
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polisakkarit fibrillerin vicik dokusunda birbirine baglanir. Bu vicik tabaka hiicreleri bir arada
tutar ve onlar1 ylizeye demirler (Sekil 2; 8). Bu minik evrende anaerobik ve aerobik bakteriler,
su kanallar1 ve kompleks yapiy1 paylasarak gelisirler. Polisakkarit ortii bir kalkan gibidir ve
farkli bakteri tipleri nihai bakteriyel biyofilmi olusturmak icin birlikte calisirlar. Biyofilm
bakterileri sivi kiiltiirde iirediklerinde tutunacak bir yiizey buldugu taktirde biyofilm

olusturmalar1 yoniinden morfolojik ve metabolik farkliliklar gosterir (8).

e
e -T"; 4",‘",‘__ .-‘:’\;_.:g & .t
m~.kr:‘f~-;.c~. I TS R AT AN LTSNS

Sekil 2: Kuramsal olarak biyoyiizeye tutunmus bakteriyel biyofilm.

A - Yogun polisakkarit ve epoksi polisakkarit matriks B: Mikrokosma ve
bakterilerin avrt mikrokolonileri C: Ag¢ik su ve besin kanallann D: Bakterilerin
vapistigt veva tutundugu viizey
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Biyomateryaller tizerinde biyofilm enfeksiyonunun olusumu ardisik adimlardan olugur

(Sekil3; 8).

1. Makromolekiiler
filmin viizeve
tutunmast

2- Transport

3-Primer adhezyon

32 2 Ekso polimer

Sekil 3 : Mikrobiyota veva bivoyiizeylerdeki biyofim olusumunun sematik
gosterimi.

12
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2.3.

Staphylococcus aureus — biyofilm iliskisi

Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus aureus, hastane enfeksiyonuna neden olan
ve medikal aletlere yerlesen enfeksiyonlarin basinda gelir. Karakteristik olarak biyofilm
icerirler. Bir seri ylizey proteini, konak matriks proteinlerine tutunma baslangicini yonetir.
Bunu bakteriyel hiicrelerin kiimelesmesini saglayan, katyonik, glukozamin tabanl
eksopolisakkarit ekspresyonu takip eder. Dahasi, yilizey etkin proteinler stafilokokkal
biyofilmlerin ii¢ boyutlu yapisini i¢ceren anahtar faktorler olarak tanimlanir. Transkripsiyonel
profilleme deneyleri stafilokokkal biyofilmlerin spesifik fizyolojilerini tanimladi ve

antimikrobiyallere kars1 biyofilm direncinin genle diizenlenen bir islem oldugunu gosterdi(9).

Yapiskan Matriks Molekiillerini Taniyan Mikrobiyal Yiizey Bilesenleri
S. aureus hiicre ylizeyinde bulunan adhesinler, hiicre dist matriks molekiillerine

baglanirlar. Bu  yiizden

bunlara YMMTMYB L
. . : Kiimelestirici faktor
(Yapiskan Matriks Protein A (g (’yaglamr') "Clumping factor”
. .. T (Fibrinojene baglanir)
Molekiillerini Taniyan
Mikrobiyal Yizey

Bilesenleri) adi1  verilir. Kool baglagi
ingilizcesi “MSCRAMMs  Protein
(Microbial surface
components recognizing
adhesive matrix molecules)”

dir. Sekil 4> de protein A,
kiimelestirici faktor, kollajen Peptidoglikan
baglayan protein, fibronektin
baglayan protein  olarak Fibronektin baglayan protein Kapsill
gosterilmistir(6).

Sckil 4: Konak proteinlerine tutunan YMMTMYB adi verilen S. aureus
hiicre yiizey proteinleri
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24.

2.4.1-

Stafilokokkal Protein A (Spa)
S. aureus’un temel yilizey proteinlerinden biri olan Spa 42 kDa agirliginda bir
proteindir. Hiicre duvarinin %7’sini olusturur. Spa, IgG’nin F. kismina baglanarak

fagasitozdan kagmada 6nem tagir (10).

“Clumping factor” Kiimelestirme Faktorii

Lam koagiilaz ile baglh koagiilaz olan kiimelestirme faktorii ortaya konulmaktadir. Bu
koagiilaz kiiltlir filtratina ge¢mez. Hiicreye baghdir. Etkinliginin ortaya ¢ikmasi icin
plazmadaki CRF (Coagulase reacting factor)’e ihtiya¢ yoktur. Bakteri yiizeyindeki faktor,
plazmadaki fibrinojeni pihtilastirip stafilokoklarin kiimelesmesine neden olur. Tiip yontemi
ile paralel sonu¢ verse de lam koagiilaz olumsuz sonuglarda tiip yontemi de denenmelidir.
Ozellikle metisiline direngli kkenlerde lam deneyi ile koagiilaz olumsuz bulunur (4).

“Clumping factor” hiicre duvani iligkili bir fibrinojen baglayan protein olup,
YMMTMYB i¢inde yer alir. Stafilokokkal yapiskan matriks molekiillerini tantyan mikrobiyal
yiizey bilesenlerine 6rnek olarak S. aureus’un “clumping factor (CIfA)” ve fibronektin
baglayan protein A’s1 ve S. epidermidis’in serin-aspartat tekrar proteini G (SdrG) verilebilir..
Bu proteinlerin N ucu, bakteriyel yiizeye maruz kalan ve ligand baglayan bolgeyi iceren A
domeyninin takibinde yaklasik 40 birim sinyal sekansi igerir. C ucu hiicre ylizey demirlemesi,
hidrofobik transmembran domeyni ve pozitif yiiklii sitoplazmik son u¢ i¢cin LPXTG motifini
icerir. Hiicreye demirleme domeyni ve A domeyni arasinda kalan bolge, stafilokoklar arasinda
degisiklik gosteren farkli protein tekrarlarindan olusur. A domeyni N1,N2 ve N3 olmak iizere
tic subdomeynden olusur (11).

CIfA, FnbpA ve SdrG’nin Fg baglayan kisimlar1 ortalama 320 birimden olusan N2ve
N3 subdomeynleridir. Bu {i¢ proteinin N2 ve N3 subdomeynleri yaklasik %20 amino asit
sekans ortaklig1 tasirken yliksek derecede korunmus bir sekonder yapisi vardir. CIfA ve

FnbpA’nin her ikisi de Fg’nin y zincirinin C ucundaki 17 birime baglanir (11).
Salinan Fibrinojen Baglayan Proteinler
Staphylococcus aureus — Koagiilaz

Besiyerinde iireyen stafilokoklarin olusturduklart ve besiyerine saldiklari bagimsiz

koagiilaz, tlip koagiilaz deneyi ile arastirilir. Bu enzim 6zelligindeki madde, plazmada
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bulunan bir faktor ile (“Coagulase reacting Factor = CRF”) iligki kurar ve trombokinaza
benzeyen bir etkiyle fibrinojeni pihtilastirir. Bu islem i¢in kalsiyum iyonlarina gereksinim
yoktur (4).

Koagulaz S. aureus’da sentezlenen, kan koagulasyonuna neden olan ve konak
biyolojisini yOnetmenin bakteri i¢in avantaja doniistiigiinii gosteren ilk Ornektir. Yapisal
olarak koagiilaz N ucunda D1 ve D2 segmentleri, yliksek korunmus merkez ve C ucunda
degisken sayida yirmi yedi amino asidin ardisik tekrarlar1 olmak {izere ii¢ ana bolimden
olusur. Koagiilaz fibrinojene tahmin edilen iki mekanizmayla baglanir. C ug tekrarlar Fg’ye
direk olarak baglanir fakat baglanma mekanizmasi1 ve virulanstaki rolii karakterize
edilmemistir. N u¢ bolgesi de Fg baglanmasimi gergeklestirir fakat Fg’ye direk olarak
baglanmaz. N ucundaki D1 ve D2 domeynleri protrombin ve trombinle etkilesime giren o-
heliksi olusturur. Koagiilaz ve protrombin sitokiyometrik 1:1 kompleksi olusturur. Bu
kompleks Fg’yi fibrine ¢evirme yetenegindeki formu olusturmak i¢in protrombini aktive eder.
Koagiilaz-protrombin kompleksi ile Fg'nin fibrine doniismesi pihtilasma basamaklarindaki
proteolitik kesimleri igermez (11).

Koagiilaz; 3;s protrombin ile siki bir kompleks olusturur. Kompleks olusturmadan
once serbest protrombindeki in aktif olan domeyn aktif konformasyona katlanir. Koagiilaz N
ucu artig1 protrombin aktivasyon oyuguna katilarak protrombinin katalitik bolgesini aktive
eden konformasyonal degisiklige yol acar. Koagiilaz-protrombin/trombin kompleksi Fg’ye
Ozgudiir ve platelerler, faktor V veya faktorVII gibi diger trombin substratlarina baglanmaz.
Hicbir fizyolojik koagiilaz-protrombin kompleks inhibitorii bildirilmemistir ve bu kompleks

diger antikoagiilanlara kars1 dayaniklidir (11).

2.4.2- Eap (ekstraseliiler adherens proteini)

S. aureus Fb baglayan Eap (ekstraseliiler adherens proteini) hemen hemen tiim klinik
izolatlarda sentezlenen, yaklasik 70kDa olan bir proteindir. Bu proteinin LPXTG motifinden
yoksundur ve hiicre duvarma demirlenmez, kiiltiir supernatanina salinir. Eap’nin genis bir
baglanma spesifitesi oldugundan Fg o-zinciri, Fn ve protrombini iceren bircok plazma
proteinine baglanabilir. Eap delesyonu S. aureus’un Fn ve fg baglanmasini engellemez.

Eap, konak ve bakteri arasinda bir koprii gorevi goren, konak bagisikligini baskilayarak S.

aureus’un hayatta kalmasini saglayan coklu etkilesimlere sahiptir (11).
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2.4.3- Efb (ekstraseliiler fibrinojen baglayan)

2.5.

2.5.1-

S.  aureus Efb (ekstraseliiler fibrinojen baglayan) ‘si 15.8kDa biiyiikligiinde
ekstraseliiler salinan bir proteindir. Fg’nin D fragmanima baglanir. Efb’ye karsi olusan
antikorlari, Efb’nin Fg’ye baglanmasini engelledigini gosteren ¢alismalar vardir. Efb’nin

Fg’ye baglanan bolgesi ve koagulazin Fg’ye baglanan bdlgsindeki tekrarlar homoloji gosterir
(11).

Staphylococcus aureus — Hidrolazlar ve Hemolizinler
Stafilokok enfeksiyonlarinda yayilim, besin alimi i¢in konaga zarar vererek diger
enzimlerle birlikte ekstraseliiler protezlarin ve toksinlerin sinerjitik salinimi1 goze ¢arpan bir

basamaktir (12).

Stafilokinaz (Sak)

Staphylococcus aureus’un yayllmasini saglayan bir eksoproteindir. Sak, pihtilart
¢ozer. Sak’in bunu nasil yaptigin1 anlamak i¢in viicudun yaralarin iyilesme siirecinde normal
olarak pihtiyr kirmasi diisiiniilebilir. Piht1, fibrin aglariyla plateletlerin bir arada tutulmasiyla
olusur. Bu agin bilesenlerinden biri de plazminojen proteinidir. Normalde pihtinin ¢oziilmesi
esnasinda endotelyal hiicreler doku plazminojen aktivatorii ad1 verilen bir protein salgilar.
Doku plazminojen aktivatorii, plazminojen ile etkilesir ve onu plasmine doniistiiriir. Plasmin
fibrin aglarin1 yikarak pihtiyr ¢ozer. Bu pihtiya mahsus kontrollii bir islemdir. Serbest plasmin
kanda hizlica yikilir. Sak da plazminojeni aktive eder fakat bu viicudun kontroliinde degildir.
Sak aktivitesi sadece pihtiya zarar vermez ayni zamanda hiicreleri bir arada tutan hiicre dis1

matriks ve fibrin liflerine de zarar vererek bakterinin doku i¢ine hareketine izin verir (6).

2.5.2- Hyaluronidaz

Ekstraseliiler matriks proteinler ve polisasakkaritlerden olusur (6rn. Hyaluronik asit).
Staphylococcus aureus, Sak ile birlikte proteinazlar ve hyaluronidaz iireterek ekstraseliiler

matriksin ¢oziilmesine etki eder (6).
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2.5.3-

Proteazlar

Staphylococcus aureus Uig tip proteolitik enzim salgilar, bunlar serin proteaz, tiyol
proteaz ve metalloproteazlardir (Drapeau et al., 1972; Arvidson, 1973; Arvidson et al., 1973).
Serin proteaz (V8 proteaz), diizopropilflorofosfat (DFP) ile inhibe olabilen, glutamik asidin
karboksil ucundaki peptit baglarini kesen bir endopeptidazdir. Tiyol proteaz ise agir metaller
ile inaktiflesir ve indirgeyici maddelerin varliginda aktiftir. Metalloproteinaz (aureolisin)
EDTA ve 1,10-fenantrolin gibi metal selatlayicilar varliginda tamamen inaktiftir (13).

Doku organizasyonuna etki eden stafilokokkal proteazlarin farkli sniflari vardir.
Aureolisin immunolojik reaksiyonlarin degistirilmesine etki eder, Stafopain A ve B doku
invazyonuna yardim ederken V8 proeaz immunoglobulin yikimi ve plazma serpinlerinin

inaktivasyonu ile konak savunmasini etkiler (12).

Bakterinin yayilmasina katkida bulunan bir eksoprotein 6rnegi eksofoliyatif toksinler
(ETs) adi verilen proteinaz grubudur. Daha once de bahsedildigi gibi S. aureus deride
enfeksiyonlar olusturur. ET’ler derinin katmanlarinin ayrilmasi ve eksofoliyasyonunda (pul
pul dokiilme) gorev alir. Ornegin en ¢ok bilinen eksofoliyatif toksin A, epidermal hiicrelerde
hiicre-hiicre baglantilarin1 saglayan desmoglein-1 (Dsg-1)’1 keserek epidermal doku

katmanlarinin birbirinden ayrilmasina sebep olur (6).

2.5.4- Lipazlar

S. aureus lipazlar1 yumurta sarili agarda (egg yolk agar) opaklik yapabilmesi ile test
edilmistir. Lipaz iiretiminin organizmanin deride hayatta kalmasini sagladigi diisiiniiliir(16).
Yumurta saris1 faktorii (Egg yolk factor) doymus yag asiti akseptdriine ihtiya¢c duyan bir
lipazdir. Yumurta saris1 faktorii Nutrient broth ve Casman’nin sentetik ortamindan ziyade
kalp infuzyon brothda en c¢ok miktarda gozlenmistir. Diisiik yogunluklu lipoprotein olan
lipovitellenin ultra santrifiijle yumurta sarisindan izole edildi ve opaklik olusturan substrat
olarak tanimlandi. Lipaz, lipit kisma etki ederek lipovitellenin’in ¢Oziiniirliiglinde

degisikliklere neden olur (14).
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2.5.5- Hemolizinler

2.6.

S. aureus kanli agarda iirediginde ¢ogunlukla acik bir hemoliz alani olusturarak 3
hemoliz yapar. Ciinkii S. aureus a-hemolizin, f-hemolizin,y-hemolizin ve d-hemolizin olmak
tizere dort farkli hemolizin olusturur. Hemolitik patern stafilokokkal susa ve kanin kaynagina
bagli olarak degisir (15).

Alfa toksin insan hiicre membraninda por olusturarak notrofillere karsi bir savunma
yapar. Alfa toksin, kirmizi kan hiicrelerini lizize ugratabildiginden alfa hemolizin olarak da
adlandirilir. Staphylococcus aureus’un bazi suglart diger hemolizinleri de {iretir. Alfa
hemolizinle benzer olarak kirmizi kan hiicrelerinden baska diger hiicrelerin membranlarina

zarar verebilir (6).

Vankomisin

Vankomisin ve teikoplanin glikopeptit grubu antibiyotiklerdir ve glikopeptitler
peptidoglikan sentezini inhibe eder. Bu antibiyotikler, 6zellikle de vankomisin, tipta 6nemli
bir konuma gelmistir ¢iinkii S. aureus ve Enterococcus tirleri gibi bazi gram pozitif
patojenlere kars1 etkili son ilaglardandir. Glikopeptit antibiyotikler hiicre sitoplazmasinin
disima tasindiktan sonra UDP-muramil-pentapeptitin  D-Ala-D-Ala kismma baglanir.
Baglanma peptidoglikan sentezindeki hem transglikosilasyon hem de transpeptidasyon
basamaklarin1 inhibe eder. Vankomisin ve teikoplanin dis membrandan gegemedikleri i¢in
cogu gram negatif bakteriye etkili degildir. Gram pozitif bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Goreceli olarak dar spektrumlarina karsin bu

antibiyotikler klinikte 6nemlidir (16).
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3- GEREC VE YONTEMLER

3.1. Arastirmanin Tipi
Staphylococcus aureus ATCC 25923 standart susunun vankomisinin supraMIK, MIK,
subMIK konsantrasyonlarinda lipaz, proteaz, hemoliz, koagiilaz, lateks agglutinasyon

olusumundaki etkisi deneysel olarak incelenmistir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani
Calisma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarlarinda 2010-2011 yillarinda gergeklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi
Deneyler stirekli tekrarlanmistir. Birbiriyle ayn1 kosullarin saglanabildigi {i¢ deney goz

oniinde bulundurularak sonuglar degerlendirilmistir.

3.4. Calisma Materyali
Calismada Staphylococcus aureus ATCC 25923 standart susu kullanilmistir. Bu
bakteri 1945°de Seattle’da izole edilen bir klinik sus olup, zamaninda Staphylococcus aureus

subsp. aureus Rosenbach olarak depolanmistir (17).

Calismamuz i¢in Staphylococcus aureus ATCC 25923 susu, Dokuz Eyliil Universitesi

Hastahanesi Merkez Laboratuvar standart sus koleksiyonundan temin edilmistir (EKS8.1).

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Arastirmanin degiskenleri farkli konsantrasyonlar olan 8 MIK, 4 MIK, 2 MIK, MIK,
%50 MIK, %25 MIK, %12,5 MIK vankomisin konsantrasyonlarinda 18 saat 36°C’de Katyon
Ayarli Muller Hinton Broth’da (KA _MHB) iiretilen Staphylococcus aureus ATCC 25923 'dir.
Kontrol ise hi¢cbir antibiyotik igermeyen KA MHB’de iiretilen Staphylococcus aureus ATCC
25923 diir.
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3.6. Veri toplama araclar

Minumum inhibisyon konsantrasyon
deneyi Thermo  Scientific  mikropleyt
okuyucuda 450nm’de degerlendirilmistir.

Biyofilm deneyi Thermo Scientific
mikropleyt okuyucuda 540nm’de
degerlendirilmistir (Sekil 5).

Koagiilaz olusumu plazma

kullanilarak goézlenmistir.

Lateks agglutinasyon testinde |

pozitiflik ticari kit kullanarak goézlenmistir
(sekil 6; 18).

Lipaz, proteaz ve hemoliz varliginin
belirlenmesinde ilgili besiyerlerindeki

tiremelerin olusturdugu 6zellik gézlenmistir.

Sekil 6 : Lateks aglutinasyon kiti

‘ Sekil 5:  Mikropleyt okuyucu
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3.6.1- Kimyasal Maddeler ve Diger Arac-Geregler

1) Kristal Viyole (MERCK Crystal violet (C.I. 42555), Lot:K91689308 906)

2) PBS

3) Plazma

4) Staphaurex (S. aureus identifikasyonu i¢in fibrinojen ve saf IgG ile kapli lateks
parcaciklar1 olup hem stafilokoklardaki kiimelestirici faktérii hem protein A’y1 taniyarak
identifiye eder.) (Remel Inc. Staphaurex, Ref:30859901, Lot:844914)

5) Alkol

6) 96’lik ELIZA pleytleri

8) Petri Kabi

9) 100ul pastdr pipeti ve uglart (sar1 ug) (Greiner bio-one Ultratip, Lot: 1884001)

10) 1000ul pastdr pipeti ve uglari (mavi ug) (Greiner bio-one Ultratip, Lot: 1793101)

11) Vankomisin (VIAL Hospira Vancomycin 500mg, parti no : X036913AA)

12) Muller Hinton Broth Besiyeri (OXOID CMO0405, Lot: 724245)

13) Beyin Kalp Infuzyon Agar (OXOID CM 1136, Lot: 755427)

14) (Skim Milk) Yagsiz siit tozu (OXOID LP0031, Lot: 1044910)

15) (Egg-yolk) Yumurta saris1 (OXOID egg yolk emulsion 100ml, Lot: 898195)

16) %5 Koyun Kanli Agar (BD Columbia 5% SB, Lot: 1019292)

17) Thermo Scientfic Microplate Reader (Type:357, Ref: 51119000, Sn: 357-00097)

3.6.2- Besiyerlerinin Hazirlanist
3.6.2.1- Siitlii Besiyeri

Yiizde onluk siit tozu icerecek sekilde beyin kalp infuzyon agar hazirlanmistir. Siit
tozu distile suda eritilip 121°C’de 5dk otoklavda steril edilmistir. Beyin kalp infuzyon agar
tartilip distile suda eritilmistir ve 121°C’de 15dk otoklavda steril edilmistir. Ikisi ayr1 ayri

steril edildikten sonra karistirilip petri kaplarina dokiilmiistiir.

3.6.2.2- Yumurta Sarili Besiyeri
Beyin kalp infuzyon agar tartilip 121°C’de 15dk otoklavda steril edilmistir. Otoklav
sonrast %10’u kadar steril ticari yumurta sarist eklenmistir ve iyice karistirilip petri kaplarina

dokiilmiistiir (4,14,15).
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3.6.2.3- Katyon Eklenmis Muller Hinton Broth
Litrede 20mg kalsiyum ve 10mg magnezyum icerecek sekilde Muller Hinton Broth

hazirlanmstir.

3.6.3- Susun Hazirlanmasi

Minumum inhibisyon deneyine hazirlik i¢in Staphylococcus aureus ATCC 25923, -
40°C’deki stoktan alinarak Beyin Kalp Inkluzyon Agara tek koloni ekimi yapilmistir. 36°C°de
bir gece inkubasyona birakilmistir. Daha sonra agardan iireyen tek bir koloni alinarak
KA MHB’ye ekilmistir ve 36°C’de bir gece inkubasyona birakilmistir. Ardindan MIiK
deneyinde kullanilmistir (2, 19 - 22).

3.6.4- Mikro Dilusyon Yontemi ile MIK ve Sub-MIK ’lerin Belirlenmesi

Stv1 besiyerinde iireyen Staphylococcus aureus ATCC 25923iin vankomisin MIK
degeri, mikrodilusyon yontemi ile katyon eklenmis Muller Hinton Broth besiyerinde
saptanmigtir. Bakteriler McFarland (McF) 0.5’e esit bulaniklilikta hazirlandiktan sonra 1/30
oraninda seyreltilmistir. ELISA mikro plaklarindaki kuyucuklara o6nce KA MHB
besiyerinden esit miktarlarda dagitilip, daha sonra vankomisinin iki kat dilusyonlari seri
seyreltme ile hazirlandiktan sonra bakteri slispansiyonu dagitilmistir. Plaklar 18 saat 37°C’de
inkube edildikten sonra 450nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Absorbansin
iki kat ve daha fazla arttig1 kuyucuktan bir nceki kuyucuk MiK olarak kaydedilmistir. (2, 19-
22).

3.6.5- Protez, Lipaz, Hemoliz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Staphylococcus aureus ATCC 25923’iin vankomisin etkisi altindaki MIK degeri
belirlendikten sonra 8MIK, 4MIK, 2MIK, MIK, %50MIK, %25MIK, %12,5 MIK
kuyucuklarindan 6rnek alinip ilgili besiyerlerine nokta ekim yapilarak proteaz, lipaz ve
hemoliz aktivitelerine bakilmistir. Proteaz aktivitesinin gdzlemlenmesi i¢in %10 siit tozu
iceren beyin kalp infuzyon agara, lipaz aktivitesinin gozlemlenmesi i¢in yumurta sarilt beyin
kalp infuzyon agara ve hemoliz aktivitesinin gozlemlenmesi i¢in kanli agara nokta ekim

yapilmigtir. 24 saat 36°C’de inkubasyona birakilmistir. (4, 15, 23).
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3.6.6- Koagiilaz Aktvitesinin Belirlenmesi

3.6.6.1- Lam Koagiilaz

Staphylococcus aureus ATCC 25923’iin vankomisin etkisi altindaki MIK degeri
belirlendikten sonra 8MIK, 4MIK, 2MIK, MIK, %S50MIK, %25MIK, %12,5 MIK
kuyucuklarindan o6rnek alinarak temiz bir lam {lizerinde plazmay1r koagiile ettirmesi

gozlenmistir (2, 4).

3.6.6.2- Tiip Koagiilaz

Staphylococcus aureus ATCC 25923’iin vankomisin etkisi altindaki MIK degeri
belirlendikten sonra 8MIK, 4MIK, 2MIK, MIK, %SOMIK, %25MIK, %12,5 MIK
kuyucuklarindan 6rnek alinarak tiiplerdeki 0,5 ml plazma i¢ine ekim yapilmistir ve 37°C’de

inkubasyona kaldirilmistir (2, 4).

3.6.7- Lateks Agglutinasyon

Staphylococcus aureus ATCC 25923’iin vankomisin etkisi altindaki MIK degeri
belirlendikten sonra 8MIK, 4MIK, 2MIK, MIK, %S50MIK, %25MIK, %12,5 MIK
kuyucuklarindan o6rnek alinarak kitin igindeki kartin tiizerine konulmustur ve Kkitteki

solusyondan damlatilarak ¢okelme olup olmadigi gozlenmistir (4, 24).

3.6.8- Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi

Staphylococcus aureus ATCC 25923’iin vankomisin etkisi altindaki MIK degeri
belirlendikten sonra biyofilm olusumu 8MIK, 4MIK, 2MIK, MIK, %50MIK, %25MIK,
%12,5 MIK kuyucuklarinda kristal viyole ydntemi ile belirlenmistir. 540nm’de besiyerine
gore iki kat absorbans olan kuyucuklar biyofilm pozitif kabul edilmistir (2, 19, 20).

23



3.7. Arastirma Plani1 ve Takvimi

Ocak 2009 - Ocak 2010 tezin hazirlanmasi

Ocak 2010 — Agustos 2010 Etik kurula basvurma ve sonug alinmasi

v

Temmuz 2010 — Nisan 2011 On calismalar ve Tez verilerinin toplanmasi

v

Nisan 2011 — Haziran 2011 Tez basim ve degerlendirme

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Verilerin sonuglar1 derece belirtmeyip sadece var — yok seklinde oldugu igin veriler
degerlendirilirken isaret testi kullanilmistir. Secilen yontemler malzemelerin 6nceden var
olmasi1 ve uygulanabilme kolaylig1 agisindan avantaj saglarken, deney gruplarinin arasindaki

farki ayrintili olarak verememektedir.

3.9. Arastirmanin Simirhliklarn
Nicel degil de nitel gézlemlerin olmasi deney gruplarinin birbiri ile karsilastiriimasini

zorlastirmaktadir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel (Invaziv) Olmayan Klinik Arastirmalar

Degerlendirme Komisyonu’nun 12.08.2010 tarihli 227 sayil1 karar1 ekte verilmistir.
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4-

BULGULAR

Sonuglar degerlendirilirken standizasyonun saglanabildigi ti¢ ¢alisma baz alinmistir.

4.1- Staphylococcus aureus ATCC 25923’iin Vankomisin Etkisindeki Minumum

Inhibisyon Konsantrasyon Degeri

Litrede 20mg kalsiyum ve 10mg magnezyum igerecek sekilde hazirlanan KA-MHB ile

yapilan minumum inhibisyon konsantrasyon testinde, minumum inhibisyon konsantrasyonu

1 ng/ml bulunmustur.

Deney 1 :

Tablo 2 : Deney 1'e ait pleytin 450nm'deki 6l¢iimleri ve S. aureus’un vankomisin MIK

degerleri
128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 | 0,06
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A ]0.087 |0.103 |0.105 | 0.108 | 0.107 | 0.111 | 0.113 | 0.116 | 0.652 | 0.888 | 0.894 | 0.92
B |0.089 | 0.101 | 0.138 | 0.126 | 0.112 | 0.114 | 0.124 | 0.12 0.798 | 0.828 | 0.749 | 0.893
C |0.092 |0.104 |0.106 | 0.128 | 0.167 | 0.123 | 0.519 | 0.839 | 0.623 | 0.861 | 0.969 | 0.919
D
E |0.09 0.1 0.107 | 0.112 | 0.114 | 0.145 | 0.887 | 0.788 | 0.505 | 0.754 | 0.721 | 0.848
F |0.09 0.169 | 0.108 | 0.127 | 0.199 | 0.114 | 0.542 | 0.116 | 0.589 | 0.78 0.784 | 0.789
G | 0.09 0.104 | 0.11 0.12 0.128 | 0.204 | 0.123 | 0.117 | 0.572 | 0.747 | 0.833 | 0.816
H |0.112 | 0.116 | 0.115 | 0.076 | 0.076 | 0.08 0.647 | 0.6 0.662 | 0.079 | 0.08 0.078
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Deney 2 :

Tablo 3 : Deney 2'ye ait pleytin 450nm'deki 6lciimleri ve S. aureus’un vankomisin MiK degerleri

128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 | 0,06
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |0.09 0.1 0.105 | 0.11 0.107 | 0.108 | 0.108 | 0.109 | 0.735 | 0.763 | 0.835 | 0.839
B |0.089 |0.102 |0.11 0.11 0.126 | 0.161 | 0.11 0.11 0.822 | 0.796 | 0.836 | 0.834
C |0.088 |0.1 0.104 | 0.107 | 0.106 | 0.107 | 0.107 | 0.108 | 0.838 | 0.763 | 0.908 | 0.865
D
E |0.087 | 0.098 | 0.105 | 0.108 | 0.105 | 0.109 | 0.109 | 0.109 | 0.851 | 0.92 0.904 | 0.713
F |0.085 |0.103 | 0.106 | 0.107 | 0.11 0.11 0.111 | 0.103 | 0.662 | 0.829 | 0.777 | 0.825
G |0.085 |0.097 |0.102 | 0.107 | 0.107 | 0.108 | 0.108 | 0.107 | 0.68 0.793 | 0.777 | 0.882
H | 0.104 | 0.105 | 0.108 | 0.072 | 0.074 | 0.072 | 1.015 | 0.879 | 0.878 | 0.073 | 0.073 | 0.072
Deney 3 :
Tablo 4 : Deney 3'e ait pleytin 450nm'deki dlciimleri ve S. aureus’un vankomisin MiK degerleri
128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 | 0,06
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 0.087 |0.092 | 0.1 0.104 | 0.107 | 0.104 | 0.12 0.11 0.696 | 0.708 | 0.632 | 0.743
B |0.088 |0.096 |0.103 | 0.107 | 0.108 | 0.145 | 0.109 | 0.112 | 0.752 | 0.777 | 0.699 | 0.719
C |0.088 |0.097 |0.102 | 0.103 | 0.109 | 0.103 | 0.11 0.107 | 0.855 | 0.827 | 0.751 | 0.814
D
E |0.088 | 0.097 | 0.101 | 0.107 | 0.108 | 0.108 | 0.11 0.112 | 0.694 | 0.722 | 0.629 | 0.796
F |0.088 | 0.098 | 0.106 | 0.105 | 0.11 0.107 | 0.109 | 0.111 | 0.631 | 0.651 | 0.65 0.768
G | 0.09 0.097 | 0.103 | 0.106 | 0.107 | 0.106 | 0.109 | 1.052 | 0.571 | 0.793 | 0.881 | 0.849
H | 0.105 | 0.107 | 0.107 | 0.081 | 0.071 | 0.072 | 0.836 | 0.856 | 0.811

26




4.2- Staphylococcus aureus ATCC 25923’iin Vankomisin Etkisindeki Patojetine Yamitlari

4.2.1- Lateks Aglutinasyon Bulgulari

Tablo 5 : 3 deneydeki S. aureus’un vankomisinin MiK iizeri ve alt1 konsantrasyonlarina maruz

kaldiktan sonra lateks aglutinasyon testine yanitlari

Lateks 8MIK |4MIK |2MiK | MiIK | %50 %25 %12,5 | KONTROL
Aglutinasyon MiK MiK MiK

Deney 1 - - - - + + + -

Deney 2 - - - - + + + +

Deney 3 - - - - + + + +

Staphylococcus aureus ATCC 25923 igin, vankomisinin %50 MIK (0,5ug/ml), %25

MIK (0,25 pg/ml), %12,5 MIK (0,125 pg/ml)’rinde ve vankomisin icermeyen ortamda lateks

aglutinasyon pozitifken, MiK ve MIK iizeri konsantrasyonlarda lateks aglutinasyon negatiftir.

4.2.2- Lam Koagiilaz Bulgular

Tablo 6 : 3 deneydeki S. aureus’un vankomisinin MiK iizeri ve alt1 konsantrasyonlarina maruz

kaldiktan sonra lam koagiilaz testine yamitlar

Lam 8MIK |4MIK |2MIK | MIK | %50 %25 %12,5 | KONTROL
Koagiilaz MiK MiK MIK

Deney 1 - - - - + + + +

Deney 2 - - - + + + + +

Deney 3 - - - + + + + +

Staphylococcus aureus ATCC 25923 igin, vankomisinin MIK (1 pg/ml), %50 MiK

(0,5pg/ml), %25 MIK (0,25 pg/ml), %12,5 MIK (0,125 pg/ml)’rinde ve vankomisin
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icermeyen ortamda lam koagiilaz pozitifken, MIK iizeri konsantrasyonlar olan 2 MIK, 4 MIK,

8 MiK’de lam koagiilaz negatiftir.

4.2.3- Biyofilm Olusumu Bulgulari

Deney 1

Tablo 7 : Deney 1’e ait pleytin kristal viyole yontemi sonrasi 540nm’deki degerleri

128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 | 0,06
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0.131 | 0.199 | 0.169 | 0.155 | 0.4 0.438 | 0.541

B 0.25 0.242 | 0.202 | 0.179 | 0.373 | 0.235 | 0.229

C

D

E

F

G 0.212 | 0.226 | 0.22 0.17 0.288 | 0.386 | 0.382

H | 0.134 | 0.138 | 0.146 0.447 | 0.351 | 0.458

Deney 2

Tablo 8 : Deney 2’ye ait pleytin kristal viyole yontemi sonrasi 540nm’deki degerleri
128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 | 0,06
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0.124 | 0.152 | 0.193 | 0.192 | 0.631 | 1.043 | 0.536

B 0.209 | 0.238 | 0.188 | 0.172 | 0.573 | 0.941 | 0.611

C 0.105 | 0.156 | 0.162 | 0.123 | 0.73 0.644 | 0.789

D

E 0.226 | 0.243 | 0.212 | 0.194 | 0.749 | 0.672 | 0.726

F 0.261 | 0.138 | 0.13 0.226 | 0.432 | 0.728 | 0.366

G 0.146 | 0.258 | 0.165 | 0.18 0.488 | 0.71 0.449

H | 0264 | 0.172 | 0.114 0.429 | 0.463 | 0.745
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Deney 3

Tablo 9 : Deney 3’e ait pleytin kristal viyole yontemi sonrasi 540nm’deki degerleri

128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 | 0,06
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0.122 | 0.167 | 0.119 | 0.119 | 0.745 | 0.658 | 0.719
B 0.089 | 0.148 | 0.095 | 0.107 | 0.631 | 0.948 | 0.401
C 0.095 | 0.144 | 0.098 | 0.115 | 0.396 | 0.419 | 0.34
D
E 0.1 0.224 | 0.141 | 0.136 | 0.301 | 0.687 | 0.385
F 0.103 | 0.116 | 0.096 | 0.492 | 0.359 | 0.488 | 0.657
G
H | 0.121 | 0.128 | 0.288 0.399 | 0.369 | 0.393
Tablo 10 : 3 deneyin biyofilm bulgular:
Biyofilm 8 MIK | 4 MIK | 2 MiK | MIK | %50 %25 %12,5 | KONTROL
MIK |MIK |MiK
Deney 1 - - - - + + + +
Deney 2 - - - - + + + +
Deney 3 - - - - + + + +

Staphylococcus aureus ATCC 25923, vankomisinin %50 MIK (0,5ug/ml), %25 MIK (0,25

pg/ml), %12,5 MIK (0,125 pg/ml)’rinde ve vankomisin igermeyen ortamda biyofilm

olusturabilmisken, MIK ve MIK {izeri konsantrasyonlarda biyofilm negatiftir.
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4.2.4- Tiip koagiilaz Bulgular

Tiip koagiilaz vankomisinin %50MIK, %25MIK, %12,5 MIK konsantrasyonlarinda 2.
Saatten itibaren pozitiflesmeye baglamistir.  36°C’de inkubasyonda ilk dort saat
gdzlemlendiginde vankomisinin %S50MIK, %25MIK, %12,5 MIK konsantrasyonlarindan ve
antibiyotik icermen kontrolden alinan 6rneklerde 2., 3. ve 4. saatlerde pozitiflik saptanmistir.
Yirmi dérdiincii saatte ise vankomisinin bu konsatrasyonlarma ek olarak MIK’de de

pozitiflik saptanmaistir.

Tablo 11 : Tiip koagiilaz bulgular1

Tiip Koagiilaz 8MIK | 4MIK | 2MIK | MIiK | %50 | %25 %12,5 | KONTROL
MiK | MiK MiK
Deney 1 1. saat - - - - - - - -
2. saat - - - - - + + +
3. saat - - - - - + + +
4.saat - - - - + + + +
24. saat | - - - + + + + +
Deney 2 1.saat - - - - - - - -
2.saat - - - - - - - -
3.saat - - - - + + + +
4.saat - - - - + + + +
24.saat - - - + + + + +
Deney 3 1. saat - - - - - - - -
2.saat - - - - + + + +
3.saat - - - - + + + +
4.saat - - - - + + + +
24.saat - - - - + + + +
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4.2.5- Lipaz, Proteaz ve Hemoliz Bulgular

Tablo 12 : S. aureus’un farkh vankomisin konsantrasyonlarinda lipaz olusturmasi

Lipaz 8MIK | 4 MiK | 2 MiK | MIK | %50 %25 %12,5 | KONTROL
MiK |MiK | MiK
Deney 1 Ureme | + Ureme | + + + + +
yok yok
Deney 2 Ureme | Ureme | Ureme | + + + + n
yok yok yok
Deney 3 + Ureme | Ureme | + + + + +
yok yok
Tablo 13 : S. aureus’un farkh vankomisin konsantrasyonlarinda proteaz olusturmasi
Proteaz 8MIK |4 MIK |2 MIK | MIK | %50 | %25 | %12,5 | KONTROL
MiK |MiK |MiK
Deney 1 + + + + + + + +
Deney 2 Ureme | + Ureme | + + + + +
yok yok
Deney 3 + Ureme | Ureme | + + + + +
yok yok
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Tablo 14 : S. aureus’un farkh vankomisin konsantrasyonlarinda hemoliz olusturmasi

Hemoliz 8MIK |4 MIK |2 MIK | MIK | %50 | %25 | %12,5 | KONTROL
MiK |MIiK |MiIK
Deney 1 + + + + + + + +
Deney 2 Ureme | Ureme | + + + + + +
yok yok
Deney 3 + Ureme | + + + + + n
yok

Minumum inhibisyon konsantrasyon testinde MIK 1ug/ml saptandiktan sonra, 8 MIK

(8 ng/ml), 4 MiK (4 pg/ml ), 2 MIK (2 pg/ml), MIK (1 pg/ml), %50 MIK (0,5 pg/ml) %25
MIK (0,25 pg/ml), %12,5 MIK (0,125 pg/ml) kuyucuklarindan yumurta sarili beyin kalp

infuzyon agara, siit tozlu beyin kalp infiizyon agara ve %5 koyun kanli agara nokta ekim

yapilip 36°C°de 24 saat inkubasyon sonrasinda plaklar degerlendirilmistir. Ureme gdsteren

tiim kolonilerde ilgili 6zellik goriilmiistiir. Ureme olup da ilgili 6zelligin negatif oldugu bir

sonu¢ bulunmamistir. Bu yiizden vankomisin konsantrasyonlari nitel olarak Staphylococcus

aureus ATCC 25923’1in lipaz, proteaz ve hemoliz 6zelliklerini etkilememektedir. Sekil 9 ve

sekil 10°da %35 koyun kanli agarda olusan hemolizler, sekil 11 ve sekil12’de yumurtali1 agarda

olusan lipazlar, sekil 13 ve sekil 14°de yagsiz siit tozlu besiyerinde olusan proteazlar

gosterilmistir.
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Sekil 7 : Vankomisinsiz (kontrol) ortamdan ve vankomisinin %50 MiK, %25 MIK,

%12,5 MiK’lerinden % 5 koyun kanh agara yapilan ekimlerde olusan hemolizler.

——

Sekil 8 : Vankomisinin MiK, 2 MiK, 4 MIK, 8 MiK’lerinden % 5 koyun kanh agara

yapilan ekimlerde olusan hemolizler.
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Sekil 9 : Vankomisinsiz (kontrol) ortamdan ve vankomisinin %50 MIK, %25 MK,

%12,5 MiK’lerinden yumurtal agara yapilan ekimlerde lipazin gézlenmesi.

Sekil 10 : Vankomisinin MIK, 2 MiK, 4 MiK, 8 MiK’lerinden yumurtah agara yapilan

ekimlerde lipazin gozlenmesi.
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Sekil 11 : Vankomisinsiz (kontrol) ortamdan ve vankomisinin %50 MiK, %25 MIK,

%12,5 MiK’lerinden yagsiz siit tozlu agara yapilan ekimlerde proteazin gézlenmesi.

Sekil 12 : Vankomisinin MiK, 2 MIK, 4 MiK, 8 MiK’den yagsiz siit tozlu agara

yapilan ekimlerde proteazin gozlenmesi.
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5- DEGERLENDIRMELER

Tabloda Staphylococcus aureus ATCC 25923’nin virulansi i¢in vankomisinin etkisi

Ozetlenmistir.

Tablo 15 : Staphylococcus aureus ATCC 25923°nin, vankomisin etkisindeki virulansi

8 4 2 MIK | %50 | %25 | %12,5 | KONTROL
MIK |MIK | MiK MiIK | MiK | MiK
LATEKS - - - - + ¥ + +
AGGLITINASYON
LAM KOAGULAZ |- - - + + + + ¥
TUP K. 1.SA |- - - - - _ _ }
TUP K. 2.SA - - - - + ¥ ¥ n
TUP K. 3.SA - - - - + + " "
TUP K. 4. SA - - - - ¥ n " n
TUP K 24.SA - - - + ¥ n " n
BIYOFILM - - - - + + + +
LiPAZ Ureme | Ureme | Ureme | + + + + +
yok yok yok
PROTEAZ + + Ureme | + + + + +
yok
HEMOLIZ + Ureme | + + + + + +
yok

Standart sus olan Staphylococcus aureus ATCC 25923, vankomisinin supraMIK, MIK

ve subMIK lerinden kurtulduktan sonra uygun kosullarda iireme yetenegini ve ekzoenzim

liretme yetenegini kaybetmemistir.

Vankomisinin MIK ve supraMiKlerinin oldugu kosullarda biyofilm olusumu

gozlenmemistir. Bakteriler yeterli ¢ogunluga ulagamadiklart i¢in veya vankomisinin yiiksek

konsantrasyonlarinin bir sekilde biyofilm olusumunu engellemesi yiiziinden vankomisinin

supraMiK ve MiKlerinin oldugu kosullarda biyofilm negatif gdzlemlenmis olabilir.
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Staphylococcus aureus ATCC 25923 vankomisinin MIK ve supraMiK mikrogevre
kosullarinda lateks aglutinasyon gozlenmemistir. Aglutinasyonun gozlenmesi ic¢in yeterli
bakterinin ortamda bulunmamasi lateks aglutinasyon testinin negatif sonu¢ vermesine neden

olmus olabilir.

Lam koagiilaz vankomisinin minumum inhibisyon konsantrasyonunda ve subMIK’de
pozitif, supraMIK’de ise negatif sonug vermistir. Staphylococcus aureus ATCC25923 hiicre
yiizeyine bagli olan “clumping factor”ii vankomisinin MiK ve subMIK konsantrasyonlarinda
iiretebilirken MIK {izeri konsantrasyonlarinda iiretemiyor olabilir. Fakat lam koagiilaz1 sivi
besiyerinden alinan ornek ile degerlendirmek son derece giigtiir. Gormek zor oldugu igin

yalanci pozitiflikler s6z konusu olabilir.

Tiip koagiilaz inkubasyonun ikinci saatinden itibaren vankomisinin subMIK’lerinde
pozitif, supraMiK’de ise negatif sonu¢ vermistir. Inkubasyonun yirmidérdiincii saatinde
supraMiK’de negatiflik devam ederken MIK’de pozitiflik goriilmiistir. Bunun sadece
MIK’de, yeterli miktardaki salian koagiilazin ancak yirmidért saatte ortamda birikebilmesi

gibi bir nedeni olablir.

Vankomisin subMIK leri Staphylococcus aureus ATCC 25923’iin olagan virulans
yanitlarinda  bir  degisiklik meydana getirmemistir. Vankomisinin  etkisi altinda
Staphylococcus aureus ATCC 25923’de genotipik ve fenotipik bir degisiklik meydana

gelmemistir.
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6- TARTISMA

Staphylococcus aureus ATCC 25923 standart susunun, bazi virulans o6zelliklerini
vankomisinin etkisi altinda kaldiktan sonra da koruyabildigi gosterilmistir. Vankomisinin
%S0MIK, %25MIK, %12,5MIK konsantrasyonlarinda yapilan biyofilm, lam koagiilaz, tiip
koagiilaz, lateks aglutinasyon, lipaz, proteaz, hemoliz deneyleri vankomisin igermeyen
kontrol grubu ile ayni 6zellikleri gostermistir. Kritik 6nem tasiyan vankomisinin minumum
inhibisyon konsantrasyonunda ve supraMiK’de ise besiyerlerinde iireme yetenekleri
kaybolmadigindan proteaz, hemoliz, lipaz pozitif gézlemlenmistir. MIK kuyucugundan alinan
ornekte tiip koagiilaz ancak vankomisinin 24.saatinde pozitiflesmis olup ilk dort saatte
pozitiflesmemistir. 8MIK’e kadar bakterisidal etki olmuyorsa neden ayni durumun 2MIK,
4MIK, 8MIK’lerde gerceklesmemis oldugu diisiindiiriiciidiir. Lateks aglutinasyon MIK
degerinde negatif gozlemlenirken, lam koagiilazda neden pozitif olabilecegi de bir merak
konusudur. Standart Staphylococcus aureus ATCC 25923 diger duyarli suslara
genellendiginde biyofilm olusumunun vankomisinin MIK degerinde pozitif saptanmamasi
klinik olarak sevindirici bir haber olmasina ragmen in vitro deneyler in vivo deneylerin yerini
tutamaz, in vivo’da 6rnegin bir kataterde biyofilm olusumu farklilik gosterebilir.

Literatiirde Staphylococcus aureus’un vankomisin duyarlili§i ve vankomisinin bakteri
tizerindeki etkinligi iizerine bir ¢cok ¢alisma varken vankomisinin bakterinin virulansina etkisi
tizerine ¢ok fazla caligma yoktur. Antibiyotik maddelerle ilgili yapilan ¢aligmalarda bakis
acis1 genellikle konagin fizyolojisini nasil etkiledigi veya patojenin iiremesinin inhibe olup
olmadig1 ya da patojenin hangi konsantrasyonlarda 6ldiigii iizerinedir. Calismamizda olaya
bakteri tarafindan bakilmistir. Bakteri, antibiyotigin ¢esitli konsantrasyonlarinda iiredikten
sonra antibiyotik igeremeyen ortama ekildiginde ilgili virulansini koruyup korumadigi
gbzlemlendi. Bakterinin virulansinin ve fizyolojisinin anlasilmasi, bir sonraki c¢alismalara
temel olusturma ve klinik durumlar i¢in 6nemlidir.

Hanberger H. ve ark.’nin c¢alismasinda Staphylococcus aureus ATCC 25923’iin
vankomisin minumum inhibisyon konsantrasyonu 25pg/ml Mg2+ iceren ve sirasiyla 0 pg/ml,
25 pg/ml, 50 pg/ml, 200 pg/ml Ca® igeren MHB ile yapilan {li¢ farkli deneyde 2pg/ml
bulunmustur (25). Pelletier J. R. ve ark. 48 kere yaptiklar1 deneyde Staphylococcus aureus
ATCC 25923’iin vankomisin MIK’nin ortalamasini 1,56 pg/ml minumum bakterisidal

konsantrasyon (MBK) ortalamasini ise 3,12 bulmuslardir (26). Frandrois J. P. ve ark.’larinin
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calismasinda Staphylococcus aureus ATCC 25923’iin vankomisin MIK’i agar test dilusyon
yonteminde 1 pg/ml , stvi dilusyon yonteminde 2 pg/ml bulunmustur (27). Undekwu K. I ve
ark.’nin CLSI prosediiriine gore yaptiklar1 E-test ve sivi mikrodilusyon sonuglarinda
Staphylococcus aureus ATCC 25923’{in vankomisin icin MIK’i 1 pg/ml bulunmustur (28).
Gedik H. ve ark. Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213
suslarmm MIK ve MBK’lerini 2 pg/ml bulmuslardir (29). Goddfresson ve ark.
Staphylococcus aureus ATCC 25923 igin vankomisin MIK degerini 1 pg/ml, post antibiyotik
etkisini 1.9 + 0.4 saat (PAE=T — C, C= kontrol organizmasinin liremesinde 1 log artis1 i¢in
gecen siire, T= antbiyotik olmayan ortamda dnceden antibiyotikle karsilagmis organizmanin
tiremesinde 1 logluk artis1 i¢in gegen siire) bulmustur (30). Nagl M ve ark. Sivi besiyeri
dilusyon ve E test yontemleriyle Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 in vankomisinde MIiK degerlerini 2 pg/ml bulmustur (31).

Bizim calismamizda 20 pg/ml Ca** ve 10 pg/ml Mg”™ iceren MHB ile yapilan deneyde

vankomisinin ayni sus tizerindeki minumum inhibisyon konsantrasyonul pg/ml bulundu.

Staphylococcus aureus’un protein A’s1 fare septik artritinde bir virulans faktordiir (32).
Stafilokokkal protein A (Spa), Staphylococcus aureus suglarinin hemen hemen hepsinde
bulunan, hiicre duvarina bagli bir proteindir. Bu proteini spa geni kontrol eder ve bu gen
logoritmik {lireme faz1 sirasinda eksprese edilirken, logoritmik lireme fazi sonrasi baskilanir

(10).

Lateks agliitinasyon testi ilk kez 1980 yilinda Essers ve Radebold tarafindan
tanimlanmistir.  Lateks  partikiillerinin  insan plazmasiyla kaplanmasi  prensibine
dayanmaktadir. Hem fibrinojen hem de IgG igeren bu reaktif, “clumping factor” ve S.
aureus un protein A’s1 ile reaksiyona girme 6zelligi gosterir. Karabiber ve ark. Tip koagulaz
ve lateks agglutinasyonu karsilagtirmis, lateks agglutinasyonun S. aureus identifikasyonunda

en az tlip koagiilaz kadar hassas ve dogru oldugunu bildirmistir (33).

Bizim ¢alismamizda Staphylococcus aureus ATCC 25923, vankomisinin %50 MIK, %25
MIK, %12,5 MIK etkilerinde ve antibiyotiksiz ortamda 18saat iirediklerinde lateks
agglutinasyon pozitif sonu¢ vermistir. MIK, 2 MIK, 4 MIK, 8 MIK konsantrasyonlarinda
herhangi bir agglutinasyon gdzlenmemistir. Fakat lam koagiilaz MIK’de pozitif gézlenmesi
diisiindiiriiciidiir ciinkii lateks agglutinasyon testinde clumping factor ve protein A’ya gore

cokelme gozlenir. Direk agarda iireyen koloniden degil de lireme olan s1v1 besiyerinden érnek
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alinarak lam koagiilaz ve lateks agglutinasyon yapilmasi degerlendirmeyi biraz daha

zorlastirmaktadir. Lam koagiilaz, lateks agglutinasyona gore daha zor goriilebilmektedir.

Bayrakal ve ark.’larinin ¢alismasinda S. aureus ATCC 25923 susu ve bir klinik susun
gentamisinin en diisiik baskilayic1 yogunluklar1 (MIK degerleri) altindaki biyofilm olusumu,
lam koagulaz ve tiip koagulazlari karsilastirilmustir. S. aureus ATCC 25923 i¢in MIK, % 50
MIK, % 25 MIK, % 12,5 MiK’de lam koagiilaz ve biyofilm pozitif bulunurken tiip koagulaz
ikinci saatte baslayip ilk olarak % 25 MIK ve % 12,5 MIK’de pozitif goriilmiistiir. 4. ve 24.
saatlerde ise tiip koagulaz 2 MIK, MIK, % 50 MIK, % 25 MIK, % 12,5 MIK’de pozitif
saptanmistir(2). Ayni sus lizerinde ayni deney vankomisinle yapildiginda biyofilm olusumu
sadece vankomisinin % 50 MIK, % 25 MIK, %12,5 MiK’lerinde pozitif oldugu
gentamisinden farkli olarak MiK’de biyofilm negatif oldugu saptanmistir. Tiip koagiilaz ise 4.
saatte MIiK ve supra-MIK’lerde negatiftir. Koagiilaz deneyinin 24. saatinde ise MiK’de tiip
koagiilaz pozitif olmustur fakat supra-MIK’de pozitiflesmemistir.

Jiazhang Qiu ve ark.’nin tavsan kanmi ile yaptigi deneylere gore mentol
konsantrasyonlariin artis1 Staphylococcua aureus 'un hemolizini azaltirken proteazina énemli
bir etkide bulunmamistir (34). Yapilan deneylerde yontem spektrofotometrik olup sayisal
degerler alinmistir. Bizim g¢alismamizda ise var-yok seklinde nitel sonuglar aldigimizdan
vankomisin konsantrasyonlarinin hemoliz, proteaz, lipaz iiretiminde belirgin farklar
goriilmemektedir. Kesin olan durum, bu 6zelliklerin S. aureus ATCC 25923’de vankomisinin

MIK ve subMIK ’lerinde ve bakterisidal olmayan konsantrasyonlarda kaybolmadigidir.

Sakoulas G. ve ark.’lar1 antibiyotik tedavisi goren kronik endovaskiiler enfeksiyonlu bir
hastadan belirli araliklarla izole ettikleri MRSA’larin virulans faktorlerini caligmislardir.
Vankomisin tedavisi sonrast izole ettikleri suslarda, delta hemolizin diisiik olmasina ragmen
varligint korumustur fakat hasta vankomisinden linezolide gegtiginde kandan izole edilen
suslarin delta hemolizin yapabilme yetenegi artmistir. Vankomisin tedavisi siiresince kandan
izole edilen suslarin polistrene yapisabilme yetenekleri kararli bulunmustur. Vankomisinin
birakilip linezolide ge¢ildigi zaman izole edilen suslarin polistrene yapisabilmesi keskin bir
azalma gostermistir (35). Bu g¢alismada izole edilen sus MRSA olup bizim susumuzdan
farklidir ve bu calisma in vivo yapilan bir ¢alismadir. Bizim ¢alismamiz ise in vitro bir
caligmadir. Her ikisi de vankomisinin virulans iizerindeki etkisini incelemistir. Biz de

caligmamizda vankomisinin farkli konsantrasyonlarinda S. aureus ATCC 25923’iin %5
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koyun kanli agarda hemoliz 06zelligini korudugunu bulduk. Ve bizim calismamizda da
vankomisinin sub-MIK konsantrasyonlariyla karsilasan S. aureus ATCC 25923, vankomisin

ile karsi1lasmayan gibi biyofilm olusturma yani polistrene yapigsma yetenegindedir.

Yarwood M. Ve ark.’lan yaptiklar1 ¢alismada Staphylococcus aureus biyofilmlerinde
virulans faktorlerinin olusturulmasini incelemistir. Biyofilm ic¢indeki non-hemolitik (agr
hasarl1), hemolitik (agr pozitif) ve hiperhemolitik (agr pozitif) altpopulasyonlardan non-
hemolitikler sayica baskin ve kararliyken hiperhemolitik varyantlar kararsizdir.
Transkripsiyon profillemesi nonhemolitik varyantta agr lokusunun ekspresyonunun ve bir¢cok
hiicre dist virulans faktoriiniin baskilandigin1 ortaya koymustur (36). Bu calismayla
karsilagtirildiginda kanli agardaki goriinlime gore bizim ¢aligmamizdaki S. aureus ATCC
25923 hiperhemolitiktir. Ve vankomisin etkisi altinda kaldiktan sonra 6lmedigi taktirde
hemoliz yetenegini kaybetmemistir. Biyofilm yapimi ise sadece MIK alt1 vankomisin
konsantrasyonlarinda pozitiftir. MIK ve iizeri konsantrasyonlarda biyofilm olusumunun

olmamasi yeterli cogunluga ulasamadigi i¢in olabilir.

Bazen mikroorganizmalarda bazi virulans genleri varligi saptanabilirken, bunlar fenotipte
goriilmeyebilir. Sudagidan M ve ark.’larinin metisiline direncli S. aureus tizerinde yaptigi
calismada virulans genlerinin bazilarmin varlig1 saptanmis ancak bunun fenotipe yansimadigi
gozlenmistir. Biyofilm testlerinde biyofilm iireten susa rastlanmadigi halde ¢aligmaya alinan
tim suslarin biyofilm yapiminda rol oynayan ica A genine sahip oldugu bulunmustur.
Biyofilm yapiminda rol oynayan icaC ve bap genlerine ise rastlanmamistir. PCR ile proteazla
ilgili sspA, sspB, aur ve serin proteaz genlerinin varligi saptanmis fakan siitlii ve kazein
agarlarda yapilan proteaz iretimi testleri negatif bulunmustur. Tween 20, Tween 80 ve
tributirin iceren besiyerleri kulanilarak bakilan lipaz iiretiminde inkubasyonun ii¢lincii giinii
pozitiflik saptanmustir fakat lipazda sorumlu geh geni tespit edilememistir (37).

Biz calismamizda virulans genlerinin varligina bakmadik fakat vankomisinin standart bir
susun fenotipinde kayiplara neden olup olmadigini arastirdik ve sonu¢ olarak vankomisinin
nitel olarak bir degisiklik yapmadig1 sonucuna vardik. Daha sonra, bu virulanslar hem nicel

olarak incelenip hem de gen bazinda incelenip daha ayrintili bir calisma yapilabilir.
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7- SONUC VE ONERILER

Vankomisin, iireme oldugu siirece S. aureus ATCC 25923’iin proteaz, lipaz, hemoliz
ozelliklerinin yok olmasini saglamamaktadir. S. aureus ATCC 25923, vankomisinin sub-mik
degerlerinde biyofilm, tiip koagiilaz, lam koagiilaz, lateks aglutinasyon, hemoliz, lipaz,
proteaz yapabilme yeteneklerini korur. Daha sonra, bu virulanslar hem nicel olarak incelenip
hem de gen bazinda incelenip daha ayrintili bir c¢alisma yapilarak fizyopatolojisi
aydinlatilabilir. Klinikte kullanilan baska antibiyotiklerin etkileri arastirilarak karsilastirma
yapilabilir. Bu tiir ¢alismalar Staphylococcus aureus’un virulansinin nasil isledigini ve

mevcut antibiyotiklerin virulansi iizerine etkilerini aydinlatma bakimindan 6nemlidir.
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