Kan Kiiltiirlerinden izole Edilen
Koagiilaz Negatif Stafilokoklarda Slime
Uretiminin Dért Farkh Yontemle
Arastirilmasi ve Slime Yapim
ile Antimikrobiyal Duyarhlik iliskisi

Kezban GURDOGAN*, Murat DiZBAY*, Firdevs AKTAS*
* Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik Bakteriyoloji ve Infeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali, ANKARA

OZET

Kan kiiltiirlerinden izole edilen 100 koagiilaz negatif stafilokok (KNS) susunda standart tiip, mikrodilus-
yon plak, Christensen ve Kongo kirmizili agar yontemi olmak tzere 4 ayri ydntemle slime yapimi arastiriimis-
tr. Tum yontemlerin 6zgullugu %100 iken, duyarliliklari sirasi ile Christensen ydnteminde %96.8, standart tiip
yonteminde %95, Kongo kirmizili agar yénteminde %92 bulunmustur. Yontemler arasinda 6zgiilliik ve duyar-
lilik bakimindan anlamli istatistiksel fark bulunmamistir (p > 0.05). 100 izolatin 63’tinde (%63) slime pozitifligi
saptanmistir. Slime pozitifligi ve antibiyotik direnci iligkisini arastirmak tizere “slime” pozitif ve “slime” nega-
tif suslarda her antibiyotik igin minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) diizeyleri belirlenerek kargilastirilmis-
tr. “Slime” porzitif grupta direng oranlari, “slime” negatif gruba gore yiiksek saptanmis ancak, fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p > 0.05).

Anahtar Kelimeler: Koagiilaz negatif stafilokok, Slime faktér, Antibiyotik direnci

SUMMARY
The Relationship Between Slime Positivity and Antimicrobial Sensitivity in
Coagulase Negative Staphylococci Isolated from Blood Cultures

In this study, the presence of slime factor in 100 coagulase negative staphylococci (CNS) isolated from
blood cultures, was investigated by using standart tube, microdilution plate, Christensen and Congo red agar
methods. Specificity of all the methods were 100% while sensitivity were as follows: Christensen method
96.8%, standart tube method 95% and Congo red agar method 92%. No statistically significant difference in
sensitivity and specificity has been found between the methods (p > 0.05). In 63 of 100 isolates slime positi-
vity was found. To investigate the relationship between the slime positivity and the antibiotic resistance, min-
imal inhibitory concentration (MIC) values of each antibiotic for slime positive and negative groups have be-
en compared. Higher resistance rates were observed in slime positive group than that of slime negative gro-
up (p > 0.05).
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Deri ve mukozalarin normal flora bakterileri ol-
malarnn nedeniyle kan Kiiltiirlerinden izole edilen
koagiilaz negatif statilokok (KNS)’larin hastalikla ilis-
kisi ancak cesitli klinik ve mikrobiyolojik kriterler dik-
kate alinarak dogrulanabilir. Mikroorganizmanin ya-
banci cisim yiizeylerine yapismasinda 6énemli rolii
olan “slime” faktér yapimi ve antibiyotiklere direnc-
lilik mikrobiyolojik &zelliklerden bazilaridir(1-3l. Bak-
teriler yabanci cisim tizerine yapistiktan sonra bir vi-
rillans faktérii oldugu diistiniilen “slime” maddesini
iretmeye baslamaktal45! ve bir siire sonra bol mik-
tarda tretilen “slime” tabakasi icine gdmiilmekte-
dir®. Bu durumda bu biyolojik ince tabaka, bakteri-
vi konagin hiicresel ve humoral savunma mekaniz-
malarina karsi korumaktadir. Aym zamanda bu biyo-
lojik tabaka, icine gémiilen KNS’leri bir diffiizyon
bariyeri olarak antibiyotiklerin etkisinden korumak-
tadir4-6l. Bu cahsmada kan Kkiiltiirlerinden izole edi-
len KNS suslarinda “slime” faktériiniin bulunma sik-
ig1 ve bu faktériin gésterilmesinde cesitli yéntemle-
rin kullanim Kkolayh@ ve duyarhliklari incelenmis,
“slime” faktor olusturma, metisilin direnci ve anti-
mikrobiyal duyarhlik ile hastalik etkeni olma arasin-
daki iliski arastinlmustir.

MATERYAL ve METOD

Cahsmamizda 1995-1996 villan arasinda Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Rutin Labo-
ratuvari' na génderilen 100 hastanin kan kiiltiirlerin-
den izole edilen 100 adet KNS izolati kullanildi. Mik-
roorganizmalar yatik agarda —20°C’de {i¢ ayda bir
seri pasajlari yapilarak saklandi.

Kan kiiltiirlerinde KNS iireyen hastalardan sepsis
tanimina uygun Klinik ve laboratuvar kriterleri tasi-
yanlar belirlendi. Bu amacla Tablo 1’de belirtilen si-
miflama parametreleri kullarldi.

Tablo 1’de verilen kriterlerden en az ikisine sahip
olan hastalar sepsis olarak tammlandi (49 hasta). Bu

hastalardan izole edilen stafilokok suslar hastalik et-
keni olan stafilokok grubu olarak degerlendirildi.

Bakterilerin “slime” faktor {iretimi dért ayn yon-
temle arastirildi.

1. Standart tiip yontemilll: Tiiplere 5 mL
Tryptic soy broth (TSB) (37g/L) konularak steril edil-
di. Bu besiyerlerine test bakterilerinden 2-3 koloni
ekilerek 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. Tipler bo-
saltilarak %0.25’lik safranin her tiipe 2 mL konulup
calkalandi. Tiipler tekrar bosaltilip, kurutularak
okundu. Tip ceperinde olusan mor pembe halka
koyuluk ve kalhinhgmna goére +, ++, +++ veya — ola-
rak degerlendirildi.

2. Christensen metodul9l: Test tiiplerine be-
siyeri ikiser mL dagitildi ve boya olarak Trypan Blue
kullaruldi. Sonuclar tiip ¢eperinde olusan mavi ren-
gin koyuluk ve kalinhgmna gore standart tiip yonte-
minde oldugu gibi degerlendirildi.

3. Mikrodiliisyon plak yontemilll: 30 g/L
agarda hazirlanan triptik soy broth (TSB) tiiplere da-
gitihp steril edildi ve bunlara test bakterileri ekildi.
Bir gece inkiibe edildikten sonra her tiip taze TSB
ile 100 kere sulandirildi ve her sulandinmdan mik-
ropleyt cukurcuklarina 0.2’ser mL dagitildi. 37°C’de
18 saat inkiibasyondan sonra cukurcuklar bosaltip
fosfat tamponu ile yikandi, havada kurutularak fikse
edildikten sonra %2’lik kristal viyole ile yikandi. Cu-
kurcuklarin optik dansiteleri (OD) 492 nm dalga bo-
yunda okundu. ODg4gs < 0.06 ise slime (-), ODg499
0.06-0.02 ise slime zayif pozitif (+), ODgg9o > 0.2
ise slime faktér kuvvetli pozitif olarak degerlendirildi.

4. Kongo kirmizil agar yontemill0l: 10 g/L
agar, 50 g/L sukroz, 37 g/L beyin kalp infiizyon
broth ve 0.8 g/L Kongo kirmizisi olacak sekilde ha-
zirlanan besiyeri steril edildi ve plaklara dokiildii.
Stafilokok suslari tek koloni yéntemi ile plaklara eki-

Tablo 1. Sepsis kriterleril7.8]

Cocuk Yetiskin

> 1yas-16 yas > 16 yas

Bebek
0-1 yas
e Vicut isisi (rektal) °C > 38 veya < 36
e Nabiz hizi (N/dak) > 160
e Solunum sayisi (SS/dak) > 60
* Beyaz kiire (mm3) > 12 000 veya
< 4000,

> %710 bant form

> 38 veya < 36 > 38 veya < 36

> 150 >90
> 50 > 20
> 12 000 veya > 12 000 veya

<4000,

> %710 bant form

<4000,

> %710 bant form
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Tablo 2. Dort ayri yontem ile KNS suslarinda belirlenen slime olusturma sikhgi

Slime negatif Slime pozitif
Yontemler ) +) (++) (+++) Toplam pozitif % Pozitif
e Standart tlip yontemi 40 27 24 9 60 60
e Christensen yontemi 39 31 22 8 61 61
e Mikrodillisyon plak yontemi 37 32 20 11 63 63
e Kongo kirmizili agar yontemi 42 58* 58 58

(+) Slime zayif pozitif, (++) Slime orta kuvvetli pozitif,

(+++) Slime kuvvetli pozitif.

(*) Kongo kirmizili agar yonteminde degerlendirme kalitatif olarak yapilmistir.

lip 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Siyah koloniler sli-
me pozitif, pembe koloniler slime negatif olarak de-
gerlendirildi.

Metisilin duyarliigi disk diffiizyon yontemi ile
arastirldilt 1], Sefepim, imipenem, meropenem, se-
furoksim, vankomisin, teikoplanin, ofloksasin, sip-
rofloksasin, amikasin, trimetoprim-sulfametoksazol
(TMP-SMX) ve rifampini iceren 11 antibiyotigin in
vitro etkinligi NCCLS (National Committee for Cli-
nical Labaratory Standards) standartlarina uygun
olarak agar diliisyon yontemi ile arastinlarak mini-
mal inhibitér konsantrasyonlar: (MiIK) saptandil12].
Kontrol susu olarak Staphylococcus aureus ATCC
29213 kullarld.

istatistiksel yontem: Analizler icin EPI, INFO
VERSION 6. 0 bilgisayar programindan yararlanilds.
[statistiksel degerlendirme icin ki kare ve Fisher’in
kesin ki kare testleri kullanild.

BULGULAR

Literatiirde mikrodiliisyon plak yéntemi sonucla-
n (+), (++) olarak degerlendirilmektedir. Standart
ttip ve Christensen yonteminde (+++) olarak deger-
lendirilen suslar mikrodilisyon plak yénteminde
ODyg5 > 0.5 olarak okundu. Bu nedenle mikrodiliis-
yon plak yénteminde de bu degerlere uygun olarak
sonuclar (+), (++), (+++) olarak degerlendirildi.

Mikrodiliisyon plak yéntemi referans test olarak
kullarilarak!13! diger tic yéntemin 6zgilliik ve duyar-
liiklan hesaplandi. Tim yoéntemlerin  6zgiilliigii
%100 iken, duyarhliklan sirasi ile; Christensen yon-
teminin %96.8, standart tiip yonteminin %95, Kon-
go kirmizili agar yénteminin %92 bulundu. Ki kare
yontemi ile 6zgtillik ve duyarliliklar arasinda istatis-
tiksel olarak anlamh fark bulunmamstir (p > 0.05).

Bu calismada mikrodiliisyon yontemiyle tesbit
edilen zayif porzitifliklerden ikisi Christensen yéntemi
ile, ticii de standart tiip yéntemi ile negatif olarak de-
gerlendirilmistir. Kongo kirmizili agar yéntemi ile ise

mikrodiliisyon yéntemi ile saptanan on pozitiflik
saptanmamuistir.

Antimikrobiyal Duyarhhk
“Slime” pozitifligi ve antibiyotik direnci iliskisini
arastirmak lizere “slime” (+) ve “slime” (-) suslarda

her antibiyotik icin MIK diizeyleri belirlenerek karsi-
lastirildi. Sonuglar Tablo 2’de sunuldu.

Onbir antibiyotik icin “slime” (+) grupta direng
oranlari “slime” (-) gruba gore hafif yiiksek saptanir-
ken, fark istatistiksel olarak anlamh bulunmadi (p >
0.05).

TARTISMA

Bu calismada standart tiip, Christensen, mikrodi-
lisyon plak ve Kongo kirmizih agar yontemleri kul-
lanilarak KNS izolatlarinda “slime” faktér arastiril-
mustir. Yiiz KNS susunun standart tiip metodu ile %
60, Christensen metodu ile %61, mikrodiliisyon
plak yontemi ile %63, Kongo kirmizili agar yontemi
ile %58’inin slime faktdr iirettigi saptanmustir. Bu
dort yontemle elde edilen sonuclar arasinda istatis-
tiksel olarak anlamli bir fark bulunmamstir (p >
0.05).

Cesitli calismalarda mikrodiliisyon plak yontemi-
nin en duyarh yéntem oldugunun belirtilmesi nede-
niyle[14.15] bu yéntem referans test olarak kullanila-
rak, diger 3 yéntemin duyarlihgi ve 6zgiilliigii arasti-
rilmistir. Referans testten sonra en yiiksek duyarhihk
ve 6zgtillik Christensen yontemi ile saptanmustr.

Spektrofotometrik mikrodiliisyon metodunda za-
uif pozitifliklerin objektif olarak degerlendirilmesi
miimkiin oldugundan, degerlendirme acisindan tis-
tinlik gdstermektedir. Diger tiip yontemleri ise ta-
mamen testi okuyanin yorumuna bagh Kalitatif test-
lerdir. Bu fark, dzellikle zayif pozitifliklerin degerlen-
dirilmesinde énem kazanmaktadir. Ayrica hem mik-
rodiliisyon plak hem de diger tiip yontemlerinde 48
saat gibi uzun bir stirede sonuc alinabilmektedir.
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Tablo 3. Onbir antibiyotigin “slime” (+) ve “slime” (-) suslardaki diren¢ durumu

Antibiyotik MIK aralig S MiKsq MiKgq Direng Direng P
mg/L mg/L mg/L % sIniri degerleri

e Sefepim 0.25>32 + 1 32 14.2 > 32 p > 0.05
- 1 8 5.4 6]

e imipenem 0.25-8 + 0.5 1 3.1 >16 p > 0.05
- 0.5 0.5 0 (F)

® Meropenem 0.25->16 + 1 16 15.8 >16 p > 0.05
- 0.5 16 10.8

e Sefuroksim 0.5-32 + 8 32 30.1 > 32 p > 0.05
- 8 32 29.7

e Vankomisin 0.5-4 + 1 2 0 > 32
- 1 2 0

e Teikoplanin 0.25-4 + 2 4 0 >32
- 1 4 0

e Ofloksasin <0.006-> 16 + 0.5 4 12.2 >8 p > 0.05
- 0.25 2 8.2 (F)

o Siprofloksasin <0.006-> 8 + 0.25 4 7.9 >4 p > 0.05
- 0.12 2 5.8 (F)

e Amikasin <0.5-> 64 + 1 32 14.70 > 64 p > 0.05
- 1 32 13.5

e TMP-SMX 0.12/2.35-4/76 + 0.5/9.5 2/38 7.9 >4/76 p > 0.05
- 0.5/9.5 1/19 5.4 (F)

e Rifampin <0.08-> 4 + 0.008 4 22 >4 p > 0.05
- 0.008 4 16.2

F: Fisher, S: “Slime”.

Diger testlerle kiyaslandiginda Kongo kirmizih
agar yonteminin daha pratik, ekonomik ve daha ki-
sa zamanda sonug alinabilen bir yéntem oldugu bil-
dirilmektedirl10.14], Nourizadehl14 kongo kirmizil
agar yontemini, diger yontemlerle uyumlu ve giive-
nilir bir yontem olarak bildirmistir. Calismamizda da
bu 4 yéntemle elde edilen “slime” pozitiflik yiizdele-
ri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulun-
mamustir. Yéntemler arasindaki farkh sonuclar daha
cok zayif slime {ireten suslarda goriilmiistiir. Ancak
bu farkhilik da istatistiksel olarak anlamh bulunma-
mustir.

“Slime” varligi etkenin viriilansin1 gésteren
6nemli bir parametre olduguna gére, en uygun test
yonteminin belirlenmesi énem tasimaktadir. Bunun
icin rutin laboratuvar kosullarinda yapilabilecek pra-
tik, ekonomik ve kisa siirede sonuc alinabilecek bir
yonteme ihtiyac vardir. Calisma sonuclarimiza gore,

Kongo kirmizih agar yéntemi rutin laboratuvarda
kullanilabilecek en uygun test olarak goériinmektedir.

Cesitli calismalarda, KNS’lerde “slime” pozitifli-
ginin artan direnc ile korelasyon gosterdigi bildiril-
mis, ayrica “slime” faktériiniin mikroorganizmalari
cevreleyen bir bariyer olusturarak bu yolla antibiyo-
tiklere direnc gelistigi belirtilmistirl2.16,17]. Boussard
ve arkadaslarill®'min calismasinda “slime” negatif
KNS’lerin test edilen biitiin antibiyotiklere duyarh ol-
dugu saptanirken, “slime” {ireten KNS’lerin en az 7
antibiyotige direnc gosterdikleri tespit edilmistir. Elci
ve arkadaslarmninl?! cahsmasinda da slime pozitif sus-
larin, slime negatif suslara oranla daha direncli oldu-
gu gozlenmistir. Kotilainen ve arkadaslarinin(l7] ca-
lismasinda da slime {iretimi ile gentamisin direnci
arasinda iliski istatistiksel olarak anlamh bulunmus-
tur. Ancak bu konuda celiski doguran calisma sonuc-
lar1 da bulunmaktadir. Jones ve arkadaslarmn(18l ca-
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lismasinda “slime” porzitif ve “slime” negatif KNS
suslarinda metisiline direnc acisindan anlamh fark
bulunmarmustir. Yapilan baska calismalarda da “sli-
me” {iretimi ile antibiyotik direnci arasinda korelas-
yon olmadig saptanmustirl19:201, Steekelberg ve ar-
kadaslarinin(21] yaptigi bir deneysel endokardit calis-
masinda ise slime {iretiminin vankomisine tedavi ya-
nitin1 etkilemedigi saptanmustir.

Bu calismada “slime” pozitif ve negatif izolatlar
arasinda antimikrobiyal direnc ile ilgili bu fark istatis-
tiksel olarak anlamli bulunmamustir. Ancak son za-
manlarda bakterinin yabanci cisme yapismasindan
hemen sonra kullanilan antibiyotikler icin MIK de-
gerlerinin aym kalmasina karsin minimum bakterisi-
dal konsantrasyon (MBK)'larin cok viikseldigi géste-
rilmistir. Bu durumun, slime nedeniyle olabilecegi
diisiiniilmektedir(22,

KAYNAKLAR

1. Barcs |, Valy-Nagy T, Panovics J. Clinical occurence and
virulence testing of coagulase-negative staphylococci.
Acta Microbiol Hung 1989;36:415-24.

2. Elci S, Gill K, Ozel F, Suay A, Mete O. Koagiilaz-negatif
stafilokoklarda makro ve mikro yéntemle “slime” olusu-
munun saptanmasi ve antibiyotik direncinin arastirilmasi.
Infeksiyon Derg 1996;10:203-6.

3. Perdreay FS, Jansen B, Peters G, Pulverer G. Typing of
coagulase negative staphylococci isolated from foreign
body infections. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1988;7:
270-3.

4. Goldman DA, Pier GB. Pathogenesis of infections rela-
ted to intravascular catheterization. Clin Microbiol Rev
1993;6:176-92.

5. Ludwicka A, Whenbruck G, Petters G, Seng PN, Gray
ED, Jelja szewuicz J, Pul verer G. Investigation on extra-
cellular slime substance produced by Staphylococcus
epidermidis. Zbl Bakt Hyg A 1984,258:256-67.

6. Deighton MA, Balkau B. Adherence measured by micro-
titer assay as a virulence marker for Staphylococcus epi-
dermidis infections. J Clin Microbiol 1990;28:2442-7.

7. Darville T, Giroir B, Jacobs R. The Systemic Inflamatory
Response Syndrome (SIRS): Immunology and potential
immunotherapy. Infection 1993;21:279-90.

8. Uzun O. Hastane infeksiyonlarinin tanimlari. Hastane In-
feksiyonlan Dergisi 1997:8-20.

9. Christensen GO, Simpson A., Bisno AL, Beachey EH:
Adherence of slime-producing strains of Staphylococcus
epidermidis to smooth surfaces. Infect Immun 1982;7:
318-26.

10. Freeman DJ, Falkiner FR, Reene CF. New method for
detecting slime production by coagulase-negative staphy-
lococci. J Clin Pathol 1989;42:472-8.

11. NCCLS. Performance standards for antimicrobial disk
susceptibility tests. 6th ed, Approved Standard. NCCLS
document. M2-A6 (ISBN 1-56238-308-6) NCCLS, 940
West Valley Road, Suite 1400, Wayne, Pennsyilvania
19087-1898-1997.

12. NCCLS Methods for dilution antimicrobial susceptibility
tests for bacteria that grow aerobically. 4th Approved
Standard, NCCLS document M7-A4 (ISBN 1-562-38-
309-4) NCCLS, 940 West Valley Road. Suite 1400,
Wayne, Pennsyilvania 19087, 1997.

13. Oztirk R, Midilli K, Ergin S, Aygiin G. Cerrahpasa Tip
Fakiiltesinde yatan hastalardan izole edilen stafilokoklarin
antimikrobik maddelere duyarlihgi. Ankem Derg 1996;
10:48-51.

14. Nourizadeh E, Sultan N. Koagiilaz-negatif stafilokoklarda
slime faktér yapmnin cesitli yéntemlerle gésterilmesi.
Infeksiyon Dergisi, 1993;7(1):31-4.

15. Pfaller M, Davenport D, Bale M, Barrett M, Koontz F,
Massanari RM. Development of the quantitative micro-
test for slime production by coagulase negative staphylo-
cocci. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1988;7:30-3.

16. Boussard P, Pithsy A, Devleeschouwer MU. Relationship
between slime production, antibiotic sensitivity and the
phage type of coagulase negative staphylococci: J Clin
Pharm Therap 1993;18:271-4.

17. Kotilainen P, Nikoskelainen J, Houvinan P. Antibiotic
susceptibility of coagulase negative staphylococcal blood
isolates with special reference to adherent, slime-produ-
cing Staphylococcus epidermidis strains. Scand J Infect
Dis 1991,23:325-32.

18. Jone SJW, Scott RIJD, Morgan J, Pether JVS. A study of
coagulase negative staphylococci with reference to “sli-
me” production, adherence, antibiotic resistance pat-
terns and clinical significance. J Hosp Infect 1992;22:
217-27.

19. Kropec A, Daschner F. In vitro activity of fleroxacin and
14 other antimicrobial against slime and non-slime—pro-
ducing Staphylococcus epidermidis. Chemotherapy
1989;35:351-4.

20. West TE, Walshe JJ, Kiol CP, Amsterdam D. Staphylo-
coccal peritonitis in patients on continuous peritoneal di-

alysis. J Clin Microbiol 1986;23:809-12.

21. Stellkelberg JM, Keating MR, Rouse MS, Wilson WR.
Lack of extracellular slime effect on treatment outcome
of Staphylococcus epidermidis experimental endocardi-
tis. J Antimicrob Chemother 1989;23:117-21.

22. Unal S, Akhan SA. Stafilokok Infeksiyonlari. Infeksiyon
Hastaliklar1 Kitabr. 1. Baski, Topcu AW, Séyletir G, Do-
ganay M (eds). Ankara: Nobel Tip Kitabevi, 1996:773-
81.

Yazisma Adresi:
Dr. Kezban GURDOGAN
Cemal Glirsel Cad.
Erdim Apt. 121/9
Cebeci - ANKARA

Makalenin Gelis Tarihi: 26.12.1998 Kabul Tarihi: 25.05.1999

Flora 1999;4(3):195-199

199



