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l. GIRIS VE AMAG

Lokal enfeksiyonun yayillmas! ve immin sistemin bu yaylmayi
baskilayamamasindan kaynaklanan bakteremi ve/veya sepsis, morbidite ve
mortalitenin en sik nedenidir. Bu enfeksiyonun siklidi, epidemiyolojisi ve etken
mikroorganizma, immin sistemi baskilanmis hasta sayisinin ve viicut
bitinligind bozan medikal aletlerin kullaniminin sayisinin da artmasiyla birlikte
degismistir.(1)

1970’lerde, stafilokoklara karsi glgli beta laktam antibiyotiklerin
kullanilmaya baglamasi ile gram negatif bakteriler Staphylococcus aureus’un
yerine gecerek ilk siraya ylkseldiler. Ancak; 1980’lerden sonra gram pozitif
koklarin sikhgi yeniden artmaya basglamistir.(1) 1995 ile 1998 yillan arasinda,
Amerika Birlesik Devletleri’nde 49 hastaneden alinan verilerde hastane kaynakl
kan yolu enfeksiyon etkenleri sirasiyla: koagulaz negatif stafilokoklar, S. aureus,
ve enterokoklar olarak bulunmustur (2).

Gram pozitif koklar 10,617 hastane kaynakh bakteriyemi hastasinin %
64.4'inde, gram negatif basiller ise % 27 sinde saptanmistir(2). Gram pozitif
bakterilerden stafilokok tlrG bakteriler ilk sirayr almaktadir. Yapilan
calismalarda, en sik Staphylococcus epidermidis (%53) olmak uGzere, S.
hominis (%13), ve S. haemolyticus sikhkla kandan izole edilen stafilokok
tarleridir (3). Amerikadan 1996 yilinda yayinlanan bir ¢alismada, Birlesik
Amerika’daki 48 merkezden bildirilen toplam 2596 hastane kaynakli



bakteriyeminin % 32.2'sinden Koagulaz Negatif Stafilokoklar (KNS) izole
edilmigtir (4). Bunlarin iginde Staphylococcus epidermidis %65-90 oraninda en
sik izole edilen tirdir(5).

Normal deri florasi elemani olmalari nedeniyle, KNS'lar siklikla kan
kultrlerinden izole edilmektedirler. Bu nedenle %85'inin deri kontaminasyonu
oldugu bilinmektedir(6,7). Birden fazla kan kilturl pozitif olsa bile, cogu zaman
gergek bir bakteriyemi mi yoksa kontaminasyon mu oldugunu saptamak gig¢
olmaktadir (7). Yapilan bir galigmada, kan kulttrtinden izole edilen, ayni tlrde,
ayni serotipte, antibiyotik direngleri ayni olan KNS’larin bazilarinin, molekiler
tiplendirme yontemleri ile analiz edildiginde farkh k&kenler olduklan
gosterilmigtir (8).

Son 20 yilda, KNS’lar, 6zellikle viicut bitinligini bozan medikal
aletlerin kullanilmasi sonucu, hastane kaynakli enfeksiyonlarin en sik nedeni
haline gelmistir. Biyomateryal enfeksiyonlarina kargt olan bu yatkinlk
anlagilamamigtir. Bu nedenle arastirmalar, mikroorganizmanin patogenezinde,
bakteriyel yapismanin, 6zellikle de slime tretiminin roli Gzerine yogunlagmisgtir.
Slime, in vitro kiltir materyali igine konulan cansiz objeler Gizerinde bakterinin
olusturdugu kalin, kolaylikla ayriimayan film tabakasidir ki morfolojik olarak
enfekte medikal aletlerin (zerini kaplayan in-vivo biofimden ayird

edilememektedir (9).

Biofilm Uretimi ile mikroorganizmalar ylzeylere geridénissiz
olarak yapigarak remeye baslarlar. Bu sirada tretmis olduklari ekstraselltler
polimerler tutunmayi ve matriks olusumunu hizlandirarak treme hizi ve gen
transkripsiyonu agisindan organizmanin fenotipini de degistirirler. Bu biyofilm
Ureten mikroorganizmalarin 6nemi, antimikrobiyal ajanlara karsi dramatik olarak

azalmig duyarliliklarindan kaynaklanir(10).



AMAG

Bu calismada kan kulttirlerinden izole edilen stafilokok turlerinde, ‘slime’
uretimi saptanarak, yontemler arasindaki duyarlhihk ve kullanim kolaylig
incelenmig, etken ve kontaminant stafilokok turleri ve bunlann slime
Uretimindeki farkhiliklani  arastinlmigtir.  Ayrica slime faktér  Gretiminin
antimikrobiyal duyarlilikla arasindaki iliski arastinlarak, slime Uretiminin
kontaminasyon ve Dbakteriyemi ayriminda kulaniip kullanilamayacagi

saptanmaya c¢aligiimigtir.



Il. GENEL BILGILER

1- STAFILOKOKLAR

A) Genel Ozellikler :

Butin stafilokoklar koyu boyanan, gram pozitif, ¢cogu fizyolojik olmayan
kosullarda yasayabilen, spor olusturmayan fakiiltatif anaerob bakterilerdir.
Uremeleri icin, ¢esitli aminoasitler ve biiyiime faktérlerine ihtiya¢c duyarlar.
Katalaz enzimi dretirler ve dizensiz topluluklar seklinde bdliinerek, Gzim

salkimi seklinde bakteri kimeleri olugtururlar (11).

Stafilokoklar klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda primer olarak
koagulaz enzimi uretip Uretmemelerine goére siniflandirihirlar. Koagulaz pozitif
olan stafilokoklar ayni zamanda mannitolii de fermente ederler ve duvarlarinda
IgG baglayan protein (protein A) igerirler. Ayni zamanda hiicre yiizeylerinde
fibrinojen baglayan bir protein (kiimeleyici faktor) icerirler. Kanli agar ve diger
segici olmayan besiyerlerinde Ureyebilirler. 18-24 saatlik inklibasyon sonrasi,

dizgin sinirh ve ytzeyli , 1-4 mm ¢apinda koloniler olugturur(12).

Stafilokoklarin tanimlanmasinda katalaz ve koagulaz enzimi disinda
biyokimyasal &zellikleride kullanilir. Bunlardan en sik kullanilaniari, mannitol

fermentasyonu, DNAz iiretimi ve novobiyosin duyarliligidir(13).



Insanda etken olan koagulaz pozitif stafilokoklar yalniz Staphylococcus
aureus kodkenleridir ancak insanda hastalik etkeni olabilen 15 koagulaz negatif
stafilokok tird mevcuttur (5).

B ) Epidemiyoloji :

KNS’lar normal kalici cilt florasinda yaygin olarak bulunurlar (12). S.
epidermidis, insan miikéz membranlarinda ve derisinde en sik ve en yogun
bulunan stafilokok tartudir (5,14). Tum stafilokoklarin % 65-90in1 olugturur ve
daha ¢ok burun kanatlar, killi deri (aksilla, inguinal bélge, perineal béige) ve
parmak aralarinda saptanir. S. hominis ikinci siklikla izole edilen KNS taraddr.
Diger KNS tirleri ya kalici cilt florasinin nadir tyeleridir (S. haemolyticus, S.
warnerri ) ya da gegcici olarak cilt florasini olustururlar (S. xylosus, S. simulans,
S. cohnii). Baz: tirler de sadece spesifik vicut boélgelerinde bulunurlar (S.
capitis [kafa], S. auricularis [dis kulak yolu]) (5). S. saprophyticus ise
troepitelyal hiicrelere affinite gosterir (12). KNS‘larin tipi ve lokalizasyonu,
antibiyotik tedavisi ve miik6z membranlarda kolonize olabilen S. aureus’un

varligi ile deg@isim g&stermektedir(5).

Dogal kalp kapakgigi endokarditi ve bazi periton diyaliz kateter
enfeksiyonlan disinda, hemen hemen bitin S. epidermidis enfeksiyonlari
hastane kaynakhidir. Bunun aksine, S. saprophyticus enfeksiyonlarinin (idrar
yolu enfeksiyonlari) hemen hemen timi hastane disindan edinilmigtir.
Muhtemelen hastanede yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin seleksiyon
baskisi uygulamasindan dolayi, hastane kaynakl enfeksiyonlardan izole edilen
S. epidermidis koékenleri ¢oklu antibiyotik direncine sahiptir. Hastalarin ve
hastane personelinin, antibiyotige direncli S. epidermidis kdkenleri ile kolonize
olmalari, hastane kaynakli enfeksiyonlarin baslangicini olugturur. Béylece,
hastalar ve hastane personeli S. epidermidis’in reservleridir ve mikroorganizma
buradan, medikal aletlerin takiimalar sirasinda direk olarak yabanci cisimlere
bulasirar (5,6).



Laboratuvarda izole edilen ¢ogu KNS’lar normal cilt florasindan
kaynakianan kontaminantlardir. Kontaminasyon olmayan izolatlar, genelde
hastane kaynakl enfeksiyon etkenleridir ve KNS enfeksiyonu olan hastalarda,
cerrahi, kateter veya protez takiimasi veya immiinsupresyon gibi konak
savunmasinda bozukluklar vardir. Prematir yanidoganlarda, 6zellikle dogum
agirhg 1500 gr altindaki bebeklerde, KNS'lar tek baglarina, ge¢ basglangich
septiseminin ve bitlin yaglarda hastane kaynakli bakteriyemi ataklarinin en sik
nedenidir(15).

S. aureus neonatal ddnemden baslayarak insanlar kolonize edebilir ve
yetigkinlerin % 25'inde burun tagiyiciigi vardir. Buradan S. aureus deri ve
mikéz membranlar kolonize edebilir. Milkéz membranlar ve deri S. aureus’un
yapigmasi igin uygun bélgeler olsa da, ayni zamanda lokal doku invazyonu
yapmasini engelleyen etkili bariyerlerdir. Eger deri ve miik6z membran bariyeri
travma yada cerrahi girigim sonrasi bozulursa, S. aureus alttaki dokulara
gecerek karakteristik lokal abse lezyonunu yapar (5,13). Enfeksiyonun herhangi
bir zamaninda, ¢ogalan bakteri lokal fagositik mekanizmalar asarsa, lenf
kanallarina ve dolayisi ile kan akimina karigabilir. Takip eden S. aureus
septisemisi ¢ok ciddi bir komplikasyondur ve metastatik enfeksiyonlara yol
acabilir (endokardit, pnémoni, veya osteomiyelit) (13).

Stafilokoklar hastane kaynakli bakteriyemi etkenleri arasinda gittikge
artan oranlarda izole edilmeye baslanmistir(1,4). KNS’lar birinci sirada yer
alirken S. aureus ikinci siklikla hastane kaynakli bakteriyemi etkenidir(1). Son
20 yida tbbi uygulamalardaki deg@isimin yanisira, immindiskiin hasta
sayisindaki artis, KNS’larin hastane kaynakl bakteriyeminin en sik nedeni

olmasini sagladi. Bu degigimler :

1. Kritk ve kronik hastalarda gittikce fazla kullaniimaya baslayan
medikal aletler; KNS'lar vaskuler kateter, serebrospinal sant,
prostetik eklemler, periton kateterleri, damar graftleri ve prostetik kalp

kapakgiklaryla ilgili enfeksiyonlara siklikla neden olurlar.



2. Genis spektrumlu antibiyotiklerin 6zellikle beta-laktam antibiyotiklerin
yatan hastalarda artan oranlarda kullaniimasi; Artmis olan bu
antibiyotik kullanimi, hastanelerde birden fazla ilaca direngli KNS
kokenlerinin yogunlagmasina ve hastalarin kolonizasyonlarina neden

olmaktadir.

3. Gittikge artan sayida, immin kompremize ve kritk hastalarin
yasamlarini surdlrebilmeleri igin, uzun sireli vaskiler katetere
bagimh olmalan. Bu hastalarda KNSlarla bakteriyemi gelisme riski
ylksektir ve kateter veya gastrointestinal sistem, KNS’larin giris yolu
olmaktadir (4).

C ) Patogenez :

|. Staphylococcus aureus :

Diger tim enfeksiyonlarda oldugu gibi, konak savunma mekanizmasi ve
bakteriyel virulans arasindaki denge patogenez igin 6nemlidir(12). S. aureus’un
hiicre duvar, peptidoglikan, ribitol, teichoic acid ve protein A dan olusur (16).
Hiicre duvarinin biytik bolimu, diger gram pozitif mikroorganizmalarda oldugu
gibi kalin bir peptidoglikan tabakadan meydana gelir. Bu peptidoglikan
tabakanin endotoksin benzeri aktivitesi vardir ve opsonizasyon igin gereklidir
(12). S. aureus’un kolonizasyonu igin , 6ncelikle konak hiicreye tutunmasi
gerekir (13). Hicre duvarinda bulunan teichoic acid bakterinin mukozal
hicrelere tutunmasinda ve S. aureusun mukosal kolonizasyonunda &nemili
oldugu dustnitlmektedir (12). Peptidoglikan tabakanin en diginda yeralan ve
hiicre duvarina kovalen baglaria tutunan protein A’'nin antifagositik etkisi vardir.

S. aureus'un travmatize olmus dokuya, butinligu bozulmus deriye,
yabanci cisimlere ve endotel dokuya tutunabildigi , fibrinojen, fibronektin,

laminin, thrombospondin ve muhtemelen tip 4 kollojeni de iceren en az 5 farkl



protein saptanmistir. S. aureus'un septisemi sirasinda endotel hiicreye
tutunmasinda, endotel hiicrenin kendisi, fibronektin ve laminin 6nemli rol oynar.
Biyomateryal enfeksiyonlarinda da, kalici tibbi cihazin, konakgi plazma ve
matriks proteinleriyle (fibrinojen ve fibronektin gibi) kaplanmasi ve bakterinin
fibronektin baglayan protein gibi reseptérler aracili§i ile bunlara tutunmasi,
yabanci cisim enfeksiyonlarina yol agar.(12,13)

S. aureus’un virtlansindan, alpha, beta, gamma, ve delta hemolizinler,
I6kosidinler, broteazlar, lipaz, deoksiriboniikleaz hiyolorinidaz ve koagulaz gibi,
salgiladigi enzim ve toksinler de sorumludur(13). Bu proteinlerin ana
fonksiyonlar, lokal konak dokularini bakterinin tremesi igin gerekli besin
maddelerine  donlstirmek olabilir(17). Henliz virulanstaki yeri tam
anlagilamamig olan bu toksinler diginda, spesifik klinik sendromlara neden olan
toksinler de salgilar. Epidermolitik toksin A ve B, stafilokoka bagii cilt
sendrommunun cilt bulgularindan, toksik sok sendrom toksin 1 ise, toksik gok

sendromunun kliniginden sorumiudur. (13,16)

S. aureus igin, slime tretimi 1990’larin ikinci yarilarina kadar, bir virulans
faktéri olarak distnilmemistir. Koagulaz pozitif stafilokoklarin medikal aletlerle
ilgili enfeksiyonlardaki énemi, mikroorganizmanin konak matriks proteinlerini

taniyabilen molekiller ifade etmesine baglanmistir (18).

S. aureus bakteriyemisi, olgularin buyik c¢ogunlugunda lokal bir
enfeksiyon odagina sekonder olarak geligir. Bu odaklar; ekstra vaskuler(selilit,
osteomiyelit, pnédmoni v.b.) ; intravaskuler (intravenéz kateter, intravenéz ilag
kullananlar) olarak siniflandirilabilirler. Vakalarin 1/3’linde ise odak saptanamaz
(12).

]
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Il. Koagulaz negatif stafilokoklar :

KNS enfeksiyonlar igin yabanci cisim varligi en énemli risk faktéradar.
Yabanci cisimler iginde intravaskiller kateterler basta gelir. lkinci sirada yer alan
risk faktorl ise immin yetmezliktir.(19) Kateterler hastane kaynakli
enfeksiyonlarin ve primer septisemilerin basgta gelen nedenidir.(20) Kalici
yabanci cisim varliginda, ¢ok az miktarda mikroorganizmanin bile enfeksiyona
yol acgabilecedi uzun zamandir bilinmektedir. Ayrica son yilllarda yapilan
¢aligsmalarda yabanci cisim bélgesindeki nétrofiller mikroskopik olarak normal
gorunseler bile, 6ldirme fonksiyonlarinda belirgin azalma oldugu saptanmigtir.
Yine bakterinin yabanci cisme yapigmasindan hemen sonra, kullanilan
antibiyotikler igin minimum inhibitér konsantrasyonlarin (MIC) ayni kalmasina
ragmen, minimum Dbakterisidal konsantrasyonlarin (MBC) c¢ok yikseldigi
gosterilmigtir. Bunun salgilanan slime nedeniyle olabilecegi

disindlmektedir.(12)

Yabanci cisim enfeksiyonlarindaki ilk asama, stafilokoklarin plastik
yizeye yapismasidir (21). Bir kag faktér mikroorganizmanin protez materyaline
yapigsmasini etkiler. Yapigsmanin erken doénemlerinde ylizey elektrik yika,
polarite , Van der Waals gugleri ve hidrofobik etkiler 6nemli iken geg¢
dénemlerde adhesinler ve reseptérler arasindaki iliski daha 6nemlidir(6).

Bu yapigmay takiben stafilokoklar lokal olarak ¢ogaliriar ve yiizeyde,
ekstra sellller poliskkaritin iginde stafilokoklarin yer aildigi, yabanci cisimden
kolay kaldiralamayan bir (lreme  gbsteriler(21). Yabanci cisim
enfeksiyonlarindaki ikinci agama olan bu kalicilik (persistans), KNS‘larin ekstra
selltler slime materyali olugturmasi ile iligkili olabilir (45). Hem mikroorganizma
(slime) hem de konak (fibrin ve fibronektin) faktérleri biyofilmin olugsmasina
katkida bulunurlar. Biyofilm, yapigsma ve kolonizasyonun devami igin
gereklidir(22). Burada deri KNS’lar igin blylk bir reservuar goérevi gorir.
Preoperatif olarak, farkli antiseptik sollisyonlari ile ne kadar temizlenirse
temizlensin, sebase bezlerinden ve apokrin g6zeneklerinden KNS'larin
temizlenemeyecegdi gosterilmistir. Preoperatif olarak kullanilan antibiyotikler

sadece antibiyotije direngli mikroorganizma populasyonunun g¢ogalmasina



neden olur (6). Protez materyali yerine takilirken, bu mikroorganizmalarin kiguk
bir kismi cerrahi yaraya bulagtinlir. Bakteri biyomateryale yapisir tUremeye
baglar ve klinik enfeksiyonun ortaya ¢ikmasini saglar (23).

Koagulaz negatif stafilokoklar, ézellikle S. epidermidis, kolonize ettikleri
kateterin Gzerinde elektron mikroskopisi ile gorilebilen egzopoliskkarit (slime)
uretiler. Uretilen bu egzopolisakkaritin patogenezdeki rolii tam olarak
bilinmemektedir(5). Bu biyofilm Gretilip kateter ylizeyini kapladiktan sonra,
bakteri bu biyofilmin igine gémiilerek , konagin immiin cevabindan ve antibiyotik
etkilerinden korunmaktadir(5,24,25). Antibiyotik diffizyonunu engellemenin
yanisira, biyofilmin igine gémilmis bakteri sayisinin fazlahd ve bakterinin
diistk Greme hizi da antibiyotik direncini artirmaktadir (24). Bunlara ek olarak,

slime’in nétrofil ve lenfosit aktivitesini azalttigi da gosterilmistir (25).

Bu etkiler, hem S. epidermis ile hem de slime (reten diger koagulaz
negatif stafilokoklarla olugan yabanci cisim enfeksiyonlarinin kronik hale
gelmesini kolaylagtirmakta, 6zellikle kateter varliginda bakteriyemi ve sepsis

riskini artirmaktadir.

Son yillarda, intravaskiler kateterler, yapay kalp kapakgiklar ve
ortopedik implantlar gibi medikal aletlerle yapilan tedavilerin artmast ile birlikte,
bu tir yabanci cisimlere badh olarak gelisen enfeksiyonlarda ciddi bigimde
artmigtir (24). KNS lar, hem bu tiir yabanci cisim ve kateter enfeksiyonlarinda,
hem de buna badl olarak gelisen hastane kaynakli bakteriyemilerde basta
gelen etken olmaktadir (26). Hastalara takilan butiin katerterlerin ylzde 12 ile
yizde 37‘sinde enfeksiyon gelismektedir ve bu enfeksiyonlarin yiizde 50 ile
yizde 75’inden S. epidermidis sorumiudur (5). KNS sepsisli hastalarin yaklagik
%75'inde basta intravaskiler kateterler olmak (izere, girisimsel tibbi cihaz

uygulamasi vardir(6).

Santral yada perifer vendz kateterler, total parenteral nuUtrisyon

kateterleri, pulmoner arter balon kateterler, arteriyel kantller ve hickman gibi
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kalci kateterler ile bakteriyemi olusabilir(27). Normal deri florasinda bulunan
KNS'larin hastane kaynakli patojen haline gelmesindeki faktérler tam olarak
bilinmemesine ragmen, kateter girisi esnasinda, kateter sisteminin
maniplasyonu esnasinda veya kateterden geri gelen kan akimi ile kolonize
olabilir. KNS’larin tretmis oldugu slime’in, bakteriyi fagositozdan koruyarak bu
kolonizasyona katkida bulundugu da bazi aragtirmacilar tarafindan ileri

surdlmastir(26).

Kateter sepsisi gelisiminde; hasta, kateter ve bakteriye ait baz 6zellikler
predispozisyon olugturabilir. Hastanin bir yas alti ve atmis yas Ustlinde olmasi,
granulositopenik olmasi, immin supressif kemoterapi almasi, yanik yada
psoriasis gibi nedenlerle deri batinltiginin bozulmasi, altta yatan ciddi hastalik
olmasi,mevcut bagka bir enfeksiyonun varlidi, kateter sepsisi igin hasta ile ilgili
risk faktorlerini olugturur(27).

Hastanin deri mikroflorasindaki degigiklik, hasta bakiminda hijyene
uyulmamasi, kontamine sollisyonlarin kullaniimasi, kateter capinin biyik ve
limen sayisinin fazla olmasi, kateter bolgesinde yada baska bir yerde
enfeksiyon varligi, kateterle iligkili enfeksiyonlar igin ek risk faktérleridir.(27)

D ) Stafilokoklarin antibiyotiklere diren¢ durumu:

Hastane kaynakl enfeksiyonlardan izole edilen KNSlar, 6zellikle S.
epidermidis ve S. haemolyticus, beta-laktam antibiyotikler, eritromisin,
klindamisin, kloramfenikol ve tetrasiklin’i igeren ¢oklu antibiyotik direnci

gostermektedir ve % 80’den fazlasi metisiline direnglidir(5).

Stafilokoklarda esas sorun giderek artan oranlarda gériilen metisilin
direncidir. Bu bakteride metisilin direnci antibiyotigin klinik kullanima
girmesinden kisa bir slire sonra, ilk kez 1961 yilinda S. aureus kokenlerinde
bildirilmigtir. 1970’lerde Avrupada,1980 lerde de Amerikada metisiline direncli S.
aureus kokenleri yayllmistir(12). 1995 ile 1999 yillarinda Amerikada SCOPE
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programi gercevesinde kan yolu enfeksiyonlarindan izole edilen S. aureus
kokenlerindeki metisilin direnci % 29 olarak saptanmistir (2). Metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) kdkenli kan yolu enfeksiyonlarinin risk faktérleri
icinde, genig ve uzun sireli antibiyotik kullanimi, hastanede uzun streli yatis,
hastada keteterlerin 6zellikle santral ventz kateterlerin varligi, eslik eden ciddi
hastaliklar, ve MRSA k&kenleri ile nazal kolonizasyon varligi sayiimaktadir (1).

Gilnimizde metisiline direngli KNS'lar, hastane kaynakli KNS
enfeksiyonlarinin gogunlugunu olusturmaktadir. Codu metisiline hassas
kdkenlerde, metisiline heterojen direng vardir, ¢lnkii metisiline degisen
derecelerde direng gosteren alt populasyonlar bulunur. Vicuttaki herhangi bir
enfeksiyonun metisilinle veya semisentetik penisilinierle veya sefalosporinierle
tedavisi, metisiline direngli populasyonlarin predominant izolat haline gelmesine
yol acar(15). Hastane kaynakl enfeksiyonlardan izole edilen KNS'larin
cogunda, metisilin direncinin yaninda, diger beta-laktamlarn, eritromisini,
klindamisini, tetrasiklini, kioramfenikolli, TMP-SMX'Ii ve aminoglikozitleri de

iceren ¢oklu antibiyotik direnci saptanmaktadir (6).

Metisiline direngli stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde tercih edilecek
antibiyotikler  glikopeptid antibiyotiklerdir (vankomisin ve teikoplanin).
Stafilokoklarda glikopeptid antibiyotiklere karsi direng son derece seyrektir. Cok
nadir olmasi nedeni ile stafilokoklardaki glikopeptid antibiyotik direnci heniiz
klinikte bir problem haline gelmemistir(12).
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ll. GEREG VE YONTEMLER

1- GEREGLER

A ) Bakteri :

Bu galigmada, Marmara Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari
Mikrobiyoloji Birimine, 2000 ve 2001 yillan iginde génderilen kan kaltird
orneklerinden izole edilen stafilokok tirleri kullanildi. 2000 ve 2001 yillari iginde
izole edilen ve etken kabul edilen 145 stafilokok kdkeni ve 2001 yili iginde kan
kaltird érneklerinden izole edilen ve kontaminasyon olarak degerlendirilen 30

stafilokok kékeni galigildi.
B ) Besiyerleri :
%5 koyun kanh agar (bio-Merieux)
Tryptic Soy Broth (Oxoid)
Brain Hearth Infusion Broth (Merck)

Agar (Merck)

C ) Sekerler:

Sukroz
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D ) Tamponlar :

0.1M PBS (Fosfat tamponlu tuzlu su) (pH:7.2)

NaCl 8gr
KCI 0.2¢gr
Naz;HPO, 1.15gr
KH2PO4 044gr
Distile su 100 ml

E ) Boyalar :
Congo Red (Carlo Erba)
Safranin (Merck)

%1’lik Saranin-O boyasinin hazirlanmasi (28)

Safranin 1gr
Distile su 100 mi

Safranin havanin iginde, her seferinde az miktarda distile su eklenerek,

dovilerek ¢ozildi. 24 saat dinlenmeye birakilan boya, filtre kagidindan iki kez

stzulda.
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F) Arag ve geregler :

Terazi (Analitik hassas terazi 0.0001gr, Sartorius)
Etiv (B 5042 Heraus)

Pastor firini (Elektro-mag)

Otoklav

Su banyosu (Elektro-mag)
Buzdolabi (Argelik)

Derin dondurucu (Argelik)

Otomatik pipetler

Cam pipetler

Pastor pipetleri

Plastik petriler (9mm ¢apinda,steril)
Cam balonlar

Doku kiiltur plaklari (Greiner)
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2- YONTEMLER :

A ) Bakterilerin saklanmasi :

Bakteriler boncuklu stok besiyerlerine depolanarak —20 °C'de saklandi.
Stoklardan alti ayda bir pasaj yapilarak bakterilerin canlihd kontrol edildi.
Caligmalarda %5 koyun kanli agara pasajlanan stok bakteriler kullanildi.

B ) Bakterilerin identifikasyonu:

%5 koyun kanl agarda 37 °C‘de bir gece inkiibe edilen pozitif kan kiltira
pasajlarinda Ureyen, 2-3 mm boyutlarinda, konveks krem renginde veya sari
renkte, mikroskopisinde gram pozitif gérinen katalazi pozitif kolonilerden kiiguk
bir miktar alinarak, 0.5 ml insan plasmasinin iginde slispanse edildi. 37 °C'de 4
saatlik inklibasyon sonucu pihti olusturan izolatlar pozitif kabul edilerek, S.
aureus olarak isimlendirildi. Koagulaz negatif stafilokok k&kenleri, Vitek
otomatize sistemde Gram Pozitif Identifikasyon paneli kullanilarak tir tayini

yapildi.
C ) Antibiyotik duyarhhiklaninin saptanmasi:

Izole edilen stafilokok kékenlerinin koyun kanh agardaki 18-24 saatlik
pasajlar kullanilarak, Vitek otomatize sistemde duyarlilik testleri yapildi. Gram

pozitif hassasiyet paneli kullanildi.
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D ) Slime iiretiminin saptanmasi:

Bakterilerin slime Gretimi, Kongo kirmizili agar yéntemi ve kantitatif
mikroplak test (mikrodilisyon plak ) yéntemi ile saptandi.

I. Kongo Kirmizih Agar Yontemi (29, 30)
| a) Kongo Kirmizili Agar Yonteminde kullanilan maddeler:

- 37 gr/l brain heart inflizyon sivi besiyeri,
- 50 gr/l sukroz,

- 10 gr/l agar, ve

- 0.8 gr/l kongo kirmizisi

| b) Kongo Kirmizih Agar Yoéntemi (29, 30)

e 37 gr Brain Heart Inflizyon besiyeri, icine 50 gr sukroz ve 10 gr agar
katilarak 950 ml distile suda eritildi ve 121 °C de 15 dakika otoklavda
sterilize edildi.

e 0.8 gr kongo kirmizisi 50 ml distile suda eritilerek 121 °C de 15 dakika
otoklavda sterilize edildi.

e Besiyeri 55 °C ye gelinceye kadar sogutuldu ve (zerine 50 ml distile suda
eritiimis ve otoklavda sterilize edilmis 0.8 gr kongo kirmizisi eklendi.
Hazirlanan bu besiyeri, 9 mm c¢apindaki steril plastik petrilere 15’er ml
dokaldi.

o Test edilecek mikroorganizmalar, koyun kanli agara tek koloni disecek
sekilde ekilip 24 saat 37 °C de inkiibe edildi.
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e Caligilan stafilokok  kokenlerinin, kongo kirmizih agara tek koloni
olusturacak sekilde pasajlari yapildi.

Degerlendirme: Siyah veya kirmizi renkte, kuru yiizeyli ve birbirine sikica
yapismis koloniler slime treten bakteriler, diiz koloni morfolojisi gésteren ve
birbirine gevsekge yapismis koloniler slime uretmeyen bakteriler olarak
tanimlandi.

Resim 1: Kongo kirmizili agarda slime negatif KNS kolonileri

Resim 2: Kongo kirmizili agarda slime pozitif KNS kolonileri
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II. Kantitatif Mikroplak Test Yéntemi (31)

Il a) Kantitatif mikroplak test yonteminde kullanilan maddeler:

- 30 gr/L Tryptic Soy Broth (TSB)

- Fosfat tamponu, pH: 7.2

- %7’lik Safranin-O boyasi

- Duz tabanh 96 kuyucuklu, gamma radyasyonla sterilize edilmis doku
kiltar plaklari (Greiner)

- Mikro ELISA otomatik okuyucu (ELX 800 universal microplate reader,
BIO-TEK instruments inc.)

Il b) Kantitatif Mikroplak Test Yontemi (31)

e Bu yontemde, 96 kuyucuklu, diiz tabanl, steril polistiren doku kiiltiir plaklari
kullanildi.

o Test edilecek mikroorganizmalar, koyun kanl agara tek koloni diisecek
sekilde ekilip 24 saat 37 °C de inkiibe edildi.

e 3 gr TSB 100 ml distile suda eritilerek, test tiplerine 5er ml dagitildi ve
tiplerin agz1 pamukla kapatilarak 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize
edildi.

e Koyun kanl agardan alinan koloniler TSB'de 10° kob/ml olacak sekilde
siispanse edildi.

e Bir gecelik inkiibasyondan sonra sivi kiiltiir ortami taze TSB ile 100 kere
sulandirildi.

e Bu siispansiyondan 0.2 ml alinarak, test edilecek her kéken icin en az 3 adet
olmak tzere, doku kultur plagi kuyucuguna konuldu.

e Her plakta en az 5 kuyucuga steril TSB konuldu.

e Doku kiltir plaklarinin kapaklar kapatilarak, buharlagsmayi engellemek
amaci ile parafilmle sarilarak, 35 °C etiivde 48 saat inkiibe edildi.

e 48 saatlik inkiibasyondan sonra her kuyucugun igerigi otomatik pipetle

nazikge aspire edilerek, iki kez fosfat tamponu (PBS) (pH 7.2) ile yikandi.



e Kuyucuklar safraninle 2 dakika boyanarak, safranin aspire edildi. Kiltir
plaklari Micro ELISA otomatik okuyucuda 490 nm dalga boyunda okutularak,
optik dansiteleri belirlendi. Bos okutma (safraninle boyanmis, steril TSB
iceren kuyucuk) sonucu, deney kuyucuklarinin sonuglarindan cikarildi.

e Her isolat i¢in saptanan tg¢ ayri okutma degerinin ortalamasi alindi.

Degerlendirme : Kongo kirmizili agar yéntemi ile slime negatif bulunan
kokenlerin  optik dansite degerlerinin  aritmetik ortalamasi 0.193, standart
sapmasi 0.065 bulundu. Aritmetik ortalamaya (0.193), 3 standart sapma (bir SS
= 0.065) eklenerek, cutt-off seviyesi (0.389) saptandi. OD’si 0.389’'un iizerinde
olan kokenler slime pozitif, altinda olanlar ise slime negatif olarak
degerlendirildi. (31)

Bulunan cutt-off seviyesine 2’ser standart sapma eklenerek, slime tretimi
kantitatif olarak (+), (+ +) ve (+ + +) olarak degerlendirildi. OD’si 0.389 ile 0.520
olan kokenler (+) , 0.520 ile 0.651 arasinda olan kékenler (+ +), 0.651 den

buytik olan kdkenler ise (+ + +) olarak degerlendirildi.

Cutt-off seviyesi bulmak igin, TG-ROC (version 070397e) istatistik
programi kullanilarak, ROC analizi yapildi (grafik 1). ROC analizi diagnostik
testlerde en uygun cutt-off seviyesini bulmak igin kullanilan istatistiksel bir
yontemdir. Bu yontemde olasi cutt-off seviyeleri igin testin duyarllik ve
Ozgullikleri hesaplanir. Maksimum duyarlilik ve 6zgulligin saptandigi deger
cutt-off seviyesi olarak alinir. Bizim caligmamizda, kantitatif mikroplak test
yéntemi ile belirlenen OD degerleri, kongo kirmizili agar yéntemi ile elde edilen
sonuglarla kargilagtirlarak, ROC analizi yapildi. 0.309-0.391 OD araligi
maksimum duyarliik ve 6zgullugun oldugu cutt-off araligi olarak belirlendi.
Aritmetik ortalamaya 3 standart sapma eklendiginde bulunan cutt-off seviyesinin
ROC analizi ile bulunan cutt-off seviyesi ile uygun olmasi tizerine 0.389 cutt-off

seviyesi olarak belirlendi.
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Grafik 1: kantitatif mikroplak yéntemi ile elde edilen OD degerlerinin ROC analizi

D ) istatistik analizler

istatistik testleri igin, InStat paket programi (LSU Medical Center 931521S)
kullaniimigtir. Degerler arasindaki farklilik, anlam agisindan Fisher's exact test
ile degerlendirilmigtir.
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IV. BULGULAR
1- BAKTERILER

2000-2001 vyillari iginde Marmara Universitesi Hastanesi, Merkez
Laboratuvari Mikrobiyoloji birimine gelen kan kiiltiirii érneklerinden izole edilen
etken 145 stafilokok kokeni ve 2001 yili iginde laboratuvara génderilen kan
kiltir érneklerinden izole edilen ve kontaminasyon olarak degerlendirilen 30

stafilkok kékeni galigsmaya alindi.

Tek kan kiltirt sisesinde ve 48-72 saatlik inkiibasyondan sonra tireme
ile hastada enfeksiyon semptomlari olmayisi kontaminasyon kriterleri olarak

belirlendi.

Caligilan 145 kokenden, 45 tanesi S. aureus, 60 tanesi S. epidermidis,
12 tanesi S. hominis, 8 tanesi S. simulans, 6 tanesi S. haemolyticus, 3 tanesi S.
capitis, 2 tanesi S. auricularis, 2 tanesi S. warnerri, 1 tanesi S. saprophyticus
olarak saptandi. 6 tanesi tur bazinda identifiye edilemedi (sekil 1)
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Sekil 1: Kan kiltirlerinden etken olarak izole edilen stafilokoklarin dagilimi

2- SLIME OLUSUMU:

145 etken stafilokok kékeninde ve 30 kontaminant stafilokok kékeninde,
iki farkli yontemle, slime tretimi saptanmigtir.

Kongo kirmizili agar yéntemi ile etken olan stafilokok k&kenlerinin

43'inde (% 29.7) slime tretimi saptanirken, kantitatif mikroplak yéntemi ile
stafilokok kékenlerinin 41’inde (%28.3) slime iretimi pozitif bulundu. (Tablo 1)
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Tablo 1: Iki farkli yéntem ile stafilokok kékenlerinde belirlenen slime olusturma
sikhg

, Slime Negatif | Slime Pozitif Toplam
YONTEMLER

Say1 |Yiizde| Say1 |Yiizde| Sayi | Yizde

Kongo Kirmizih Agar Yéntemi | 102 703 | 43" | 29.7 | 145 100

Kantitatif Mikroplak Y&éntemi 104 71.7 | 41* | 283 | 145 100

* 3 stafilokok kékeninde kongo kirmizili agar yontemi ile pozitiflik saptanirken,
kantitatif mikroplak yonteminde slime Uretimi tespit edilmedi. 1 stafilokok
kdkeninde kongo kirmizili agar yéntemi ile slime Gretimi negatif saptanirken,
kantitatif plak yénteminde pozitif bulundu.

Her iki yontem de slime Uretiminin saptanmasi agisindan uyumlu

bulunmustur.

Caligilan etken kdkenler iginde 45 S. aureus susunun 11 (%24.4)'inde,
60 S. epidermidis susunun 25 (41.7)inde, 6 S. haemolyticus kdkeninin 2
(%33.3)'sinde, 12 S. hominis kékeninin 2 (16.7)'sinde, 8 S. simulans kékeninin
2 (%25)inde, slime Uretimi pozitif bulunurken, S. auricularis, S. warnerri, S.
capitis ve S. saprophyticus kbékenlerinde slime Uretimi negatif bulundu. Tablo 2
de gbruldigu gibi, slime Uretimi en ylksek % 41.7’ lik oranla S. epidermidis
kdkenlerinde saptanmistir.

Kontaminant 30 stafilokok kdkeninden 4 tanesinde (%13.3) slime Uretimi

saptanirken 26 tanesinde (%86.6) slime Uretimi saptanmadi.

Kontaminant stafilokok kokenleri ile etken olan stafilokok k&kenleri

arasinda slime udretimi agisindan anlamli istatiksel fark saptandi (p<0.05).
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Tablo 2: Stafilokok tirlerine gére kékenlerin slime Uretme sayi ve ylzdeleri

Slime
Pozitif Negatif Toplam

sayl (%) sayt (%) sayl
S. aureus 11 (24,4) 34 (75,6) 45
S epidermidis 25 (41.7) 35(58.3) 60
S. hominis 2(16.7) 10 (83.3) 12
S. simulans 2 (25) 6 (75) 8
S. haemolyticus 2(33.3) 4 (66.7) 6
S. auricularis 0 2 2
S. capitis 0 3 3
S. warnerri 0 2 2
S. sapropyticus 0 1 1
KNS 1(16.7) 5(83.3) 6
Toplam 43 (29.7) 102 (70.3) 145

Kantitatif mikro-plak ydntemiyle stafilokok kodkenlerinin slime tretimi
yontemde belirtildigi gibi, (+), (+ +) ve (+ + +) olarak degerlendirildi. Slime Uretim
miktari kbkenlerin % 32.5'inde (+), % 35'inde (+ +) ve % 32.5'inde de (+ + +)
olarak saptandi. Stafilokok koékenlerinin slime Uretim miktarlan tablo 3'te

verilmistir.
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Tablo 3: Stafilokok tirlerinin, kantitatif mikroplak yontemine gore slime Uretim

miktari
Slime
+) (++) (++4) Toplam

sayl (%) say1 (%) say1 (%) sayl
S. aureus 4 (36.4) 5 (45.5) 2(18.1) 11
S epidermidis 7 (30.4) 7 (30.4) 9(39.2) 23
S. hominis 1 (100) 0 0 1
S. simulans 1 (50) 1 (50) 0 2
S. haemolyticus 0 1 (50) 1 (50) 2
S. auricularis 0 0 0 0
S. capitis 0 0 0 0
S. warnerri 0 0 0 0
S. saprophyticus 0 0 0 0
KNS 0 0 1 (100) 1
Toplam 13 (32.5) 14 (35) 13 (32.5) 40

Slime Ureten S. aureus kokenlerinin % 36.4°'0 (+), % 45.5' (+ +) ve %
18.1'i (+ + +) slime Uretirken, S. epidermidis kdkenlerinde bu oranlar, % 30.4,
%304 ve % 39.2 olarak saptanmigtir. Slime Uretim miktarlar
kargilastinldiinda, S. epidermidis kodkenlerinin, S. aureus kokenlerine gbre
kantitatif olarak daha fazla miktarda slime uretti§i gorlitiyorsa da bu fark
istatiksel olarak anlamh degildir (p>0.05).
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3- ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIK

145 Safilokok kokeni igin, ampisilin, sulbaktam-ampisilin, eritromisin,
gentamisin, klindamisin, nitrofurantoin, ofloksasin, okzasilin, penisilin, rifampisin,
sefazolin, siprofloksasin, tetrasiklin, trimetoprim-sulfametaksazol (TMP-SMX) ve
vankomisini igeren 11 antibiyotigin direng ylizdeleri tablo 4’te verilmistir.

Caligilan antibiyotiklerden vankomisine karsi direng saptanmamigken, en
yiksek direng orani penisilin (% 89.7) ve ampisiline (%88.3) kars! bulunmustur.

Tablo 4: Stafilokok kékenlerinin 15 antibiyotige duyarlilik durumlari

Antibiyotik Direng¢ Yiizdesi
Penisilin 89.7
Ampisilin 88.3
Sulbaktam-ampisilin 54.5
Sefazolin . 55.2
Metisilin 54.5
Eritromisin 43.4
Gentamisin 31.7
Klindamisin 29.7
Nitrofurantoin 2.8
Ofloksasin 40.0
Rifampisin 20.0
Siprofloksasin 44.8
Tetrasiklin 39.3
TMP-SMX 33.8
Vankomisin 0.0
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S. aureus ve koagulaz negatif stafilokoklarin 15 antibiyotige karsi direng
ylzdeleri tablo 5'te kargilagtirmali olarak verilmigtir.

Tablo 5: S. aureus ve KNS kokenlerinin 15 antibiyotige karsi duyarlilik

durumlar)
Direng Yiizdesi

Antibiyotik S. aureus KNS
Penisilin 86.7 91
Ampisilin 82.2 91
Sulbaktam-ampisilin 244 68
Sefazolin 244 69
Metisilin 244 68
Eritromisin 20.0 54
Gentamisin 20.0 37
Klindamisin 8.9 39
Nitrofurantoin 2.2 3
Ofloksasin 22.2 48
Rifampisin 20.0 20
Siprofloksasin 22.2 55
Tetrasiklin 37.8 40
TMP-SMX 4.4 47
Vankomisin 0.0 0

KNS kékenleri, S. aureus kékenlerine gore, butiin antiyotiklere kargi
daha direngli bulunmustur. Metisilin direnci S. aureus kékenlerinde % 24.4
olarak saptanmis iken, bu oran KNS kdékenlerinde % 68 olarak saptanmistir.
Ozellikle sulbaktam-ampisilin, sefazolin, metisilin eritromisin ve TMP-SMX'a
karsi, S. aureus kékenlerindeki direng ylzdesi KNS kékenlerinin direng

yuzdesine gére, belirgin derecede az bulunmustur (p<0.0001).
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Slime poxzitifliginin, tekli antibiyotik direnci ile iligkisini arastirmak igin,

slime pozitif ve slime negatif kékenlerde, her antibiyotik igin direng ytizdeleri

belirlenerek karsilagtinldi. Slime Ureten ve Uretmeyen S. aureus ve KNS

kdkenlerinin, antibiyotiklere karsi direng yiizdeleri tablo 6'da verilmistir.

Tablo 6 : Slime pozitif ve slime negatif kbkenlerde 15 antibiyotije karsi direng

durumu
S. aureus KNS
Slime Slime Slime Slime
pozitif | negatif P pozitif | negatif P

Antibiyotik (%) (%) |degerleri| (%) (%) degerleri
Penisilin 100.0 82 p>0.05 (93.8 89.7 p>0.05
Ampisilin 81.8 82 p>0.05 [93.8 89.7 p>0.05
Sulbaktam-ampisilin (9.1 29 p>0.05 (75.0 64.7 p>0.05
Sefazolin 9.1 29 p>0.05 |75.0 66.2 p>0.05
Okzasilin 9.1 29 p>0.05 |[75.0 64.7 p>0.05
Eritromisin 18.2 21 p>0.05 (594 51.5 p>0.05
Gentamisin 0.0 26 p>0.05 (31.3 39.7 p>0.05
Klindamisin 0.0 12 p>0.05 [(40.6 38.2 p>0.05
Nitrofurantoin 0.0 3 p>0.05 (3.1 2.9 p>0.05
Ofloksasilin 0.0 29 p>0.05 [68.8 38.2 p<0.05
Rifampisin 0.0 26 p>0.05 (15.6 22.1 p>0.05
Siprofloksasin 0.0 29 p>0.05 |78.1 44 .1 p<0.05
Tetrasiklin 18.2 44 p>0.05 [40.6 39.7 p>0.05
TMP-SMX 9.1 3 p>0.05 (50.0 45.6 p>0.05
Vankomisin 0.0 0 p>0.05 |0.0 0.0 p>0.05

S. aureus’ta slime Greten kékenlerin penisilin ve TMP-SMX'e karsi direng

ylzdeleri slime Uretmeyen S. aureus kdkenlerine kargi ylksek bulunurken
(sirayla, % 100’e karsl % 82 ve % 9.1’e kargt % 3), diger 12 antibiyotik icin

29




slime Uretmeyen S. aureus kékenlerindeki direng yuzdesi, slime Ureten S.
aureus kdkenlerine oranla daha yiksek bulunmustur.

KNS koékenlerinde gentamisin ve rifampisin hari¢, diger antibiyotiklere
kars! direng yizdesi, slime pozitif grupta, slime negatif gruba gére daha yiksek
bulunmustur. Gentamisin direnci, % 39.7 ye karsilk % 31.3 oraninda ve
rifampisin direnci %22.1'e karsihk %15.6 oraninda, slime negatif grupta daha
yiksek saptanmigtir.

KNS kokenlerinde, slime pozitif gruptaki siprofloksasin ve oflofloksasine
karsi direng, slime negatif gruba gére istatiksel olarak aniamli bulunmustur.

2 ve daha fazla antibiyotie karsi olan direng, ¢oklu antibiyotik direnci
olarak kabul edilmektedir. Caismamizda 5 ve daha fazla antibiyotige direngli
olan kékenler ¢oklu antibiyotik direnci olan kékenler olarak tanimlandi ve slime
pozitifliginin, coklu antibiyotik direnci ile iligkisini aragtirmak igin, slime pozitif ve
slime negatif kokenlerde, coklu antibiyotik direng ylzdeleri belirlenerek
karsilagtirildi. Slime Ureten ve Uretmeyen S. aureus ve KNS kékenlerinin, ¢okiu

antibiyotik direng ytizdeleri tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7 : S. aureus ve KNS kdékenlerinin, ¢coklu antibiyotiklere direng durumu

Slime pozitif | Slime negatif
P degeri
sayl (%) sayl (%)
S. aureus (1(% 9.1) 10 (% 29.4) p>0.05
KNS 28 (% 90.6) 46 (%67.6) p<0.05

Slime pozitif 11 S. aureus koékeninden 1 tanesinde (%9.1) ¢oklu
antibiyotik direnci pozitif bulunmustur. Slime negatif 34 S. aureus kékeninden

ise 10 tanesinde (% 29.4) ¢oklu antibiyotik direnci saptanmistir.
KNS kékenlerinde; slime pozitif gruptaki 32 kdkenden 28’inde (% 90.6)

coklu antibiyotik direnci saptanirken, slime negatif gruptaki 68 kokenden
46’sinda (%67.6) ¢oklu antibiyotik direnci saptanmistir.
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KNS kokenlerinde slime pozitif gruptaki ¢coklu antibiyotik direnci, slime
negatif gruba gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur(p<0.05).

Slime reten KNS kokenlerinde, uretilen slime miktarinin antibiyotik
direnci ile iligkisini aragtirmak icin, slime Gretim miktarlan (+), (+ +) ve (+ + +)
olarak belirlenerek, 15 antibiyotie karsi direng ylUzdeleri kargilastinidi. KNS
kdkenlerinin slime Gretim miktarlan ile antibiyotik direng ylizdeleri arasindaki
iligki tablo 8'de gdsterilmigtir.

Tablo 8: KNS kékenlerinin slime lretim miktarlari ve antibiyotik diren¢ durumlari

Antibiyotik Slime iiretim miktan

() (+) (++) (+++4)
Penisilin 89.7 100.0 90 90.9
Ampisilin 89.7 100.0 90 90.9
Sulbaktam-ampisilin 64.7 77.8 60 81.8
Sefozolin 66.2 77.8 60 81.8
Metisilin 64.7 77.8 60 81.8
Eritromisin 51.5 66.7 60 454
Gentamisin 39.7 33.3 20 27.2
Klindamisin 38.2 55.6 30 27.2
Nitrofurantoin 29 0.0 10 0
Ofloksasilin 38.2 66.7 60 72.7
Rifampisin 22.1 22.2 10 18.1
Siprofloksasin 441 88.9 60 81.8
Tetrasiklin 39.7 22.2 50 54.5
TMP-SMX 45.6 55.6 50 36.3
Vankomisin 0.0 0.0 0 0

KNS izolatlarinin olusturdukian slime miktan ile, antibiyotik diren¢ yizdeleri
tablo 8'de karsilastirilmigtir. Tetrasiklin diginda gahisilan diger antibiyotikler icin
slime dretim miktan ile diren¢ durumu arasinda bir korrelasyon

saptanamamigtir.
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V. TARTISMA

Son yillarda yayinlanan c¢aligmalar koagulaz negatif stafilokoklarin,
6zellikle hastane kaynakli bakteriyemilere en sik neden olan mikroorganizma
oldugunu gdstermektedir (4). KNS'lar kan kiitlirlerinden en sik izole edilen
mikroorganizmadir ama bu izolatlarin %85’l kontaminasyondur (32). KNS’lar
insan kalici cilt florasinin en yaygin Gyesi olduklar igin (5), genellikle kan kaltlrd
icin érnek alimi sirasinda 6rnekleri kontamine ederler. Kontaminant olarak
siklikla izole edilmelerine ragmen KNS’lar, glinimiizde 6nemli hastane kaynakl
patojenler haline gelmistir (32). Bunun nedenleri arasinda, gittikge artan sayida
ve uzun sire kullanilan intravendz kateterler, protez kalp kapakgiklan, vaskiler
graftler gibi tibbi aletlerin (32) yanisira, vaskiiler kateterlere ihtiyag duyan
immin kompromize ve nétropenik hastalarin sayisinda artis olmasi sayilabilir

(4).

Boyle bir durumda, kan kiltirinde koagulaz negatif bir stafilokokun
dremesi halinde karar vermek gerek klinisyen gerekse mikrobiyolog igin oldukga
zorlagmaktadir, ¢inki izole edilen mikroorganizma bakteriyemi ve/veya sepsis
nedeni olabilecegi gibi, kontaminasyon da olabilir. Sepsis veya bakteriyemi
durumunda gecikmeden antibiyotik tedavisine baglamak zorunlu iken,

kontaminasyon durumunda tedaviye gerek yoktur.

Yukarida belirtilen durumlarin ayirdedilebilmesi igin cesitli klinik ve
laboratuvar parametrelerin degeri énem tagimakta ve pek cok caligma ile de
aragtinimaktadir. Ginimizde KNS’larin kontaminant mi yoksa patojen mi
oldugunu anlamada su kriterler kullaniimaktadir: [1] Genelde ilk 48 saat iginde
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Greme, [2] birden fazla pozitif kan kilturd, [3] hastada enfeksiyon semptomlari,
[4] 3 giin veya daha fazla yerinde kalan intravendz kateter ve [5] izole edilen
KNS k&keninin ¢oklu antibiyotik direnci igermesi etken oldugunu gosterir (15).

Ginumizde kontaminant ve patojen ayirmi yapmada kullanilan
yéntemlerin hem tanimlanmasi iyi yapilamamistir, hem de vyeterli degildir.
Gergek hastalik etkeni olan KNS'larin belirenmesinde bir bagka yaklagim
virulans faktorlerinin belilenmesidir. Bu konuda en g¢ok caligilan ise slime

Gretiminin saptanmasidir (6).

Slime dretimi Christesen metodu (kalitatif makro method), kongo kirmizil
agar yontemi ve kantitatif mikro method olmak Uzere Ug farkh ybntemle
saptanabilmektedir (29,31). Yapilan gesitli galismalarda, Chiristesen yontemi ile
kargilagtirildiginda, diger iki yontemin duyarlilik ve 6zgullugu % 85 ile % 100
arasinda degisen oranlarda bildiriimigtir (29,31,33,46).

Bu caligmada, kongo kirmizili agar yéntemi ve kantitatif plak yontemi
kullanilarak stafilokok izolatlarinda slime retimi arastirimigtir. 145 stafilokok
" kdkeninin, kongo kirmizili agar yontemi ile % 29.7’sinin, kantitatif plak yontemi
ile % 28.3'Gnin slime drettigi saptanmigtir. Kongo kirmizili agar yontemi
referans test olarak alindiginda, kantitatif mikroplak yonteminin duyarlihg %93
6zgullugu ise %99 bulunmustur. Bu iki ydontemle elde edilen sonuglar arasinda
slime pozitifligini belireme agisindan belirgin bir istatiksel fark saptanmamisgtir
(p>0.05).

Mikrodilisyon plak yonteminin avantaji de@erlendirmenin objektif
kriterlere gére yapilabilmesidir; kongo kirmizili agar yénteminde oldugu gibi testi
okuyan Kkiginin yorumuna bagl degildir ve kantitatif bir degerlendirme
yéntemidir.

Slime Uretimi etkenin virulansini gésteren bir parametre oldugu igin, en

uygun test ydnteminin belilenmesi 6nem tagimaktadir. Bunun igin rutin
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laboratuvar kosullarinda yapilabilecek pratik, ekonomik ve kisa stirede sonug
alinabilecek bir yénteme ihtiya¢ vardir. Calisma sonuglarimiza gére, kongo
kirmizil agar yoéntemi rutin laboratuvarlarda kullanilabilecek en uygun test

olarak gériilmektedir.

Bazi ¢aligmalarda, kandan izole edilen ve etken kabul edilen KNS’larin,
gene kandan izole edilen ve kontaminant olarak diiginiilen KNS’lara gére daha
fazla oranda slime olugturduklari gézlemlenmistir (34). Benzer sekilde gesitli
enfeksiyonlardan izole edilen stafilokok tirlerinin de kontaminant olan veya
normal floradan izole edilen kokenlere goére daha sik slime olusturduklar

yayinlanmigtir (35,36).

Hastalik etkeni olma ve slime Uretimi arasindaki iligkiyi belilemek Gzere,
etken oldugu dustinllen 145 stafilokok kdkeni ile kontaminant olarak diigtiniilen
30 stafilokok kdkeni slime Uretimi agisindan arastiriimigtir. Hastalik kdkeni olan
stafilokoklarin % 29.7’sinde (KNS koékenlerinde %32, S. aureus kdékenlerinde
%24.4) kontaminant olan kdkenlerin ise % 13.3’lnde slime (retimi saptanmigtir.
Iki grup arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu
sonuglar, kan kiltirlerinden izole edilen KNS kékenlerinin kontaminant mi
patojen mi oldugunu ayirmada kullanilan klinik ve laboratuvar bulgulara ek

olarak slime Gretiminin de kullanilabilecegini géstermektedir.

S. aureus kdkenlerinin slime uUretimi konusunda literatliirde celigkili
yayinlar vardir. Séyle ki; 1993 yilinda Nourizadeh ve arkadaglarinin yapmig
olduklan galismada, 50 koagulaz pozitif stafilokok kékeninde tg¢ farkli ydntemle
slime uretimi aragtinimigtir. Kullanilan tg¢ farkli yontemle de koagulaz pozitif
stafilokok kokenlerinin hi¢ birisinde slime Gretimi saptanamamigtir(46) buna
ragmen, Cek Cumhuriyetinden bildirilen ve kan Kkiltiri izolatlarinda slime
Uretiminin incelendi§i ¢alismada S. aureus kékenlerinde %56.2 lik oranla slime
Uretimi saptanmistir (34). Ammendolla ve arkadaslarinin yapmig oldugu
calismada ise, S. aureus koékenlerinde slime Uretimi %88.9 olarak tespit

edilmistir(18). Bu calismada ise S. aureus kékenlerindeki slime Uretimi %24.4
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bulunmustur. Kan kilttirt érneklerinden izole edilen bitiin S. aureus kdkenleri
etken olarak kabul edildigi icin (15,16), S. aureus igin kontaminant bir kontrol
grubu olusturulamamigtir. Calisilan S. aureus kdkenlerinin sayisinin az olmasit,
kontaminant kontrol grubu olusturulamamasi ve literatiirdeki celigkili yayinlar
nedeniyle, S. aureus kokenleri igin slime tretiminin bir virulans faktéri olup

olmadid konusunda fikrimiz olamamistir.

Ammendola ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada, S. aureus
kdkenlerinde %90’a varan oranlarda slime Gretiminin saptanmasinin (bizim
yapmig oldujumuz c¢alismada %24.4 bulunmustur), uygulanan y&ntem
farkindan kaynaklandigini diiginmekteyiz. Onlarin yapmis oldudu ¢alismada,
doku kiiltar plaklan, PBS ile yikandiktan sonra 1 saat 60 °C'de kurutulmus ve
Hucker kristal viyole boyasi ile boyanmistir (18). Christensen ve arkadaglarinin
1985 yilinda yapmisg olduklan c¢alismada ve benzer sekilde Steer ve
arkadaglarinin 1997 yilinda yapmis olduklari ¢alismada, kristal viyolenin slime
varligi veya yoklugunda, bitin bakteri hiicrelerini boyadi§i gésterilmistir. Her iki
calismada da yazarlar, kristal viyole ile boyanan bakteri filmlerinin optik
dansitelerinin, plaktaki slime miktarini degil, plaga yapismis olan bakterilerin
konsantrasyonlarini  gdsterdigini sdylemektedirler (37,38). Arastirmacilar
tarafindan doku kditir plaklarinin Bouin fiksativi veya 60 °C havada fikse
edildikten sonra kristal viyole ile boyanmalar, bakteri adreransi ile ilgili
calismalarda kullaniimaktadir (37,38,39). Sonu¢ olarak Ammendola ve
arkadaglarinin yapmis oldugu c¢alismada, bahsedilen galismalar g6z &niine
alindiginda, slime Gretimi degil, bakterinin adheransinin &lgiimis oldugunu

dastinmekteyiz.

S. epidermidis kékenlerinde saptamis oldugumuz %41.7’lik slime tretimi,
dnceden yayinlanan galismalarda elde edilen sonuglarla uyumlu bulunmusgtur.
Votova ve arkadaglarinin yapmig oldugu galismada, kan kultirlerinden izole
edilen S. epidermidis kokenlerinde slime (retimi %26.4 saptanmigtir (34).

Ammendolia ve arkadaglari bu orani %66.7 olarak bulmuslardir (18). Turkiye'de
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farkhi merkezlerde yapilan galigmalarda KNS kdkenlerinin slime Gretme oranlari
% 18.9 ile % 53 arasinda bulunmustur(46,47,48)

Bizim yapmis oldugumuz galismada etken KNS ko&kenlerindeki slime
Uretimi %32 bulunmus olup bu oran kontaminant KNS kdkenlerinde %13.3
olarak saptanmistir. Istatiksel olarak anlamh olan bu fark (p<0.05), slime
aretiminin KNS’lar igin bir virulans faktérii oldugunu géstermektedir.

Tdm dinyada KNS’lar, hastane kaynakli enfeksiyon etkenlerinde birinci
sirada yer almaktadir (5). KNS'lar S. aureus ile birlikte , hastane kaynakl
bakteremilerin %43 ile %49'unu olusturmaktadir(1,2,40). Hastane kaynakl
enfeksiyon sikh§ artmakla kalmayip, etken olan patojenlerin antibiyotik
direngleri de gittikge artmaktadir yani direng gelisimi ile hastane kaynakh
enfeksiyon sikligindaki artig arasinda bir parelellik saptanmaktadir(2). Ozellikle
metisilin direncindeki artis hastaneler igin bilylk sorun teskil etmektedir.
Metisiline direncli stafilokoklar, sadece beta-laktam antibiyotiklere degil baska
pek ¢ok antibiyotige de direnglidirler (5,12,41).

Antimikrobiyal ajanlara direngli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasi ve
seleksiyona ugramasinda, antibiyotiklerin agin ve yanlis kullaniimasi en 6nemii
faktordlr (41). Metisiline direngli kékenlerin neden oldugu hastane kaynakli kan
yolu enfeksiyonlan igin 6nceden asin derecede kullanilan antibiyotiklerin
yanisira, hastanede uzun sireli yati, santral ven6z kateter kullanimi ve MRSA

ile nasal kolonizasyon da risk faktorieri arasinda belirtilmigtir (1).

Amerikada Birlesik Devletleri'nde hastane kaynakli enfeksiyonlardan
izole edilen KNS’larin %80’i metisiline direngli bulunurken bu oran S. aureus igin
% 30 bulunmustur. Sadece son yirmi yillik stre iginde, metisilin direncindeki
artig 15 kata varmaktadir (2). Ulkemizde degisik hastanelerde yapilan
calismalarda metisilin direnci %16 ile %52 arasinda saptanmigtir (12).
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Bizim c¢aligmamizda kan kiltarlerinden izole edilen S. aureus
kdkenlerindeki metisilin direnci %24.4, KNS’larda ise bu oran % 68 olarak tespit
edilmigtir. Penisilin, ampisilin, nitrofurantoin, rifampisin ve tetrasikline karsi
direng her iki grupta da benzer oranlarda iken, diger antibiyotikler icin KNS’lar S.
aureus’a gbére daha direngli saptanmistir.

S. aureus'un slime Ureten ve Uretmeyen kdkenleri, antibiyotik direngleri
agisindan karsilagtinidiginda, penisilin ve TMP-SMX ‘e karsi slime Ureten
grupta direng daha fazla saptanmigken, diger antibiyotiklere karsi slime
dretmeyen gruptaki koékenlerin diren¢ oranlann daha yiksek bulunmusgtur.
Literatlirde slime Ureten S. aureus kdkenlerinin antibiyotik direnci ile ilgili yayin
olmamasi ve caligilan kdken sayisinin azhi§i S. aureus kbkenlerinde slime
Uretiminin  antibiyotik direnci ile iligkisi Uzerine yorum yapmamizi
glclestirmektedir. Sonuglarimiz, S. aureus koékenlerinde slime Uretiminin
antibiyotik direnci ile iligkisi olmadigini distindirse de bu konuda daha fazla

kbkenle galisma yapilimasi gerektigi agiktir.

Cesitli calismalarda, KNS'larda slime Uretiminin artan direng ile
korrelasyon gosterdigi Dbildirilerek, slime Uretiminin  mikroorganizmalan
cevreleyen bir bariyer olusturarak bu yolla antibiyotiklere direng gelistigi
belirtiimistir (10,24). Boussard ve arkadaslarinin yaptigi calismada, slime
tretmeyen KNS'larin test edilen bitin antibiyotiklere karsi daha duyarli
oldukian saptanirken, slime Greten kékenlerin en az yedi antibiyotige direngli
olduklan tespit edilmistir (42). Kornea llserlerinden izole edilen ve slime Ureten
KNS’larda, 3 veya daha fazla antibiyotije %82.9 oraninda direng¢ saptanirken,
bu oran slime Uretmeyen kontrol kdkenlerde %18.4 olarak saptanmigtir (36).
Farber ve arkadaglarinin yaptigi c¢alismada da S. epidermidis kdkenlerinin
tretmis oldugu slime’in, glikopeptid antibiyotiklerin etkisini azaltig) gésterilmigtir
(43). Benzer sekilde, Souli ve arkadaglari da KNS’larin drettigi slime’in
glikopeptid antibiyotiklerin etkinliklerini azalttigi, rifampisin, klindamisin ve
makrolidlerin aktivitesinde degisiklik yaratmadigini bulmuslardir (44). Gunaydin
ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada ise, slime tireten KNS kdkenlerinde
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gentamisin, rifampin, norfloksasin ve siprofloksasin direnci slime Uretmeyen
KNS kokenlerine gére daha yliksek saptanmigtir (47).

Aragtirmamizda, slime Greten KNS’larda, gentamisin ve rifampisin harig,
caligilan diger antibiyotiklere karsi, daha yiksek direng oranlar saptanmistir.
Antibiyotikler tek tek ele alindiinda, slime treten KNS'larda siprofloksasin ve
ofloksasine kargt olan direng oranlan, slime uretmeyen KNS'lara
kargilagtirldiginda istatiksel olarak yiiksek derecede anlamli bulunmustur
(sirasiyla p=0.001 ve p=0.004). Diger antiyotiklere karsi olan direng, slime
Ureten grupta yliksek bulunsa da fark istatiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

Slime Ureten ve Uretmeyen KNS'larin goklu antibiyotik direngleri (5 ve
daha fazla antibiyotife karsi direng) karsilastirildiginda, slime treten grupta
%90 bulunan coklu antibiyotik direnci slime Uretmeyen grupta % 67.6
bulunmustur. Bu fark istatiksel olarak anlamlidir. (p=0.027)

Souli ve arkadaslan, biofilm dreten bakterilerin antibiyotiklere karsi
azalmig olan hassasiyetlerinin nedeninin tam olarak bilinmemesine ragmen,
biofilmin antimikrobiyal ajanlara karsi bir diffizyon bariyeri olusturdugunu, ve
dugtk Greme hizi ve bu hicrelerin atipik fenotipine bagl olarak, bakterilerin
degisen fizyolojisinin antibiyotik direncini artirdigini ileri sirmektedirler. Yapmis
oldukian caligmada, baz antibakteriyel ajanlara karsi olugsan direncte,
stafilokoklarin Uretmis oldugu slime’in sorumlu oldugunu bulmuslardir (23).
Benzer gekilde, Farber ve arkadaslari, stafilokoklarda vankomisine karsi in-vitro
direncin ¢ok nadir olmasina ragmen yabanci cisim enfeksiyonlarinin
vankomisinin tedavisine iyi cevap vermedigini belirterek, vankomisine karsi in-
vivo azalmig duyarlihigin, ekstraselltler slime’in iginde yer alan polisakkaritiere
bagh oldugunu 6ne stirmektedirler(43).

Yapmis oldugumuz g¢aligmada kantitatif olarak slime tretim miktarlan ile

antibiyotik direnglerini kargilastirdigimizda, tetrasiklin disinda caligilan diger

antibiyotikler icin, artan slime Gretim miktarlan ile antibiyotik direnci arasinda bir
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korrelasyon saptanamamigtir. (+ + +) slime Ureten kokenlerin antibiyotiklere
olan direng ylizdesi gogu zaman (+) ve/veya (+ +) slime treten kdkenlerin direng
ylzdelerinden disik bulunmustur. Her ne kadar galisilan kdken sayisi bu
kargilagtirmay! yapacak kadar fazla degilse de, sonuglarimiz antibiyotik direnci
gelismesinde (6zellikle ¢oklu antibiyotik direnci) mikroorganizmanin sadece
slime Uretmesinin yeterli oldugunu géstermektedir. Bu ylizden rutin mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda pratik, ucuz ve kisa siirede sonu¢ alinabilmesi bakimindan,
kongo kirmizih agar ydnteminin kullanilabileceg@ini, kantitatif slime tespitinin
gerekli olmadiini diiginmekteyiz.
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SONUG:

2000-2001 yillar arasinda Marmara Universitesi Hastanesine gelen kan
kalttrh érneklerinden izole edilen 145 etken stafilokok kékeni ile 30 kontaminant
stafilokok kékeni galigiimistir.

Kan kltord izolatiarinda S. epidermidis %41.4’lik oranla ilk sirada yer
almaktadir, bunu % 31’lik oranla S. aureus takip etmektedir.

Slime dretimi S. aureus kokenlerinde %24.4 ile dusik duzeyde
saptanmigken, S. epidermidis kékenleri %41.7 ile en sik slime Ureten stafilokok
turd olarak saptanmistir.

Kontaminant KNS kdkenlerinde slime pozitifligi %13.3 olarak saptanmis
ve etken stafilokok kdkenleri ile karsilastiriidiginda, aradaki fark istatiksel olarak
anlaml bulunmustur.

Kontaminant S. aureus kékenleri ile kargilagtirma olanagi olamadigindan
ve say! azhigindan, slime dretiminin S. aureus kdkenleri icin bir virulans faktori
olup olmadig! konusunda herhangi bir karara varilamamigtir.

Slime dretimi iki farkhh yontemle galigiimigtir ve kullanilan y6ntemler
arasinda slime pozitifligini saptamak agisindan anlamli fark bulunmamistir
(p>0.05)

Bu ydntemlerden kongo kirmizili agar ydntemi, kisa sirede sonug
vermesi ve pratik olmasi nedeni ile rutin laboratuvarlarda kullanilabilecek bir test
olarak degerlendirilmistir.

Antibiyotiklerden siproloksasin ve ofloksasine karsi direng slime ireten
grupta, slime Gretmeyen gruba karsl daha yiiksek ve istatiksel olarak anlamli
bulunmustur.

Slime Ureten KNS'lar, slime Uretmeyen kdkenlere gore istatiksel olarak

anlamli derecede ¢oklu antibiyotik direncine sahiptir.
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VIl. OZET

Gunumizde hastane kaynakli enfeksiyonlarin etkenleri arasinda
stafilokoklar bagta gelmektedir. Gittikge artan sayilarda protez tibbi aletlerin ve
kataterlerin kullaniimasi, yabanci cisime bagli enfeksiyonlarin da artmasina yol
agmigtir. KNS'larin gergek enfeksiyon etkeni ya da kontaminant olup

olmadiginin belirenmesi 6nemli bir problem olmaya devam etmektedir.

Bu galigmada kan kulturlerinden izole edilen stafilokok turleri kullanilarak,
stafilokoklarn Uretmis oldugu slime’in, etken ve kontaminant ayrnnminda kullanip
kullanilamayacagi belirlenmeye c¢alisiimig, slime dretiminin antibiyotik direnci

Uzerindeki etkisi saptanmaya caligiimigtir.

Calismaya 145 etken stafilokok kékeni ve 30 kontaminant KNS kdkeni
alinmigtir. Slime Gretimi kongo kirmizili agar ve kantitatif mikroplak yéntemi ile
calisiimistir. Yontemler arasinda slime Uretimini saptama agisindan bir fark

saptanmamigtir.

Kan kiltirlerinden etken olarak izole edilen stafilokok kékenleri arasinda
slime Uretimi % 29.7 (S. epidermidis kokenlerinde %41.7, S. aureus
kdkenlerinde %24.4) olarak saptanmigtir. Kontaminant kékenlerde bu oran
%13.3 olarak saptanmistir. Etken stafilokok kdkenleri ile kontaminant stafilokok
kokenleri arasinda, slime Uretimindeki fark istatiksel olarak anlamli bulunmugtur
(p<0.05).

Slime ureten KNS koékenlerinde ofloksasin ve siprofloksasine kargi
anlamli derecede artmig diren¢ saptanmigtir. Diger antibiyotikler igin aradaki
fark anlamh bulunmamigtir.

S. aureus kokenlerinde slime Uretimi ile antibiyotik direncini arasinda
korrelasyon saptanmaz iken, slime treten KNS kdkenlerindeki ¢oklu antibiyotik

direnci istatiksel olarak anlamh derecede artmigtir.
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VIl. SUMMARY

Staphylococci are the most common microorganism isolated from
nosocomial infections. Due to increasing use of prosthetic medical devices and
catheter, prosthetic device related infections and nosocomial bacteremia
become major problem in hospitals. Due to the fact that, coagulase negative
staphylococci (CNS) are members normal body flora, it is difficult to make a
decision whether the isolated microorganism is mere contaminant or a real
pathogen.

In this study, blood culture isolates of staphylococcus species are used
for determination of slime production and it is examined whether slime
production can be used for discrimination between contaminant and true
pathogen and relationship between slime production and antibiotic sensitivity
were studied.

145 pathogen Staphylococcus species and 30 contaminant CNS species
were studied. Slime production was determined by congo red agar method and
guantitative micro-plate method. We could not find any difference between two
methods.

Slime production was found 29.7 % (it is 41.7% for S. epidermidis and
24.4% for S. aureus) among pathogen blood culture isolates of staphylococci
whereas slime production was found just 13.3% of contaminant CNS. For slime
production a statistically significant correlation was found between contaminant
and pathogen staphylococci species (p<0.05).

Ofloxacin and ciprofloxacin resistance in slime producing CNS species
was significantly increased compared to non-slime producing species. For other
antibiotics, the diffrence was not significant.

Allthough no correlation was detected between slime pruduction and
antibiotic resistance for S. aureus, multi drug resistance in slime producing CNS

was significantly increased.
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