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1. GIRIS

Stafilokoklara bagli hastaliklarin ilk kez 1880’de Ogston
tarafindan tanimlanmasinin Gzerinden 100 yildan daha uzun bir
slire gecmis olmasina ragmen, Staphylococcus aureus énemli bir
patojen olma o6zelligini strdirmektedir. S. aureus deri, yumusak
doku, solunum sistemi, kemik, eklem ve endovaskiler sistemlerde
en oOnemli hastalik etkenleri arasinda yer almaktadir [1].
Toplumdan kazanilmis ve hastane kaynakhh S. aureus
enfeksiyonlarinin goridlme sikhigi vyillar icerisinde slrekli artis
gostermektedir [2].

S. aureus’un bir alttipi olan kiguk koloni varyantlari (KKV),
ilk kez vyaklasik 100 vyil &énce tanimlanmistir [3]. Yapilan
calismalarda bu varyantlarin yavas Uredigi, kiglk, pigmentsiz,
hemoliz yapmayan koloniler olusturduklari ve S. aureus ile
karsilastirildiginda atipik bazi 6zellikler gosterdikleri belirlenmistir.
Bu bakterilerin en belirgin 6zelligi normal fenotip gdsteren
bakterinin onda biri blytkliginde koloniler olusturmasidir. Bugln
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda KKV’nin, yavas Ureme
gostermeleri nedeniyle saptanamayabildikleri ve buna bagh olarak
tanida zorluklarla karsilasildigi gosterilmistir [2].

S. aureus kuguk koloni varyantlann (KKV), enfeksiyon
bélgesinden direkt izole edilebildikleri gibi, aminoglikozidler, beta-
laktam antibiyotikler [4] ve trimetoprim-silfametoksazol (SXT) [5]
etkisi altinda da in vitro veya in vivo kosullar altinda
saptanabilmektedirler.

Klinik érneklerden S. aureus KKV’'nin izolasyon oraninin farkh
calismalarda %1 ile %30 arasinda degistigi gosterilmistir [6].

Yapilan bir calismada, genel mikrobiyoloji laboratuvarinda izole



edilen 1100 sustan yaklasik %1’'i S. aureus KKV olarak saptanmistir
[7]. Bu bakterinin, 6zellikle solunum yollarinin inflamasyonu ve agir
bronkopulmoner enfeksiyonlar ile seyreden ve mikroflorada
Pseudomonas aeruginosa ve S. aureus’un bulundugu kistik fibrozis
(KF) tanisi almis hasta grubunda [8] gdrllme oraninin yuksek
oldugu belirlenmistir. Kistik fibrozisli 72 hastanin balgam
orneklerinin incelendigi bir calismada, 72 hastadan 52’sinde
(%72,2) S. aureus ile kolonizasyon saptanmis ve bu 52 hastadan
24'Unde (%46) KKV izole edildigi gosterilmistir [9].

Bu calismada Hacettepe Universitesi Pediatrik Go6gis
Hastaliklari béliumine basvuran KF hastalarindan alinan balgam ve
bogaz surintlsi ornekleri prospektif olarak incelenerek, bu hasta
grubundaki S. aureus KKV'nin sikliginin saptanmasi, S. aureus KKV
izole edilen hastalarin klinik o6rneklerinin mikroskobik olarak
incelenmesi, kiltirde Greyen S. aureus KKV'nin diger bakteriler ile
birlikteligi, bu suslarin izole edildikleri besiyerlerindeki fenotipik
Ozelliklerinin belirlenmesi ve bu bakterilerin antimikrobiyal direng
patternlerinin incelenmesi hedeflenmistir.  Ayni zamanda KKV
suslar ile es zamanl izole edilen normal fenotipteki S. aureus
bakterilerinin genotipik ydnden karsilastiriimasi ve genetik

yakinhklarinin belirlenmesi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

S. aureus kuglk koloni varyantlari (KKV), yavas Ureme
gbéstermeleri nedeniyle normal fenotip gdsteren S. aureus suslarina
gobre daha klguk, pigmentsiz, hemolizsiz koloniler
olusturmaktadirlar [2]. KKV'nin menadion ve hemin okzotroflari
olduklari ve bu maddelerin varliginda ve/veya CO, ilave edilmesi
durumunda normal koloni formuna dénustUkleri gosterilmistir [4].
Bu suslar koloni morfolojilerinin farklihdi nedeniyle laboratuvar
incelemelerinde normal flora Uyesi zannedilerek, kolayca gbézden
kacabilmektedirler. KKV, distk duzeyde ekzotoksin Uretmeleri
nedeniyle bagisiklik sisteminden ve bazi antibiyotiklerden
korunarak konak hlcre icerisinde saklanabilmekte ve uzun sire

canli kalabilmektedirler [10].

2.1. TARIHCE

Bakteriyel klglk koloni varyantlari (KKV) ilk kez 1910 yilinda
Eberthella typhosa (yeni adi Salmonella enterica serovar Typhi,
S. Typhi) 'nin atipik (olagan disi) bir sekli olarak tanimlanmistir
[11]. Ilk tanimlandiklari zamandan giiniimiize dek KKV S. aureus,
metisiline direngli S. aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus capitis, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia
cepacia, Salmonella serovarlari, Vibrio cholerae, Shigella tlrleri,
Brucella melitensis, Escherichia coli, Lactobacillus acidophilus,
Serratia marcescens ve Neisseria gonorrhoeae'yl da icermek lzere
cok cesitli bakteri cins ve turlerinde tarif edilmistir. Bunun yanisira
apse, kan, eklem, kemik, solunum yolu ve yumusak doku gibi
klinik érneklerden de pek cok cins ve tirden KKV izole edilmis,

ancak en kapsamli calismalar stafilokoklar ile yapilmistir [6].



S. aureus KKV, 1930°lu yillarda yapilan ilk calismalarda clice
koloniler veya G-formlari olarak tanimlanmistir [12]. G-formlarinin
bakteri yasam doéngisinin dogal bir parcasi olduklari goérisiine
ragmen, daha ileri calismalar bu varyantlarin zorlu metabolik
gereksinimlerinin oldugunu ve G fenotipinin kolayca blyik koloni
sekline geri dondiginid goéstermistir [13]. Bunu takip eden yillarda
ise karbonhidrat kullanim kisithligi olan, fermentasyonu ve
solunumu azalmig, dusuk ATP dizeyine ve azalmis sitokrom
aktivitesine sahip farkh fenotiplerde KKV bildirilmistir [14].

1990'larin ortalarindan itibaren, S. aureus KKV ile persistan
ve tekrarlayan enfeksiyonlar arasinda bir badlanti oldudu
anlasiimistir [4, 8, 15-17]. S. aureus KKV'nin fenotipik
Ozelliklerindeki ve elektron transport sistemindeki birgok
degisikligin bu enfeksiyonlarin klinik bulgular ile iliskili oldugu
1995’de bildirilmistir [4]. Daha ileri calismalar KKV’'nin okzotrof
oldugunu ve menadion, hemin ve/veya CO; ilavesi ile normal koloni
sekillerine geri dondugini goéstermistir [4]. Bu calismanin ardindan
S. aureus KKV ve koagullaz negatif stafilokoklarla ilgili calismalar
artmis ve pek cok olgu ve oOzellikle kronik osteomyelit ve kistik
fibrozis hastalarinda prospektif calismalar yapilmaya baslanmistir
[9, 18-28].

Bilinen ilk klonal olarak farkli S. aureus KKV'ni igeren
S. aureus ‘un farkl fenotip ve genotiplerine bagli persistan ve
antibiyotik direncli deri enfeksiyonu olgusu 1999’da tanimlanmistir.
Bu olgunun 39 yasinda bir Darier hastasi oldugu, derinin sirekli
kotlye gitmesi nedeniyle hastanin hastaneye birkag kez yattigi ve
deriden S. aureus KKV izole edildigi gosterilmistir [22].

Genetik olarak tanimlanmis KKV’'nin konak dokularinda
strekliligini gosteren ilk hayvan modeli 2003 vyilinda ortaya

konmustur [29]. Yine KKV'da metabolik yolaklarda meydana gelen



degisikliklerle ilgili ilk ayrintii calisma 2003 vyilinda bir hem
mutantinda gergeklestirilmistir [30].

2.2. EPIDEMiYOLOJi

Klinik érneklerdeki S. aureus KKV orani farkli calismalarda
%1 ile %230 arasinda degismektedir [6]. Yapilan bir calismada
mikrobiyoloji laboratuvarindaki 1100 sustan vyaklasik %1’
S. aureus KKV olarak bulunmustur [7]. Osteomyelit tanisi alan
hastalarin  kemik dokusu O&rneklerinden ve derin doku
aspiratlarindan S. aureus’un izole edildigi bir calismada, hastalarin
%29'unda (4/14) S. aureus KKV saptanmistir. Bu calismada
KKV'nin nadir olmadigi ancak izole edilmelerinin oldukca gii¢ oldugu
belirtilmistir [17].

S. aureus KKV'nin, kistik fibrozis (KF) olgularinin solunum
yolu érneklerinde gorilme oraninin yiksek oldugu saptanmistir. KF
hastalarinda S. aureus’un prevalansini inceleyen prospektif bir
calismada hastalarin %72,2'sinin S. aureus ile enfekte oldugu,
bunlarin %46’sinda S. aureus KKV bulundugu belirlenmistir [9].

Toplam 252 KF hastasinin S. aureus KKV varligi acisindan
arastinldigi diger bir calismada, 120 S. aureus tasiyicisi arasinda 20
olgunun KKV tasidigi (prevalans orani %17) saptanmistir. KKV
tasiyicilar arasinda, 15 hastada KKV ile birlikte normal fenotipte S.
aureus bulunurken, 5 hastada KKV tek basina belirlenmistir [5].

Kistik fibrozis hastalarindaki S. aureus prevalansini ve MRSA
kolonizasyonunu arastiran ¢cok merkezli baska bir calismada, 627
hastanin 275’inden (%44) (merkezler arasindaki oranlar %?20-
%72 arasinda degismek Uzere) S. aureus izole edilmistir. KKV
kolonizasyon orani %4 olarak bulunmus, ancak bunlarin cogu KKV
arastirmasinin yapildigi iki merkezdeki hastalardan izole edilmistir
[31].



S. aureus KKV'na bagl enfeksiyonlarda cinsiyet ile ilgili bir
Ozellik bulunmamaktadir. Kalca protezi ile iliskili bes enfeksiyon
olgusunun incelendigi bir calismada hastalarin ortalama yasiI 62,2
olarak saptanmistir [32]. S. aureus KKV'nin KF hastalarindaki
prevalansinin ve klinik dneminin incelendigi baska bir calismada
ise, S. aureus KKV pozitifliginin daha ileri yaslardaki hastalarda
gorildugu belirtilmistir [5].

S. aureus KKV’'na bagli enfeksiyonu olan hastalar arasinda
iIrk, mevsim ya da bélge acisindan anlamli bir farkin olduguna dair

herhangi bir veri bulunmamaktadir.

2.3. METABOLIiZMA

S. aureus'da bakteriyel elektron transport sistemindeki
aksamalarin sebep oldugu bircok fenotipik dedisikligin, klinik kliglik
koloni varyanti suslarinin fenotipik 6zellikleri ile benzerlik gosterdigi
bildirilmistir [10].

KKV'nda karbonhidrat kullaniminda azalma ve virulans
faktorlerinin dretiminde genel bir dists bulunmaktadir [33]. S.
aureus'da hem glikoliz, hem de solunumda E. coli"de bulunana
benzer metabolik yolaklar kullanilmaktadir [34].

S. aureus’'da menakinon ve prostetik grup olan hem,
elektronlarin transferi icin gereklidir [35]. Menakinon FADH, veya
NADH oksidaz kompleksinden elektronlari alan molekdiller dizisi
icerisinde ilk elektron alicisidir. Hem, menakinondan elektronlar
alan sitokromlarin parcasidir. Menakinon ve hem, men ve hem
operonlarinin kodladigi cesitli enzimler kullanilarak
sentezlenmektedirler [36]. Bu operonlarin gen Uriinleri, tRNAYY ve
aromatik bilesenlerin preklrsdérlerini, menakinon ve heme uyan
drldnlere ceviren bir dizi reaksiyonu katalize etmektedirler [33].

KKV icin tipik olan fenotipik degisikliklerin elektron

transportundaki bir aksama ile iliskili olabilecegi belirtiimektedir



(Sekil 1). KKV'nin kiguk koloni boyutunun, hicre duvarinda yer
alan teikoik asidin biyosentezinin azalmasina bagli olabilecegi 6ne
suridlmektedir. Teikoik asit ve fosfatidil gliserol prekirsérlerinin
sentezleri icin elektron transportu gerekmektedir [37-39]. Ayrica
ATP, amino asit ve karbonhidratlarin hlicreye alinmasi, hlicre duvar
biyosentezi ve nlkleik asitlerin yapim ve onarimini iceren pek c¢ok
hiicresel fonksiyon igin gereklidir. Bu nedenle, dlstk ATP Uretimi
kapasitesi blylimeyi yavaslatmakta ve bakteride kuguk kolonilerin
yapimi ile sonucglanmaktadir. Elektron transportu karotenoid
pigment olusumu ve glukoz ve fruktoz disi karbonhidratlarin
kullanimi ile dogrudan baglantili bulunmustur [10].

Menadion ve hemin ilavesi ile klinik suslarda ve laboratuvarda
dretilen bir hemB mutantinda kugik koloni varyanti fenotipinin
tamamen geriye dondiridldigu gosterilmistir [3, 40, 41]. Hem
Uretimindeki eksiklik, elektron transportunda kullanilan
sitokromlarin sentezini engellemektedir. Porfirin biyosentezini
kontrol eden genlerdeki mutasyonlar, hemin veya sitokromlar
icerisine katilmis hemin preklrsérlerinin = verilmesi ile geri
déndirilebilmektedir [42]. Yapilan calismalarda saptanan ilging bir
bulgu ise, anaerobik kosullarda gérllen lGremenin de S. aureus KKV
fenotipine benzemesidir. Bunun sebebi anaerobik kosullarda
menakinonun sentezlenememesidir [3, 4].

Bakteriyel metabolizmada meydana gelen bircok degisikligin
bakterinin yavas (remesine yol agmasina ragmen, klinik
orneklerden izole edilen KKV'nda sinirli sayida metabolik yetersizlik
bulunmustur. Bunlar iki grup olarak incelenebilir: Elektron
transportunda vyetersizlik olan KKV ve timidin biyosentezinde

yetersizlik olan KKV.



2.4. ELEKTRON TRANSPORTU YETERSIZ KKV

Elektron transportunda yetersizlik bulunan KKV’'nin menadion
ve hemin biyosentezi yetersizdir. Bu fenotip menadion ve hemin
eklenmesi ile geri dondurllebilir. Tipik S. aureus KKV fenotipinin
diger ozellikleri; azalmis solunum, pigmentasyonda ve hemolitik
aktivitede azalma, azalmis koagilaz aktivitesi, aminoglikozidlere
karsi artmis direnc ve degisken koloni fenotipi olarak siralanabilir
[4]. Tiamin menadion biyosentezi icin gerekli oldugundan, tiamin
gereksinimi olan KKV, menadion gereksinimi olanlarin bir alttipidir
[6].

Aminoglikozid duyarlihgindaki azalmayi incelemek (zere
yapilan bir calismada, klinik érneklerden izole edilmis KKV suslari
ve bunlara uyan ana suslarda aminoglikozidlerin hulcre igine
alinimini kolaylastirdigi bilinen hicre zari potansiyeli (AW) 'nde
disis saptanmis ve bunun nedeni arastinimistir. Glukoz igeren
besiyerinde Uretilen KKV baslangicta ana susa benzer AW (-120 ila
-140 mV) 'ne sahip iken ortamdaki glukoz kullanildiktan sonra AW,
-60 mV’'a dismustlir. AW, ana susta da disls gostermesine
ragmen Krebs donglsi metabolizmasinin kurulmasi ile hemen
dizelmistir. Ancak KKV Krebs donglsinl etkinlestiremediginden
[30], AW'nin eski haline dénmesi KKV'da mimkin olmamistir. Bu
nedenle KKV'nin aminoglikozidlere duyarlihdl ana susun onda biri
ile onlgte biri kadar bulunmustur [43, 44]. Benzer sonuglar
stafilokoklara karsi etkinlik gdsterebilmek igin AW gereksinimi
gbdsteren katyonik peptidlerde de saptanmistir. Bu durum konak
hicresinde yer alan katyonik peptidlerin KKV’'nin fenotipini
korumasina yardim ediyor olabilecegi fikrini akla getirmektedir
[45]. S. aureus KKV'nin, hlcre duvari Uzerinden etki goésteren
antibiyotiklere karsi daha direncli oldugu bulunmustur. Ornedin, bu

susglarin yavas Uremeleri ve dolayisiyla azalmis hlcre duvari



boélinmesi gostermeleri nedeniyle bu suslara karsi pB-laktam

antibiyotiklerin etkinliginde azalma gorilmektedir [13, 46].

2.5. TIMIDIN BIYOSENTEZI YETERSIZ KKV

Yapilan bir galismada, kistik fibrozis hastalarinin solunum yolu
orneklerinden izole edilen KKV’'nin incelenmesi sonucunda 176
KKV'nin  122'sinin  timidin-bagimli  oldugu gosterilmistir. Bu
hastalarda enfeksiyonlari baskilamak amaciyla uygulanan uzun
sureli trimetoprim-silfametoksazol (SXT) tedavisi sonucunda ayni
hastada SXT'ye duyarh olan ana suslarin tersine SXT'ye direncli
timidin-bagimh KKV ortaya cikmistir [8, 9]. SXT tetrahidrofolik asit
yolagini engellemektedir. Tetrahidrofolik asit dTMP’den dUMP
sentezlenmesini katalize eden timidilat sentazin ko-enzimidir [47].
Tipik KKV’'na neden olan timidin-okzotrofik klinik suslarinin, thyA
(timidilat sentaz geni) ile tamamlanabildigi bulunmustur [48].
Ayrica timidin-bagimh KKV’'nda timidinin hiicre icine alinmasini
yavaslatan baska bir mutasyonun da (nupC) bulunabileceginden
suphelenilmektedir (Sekil 1). Klglk koloni varyantlari pulmoner
sekresyonlardan doku ve hicreler igerisine girdiginde timidin
konsantrasyonu KKV fenotipinin slrdlrilmesine olanak saglayacak
sekilde dustk bulunmaktadir. Eger ortamda fazla miktarda timidin
mevcut ise, KKV, ‘wild’ tip S. aureus’a benzer sekilde Gremektedir
[8].

Global virulans regullatoérleri agr ve sarA, alternatif stres
regllatért sigB ve hla ve spa gibi bagimli virllans genlerinin
‘northern-blot” veya RT-PCR ile transkripsiyonel analizi sonucu,
S. aureus’un izogenik normal suslari ile karsilastirildiginda timidin-
bagimh  KKV’larinda bu genlerin ekspresyonunda azalma
gorulmektedir. Dlzenleyici ve virulans genlerinin ekspresyonundaki
degisiklikler timidin-bagimli  KKV’larini daha az virulan hale

getirerek bu suslarin, KF hastalarinin solunum vyollarinin ortami
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icerisinde hayatta kalmalarina olanak vermektedir. Bu durum
bakterinin, bdyle bir ortamda uzun slre kalmasli sonucu ortam

kosullarina adaptasyonunu gdstermektedir [49].

T NADH
Menadion NADH oksidaz kompleksi Glutamat
biyosentezi l
Menadion » Menakinon « FADH, hemin
1zoprenoid lipid l biyosentezi
Sitokromlar < Hemin
FOFI-ATPaZ < ADP+P1+02
P4so sistemi / ATP Elektrokimyasal
gradiyent olusumu
Karotenoid Hiicre duvari sentezi l
biyosentezi Amino asit transportu  Aminoglikozid ve
Protein sentezi katyonik peptidlerin
Pigmentli transportu
koloniler Hizl1 tireme, l
biiyiik koloniler Antibiyotiklere

duyarlhilik

Sekil 1: S. aureus KKV fenotipi ile elektron transportu arasindaki

iliski (6 nolu kaynaktan uyarlanmistir).
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2.6. PATOGENEZ

S. aureus KKV'nin hicre icinde vyasayabilme o6zelligi
stafilokoklara bagh gelisen hastaliklarin patogenezinin
anlasilmasinda yeni bir bakis agisi saglamistir. KKV, badgisiklik
sisteminden ve bazl antibiyotiklerden korunarak konak hicre
icerisinde saklanabilme yetenekleri ile hayatta kalabilmektedirler
[10].

S. aureus fibroblastlar ve endotel hucreleri tarafindan
fagosite edilmektedir [41]. Hizh Greyen ‘wild’ tip S. aureus, memeli
hicresini hizla eriten o-toksin salgilayarak kolayca hiicre disina
cikabilmektedir [50] . Buna karsihk S. aureus KKV, daha az
miktarda o-toksin Urettiklerinden konak hicre tarafindan
alinmalarina ragmen, fagositler icerisinde kalmaya devam
etmektedirler [51]. Bu hicre icinde kalabilme ozelligi, KKV'nin
antibiyotiklerle karsilasmalarini azaltmakta ve konak
savunmasindan kagmalarini saglamaktadir [3]. KKV'nin yavas
treme 06zelligi de genellikle hizli Gireyen bakterilere karsi aktif olan
hiicre  duvan  Uzerinden etkili antibiyotiklerin  etkinligini
azaltmaktadir [52]. KKV ¢ogu kez stabil olmadiklari icin [52], konak
hiicre icerisinde saklanabilmektedirler. Bu durumda konak bagisik
yaniti azalip, antibiyotik tedavisi bittigi anda virulanslari artmakta
ve hizli Ureyen sekle ddénlserek konak hicreyi parcalamaktadirlar.
Yani, konak htcre KKV igin bir Truva ati haline gelmektedir [10].

Yapilan bir calismada hemB mutanti S. aureus susunun, ‘wild’
tipe gore daha fazla fibrinojen ve fibronektine badglanabildigi ve
bunun bakteri ylzeyindeki adezin ekspresyonunun artisi ile iligkili
oldugu gosterilmistir. Ayrica hemB mutantinda ‘wild’ tipe gore,
pithtilasma faktéri A “clumping factor A” (cl/fA) ve fibronektin
baglayan protein “fibronectin-binding protein” (fnb) genlerinin

ekspresyonunun daha yiksek oldugu gosterilmistir [53].
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2.7. VIRULANS OZELLIKLERI

Letal doz ve fatalite oranlarinin saptanmasi amaciyla hayvan
modelleri kullanilarak yapilan cesitli calismalar, S. aureus KKV'nin
‘wild’” tip suslardan daha az virulan olabilecegini gostermektedir
[12, 44, 54-56]. Virulanstaki bu belirgin azalmaya ragmen KKV'nin
hayvan modellerinde ve insandaki enfeksiyonlarda ‘wild’ tip suslar
kadar persistan enfeksiyonlara neden olabilecegi belirtilmektedir
[29, 55-57].

KliglUk koloni varyantlarinin virulansini belirlemek amaciyla,
hemB mutanti ve ‘wild’ tip sus septik artritli fare modelinde
calisiimistir [58]. HemB mutanti ile intravendz yoldan inokile edilen
farelerde, ‘wild’ tip sus verilen farelerden daha sik ve daha agir
artrit olustugu saptanmistir. Buna ragmen mutant sus inokdile
edilmis olan fare, ‘wild’ tip sus inoklile edilmis olanla
karsilastirildiginda, bobrek ve eklemlerde 6nemli oranda daha
disik bakteri ylkine sahip oldugu gorilmustlir. Bu calismada in
vitro kosullarda hemB mutantinin ‘wild’ tip sustan yaklasik 20 kat
daha fazla proteaz enzimi Urettigi saptanmistir. Bu ylzden hemB
mutantinin ‘wild’ tip susa gore daha virulan oldugu sonucuna
variimistir [58].

Enfektivite ve antibiyotik cevabi profillerini arastirmak Uzere,
hemB mutanti, menD mutanti ve ‘wild’ tip sus ( S. aureus 8325-4)
tavsan endokardit modelinde karsilastirilmis, KKV’'nin in vivo olarak
bircok dokuda kolonize olabilecedgi ve menD mutantinin dalak ve
bébrek dokularinda antibiyotik tedavisine direng gosterdigi
saptanmistir [29].

KliglUk koloni varyanti (KKV) fenotipinin olusumu her zaman
her hasta icin olumsuz bir durumu ifade etmemektedir. Bu suslar
disik ekzotoksin Uretmeleri nedeniyle hizli Greyen stafilokoklardan
daha az doku hasarina neden olmaktadirlar. Hizli Greyen ‘wild’ tip

bakteri susuyla meydana gelen septik olimlerle karsilastirildiginda,
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daha az virulan olan KKV’'na bagli enfeksiyonlar, kronik ancak daha

hafif bir klinik seyir gbéstermektedir [10].

2.8. KLINIK OZELLIKLER

S. aureus kulguk koloni varyantlan (KKV) persistan ve
tekrarlayan enfeksiyonlara neden olmaktadir. S. aureus KKV'na
bagh nadir gorilen persistan ve/veya antibiyotik direngli
enfeksiyonu olan bes hasta ilk defa 1995'de tanimlanmistir. Bu
hastalardan izole edilen suslarin daha ileri incelemeler ile menadion
ve hemin okzotroflari oldugu ve bu maddelerin varliginda ve/veya
CO; ilavesi ile normal koloni sekillerine geri déndukleri gésterilmistir
[4].

S.aureus KKV’'nin sebep oldugu persistan kalp pili ile iligkili
kan dolasimi ve ventriklloperitoneal sant enfeksiyonu olgulari rapor
edilmistir. Bu olgularda uzamis antimikrobiyal tedaviye ragmen
klinik ve mikrobiyolojik yanitin zayif oldugu gértlmustir. [23, 27].

Hemin-okzotrofik KKV'nin deri enfeksiyonu ile iliskili oldugu
gbsterilmistir. Yapilan bir calismada 28 aylk bir slre icerisinde
derinin etkilenen degisik alanlarindan ve burundan olmak lzere 53
farkli klinik érnekten izole edilen 119 S.aureus susunun fenotipik
tanimlamalarn yapilmistir. Bunun sonucunda normal fenotipteki
farkli S.aureus suslan ile birlikte KKV'nin da deri enfeksiyonu ile
iliskisi oldugu gosterilmis ve hicre icinde yer alan S. aureus
KKV’'nin konak savunmasi ve antibiyotik tedavisinden korunarak bu
hastalarda uzamis deri enfeksiyonuna neden olabilecegi
dastundlmastir [59].

Yapilan baska bir calismada bir AIDS hastasinda, MRSA
KKV'na bagh osteomyelit ve kan dolasimi enfeksiyonun gelistigi ve
klinik tablonun 6limle sonuclandigi bildirilmistir [16].

2001 yilinda yapilan bir calismada yogun bakim Ulnitesinde ilk
metisiline direngli S.aureus(MRSA) KKV salgini bildirilmistir. Onbir
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ayhk bir dénemi iceren bu retrospektif calismada, daha 6énceden
tanimlanmis dokuz MRSA KKV iliskili sepsis olgusu, MRSA KKV disi
enfeksiyon olgulari ile karsilastinimistir. Gerek genel mortalite
(%100’e karsilik %50, P<0.05), gerekse yogun bakim Unitesinde
saptanan mortalite (%71,5'e karsihik %12,5, P<0.05) acisindan
KKV ile enfekte hastalarin mortalite oranlart daha yuksek
bulunmustur. Ayrica, KKV ile enfekte hasta grubunda kontrol
grubuna kiyasla daha fazla antimikrobiyal ilac kullaniimistir
(%85,7'ye  karsihik  %62.5). Sonu¢ olarak MRSA KKV
enfeksiyonlarinin klinigi, KKV disi MRSA enfeksiyonlarina gére daha
siddetli seyretmekte ve daha ylksek mortaliteye yol acmaktadir
[60].

2.9. KISTIK FIBROZIS HASTALARINDA KKV

Kistik fibrozis (KF) hastalarinda 6zellikle cocuk ve genglerde
olmak Uzere siklikla S. aureus ile kolonizasyon goérilmektedir [8].

Proctor ve arkadaslarinin yaptigi calismada, KF hastalarinin
%25’inde, S. aureus ile kolonize KF hastalarinin ise %50’sinde S.
aureus KKV saptanmistir. Calisilan gruptaki hastalarda uzun sireli
aminoglikozid kullanimi dikkati c¢ekmistir [10]. Kistik fibrozis
hastalarinda yapilan calismalarda timidin-bagimli KKV'nin o6zellikle
uzun sdreli trimetoprim-silfometakzasol (SXT) tedavisi sonrasi
ortaya ciktigi gosterilmistir [8, 9, 61]. DNA sentezinde dTMP gerekli
olmasi nedeniyle, SXT'ye duyarh S.aureus suslari SXT tedavisi ile
inhibe olmaktadir. Timidin-bagimli KKV, SXT'nin inhibe ettigi sentez
basamadindan etkilenmeden, hilicre disi timidini alarak SXT
tedavisine ragmen canhligini sirdirebilmektedirler. Bu yilzden
timidin-bagimh KKV'nin hayatta kalmalari ekzojen timidin varhgina
baghdir. Timidin, KF hastalarinin solunum sekresyonlarinda, ol
hicrelerin (DNA salan ve ardindan S. aureus DNazi tarafindan

sindirilen) varhdi nedeniyle bol miktarda bulunmaktadir [6].
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Kistik fibrozis hastalarindaki S. aureus prevalans ve
persistansinin incelendigi 6 vyillik prospektif bir calismada, 72
hastanin 52’sinin (%72,2) ortalama 37 ay (6-70 ay) boyunca ‘wild’
tip ve KKV S. aureus ile kolonize ya da enfekte oldugu gorilmustir
[9]. Yirmisekiz hastada sadece ‘wild’ tip S.aureus fenotipi, 22
hastada izogenik normal ve/veya S. aureus KKV ve 2 hastada da
sadece KKV saptanmistir. Baslangicgta hem normal, hem KKV
S. aureus izole edilen 6 hastada, normal suslar kaybolmus, KKV ise
uzunca bir slire saptanmaya devam etmistir. KKV fenotipi normal
fenotip ile karsilastirildiginda, enfeksiyonun daha uzun sire devam
etmesi, KKV'nin solunum vyollarindaki ortami en iyi sekilde
kullanarak bu ortama adapte olmasina baglanmistir [9].

S. aureus KKV fenotipi prevalansini arastirmak igin yapilan
oniki aylik prospektif bir calismada, 252 kistik fibrozis tanisi almis
hastanin kdltir sonuglarn ile klinik bulgulari arasindaki iligki
arastinlmis, S. aureus tasiyicilari arasindaki S. aureus KKV fenotipi
prevalans orani %17 (%95 gliven aralidinda %10-25) olarak
belirlenmistir. KKV  suslarinda altta yatan okzotrofizm
incelendiginde ise timidin bagimli olanlarin codunlukta (%63;
n=15) oldugu dikkati cekmistir. KKV fenotipindeki S. aureus
suslari, normal fenotiptekilere kiyasla énemli oranda daha yulksek
antibiyotik direnci gdstermistir. KKV pozitif olan hastalarin normal
fenotipte S. aureus tasiyan hastalara kiyasla daha ileri yasta (P=
0,0099) olduklari gérulmustir. Yine bu hastalarda P.aeruginosa
kolonizasyonun daha yliksek (P= 0.0454) oldugu ve azalmis zorlu
ekspirasyon hacmi gibi daha ileri hastalik belirtilerinin (P= 0.0148)
gorildigu saptanmistir [5].

2.10. LABORATUVAR TANISI
S. aureus kiguk koloni varyantlari (KKV) nin olagandisi

morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri klinik mikrobiyologlara izolasyon
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ve tanimlama agisindan sorun olusturmaktadir [10, 62]. Bu nedenle
laboratuvara hasta ile ilgili 6n bilginin verilmesi, bu bakterilerin
izolasyon sansini artirmaktadir. S. aureus KKV 0&zellikle uzun
hastaliksiz dénemleri olan KF hastalarinda, nadir gérilen persistan
enfeksiyonu olanlarda ve aminoglikozid ve trimetoprim-
slilfometaksazoll slrekli kullanan hastalardan izole edildiginden,
KKV olasihidginin akla getirilmesi ve uygun besiyeri, uygun
inkibasyon sulresi kullanilarak laboratuvar incelemesinin KKV
Uzerine yogunlastiriimasi gerekmektedir [10].

S. aureus klglUk koloni varyantlarn (KKV), normal stafilokok
fenotipinin tersine kati besiyerinde klguk koloniler olusturmakta ve
sivi besiyerinde vyavas (reme 0Ozelligi gostermektedirler. Bu
bakterilerde pigment olusumu ve hemolitik aktivite (‘wild" tip
S. aureus'daki %89’a karsilik %0.25) azalmistir [40]. Timidin-
bagimli KKV, kiglk kabarik pigmentli merkezi cevreleyen yari
seffaf kenarlari ile ‘sahanda yumurta’ seklinde gdérilen KKV ve
normal S. aureus kolonilerinin yaklasik onda biri blyukliglindeki
‘igne ucu’ koloniler olmak Uzere iki tip koloni olusturmaktadirlar.
Timidin-bagiml KKV'nin Gram boyamasi ile yapilan mikroskopik
incelemesinde, pleomorfik koklar, elektron mikroskobu
incelemesinde ise bozulan hicre bdélinmesini isaret eden
tamamlanmamis veya coklu capraz duvarlara sahip genislemis
koklar goérilmektedir [63]. Bunlara c¢ok benzer hilicre duvarn
degisiklikleri, hemin-okzotrofik KKV'nda da bulunmaktadir. Tim
fenotipik  degisiklikler  ortama timidin ilavesi ile geri
doénebilmektedir.

Atipik koloni morfolojisinin yani sira, bu suslarda, tipik olarak
mannitol tuzlu agarda mannitol fermentasyonu negatif sonug elde
edilmesi gibi biyokimyasal reaksiyonlarda da bir azalma ya da
eksiklik gortlmektedir [59].
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KKV'nin laboratuvar izolasyonunda baslica yapilmasi
gereken, genisgletilmis konvansiyonel kduiltir ve tanimlama
tekniklerinin uygulanmasidir. Son yillarda, S. aureus tlrleri ve KKV
fenotipinin saptanmasi icin en dogru ve hizh yontemin, érneklerin
Columbia kanli agara ve kromojenik S. aureus ID agara
(bioMérieux SAID) ekilmesi oldugu gosterilmistir [64]. Ekim yapilan
plaklarin mutlaka 35°C’de aerobik ortamda 24-48 saat inklibasyonu
gerekmektedir. Buradan elde edilen suslari tanimlamak amaciyla,
koyun kanli Columbia agar ve Schaedler agar plaklarina es zamanl
olmak Uzere pasajlari yapilmakta, Columbia kanli agar plagi aerobik
ortamda, Schaedler agar plagi ise %5-10 CO,’li ortamda 35°C’'de
24 saat inklbe edilmektedir. Ertesi gin S. aureus slUphesi olan
kolonilerin boyut, pigmentasyon ve hemoliz &ézellikleri, Columbia
kanli agar ve Schaedler agar plaklarindaki tGremeleri karsilastirmali
olarak incelenmektedir. Columbia kanli agardaki S. aureus kuguk
koloni varyanti fenotipindeki koloniler, hemin ve menadiona
gereksinimleri oldugundan daha kiclk koloni olusturmakta, bu
substratlari iceren Schaedler agar plaklarinda ise daha bulylk,
normal fenotipte S. aureus olarak Uremektedirler. Her iki
besiyerinde de S. aureus KKV olarak slUphelenilen kolonilerden
yapillan Gram boyama, katalaz ve koagllaz testleri ile S. aureus
tanisi konulmaktadir. S. aureus KKV'nin koagtlaz aktivitesi azalmis
oldugundan, tipte koaglilaz testi ancak 18 saatten uzun
inkiibasyon sonrasinda pozitiflesebilmektedir [10, 62]. Dogru pozitif
sonug¢ elde edilmesi icin ise 24 saat inkUbasyon gerekmektedir.
Ayrica glnimizde S. aureus tanisinin dogrulanmasi icin lateks
aglitinasyonu yontemi de kullanilabilmektedir. S. aureus KKV
olarak suphelenilen ve vyanlis negatif koagilaz testi verebilen
suslarin, nuc ve coa gibi tlire ©6zglul genler agisindan

degerlendirilerek dogrulanmasi gerekmektedir [65].
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S. aureus kuguk koloni varyantlarinin hemin, menadion ve
timidine olan gereksinimlerinin arastirlmasi ile suslarin bu
maddelerden hangisine okzotrofizm gdsterdigi belirlenebilmektedir.

Atipik klinik mikrobiyolojik 6zellikleri nedeniyle, S. aureus
KKV'nin  tanimlamasinda oldugu gibi antibiyotik duyarlihk
testlerinde de zorluklar yasanmaktadir. KKV klinik &rneklerde
siklikla normal S. aureus ile karisik olarak bulunmaktadir. Bu
bakteriler besiyerinde az miktarda bulundugundan normal Ulreyen
mikroorganizmalar hizla KKV’'nin yerini almakta ve bu nedenle
KKV'nin antibiyotik duyarhlik testlerinin dederlendiriimesinde
problem yasanmaktadir [64]. Ayrica KKV'nin yavas UuUreme
ozelliginden dolayi, antibiyotik duyarhhk testlerinin
standardizasyonu zorlasmakta ve yavas ureme, diflizyon testlerini
ve duyarlihlk saptama zamanini etkilemektedir. Ayrica, okzotrofizme
bakmaksizin oksasiline direng gosteren varyantlarda, disk-diflizyon,
E-test, mikrodilusyon ve otomatize duyarllik test sistemlerinde ve
bunun yanisira anti-penisilin-baglayan-protein-2a (PBP2a) lateks
aglitinasyon testinde hatali sonuglar elde edilebilmektedir. Sonug
olarak, KKV suslarinda metisilin direncinin kesin olarak belirlenmesi
icin mecA geninin molekiler yontemlerle saptanmasi veya anti-
PBP2a lateks aglitinasyon testinin kullaniimasi 6nerilmektedir.
Anti-PBP2a lateks aglitinasyon testinin uygulanmasi durumunda
daha fazla sayida (100-200 KKV kolonisi ile yaklasik olarak bir 6ze
dolusu) bakterinin kullanilmasi ve inklbasyon slresinin 72 saate
kadar uzatilmasi gerektigi vurgulanmaktadir [64, 66].

Cesitli calismalarda KKV'nin aminoglikozid grubu
antibiyotiklere daha direncli oldugu ve buna bagh olarak in vitro
kosullarda bu bakterilerin gentamisin veya diger aminoglikozidlere
maruz birakilmis normal S.aureus kdilturlerinden surekli ve hizla

izole edilebilecekleri gbsterilmistir [3, 4, 43, 45, 55].
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KKV'nin konaktan uzaklastiktan sonra stabil kalamamalari ve
yavas ureme oOzelliklerine sahip olmalari nedeniyle in vitro duyarlilik
calismalarinda disk difizyon ya da otomatize sistemlerin
kullaniimamasi, minimum inhibitér  konsantrasyon (MIK)
Olcimlerinin sivi ya da agar dilusyon yodéntemleri ile yapilmasi

Onerilmektedir [10].

2.11. TEDAVI

GlUnimizde S.aureus KKV’'na bagl enfeksiyonlarin tedavisi
icin belirlenmis bir sema bulunmamaktadir. In vitro kosullarda,
okzotrofinin geri ddénmesi nedeniyle, bu mikroorganizmalarin
antibiyotiklere daha duyarh hale geldigi distntlmektedir. Menadion
okzotroflarinin izole edildigi durumlarda, bu geri dontisim hastalara
K vitamini uygulanmasi ile kolaylikla basarilabilmektedir. Ancak
bunun yararinin yapilacak klinik calismalarla kanitlanmasi gerektigi
belirtilmektedir [52]. KKV'nin hicre icinde bulundugu doku kiltird
sistemlerinde trimetoprim-stlfometaksazol ile rifampin
kombinasyonunun en etkin tedavi rejimi oldugu saptanmistir [10].
S. aureus KKV'na bagh prostetik damar ici cihazla iliskili
enfeksiyonlarin  tedavisinde ise yabanci cismin vicuttan
uzaklastirilmasi gerektigi vurgulanmaktadir [64]. S. aureus KKV
enfeksiyonlarinin en etkin tedavisinin belirlenebilmesi igin in vitro

ve in vivo karsilastirmali calismalara gereksinim bulunmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. OLGULAR

Calismaya Subat 2007- Ocak 2008 tarihleri arasinda,
Hacettepe Universitesi ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Goégis
Hastaliklari Unitesine basvuran ve servislerde yatirilarak izlenen,

kistik fibrozis tanili hastalar alinmistir.

3.2. ORNEKLER

Calismada 248 hastadan alinan toplam 519 balgam ve bogaz
strintisd o6rnedi dederlendirilmistir. Olgularin  timdndn adi,
soyadi, cinsiyeti, yasi, protokol ve dosya numaralari, alinan 6rnegin
tarihi ve cinsi kaydedilmistir. Orneklerinde S. aureus KKV pozitif
olarak saptanan olgularin dosyalari incelenerek, aldiklari

antimikrobiyal tedavi 6yklsi degerlendirilmistir.

3.3. ORNEKLERIN ALINMASI

Balgam o&rnekleri, steril bir kap icerisinde, en kisa surede
ekim vyapilmak Uzere laboratuvara ulastirilmistir [67]. Steril
eklivyon ile posterior farenksten alinan bogaz surintli 6rnekleri ise

Stuart tasiyici besiyeri iginde laboratuvara génderilmistir.

3.4 MIKROBIYOLOJIK INCELEME

3.4.1. Direkt yayma

Alinan tim d&rneklerden direkt yayma hazirlanarak Gram
boyama yodntemi ile boyanmis, mikroskop altinda 100'lik
blyltmede incelenmis, epitel, polimorfonikleer I16kosit ve hicre igi

ve/veya hakim mikroorganizma varligi agisindan degerlendirilmistir.
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3.4.2. Kultir
Balgam o&rneklerinin kdltlird kantitatif yontemle yapilmistir.
Bu amacgla koyu kivaml balgam homojenize edilmistir.
Homojenizasyon icin mukolitik bir ajan olan sputolizin(di-thio-
threitrol, Sigma) 0,002mg, 10 ml’lik falkon tlp icerisine konmus,
dzerine 9 ml distile su eklenerek 10 ml'ye tamamlanmistir. Her bir
ornek 1/1 oraninda sputolizin-distile su karisimi ile sulandirlip
vortekslendikten sonra 15 dakika 35-37 C°de bekletilip tekrar
vortekslenerek ekim igin hazirlanmistir [68].
Bodaz surintl ornekleri ise homojenize edilmeden direk
olarak ekilmistir.
Calismada kullanilan besiyerleri, igerikleri, firma isimleri ve
Ulkeleri asagida belirtilmistir:
1. Columbia agar:
e Columbia agar bazi (Becton, Dickinson and Company,
ABD)
e %5 koyun kani (45-50°C’de eklenmistir).
2. Mannitol-tuzlu agar (Becton, Dickinson and Company,
ABD)
3. Basitrasinli gikolata agar:
e Kanli agar bazi (Fluka, ABD)
e Basitrasin (Sigma, ABD) 700 U/ml
e %10 koyun kani (70-80°C’de eklenmistir).
4. Eozin Metilen Mavisi (EMB) agar (Becton, Dickinson and
Company, ABD)
5. S. aureus KKV icin %5 sodyum klorarli beyin-kalp
infizyon agari (BKIA-%5 NaCl) :
e Beyin-kalp inflizyon agar bazi (Oxoid Ltd, Basingstoke,
Hampshire, Ingiltere)

e %5 sodyum klorlr (Merck, Almanya)
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6. Burkholderia cepacia igin Polimiksin, Basitrasin, Laktoz
eklenmis Oksidasyon-Fermentasyon (OFPBL) besiyeri:
e Oksidasyon-Fermentasyon (OF) besiyeri bazi (Merck,
Almanya) 95 gr/lt
e Polimiksin ( Kogak ilac, Turkiye) 300000 U/It
e Basitrasin (Sigma, ABD) 200 U/It
e Laktoz (Becton, Dickinson and Company, ABD)
10 gr/lt
7. Stenotrophomonas icin Vankomisin, Imipenem,
Amfoterisin-B’li (VIA) besiyeri:
e Triptikaz soy agar (Acumedia, ABD) 30 gr/lt
e Mannitol (Becton, Dickinson and Company, ABD) 10 gr/It
e Bromtimol mavisi (Becton, Dickinson and Company,
ABD) 0,06gr/It
e Vankomisin (Cheil Jedang, Kore) 5 mg/It
e Imipenem (Merck Sharp & Dohme, Almanya) 32 mg/It
o Amfoterisin-B (Biomeks Ilag, Tirkiye) 25 mg/It
8. Mantarlar icin Sabouroud Dekstroz agar (Becton,
Dickinson and Company, ABD)

Alinan tim 6rneklerden Columbia agar, mannitol-tuzlu agar,
basitrasinli ¢ikolata agar, EMB agar, Sabouroud Dekstroz agar,
BKIA-%5 NaCl, Burkholderia cepacia icin OFPBL besiyeri ve
Stenotrophomonas igin VIA besiyerlerine 10’ar ul ekim yapilmistir.
Columbia kanh agar plaklarinda gram negatif bakterilerin Gremesini
baskilamak amaciyla ilk ekim alanina aztreonam diski (Becton,
Dickinson and Company, ABD) konulmustur [69].

Ekim vyapildiktan sonra basitrasinli cikolata agar mumlu
kavanozda, BKIA-%5 NaCl anaerob kavanozda, digerleri aerobik
ortamda olmak Uzere besiyerleri, 35 C°de 24-48 saat inkilbe

edilmigstir.



23

3.4.3. Kiiltiirlerin degerlendirilmesi

Columbia kanh agar ve mannitol tuzlu agar (MSA)
plaklarindaki Gremeler 24 ve 48 saatlik inklibasyon sonrasi birlikte
degerlendirilmistir. Columbia kanh agarda biylk, dizgin, beyaz
veya sarl pigmentli ve genellikle hemoliz yapmis kolonilerle birlikte
mannitol tuzlu agarda mannitol fermentasyonu nedeniyle besiyerini
turuncudan sari renge doéntstiren sari renkli bldyuk kolonilerin
olmasi S. aureus sipheli olarak tanimlanmistir.

Columbia kanli agarda cok kiclk (igne ucu), pigment
yapmayan, hemoliz olusturmayan Uremelere paralel olarak
mannitol tuzlu agarda da besiyerini sari renge dénlstirsin ya da
dénlstirmesin sari veya pembe renkli ancak 6zellikle boyut olarak
klclik koloniler [10], Columbia kanl agarda, kuglk, ylzeyden
kabarik, pigmentli merkezi cevreleyen vyari seffaf kenarlar ile
‘sahanda yumurta’ seklinde goérllen koloniler de S. aureus KKV
acisindan sipheli olarak degerlendirilmistir [63]. Ayrica BKIA-%5
NaCl plagindaki 48 saatlik inklibasyon sonrasi, boyut olarak kigclk
koloniler de S. aureus KKV acisindan supheli olarak
degerlendirmeye alinmistir.

S. aureus KKV suphesi olmasi durumunda, bu kolonilerden
Columbia kanli agar ve Schaedler agar (Becton, Dickinson and
Company, ABD) plaklarina es zamanh olmak Uzere tek koloni
pasajlari yapilmistir. Columbia kanli agar plagi aerobik ortamda,
Schaedler agar plagi ise mumlu kavanozda 35 C%de 24 saat inkibe
edilmistir. Ertesi gun S. aureus KKV slphesi olan kolonilerin boyut,
pigmentasyon ve hemoliz 0&zellikleri, Columbia kanli agar ve
Schaedler agar plaklarinda karsilastirmal olarak incelenmistir.
Columbia kanl agarda cok kuclk, pigment yapmayan, hemoliz
olusturmayan kolonilerin Schaedler agarda normal buyuUklikte,
hemolizli ve pigmentli olarak gézlenmesi S. aureus KKV acgisindan

anlamli olarak degerlendirilmistir.
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S. aureus KKV olarak slphelenilen kolonilerden Gram
boyama ydntemi ile boyama yapilarak gram pozitif kok olduklar
dogrulanmistir. S. aureus tanimlamasi icin bu kolonilerden katalaz
ve tlpte koagulaz testleri uygulanmistir. S. aureus KKV igin, tlpte
koaglilaz  testi 35C”de 24 saat inklibasyon sonrasi
degerlendirilmistir. S. aureus KKV suslarinin timinde dogrulama
icin S. aureus lateks aglitinasyon testi (Slidex Staph Plus,
bioMerieux, Fransa) uygulanmistir.

S. aureus KKV’lari ve normal fenotipik gérinimde izole
edilmis S. aureus suslari dogrulama testlerinin ardindan ileri
molekiler calismalar icin %15 gliserol iceren BKI sivi besiyeri

icerisinde -20C° ve -80C®de stoklanmistir.

3.5. ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI

Normal fenotipik goérinimdeki S. aureus suslan igin CLSI
standartlarina gére ve S. aureus KKV icin CLSI standartlarindan
uyarlama yapilarak, antibiyotik duyarhliklari oksasilin, gentamisin,
vankomisin, siprofloksasin, linezolid ve tigesiklin igin sivi
mikrodilisyon ydntemi ile gercgeklestirilmistir. Trimetoprim-
siilfometakzasol icin MIK degerleri E-test (AB Biodisk, Isveg)
yontemi kullanilarak saptanmistir. S. aureus KKV zor (reyen
mikroorganizmalar olduklari igin BKI sivi besiyeri kullaniimistir [8].

Duyarhlik testi yapilacak olan suslar stok besiyerinden
alinarak Columbia kanli agar besiyerine ekimleri yapilimis, 35 C%de
24 saat inkibasyon sonrasi saf halde elde edilen koloniler
antibiyotik duyarlilik testleri igin kullaniimistir. Bakteriler BKI sivi
besiyeri icerisinde 0,5 MacFarland bulaniga ayarlandiktan sonra sivi
mikrodilisyon ya da E-test ydntemi uygulanmistir. E-test
yonteminde S. aureus icin Mueller-Hinton agar, S. aureus KKV icin

ise %5 koyun kanli Mueller-Hinton agar kullanilmistir [8].
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3.6. OKZOTROFiZMIN ARASTIRILMASI
S. aureus oldugu konfirme edilen suslarin hemin ve/veya
menadion ve/veya timidine olan gereksinimlerinin saptanmasi
amacilyla Mueller-Hinton agara (MHA) yaygin ekim vyapilarak
okzotrofizm durumlar arastiriimistir.
Okzotrofizm icin kullanilan diskler asadidaki sekilde
hazirlanmistir.
e Hemin (5,4 ng) diskleri (Sigma, ABD)
e Timidin (1,5 pg) diskleri:
o Timidin (Sigma, ABD) 100ug/mli
o Her disk basina 15ul emdirilmistir.
e Menadion (1,5 pg) diskleri:
o Menadion sodyum bisdlfit (Sigma, ABD)
100 ug/mi
o Her disk basina 15ul emdirilmistir.
e Hazirlanan diskler kullanilana kadar +4°C’de tutulmustur.
Diskler ekim yapilan MHA (zerine yerlestirildikten sonra 35
C®de 24 saat inklibasyon sonrasinda dederlendirilmistir. Besiyerinin
diger yerlerinde lGreme olmazken disk etrafinda normal Greme
zonunun gobzlenmesi susun diskin icerdigi maddeye (hemin,
menadion ve timidin) gereksinimi oldugu seklinde

degerlendirilmistir [8].

3.7. MOLEKULER MiIKROBIYOLOJIK TANI
Izolatlarin S. aureus olduklari, PCR ydntemi kullanilarak nuc

A gen bolgesinin ¢ogaltilmasi ile molekiler olarak dogrulanmistir.

3.7.1. DNA izolasyonu
Bakteri DNA’sinin izolasyonunda stafilokoklar igin tanimlanmis

olan hizli lizis protokolt modifiye edilerek kullaniimistir [70].
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1. Izole edilen suslar, %5 koyun kanli Columbia agara
ekilerek 24 saat inkiibe edilmistir. S. aureus kolonilerinden
bir tanesi alinarak 6ze yardimiyla BKI sivi besiyerine ekimi
yapilarak 35° C de 24 saat inklbe edilmistir.

2. Inkiibasyon sonrasinda bakteri siispansiyonlari, 3000
rpom’de 10 dakika santriflij edilmis ve bakterilerin cokmesi
saglanarak Ust sivi uzaklastiriimistir.

3. Coéken bakterilerin Uzerine 1 ml TE (10 mM Tris
(Applichem, Almanya), 1 mM etilendiamin-tetra-asetik asit
(EDTA) (Applichem, Almanya), pH= 8.0) tamponu ilave
edilerek steril kosullarda ependorf tlplere aktariimistir.

4. Tupler daha sonra 12000 rpm’‘de 10 dakika santrifij
edilmistir.

5. Ust sivi uzaklastirildiktan sonra kalan bakteri c¢okeltisi
Uzerine 100ug/ml’lik stoktan 50 pl lizostafin (Sigma, ABD)
eklenip 10 dakika 37°C de bekletilmistir.

6. Bu suspansiyonun uzerine 100 ug/ml’lik stoktan 50 pl
proteinaz K (AppliChem, Almanya) eklenerek 10 dakika
daha 37° C de bekletilmistir.

7. Buradan alinan tlpler kaynamakta olan su icerisinde 5
dakika bekletilmistir.

8. Tupler daha sonra 14000 rpm’de 10 dakika santrifij
edilmistir. Ust sivi pellete dokunulmadan, vyeni bir
eppendorf tipe aktarilarak -20° C de saklanmistir.

Hazirlanan bakteri DNA suspansiyonunun 1 pl’si 50 pl PCR

karisimi iginde amplifikasyona alinmistir.

TE tamponunun hazirlanmasi:

e 1 MTrispHS8

o Trizma Baz (Sigma, ABD) 121,1 gr
o Distile su 1000 ml
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HCl eklenerek pH 8’e ayarlanmistir. lyice ¢dzildiikten sonra

otoklavlanmis ve oda isisinda saklanmistir.

e 0,5MEDTA pH 8:
o EDTA (Applichem, Almanya) 186,1 gr
o Distile su 1000 ml
Once 800 ml distile su eklenerek, pH ayarlandiktan sonra
1000 ml'ye tamamlanmistir (pH 8 icin yaklasik 20 gr NaOH

eklenmistir). Sonra otoklavlanarak, oda isisinda saklanmistir.

e 1XTE (10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA pH 8) :
o 1MTrispH 7,5 10 ml
o 0,5MEDTApHS8 2ml
Distile su ile 1000 ml'ye tamamlanmistir. Otoklavlandiktan

sonra oda isisinda saklanmistir.

3.7.2. DNA Amplifikasyonu

S. aureus suslarinin DNA amplifikasyonunda, Brakstad ve
arkadaslari tarafindan tanimlanmis olan PCR protokoli modifiye
edilerek kullaniimistir [70]. Nikleaz A enzimini kodlayan ve nuc A
gen bdlgesinde (447bg) yer alan 21 ve 24 bazciftlik (bg) primerlerin
baz dizilimi sirasiyla NUCAR-5" GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 3’
(48-70) ve NUCAF-5" AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC 3’
(303-328) olarak belirlenmistir [71]. Primerler ticari olarak elde
edilmistir (Alpha DNA, Kanada).

3.7.3. PCR Reaksiyonu:

e PCR Karigsimi
o Genomik DNA 1 pl
o 10x PCR Tamponu (MgCl,) 5 ul
o 2.5mM dNTP (dATP,dCTP,dTTP,dGTP) 4 pl
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o NUCA Forward primer (100 pmol/ul) 1 pl
o NUCA Reverse primer (100 pmol/ul) 1 pl

o Taq DNA Polimeraz (5 U/ul) 0.25 pl
o Steril distile su 37.75 pul
o Toplam Hacim 50 pl

e 10x PCR Tamponu
o 10mM Tris-HCI (pH 8.3)
o 50mM KCI
o 9.0 mM MgCl,

DNA amplifikasyonu “thermal cycler” (Thermo Scientific,
ABD) cihazinda gergeklestirilmistir.

Sicaklk donguleri asagida belirtilen sekilde ayarlanmistir:

1. Ayrilma (Denaturation) 94° C de 1 dakika

2. Ayrilma (Denaturation) 94° C de 1 dakika

3. Baglanma (Annealing) 58° C de 30 saniye

4. Polimerizasyon (Extension) 72° C de 1.5 dakika

5. 2, 3 ve 4. basamadgin 37 kez tekrarlanmasi

6. Polimerizasyon (Extension) 72° C de 3.5 dakika 1 déngu

3.7.4. Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel
Elektroforezi ile Kontrolii ve Goriintiilenmesi:

%1'lik agaroz (Onbio, Kanada), 1xTBE (pH 7.8) tamponu
icerisinde kaynatilarak ¢ézilmustir. Jel yatay elektroforez tankina
dékilmeden hemen 6nce 10 mg/ml’lik etidyum bromirden 5 pl
eklenerek boyanmistir. Oda sicakhidinda polimerizasyon islemi
tamamlandiktan sonra igerisinde 1xTBE ylritme tamponu olan
yatay elektroforez tankina vyerlestirilmistir. Elde edilen PCR
drdnlerinin 12 pl’'si 1mg/ml Orange-G boyasli iceren 4 pul yikleme
tamponu ile karistirilarak kuyucuklara yuklenmistir. Bir cukura
standart DNA buyuklik isareti (Heliosis®, Metis Biyoteknoloji,
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Tlrkiye) eklendikten sonra 90 volt/saat voltajda 3 saat yuratilmus
ve elektroforez sonlandinlmistir. Daha sonra, jel gérintileme
sistemi (Kodak EDAS 290, Biolab) ile gérintulenip kaydedilmistir.
e 10 X TBE tamponu (pH 7.8) :
o Trizma Baz (Sigma, ABD) 108 gr
o Borik Asit (Sigma, ABD) 55 gr
o 0,5M EDTA pH 8 (Sigma, ABD) 40 ml
o Distile su ile 1000 ml'ye tamamlanmistir.
e Ylkleme Tamponu (Metis Biyoteknoloji, Tlurkiye) :
o Gliserol 55 ml
o 1XTAE 45 ml
o Orange-G 100 mg

3.8. ‘PULSED FIELD’ JEL ELEKTROFOREZI (PFGE)

Izole edilen KKV suslari ile es zamanli olarak izole edilen
normal S. aureus suslarl arasindaki genetik yakinlhk PFGE yéntemi
ile arastirimistir.

Calisma gunlune kadar -80°C’de, %15 gliserol iceren BKI sivi
besiyeri icerisinde stoklanmis oOrneklerden ekim vyapilarak elde
edilen saf bakteri kolonilerinden, PFGE islemi icin DNA izolasyonu
yapilmistir. Izole edilen DNA’lar Smal (Sigma, ABD) restriksiyon
endonukleaz ile kesildikten sonra PFGE cihazinda yuratilmis ve
daha sonra goérintidleri alinmistir. Bu calismalar daha o6nceden
Goering RV ve arkadaslarn tarafindan tanimlanan PFGE ydntemi

modifiye edilerek gercgeklestirilmistir [72].

3.8.1. PFGE soliisyonlarinin hazirlanisi:
e 1 MTris pH 8:
o Trizma Baz (Sigma, ABD) 121,1 gr
o Distile su 1000 ml
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Iyice cozildikten sonra otoklavlanarak, oda isisinda

saklanmistir.

e 0,5MEDTAPpH 8:
o EDTA (Sigma, ABD) 186,1 gr
o Distile su 1000 ml
Once 800 ml distile su eklenerek pH ayarlandiktan sonra
1000 ml'ye tamamlanmistir (pH 8 icin yaklasik 20 gr NaOH

eklenmistir). Sonra otoklavlanarak, oda isisinda saklanmistir.

e PIV soltisyonu ( 10mM TRIS pH 8,0, 1 M NaCl) :

o 1M Tris pH 8 5 ml
o Sodyum klorlr (Merck, Almanya) 29,2 gr
o Distile su 500 ml

Iyice c¢ozildikten sonra otoklavlanmis, oda isisinda

saklanmistir.

e EC sollisyonu:

o 1M Tris pH 8 3 ml
o Sodyum klorar (Merck, Almanya) 29,2 gr
o 0,5MEDTAPpHS8 100 ml

o Sodyum deoksikolat
(Carlo- Erba Reagenti, Italya) 1gr
o Sodyum laurilsarkozin
(Carlo- Erba Reagenti, Italya) 2,5 gr
Distile su ile 500 ml'ye tamamlanarak otoklavlanmig, oda

Isisinda saklanmistir.

e EC lizis solisyonu:
o 10 mg/ml RNaz A (Vivantis, Malezya) 75 ul
o 20 mg/ml Lizozim (Vivantis, Malezya) 75 ul
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o 10 mg/ml Lizostafin (Sigma, ABD) 75 ul
o EC sollisyonu 12,75 ml

e ES sollisyonu:
o 0,5MEDTA (pH 9) 100 ml
o %1 Sodyum laurilsarkozin
(Carlo- Erba Reagenti, Italya) 1gr
Otoklavlanarak oda isisinda saklanmistir.
ESP solisyonu kullanimdan hemen 6nce hazirlanmistir. 1
mg/ml olacak sekilde Proteinaz K (Applichem, Almanya)

eklenmistir.

e 1XTE (10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA pH 8) :
o 1MTrispH 7,5 10 ml
o 0,5MEDTApH8 2 ml
Distile su ile 1000 ml'ye tamamlanmistir. Otoklavlandiktan

sonra oda isisinda saklanmistir.

e 10 X TBE sollsyonu:
o Trizma Baz (Sigma, ABD) 108 gr
o Borik asit (Sigma, ABD) 55 gr
o 0,5MEDTA pH 8 40 ml
Iyice karistirdiktan sonra distile su ile 1000 mlye

tamamlanmis, otoklavlanmis ve oda isisinda saklanmistir.

e 0,5 X TBE yuritme tamponu:
o 10XTBE 110 ml
o Distilesu 2090 ml

e Ylkleme tamponu:

o Bromfenol mavisi
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(Becton, Dickinson and Company, ABD) 25 mg
o 1XTE 10 ml
o Gliserol (Carlo- Erba Reagenti, Italya) 10 ml

pH artisi icin renk yesilden maviye degisinceye kadar, 1N

NaOH ‘ten birkagc damla damlatiimistir. Oda isisinda saklanmistir.

3.8.2. DNA izolasyonu icin agaroz disklerin hazirlanisi

PFGE’'de bozulmamis DNA gerekli oldugundan, bu yoéntemde

DNA'nin hasar gérmesini engellemek icin bakteri agaroz diskler

icine hapsedilmektedir.

1.

Saf kultlir halinde Ureyen suslardan birkag koloni 5 ml
BKI sivi besiyeri igerisine ekilip, 37°C’de bir gece inklbe
edilmistir.

Inkiibasyondan sonra 4000 rpm’de 10 dk santrifij
edilerek ust sivisi atilmistir.

Pellet (zerine 1 ml PIV sollisyonu eklenerek
sulandirilarak ependorf tipe aktariimistir.

14000 rpm de 10 dk santrifij edilmis ve Ust sivi
atilmistir.

Pellete 300 pl PIV solisyonu eklenerek pipetaj ile
karistirilimistir.

Bakteri basina 1 ml agaroz olacak sekilde, PIV sollisyonu
icinde %2’lik diusik erime noktali ‘low-melting’ agaroz
(Sigma, ABD) hazirlanmistir.

Agaroz ve bakteri slispansiyonu esit oranda karistirilarak
suspanse edilmistir.

Pipet yardimiyla karisim kaliplara doékllerek ‘plug’ adi
verilen DNA bloklari hazirlanmak lzere 10 dak. +4°C'de

bekletilmistir.
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9. Katilasan DNA bloklari 1 ml EC lizis solisyonu iceren 1,5
ml'lik konik santrifiij tiiplerine konarak 37°C’de 1 gece
inkibe edilmistir.

10. Inkiibasyondan sonra EC soliisyonu dékiilerek 1 ml ESP
sollisyonu eklenmis ve 1 gece 56°C’de inkiibe edilmistir.

11. Ertesi gun, hazirlanan DNA bloklari 1 X TE buffer icinde
100 rpm.'de 30 dk. calkalanarak yikanmis ve TE
bosaltilmistir. Bu ylkama islemi toplam 5 kez
tekrarlanmistir.

12. Yikama isleminden sonra DNA bloklarina 1 ml 1XTE
tamponu eklenerek enzimle kesim yapilana kadar 4°C’de

bekletilmistir.

3.8.3. DNA'niIn restriksiyon endoniikleaz ile kesimi

PFGE icin Smal restriksiyon enzimi kullaniimistir. Her 6rnek
icin 20 Unite Smal enzimi (Fermentas, Kanada) ve 43ul Smal
tamponu (33 mM Tris-asetat, pH 7,9; 10mM Mg (Oac) 21; 66mM
KOAc; 0,5 mM dithiothreitol) (Fermentas, Kanada) kullanilarak
karisim hazirlanmistir. Bu karisim, DNA diskleri Uzerine eklenerek
37°C’de 1 gece inkibasyona birakilmistir.

PFGE tankina 0.5 X TBE (pH=8) tamponu konulmustur. Bu
tampon, yukarida hazirlanisi verilen 10XTBE tamponundan 100 ml
alindiktan sonra uzerine 1900 ml distile su eklenerek elde
edilmigstir.

Hazirlanan DNA bloklari ve Pulse marker 50 - 1,000 kb
(Sigma, ABD) %1.1'lik yuksek erime noktali agarozdaki (Sigma,
ABD) kuyucuklara dikkatlice yerlestirilmistir.

Yiridtme islemi asagida belirtilen kosullar altinda yapilmistir:

e Degisim araliklari : 5.3 - 34.9 sn.
e \oltaj derecesi : 6 Volt/cm.

e Ylrutme zamani : 18 saat.
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e Sicakhk . 14°C.

3.8.4. Boyama ve bant seyirlerinin degerlendirilmesi

Jel, etidyum bromlr c¢o6zeltisiyle (1pg/ml) 30 dak.
boyandiktan sonra 30 dk. distile suda yikanmistir. Daha sonra 260
nm dalga boyunda UV isik altinda ‘GelDoc’ gérintlleme sistemi ile
goruntilenmis ve goérintdlerin analizi ‘Quantity One’ (Bio-Rad,
ABD) isimli yazihm ile yapilmistir.

Ayni hastadan izole edilen farkh suslar birbirleri ile
karsilastinlmistir. Elde edilen bant seyirleri gbézle Tenover
kriterlerine gore degerlendirilmistir [73]. Buna gore, blylklikleri
ve sayllari ayni olan bantlarin olusturdugu seyirleri gésteren suslar
ayni tip olarak degerlendirilmistir. Yedi veya daha fazla bantta
farklilik gosteren seyirlere sahip olan suslar degisik bir genotip
olarak degerlendirilmistir. Buna gore her hastanin suslari genotip 1,

genotip 2, genotip 3, genotip 4 seklinde gruplandiriimistir,

3.9. ISTATISTIKSEL ANALiZ
Tanimlayici istatistikler, ortalama (standart sapma), ortanca
(minimum, maksimum) veya yuzde oranlar olarak sunulmustur.
Gruplar arasi karsilastirma (S. aureus KKV/normal fenotipik
gorinimdeki S. aureus), sayisal degiskenler icin Mann-Whitney U,
kategorik degiskenler icin yerine gore Ki kare, Mantel Haenzel ya
da Fisher kesin testleri kullanilarak yapiimistir.

Istatistiksel anlamhhk siniri 0,05 olarak kullaniimistir.
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4. BULGULAR

4.1. HASTALARIN OZELLIKLERI

Calismada 248 Kkistik fibrozis hastasindan 209'u (%40,3)
balgam, 310'u (%59,7) bogaz slrintisli o6rnedi olmak Uzere
toplam 519 klinik érnek incelemeye alinmistir. Bu hastalarin 119'u
(%48) bayan, 129'u (%52) erkektir.

Hastalarin 9,9 (1-58) olan yas ortalamasi bayanlarda 9,6 (1-
37), erkeklerde ise 10,2 (1-58) olarak tespit edilmistir.

Degerlendirilen hastalarin yas dagilimi Tablo 1’de gorilmektedir.

Tablo 1: Dederlendirilen hastalarin yas dagihmi

o Sayi

Yas araligi
n (%)
1,0- 5,0 95 (38,3)
6,0 -10,0 56 (22,6)
11,0 - 15,0 44 (17,7)
16,0 - 20,0 29 (11,7)
21,0 - 25,0 17  (6,9)
=26,0 7 (2,8)
TOPLAM 248 (100,0)

4.2. S. aureus KKV PREVALANSI

Calismaya alinan 248 hastanin 123’lUnde (%49,6) S. aureus
saptanmis, bu hastalarin 20’sinde (%8,1) ise S. aureus KKV
belirlenmistir. Hastalardan 13’Unde bir kez, ikisinde 2 kez, besinde

3 kez S. aureus KKV uUremesi olmustur.
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S. aureus KKV izole edilen hastalarin 13’4 (%65) bayan, 7’'si
(%35) erkektir. Bu hastalarin 14,4 (2-31) olan yas ortalamasi,
bayanlarda 17,4 (5-31), erkeklerde ise 8,7 (2-16) olarak tespit
edilmistir. Izolasyonun en yiiksek %25 ile 11-15 yas arahdinda
oldugu belirlenmistir (Tablo 2). S. aureus KKV izole edilen hastalar
ile calismada degerlendirilen tim hastalar yas araliklarina gore
karsilastirildiginda, S. aureus KKV izole edilen hastalarin daha ileri

yasta olduklari saptanmistir ( p:0.003, Mann Whitney U).

Tablo 2: S. aureus KKV saptanan hastalarin yas dagilimi

. Sayi

Yas araligi
n (%)
1,0- 5,0 3 (15,0)
6,0 - 10,0 4 (20,0)
11,0 - 15,0 5 (25,0)
16,0 - 20,0 3 (15,0)
21,0 - 25,0 4 (20,0)
>26,0 1 (5,0)
TOPLAM 20 (100,0)

Calismaya alinan hastalarin cinsiyetleri arasinda fark
gozlenmezken (B/E:%48/%52), S. aureus KKV saptanan
hastalarda B/E oraninin %65/%?35’i oldugu belirlenmistir ( p>0.05).

Incelenen 519 6rnekten 281’'inde (%54,1) S. aureus iremesi
olmus, bu 6rneklerin 32'sinde (%6,4) S. aureus KKV saptanmistir.
S. aureus KKV pozitif olarak saptanan 32 6rnegin 23'G (%71,9)
balgam, 9'u (%?28,1) bogaz sirinttsudur.

S. aureus KKV pozitif olarak saptanan 32 o6rnek tek tek
incelendiginde 21 6rnekte (%65,6) bir cesit, 7 6rnekte (%21,9) iki
cesit, Uc ornekte (%9,4) Uc cesit ve bir 6rnekte (%3,1) 4 cesit KKV
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izole edilmistir. Sonug olarak 20 hastadan toplam 48 adet

S. aureus KKV izole edilmistir.

4.3. S. aureus KKV SAPTANAN HASTALARIN KLINIK
ORNEKLERININ MIKROSKOPiK DEGERLENDIRMESI
Incelenen 32 klinik 6rnedin  15'inde  (%46,9) bol
polimorfontikleer I6kosit (PMNL), 9'unda (%?28,1) orta PMNL,
birinde (%3,1) az PMNL goérulmuastir. Bu o6rneklerden 24’lnde
(%75) hcre ici gram pozitif kok belirlenmistir.

4.4. S. aureus KKV'NIN DIGER BAKTERILERLE BIRLIKTELIGI

Incelenen 32 klinik érnedin 30’unda (%93,8) S. aureus ile
birlikte KKV Uurerken, 15'inde (%46,9) P. aeruginosa ile birlikte
uredigi saptanmistir (Tablo 3). Ureyen S. aureus suslarindan

yalnizca ikisinin MRSA oldugu belirlenmistir.

Tablo 3: S. aureus KKV saptanan 32 oOrnekte Ureyen diger

mikroorganizmalar

Mikroorganizma n (%)
S. aureus 30 (93,8)
P.aeruginosa 15 (46,9)
A. fumigatus 2 (6,3)
A. fumigatus+C. albicans 1(3,1)
S. maltophilia 1(3,1)
E. coli 1(3,1)
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4.5. S. aureus KKV 1IZOLE EDILEN BESIYERLERININ

KARSILASTIRILMASI

S. aureus KKV'nin besiyerlerindeki 24 ve 48 saat inkiibasyon
sonundaki izolasyon oranlari incelendiginde, 28 susun 24 saat
inkibasyon sonunda, 20 susun ise 48 saat inklUbasyon suresi
sonunda izole edildigi belirlenmistir. S. aureus KKV’'nin izole edildigi
besiyerleri karsilastirildiginda, en ylksek izolasyonun mannitol
tuzlu agarda oldugu, bunu %5 sodyum klortrli beyin-kalp inflizyon
agar (BKIA-%5 NaCl) in izledigi saptanmistir (Tablo 4). Mannitol
tuzlu agar ve BKIA-%5 NaCl'daki normal fenotipte S. aureus ve
S. aureus KKV goruntlleri sirasiyla Sekil 2 ve Sekil 3'de

gbsterilmistir.

Tablo 4: S. aureus KKV'nin izole edildikleri besiyerleri

izole edilen besiyeri izole edilen sug sayisi %
Mannitol tuzlu agar 18 37,50
BKIA-%5 NaCl* 13 27,08
Mannitol tuzlu agar+ BKIA-%5 NaCl 11 22,92
Mannitol tuzlu agar+Columbia agar 3 6,25
Columbia agar 3 6,25
TOPLAM 48 100,00

*BKIA-%5 NaCl: %5 sodyum klorirli beyin-kalp inflizyon agar
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Sekil 2: Mannitol-tuzlu agarda normal fenotipte S. aureus (kirmizi

ok) ve S. aureus KKV (siyah ok)

Sekil 3: 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda %5 sodyum Kklorarld
beyin-kalp inflizyon agarinda normal fenotipte S. aureus
(buylUk ok) ve S. aureus KKV (klguk ok)
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4.6. S. aureus KKV'NIN FENOTIPIK OZELLiKLERI

izole edilen 48 adet S. aureus KKV’'nin koloni blyikligu ve
sekli, pigment yapimi, hemoliz varhd ve turlG gibi fenotipik
ozellikleri  incelendiginde, 36’sinin  (%75) kiglik koloniler
olusturdugu (Sekil 2 ve 3), altisinin (%12,5) “sahanda yumurta”,
altisinin (%12,5) ise “igne ucu” koloni olusturdugu goridlmustir
(Sekil 4).

Sekil 4: Tek koloni pasajlari sonrasi Columbia agarda solda
S. aureus KKV “igne ucu” koloni (A) ve sagda “sahanda

yumurta” seklinde S. aureus KKV (B).

S. aureus KKV'nin pigment ozellikleri incelendiginde, 27
susun (%57,5) pigment olusturmadigi goézlenmistir. S. aureus

KKV'nin pigment 6zellikleri Sekil 5'de gosterilmistir.
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Sekil 5: S. aureus KKV'nin pigment 6zellikleri

izole edilen S. aureus KKV’'nin 22’sinin (%45,8) hemoliz
olusturmadigi belirlenmistir. Hemoliz saptanan 26 S. aureus KKV
susunun 19’unda (%39,5) dar hemoliz, Uclinde (%6,3) genis
hemoliz, Gclinde (%6,3) cift hemoliz zonu, birinde ise (%2,1) alfa

hemoliz gézlenmistir.

4.7. S. aureus KKV'NIN MIKROSKOBiK DEGERLENDIRMESI

izole edilen tim S. aureus KKV’'nin Gram boyasi ile yapilan
mikroskopik incelemesinde farkli buyuklikte gram pozitif koklar
dikkati cekmistir. Ozellikle “sahanda yumurta” seklinde ve “igne
ucu” koloni olusturan suslarda normal S. aureus’a gbére daha buyltk
gram pozitif koklarin bulundugu pleomorfik gériinim saptanmistir
(Sekil 6).
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Sekil 6: S. aureus KKV'nin mikroskopik incelemesinde normal
S. aureus'a gore daha buyltk gram pozitif pleomorfik

koklar (kirmizi ok).

4.8. S. aureus KKV'NIN DiGER OZELLIKLERi

izole edilen 48 sustan 42'sinin koagiilaz pozitif, 6'sinin
koagtlaz negatif oldugu gorilmustdir.

Incelenen S. aureus KKV'nin Schaedler agara vyapilan
pasajlari sonucunda 24 saatlik inklibasyon sonrasi 44 susta normal
fenotipe donls saptanirken, 4 susta ise bu degisim gozlenmemistir.

Izole edilen suslarin timi S. aureus lateks agliitinasyon testi
ile pozitif olarak belirlenmistir.

Kirksekiz S. aureus KKV ve es zamanli olarak izole edilen 33
normal fenotipik gdérinimdeki S. aureus suglarn olmak Uzere
toplam 81 susun PCR ile dogrulama testleri yapilmistir. NUCAR ve
NUCAF primerleri kullanilarak yapilan PCR’da S. aureus’a 6zgul 447
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b¢’lik nucA gen bdlgesinin varhidi ile S. aureus tanisi dogrulanmistir.
PCR sonrasi amplifikasyon drlUnlerinin agaroz jeldeki goérindmleri
sekilde goériulmektedir (Sekil 12).

M1234567891011121314151617 1819

Sekil 7: PCR sonrasi amplifikasyon drilnlerinin agaroz jeldeki
gorindmleri; M: molekller agirlik standardi (50 bp), 1:
pozitif kontrol, 2: negatif kontrol, 3-19: suslara ait

bantlar.

4.9. S. aureus KKV'NIN OKZOTROFIZM OZELLIKLERI
Mueller-Hinton agarda yapilan okzotrofizm deneyleri

sonucunda 48 sustan altisinin timidin bagimh oldugu belirlenmistir

(Sekil 11). Bu alti sustan birinin ayni zamanda hemin bagiml

oldugu saptanmistir. Menadion badimhligina rastlanmamistir.



44

Timidine bagimli bulunan alti susun besini “sahanda yumurta”

seklinde koloni yapan suslarin olusturmasi dikkati cekmistir.

Sekil 8: Mueller-Hinton agarda timidin bagimh KKV. T: timidin, H:

hemin, M: menadion

4.10. ANTIBIYOTIK DUYARLILIK SONUGLARI

Toplam 33 normal fenotipik goérinimdeki S. aureus ve 48
S. aureus KKV'nin antibiyotik duyarhlik sonuglarn karsilastiriimis,
duyarhlik test sonuclar ile elde edilen MIK dederleri Tablo 5'de
gosterilmistir.

Vankomisin, siprofloksasin ve linezolid duyarhlik sonuclari
acisindan S. aureus KKV ve normal fenotipik gérinimdeki S.
aureus suslar birbirine benzer sonuglar vermistir. Tim suslar
vankomisin  ve linezolide hassas olarak  belirlenmistir.
Siprofloksasine hassas ve direncli suslarin dagilimi normal fenotipik
gérinimdeki S. aureus suslan ve S. aureus KKV'nda benzer
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oranlarda saptanmistir. Oksasilin ve gentamisine direng, normal
fenotipik goérinimdeki S. aureus suslarinda saptanmazken,
gentamisin icin S. aureus KKV'nin Ucglnde direng, bir susta orta
derecede duyarlilik, oksasilin igin ise 5 susta direnc belirlenmistir.
Trimetoprim-sulfametoksazol (SXT) ‘e normal fenotipik
gérinimdeki S. aureus suslarindan sadece bir tanesi direngli
saptanirken, S. aureus KKV'ndan altisi direncgli olarak belirlenmistir
(Tablo 6). Bu alti susun besini “sahanda yumurta” seklinde koloni
yapan ve timidine bagimh bulunan suslarin olusturmasi dikkati
cekmistir. S. aureus KKV’'ndaki oksasilin, gentamisin ve SXT'e
direncli suslarin orani, normal fenotipik gérinimdeki S. aureus
suglarina gére anlaml fark gdstermemistir (Oksasilin: p: 0.076,
Gentamisin: p:0.115, Mantel-Haenzsel; SXT: p:0.075, Fisher).
Tigesiklin icin belirlenen MIK dederleri tim normal fenotipik
gérinimdeki S. aureus suslarinda 0,5 pg/ml'nin altinda
saptanirken, S. aureus KKV'ndan 6 tanesinde MIK degeri 1
ug/ml’den buylk olarak belirlenmis, aradaki fark istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur (p:0.041, Fisher).

Tablo 5: Normal fenotipik gérinimdeki S. aureus ve S. aureus
KKV'nin MIK sonuglari

S. aureus S. aureus KKV

. (n:33) _ _ (n:48) _
MIiK* araligi MIK50 MIK90 MIK aralidi MIK50 MIK90
(Hg/ml) (ug/ml) | (ug/ml) (Hg/ml) (ug/ml) | (pg/ml)
Oksasilin <0,06-2 0,25 1 <0,06->64 0,25 4
Gentamisin <0,125-4 1 4 <0,125->128 |1 4
Vankomisin 0,25-2 1 2 0,125-2 1 2
Siprofloksasin 0,25->32 0,5 4 0,03->32 1 16
Linezolid 0,25-4 2 4 0,25-4 2 2
SXT* 0,016-32 0,125 0,25 0,023->32 0,25 32
Tigesiklin 0,015-0,5 | 0,125 0,25 0,015-2 0,06 1

#MIK: Minimum inhibe edici konsantrasyon

*¥SXT: Trimetoprim- Sllfametoksazol
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Tablo 6: Normal fenotipik gérinimdeki S. aureus ve S. aureus

KKV’'nin antibiyotik duyarhliklari

S. aureus n (%) S. aureus KKV n (%)

D* I* *H D I H
Oksasilin - - 33(100,0) 5(10,4) - 43 (89,6)
Gentamisin - - 33(100,0) 3 (6,3) 1(2,1) 44 (91,7)
Vankomisin - - 33(100,0) - - 48(100,0)
Siprofloksasin 6(18,2) | 21(63,6) 6 (18,2) 7(14,6) | 30(62,5) | 11 (22,9)
Linezolid - - 33(100,0) - - 48(100,0)
SXT? 1 (3,0) - 32 (97,0) 8(16,7) - 40 (83,3)

*MIK < 0,5 MiKk =1 MiK < 0,5 MIK =1

Tigesiklin 33 (100) - 42 (87,5) 6 (12,5)

*D: Direncli

*#I: Orta derecede duyarl

¥H: Hassas

ASXT: Trimetoprim- Siilfametoksazol

®MIK: Minimum inhibe edici konsantrasyon

4.11. PFGE SONUCLARI

Toplam 20 hastadan alinan 32 ayr klinik 6érnekten, fenotipik
olarak 48 adet farkli S. aureus KKV saptanmistir. Kirksekiz
S. aureus KKV ve es zamanl olarak izole edilen 33 normal fenotipik
gérinimdeki S. aureus susu olmak Uzere toplam 81 sus PFGE
yéntemi ile incelenmistir. U¢ sus PFGE ydéntemi ile
genotiplendirilememistir. PFGE sonrasi suslarin olusturduklari bant
seyirleri Sekil 12'de gorulmektedir.

Her hasta icin ayrt ayrt olacak sekilde genotipler
karsilastinlmistir (Tablo 7). Hastalardan 14’Gnun &rneklerindeki
tim suslarin genotipik olarak birbirleri ile ayni oldugu belirlenmistir.
Bes hastanin (1, 2, 9, 10 ve 20 no’lu hastalar) 6rneklerinde ise
farkli genotipik varyantlarin oldugu saptanmistir. Hastalardan

birinde (19 no’lu hasta) S. aureus KKV susunda PFGE ydntemi ile
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genotiplendirme basarili olmadigi icin es zamanl olarak izole edilen
normal fenotipik goérinimdeki S. aureus susu ile karsilastirma
yapilamamistir (Tabloda goésterilmemistir). S. aureus KKV ile

persistan kolonizasyon 5 hastada (%25) belirlenmistir.

12345678 9101112M1314151617181920212223

Sekil 9: PFGE sonrasi suslarin  olusturduklari bant seyirleri
M: molekiler adirhk standardi (1 kb), 1-12,13-

23:1zolatlara ait bantlar



Tablo 7: S. aureus KKV saptanan hastalarin KKV ve es zamanli olarak izole edilen S. aureus suslarinin genotipik
olarak karsilastirilmasi ve antibiyotik duyarhliklari (D: Direncli, I: orta derecede duyarl, H: Hassas).

Hastalar Ornek gelis tarihi izole edilen sug PFGE' Genotip (0) ¢ GM? VA4 CIPS LZ® SXT7 Lﬁg
06.03.2007 KKV?® 10 D D H D H D 1
1 KKV I D D H D H H 0.015
16.03.2007 S aureus | H H H H H H 0.125
KKV | H H H | H H 0.06
17.04.2007 KKV | H H H H H D 0,06
S. aureus 11l H H H H H H 0,25
2 KKV | H H H H H H 0,06
03.08.2007 KKV | H H H | H H 0,06
KKV | H H H | H H 0,06
S. aureus 1% D H H H H H 0,015
19.11.2007 KKV I H H H H H H 0,06
S. aureus | H H H H H H 0,06
3 18.04.2007 KKV | D H H | H H 0,03
S. aureus | H H H | H H 0,25
26.04.2007 KKV | H H H H H H 0,25
S. aureus | H H H H H H 0,125
. 07.06.2007 KKV | A H H H H H 0,125
S. aureus | D H H H H H 0,25
S. aureus | H H H H H H 0,25
17.12.2007 KKV | H | H H H H 1
KKV | H H H H H H 1
S. aureus | H H H H H H 0,25
30.03.2007 KKV | D H H H H H 0,25
S. aureus | D H H H H H 0,25
5 24.10.2007 KKV | H H H H H H 0,06
S. aureus | D H H H H H 0,06
KKV | D H H H H H 0,125
11.12.2007 KKV | H H H H H H 0,125
KKV | H H H H H H 1

8Y



Hastalar

Ornek gelis tarihi

izole edilen sus

PFGE' Genotip

OoX?

@
=
w

<
>
S

CIPS

-
N
3

SXT7

TGC

MiK®
KKV | H H H | H H 0,03
KKV | D H H H H H 0,03
05.06.2007 KKV | H H H | H H 0,06
6 S. aureus | H H H | H H 0,06
26.09.2007 KKV | H H H | H H 0,015
S. aureus | H H H | H H 0,06
17.01.2008 KKV | H H H | H H 0,5
S. aureus | H H H D H H 0,125
! 05.06.2007 KKV | H H H | H H 0,03
S. aureus | H H H D H H 0,125
8 05.06.2007 KKV | H H H H H H 0,125
S. aureus Il H H H | H H 0,125
21.06.2007 KKV | H H H | H D 0,125
S. aureus Il H H H H H D) 0,125
9 17.08.2007 KKV | D H H D H H 0015
S. aureus Il H H H H H H 0,125
08.10.2007 S. aureus | D H H | H H 0,125
KKV | D H H H H H 0,06
S. aureus Il D H H H H H 0,125
S. aureus Il H H H H H H 0,125
S. aureus | D H H H H H 0,125
10 04.07.2007 KKV - D H H H H D 0,03
KKV I D H H H H D 0,03
KKV Il H H H H H D 0,06
KKV - H H H H H D 0,03
S. aureus | D H H H H H 0,5
11 27.06.2007 KKV I H H H H H H 0,06
KKV I H H H H H H 0,25

61



TGC

Hastalar Ornek gelis tarihi izole edilen sus PFGE' Genotip ox? GMm? VA# CIps LZ® SXT7 MiKe
S. aureus | D H H D H H 0,03
12 03.08.2007 KKV I H H H | H H 0,015
KKV | H H H H H H 0,06

13 22.08.2007 KKV | H H H H H H 05
S. aureus | H H H | H H 0,125

S. aureus | D H H D H H 0,25
14 01102007 KKV | D H H D H H 0,125
S. aureus | D H H D H H 0,25

07.01.2008 KKV I D H H D H H 2

S. aureus | H H H H H H 0,06
15 16.10.2007 KKV | H H H H H H 0,015
S. aureus | D H H H H H 0,125

16 15.11.2007 KKV | H H H H H H 0,06
KKV | H H H H H H 0,06

S. aureus | D H H H H H 0,06
17 11.12.2007 S. aureus | H H H H H H 0,125
KKV | H H H H H H 0,125

KKV | D H H H H H 1

18 1042.2007 KKV I H H H H H H 0,125
S. aureus | H H H H H H 0,125

20 31.01.2008 KKV I D H H D H D 0,25
KKV I D D H D H H 0,25

9Genotiplendirme sonuglarinin degerlendiriimesi, her bir hastanin suslari kendi arasinda karsilastirilarak yapilmistir.

'PFGE: ‘Pulsed field’ jel elektroforezi

20X:Oksasilin, 3GM: Gentamisin, 4VA: Vankomisin, °CIP: Siprofloksasin, 8LZ: Linezolid, ’SXT: Trimetoprim-siilfametoksazol

8TGC MiK: Tigesiklin igin minimum inhibe edici konsantrasyon

0s
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5. TARTISMA

Kistik fibrozis, kistik fibrozis transmembran dlzenleyici
geninde mutasyonla karakterize otozomal resesif gegisli genetik bir
hastaliktir. Bozuk kistik fibrozis transmembran dizenleyici protein
nedeni ile cAMP bagimli klor kanali etkilenip hiicreden disariya klor
sekresyonu olmamaktadir. Sodyum kanallarinin da etkilenmesi ile
hicre icine sodyum girisi artmakta ve olusan sekresyon, su ve
elektrolitten fakir hale gelmektedir [74]. Bu bozuklugun bir sonucu
olarak olusan vizkdz mukoid salgli nedeni solunum vyollarindan
mikroorganizmalar temizlenememekte, kronik kolonizasyon ve
enfeksiyonlarin gelismektedir. Bu hastalarda en 6énemli morbidite
ve mortalite sebebi kronik akciger enfeksiyonlaridir. Bu
enfeksiyonlarda c¢ocuklarda en sk S. aureus ve Haemophilus
influenzae, geng eriskinlerde ise Pseudomonas aeruginosa izole
edilmektedir. E. coli, K. pneumoniae, Legionella pneumophila,
mikoplazma gibi bakteriler, virlisler ve Aspergillus fumigatus basta
olmak Uzere mantarlar da KF hastalarinin solunum vyollarinda
enfeksiyon etkeni olarak bulunabilmektedir [75].

S. aureus, genellikle klglk yastaki KF hastalarinin solunum
yollarinda ilk ortaya c¢ikan patojen olarak bilinmektedir [76].
Mikrobiyolojik tani tekniklerindeki gelismelere paralel olarak KF
hastalarinin  solunum vyollarindan izole edilen bakterilerin
spektrumunda son vyillarda dedisiklik gbzlenmis, Burkholderia
cepacia complex, Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter
xylosoxidans gibi etkenler ve S. aureus KKV yeni daha sik olarak
izole edilmeye baslamistir [9, 77, 78]. Ozellikle trimetoprim-
stlffametoksazol (SXT) ve diger antibiyotiklerin tekrarlayan

kullanimlarinda KF hastalarinda S. aureus KKV'larinin izole edildigi
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belirlenmistir [14]. KF hastalarinda ve diger invaziv enfeksiyonlarda
S. aureus’a bagh enfeksiyonlarin sirekliliginin S. aureus KKV alt
tipinin izole edilmesiyle iliskili oldugu gosterilmistir [9].

Son yillarda yapilan prospektif calismalar, S. aureus KKV'nin
kronik ve persistan enfeksiyonlardaki rolint ortaya koymustur [4,
17, 22]. Besier ve arkadaslarinin 252 KF hastasinin balgam ve
derin bogaz surintlsd orneklerini inceledikleri genis kapsaml
prospektif bir calismada, S. aureus tasiyicilar arasindaki S. aureus
KKV fenotipi prevalansinin %17 oldugu belirlenmistir [5]. Kahl ve
arkadaslarinin 78 KF hastasinin brons sekresyonu ve bogaz
strintisd o6rnedi ile yaptigi diger bir prospektif calismada ise,
S. aureus tastyicillant arasindaki KKV prevalansi %49,1 olarak
saptanmistir. Bu calismada prevalans dederlerinin oldukca yiksek
bulunmasinin calismanin yapildigi populasyondaki SXT kullaniminin
yiiksek olmasiyla iliskili olabilecedi belirtilmistir [8]. Ulkemizde KF
hastalarinin solunum yolu 6rneklerinde S. aureus KKV’'nin ilk kez
arastinldigi bu calismada hastalarin %8,1’inde, dederlendirilen
klinik 6rneklerin ise %6,4'iUnde KKV varyantlari belirlenmistir.
Calismamizdaki S. aureus KKV prevalansi, diger llkelerde yapilmis
olan benzer calismalara gére daha dusltk saptanmistir. Bu durum,
klinikte uygulanan antibiyotik rejimlerinin Ulkeden (lkeye ve
merkezden merkeze farklihk goOstermesine bagh olabilir.
Hastanemizde izlenen KF hastalarinin dosya incelemesi sonucunda,
bu hastalarin tedavisinde genellikle beta-laktam, beta-laktam ile
birlikte beta laktamaz inhibitéri ya da florokinolon grubu
antibiyotiklerin  kullanildigi gbézlenmistir. Belgika’daki 627 KF
hastasinin balgam &rnekleri ile yapilan ¢cok merkezli bir calismada
da S. aureus KKV prevalansi disik (%4) olarak belirlenmistir.
Ancak bu calismaya katilan 9 merkezden sadece gl aktif olarak S.
aureus KKV arastirmasi yapilan merkezler olup, KKV'nin hemen

hepsi bu ic merkezden izole edilmistir. Saptanan prevalansin dusik
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olmasinin sebebinin diger merkezlerin S. aureus KKV suslarini
saptamadaki basarisizliklarina bagh olabilecegi belirtilmistir [31].

Daha Once yapilan calismalarda, S. aureus KKV’'na bagl
enfeksiyonlarin  cinsiyet ile bir iliskisi  belirlenememistir.
Calismamiza dahil edilen hastalarin cinsiyet dagilimi esit olmasina
ragmen, S. aureus KKV saptanan hastalarin %#65'nin bayan
hastalar oldugu bulunmus, ancak cinsiyetler arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamh bulunamamistir (p>0.05).

Calismaya alinan hastalarin yaslarinin 1-58 arasinda degistigi
ve ortalama yasin 9,9 oldugu belirlenmistir. Ayrica yas araliklarina
bakildiginda hastalarin blylk c¢ogunlugunun 10 vyasin altinda
oldugu saptanmistir (Tablo 1). S. aureus KKV saptanan hastalarda
ise yasin 2-31 arasinda degistigi ve ortalama yasin 14,4 oldugu
belirlenmistir. S.aureus KKV saptanan hastalar, %25 oraninda
olmak lizere en fazla 11-15 yas aralidinda toplanmistir (p<0.05).
Calismamizda S. aureus KKV'nin, daha ileri yastaki hastalarda
saptandigi gorilmuistir. Vergison ve ark.nin 627 KF hastasinda
yaptigi calismada normal fenotipte S. aureus’u olan hastalarin yasi
ortalama 16 iken, S. aureus KKV tasiyan hastalarin yasinin
ortalama 21 oldugu (P: 0.001) belirtilmektedir [31]. Besier ve
ark.’nin 252 KF hastasinda yaptiklari benzer calismada S. aureus
KKV'nin daha ileri yastaki hastalarda izole edildigi saptanmistir [5].
S. aureus KKV'nin ortaya cikisl, in vitro olarak gesitli antibiyotiklerin
etkisi altinda ve in vivo olarak antifolat ya da aminoglikozid
kullanimi sonrasi artmaktadir [8]. Bu ylzden yluksek miktarda
antibiyotik kullaniminin, S. aureus KKV'nin daha ileri yasta ortaya
cilkmasinin sebebi olabilecegi belirtilmektedir [5]. Calismamizin
sonuclari da bu gorisit dogrular niteliktedir.

Incelenen érnekler arasinda bogaz sirintiisi dérnekleri daha
fazla (%59,7) olmasina ragmen, S. aureus KKV c¢odgunlukla

(%71,9) balgam 0&rneklerinden izole edilmistir. Solunum vyolu
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orneklerinden uygun sekilde alinmis balgam 06rnedi etken
mikroorganizmalari tanimlamak icin bodaz slrintli 6rneklerinden
daha degerlidir [67]. Bizim calismamizda da S. aureus KKV'nin
izolasyonunda balgam o&rneklerinde, bogaz sirinti 6rneklerine
kiyasla daha iyi sonuglar elde edilmistir. Incelenen bogaz siirintiisi
orneklerinin daha fazla olmasi, hastalarin yasinin kiguk olmasi ve
balgam verememeleri ile ilgili olabilir.

S. aureus KKV saptanan hastalarin klinik 6rneklerinin
mikroskopik dederlendirmesi sonucunda, toplam 25 (%78,1)
ornekte bol, orta ya da az olmak uUzere PMNL gértlmuastir. Bu
orneklerden 24’Unde (%75) hlcre ici gram pozitif kok
belirlenmistir. Bu verilere dayanarak, S. aureus KKV saptanan klinik
orneklerin % 75‘inde direkt mikroskopik incelemenin, Udreme
sonucu ile uyumlu bulundugu soylenebilir.

Besier ve arkadaslarinin 252 KF hastasinin balgam ve derin
bogaz sirintlstd o6rneklerini inceledikleri prospektif calismada,
normal fenotipte S. aureus saptanan hastalara gore, S. aureus KKV
saptanan hastalarin orneklerinde P. aeruginosa birlikteligi anlamli
oranda daha yilksek olarak belirlenmistir [5]. Yapilan diger bir
calismada, KF hastalarinin balgaminda bulunan P. aeruginosa’nin
Urettigi 4-hidroksi-2-heptilkinolin-N-oksid maddesinin
aminoglikozide direngli S. aureus KKV’'nin ortaya cikisini artirtigi
belirtilmektedir [79]. Bizim calismamizda S. aureus KKV saptanan
20 hastanin 10'unun (%50) o6rneklerinde P. aeruginosa’nin da
pozitif oldugu belirlenmistir. Sadece normal fenotipte S. aureus
dremesi olan 105 hastanin ise 30'unun (% 28,56) 6rneklerinde P.
aeruginosa’nin pozitif oldugu gortlmustir.

Yapilan calismalarda S. aureus ID (SAID, bioMérieux) agarin
S. aureus tlrlerini tanimlamada bulylk o6lclide 6zgll ve duyarl
oldugu bildirilmistir [80]. Kipp ve arkadaslarinin normal fenotipte S.

aureus ve S. aureus KKV olmak lzere toplam 106 susu inceledikleri
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bir calismada, S. aureus tirleri ve KKV fenotipinin saptanmasinda
en dogru ve hizli yéntemin, klinik 6érneklerin Columbia kanli agara
ve kromojenik SAID agara ekilmesi oldugu gosterilmistir. Bu
calismada, SAID agarda 24 saatlik inklbasyon sonrasinda 53
KKV'nin 49'u S. aureus olarak tanimlanabilmis, ancak bunlarin
34'Unde (%64) tipik KKV fenotipinin saptandigi belirtilmistir [64].
Bu calismada incelenen o6rneklerde Columbia agarda 24 saatlik
inkibasyon sonrasinda S. aureus KKV izolasyonu orani %97 olarak
belirlenmistir. Calismamizda Columbia agarda S. aureus KKV
izolasyonu %12,5 olarak daha disuk bulunmustur. Kipp ve
arkadaslari calismalarini daha 6énceden izole edilen bakterilerden
yaparken, bizim calismamizda dogrudan klinik o6rneklerden
izolasyon gercgeklestirilmistir. Calisma hastalarimizin bdyudk bir
kisminin ¢cocuk hasta olmasi ve bu hastalarin uygun balgam 6rnegi
verememesi Columbia agardaki dusik izolasyon oranini
aciklayabilir. Uygun alinamayan klinik érneklerde bulunan normal
flora Uyeleri, zengin bir besiyeri olan Columbia agarda hizla
Ureyerek besiyerini kaplamakta ve S. aureus KKV fenotipinin izole
edilmesine engel olmaktadir. Columbia agarda izolasyonun az
olmasinin diger bir nedeni ise P. aeruginosa ya da S. aureus ile
kolonize olan hastalarda, yine S. aureus KKV kolonilerinin bu
besiyerinde lreyen diger bakteri kolonileri arasindan secilememis
olmasidir. Columbia kanh agar plaklarinda gram negatif bakterilerin
dremesini baskillamak amaciyla ilk ekim alanina aztreonam diski
konulmustur [69], ancak bu uygulama da S. aureus KKV izolasyon
sansini artirmada yeterli olamamistir.

S.aureus suslari mannitol tuzlu agarda mannitoli fermente
etmeleri nedeniyle sari renkli koloniler olusturmaktadir. S. aureus
KKV suslarinin ise mannitol tuzlu agarda mannitoli fermente
etmemesi nedeniyle pembe renkli koloniler olusturabilecegi

bildirilmektedir [10]. Son yillarda yapilan calismalarda S. aureus
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KKV'nin tanimlanmasinda mannitol tuzlu agar da kullanilmaktadir
[5, 31]. S. aureus KKV mannitol tuzlu agarda pembe koloniler
olustursa bile, bu suslara 6zgl olan kuguk boyuttaki kolonilerin
goérulmesi S. aureus KKV'indan slUphe edilmesi acgisindan yoén
gbsterici olmaktadir. Calismamizda da en yuksek S. aureus KKV
izolasyonunun mannitol tuzlu agarda oldugu, bunu %5 sodyum
klorGrli beyin-kalp inflizyon agari (BKIA-%5 NaCl) nin izledigi
saptanmistir (Tablo 3). BKIA-%5 NaCl, P. aeruginosa Uremesini
baskilamakta ve S. aureus ve S. aureus KKV Uremesini
artirmaktadir. BKIA-%5 NaCl plaklarinin anaerob kavanozda inklibe
edilmesi ve 48 saatlik inkibasyon slresinin  sonunda
degerlendirilmesi gerekmektedir [8]. Mannitol tuzlu agar ve BKIA-
%S5 NaCl bir arada dederlendirildiinde S. aureus KKV’'nin
%386,6'sin1 tanimlamayi saglamistir. Calismamiz sonucunda o6zellikle
sinirh olanaklarin oldugu laboratuvarlarda kromojenik agar yerine
mannitol tuzlu agar ile BKIA-%5 NaCl ‘nin bir arada kullaniimasinin
uygun olacagi sonucuna varilmistir.

S. aureus KKV normal S. aureus fenotipinin tersine kati
besiyerinde 24 saatlik inkibasyon sonrasi kugclk koloniler
olusturmakta ve sivi  besiyerinde yavas (Ureme Ozelligi
gostermektedirler. Bu bakterilerde pigment olusumu ve hemolitik
aktivite azalmistir [40]. Bunun yaninda timidin-bagimh KKV'nin
klgUk kabarik pigmentli merkezi gevreleyen yari seffaf kenarlar ile
‘sahanda yumurta’ seklinde goérulen ve normal fenotipteki S. aureus
kolonilerin yaklasik onda biri buyukligindeki ‘igne ucu’ koloniler
olmak Uzere iki tip koloni olusturabildigi bildirilmistir [63]. Bu iki
koloni tipinin arasinda yer alan, normal fenotipteki S. aureus’a gbére
boyut olarak daha kiliclik olan koloniler de S. aureus KKV olarak
degerlendirilmektedir (B KAHL, yazili gdérisme). Calismamizda izole
edilen 48 adet S. aureus KKV'nin 36'sinin (%75) kuguk koloniler

(Sekil 2 ve 3), altisinin (%12,5) “sahanda yumurta”, altisinin



57

(%12,5) ise “igne ucu” koloni olusturdugu goérulmustir (Sekil 4).
Okzotrofizm sonuglar ile karsilastirildiginda “sahanda yumurta”
seklinde koloni yapan alti sustan besinin timidin bagimh oldugu
belirlenmistir. Ayrica bu suslardan bir tanesinin ayni zamanda
hemin bagimli oldugu saptanmistir. Timidin bagimli suslarin
saptandigi iki farkli hastanin tedavi Oyklsd incelendiginde her
ikisinin de SXT kullaniminin oldugu saptanmistir.

S. aureus KKV'nda pigment olusumu ve hemolitik aktivitenin
normal fenotipteki S. aureus’a gbre azalmis oldugu, S. aureus
KKV'nin genellikle beyazimsi koloniler olusturdugu belirtilmektedir
[40]. Calismamizda S. aureus KKV'nin pigment &zellikleri
incelendiginde, cogunlugunun (%57,5) pigment olusturmadigi,
pigment olusturanlarin da genellikle beyaz ya da gri pigmentli
olduklari goézlenmistir (Sekil 5). Hemoliz 6zelliklerine bakildiginda
da 22'sinin (%46,8) hemoliz olusturmadigi belirlenmistir. Hemoliz
saptanan 25 S. aureus KKV susunun da 18’inin (%38,3) dar
hemolizli oldugu saptanmistir. Tim bu bulgular, S. aureus KKV'nin
Onceki calismalarda tanimlanan sekilde hemolizsiz, pigment
yapmayan koloniler olusturdugunu destekler niteliktedir [6, 59].

Calismamizda oOzellikle “sahanda yumurta” seklinde ve “igne
ucu” koloni olusturan suslarda Gram boyamasi ile yapilan
mikroskopik incelemede normal S. aureus’a gbére daha buylk gram
pozitif koklarin bulundugu pleomorfik gériinim saptanmistir (Sekil
6). Yapilan calismalarda bu iki koloni tipini olusturan timidin-
bagimh S. aureus KKV'nin Gram boyamasi ile yapilan mikroskopik
incelemesinde pleomorfik koklar, elektron mikroskobu
incelemesinde ise bozulan hicre bélinmesine isaret eden
tamamlanmamis veya coklu capraz duvarlara sahip genislemis
koklar goraldiiga bildirilmistir [63].

Izole edilen 48 susun timinin lateks agliitinasyonu ve PCR

ile S. aureus olduklart dogrulanmistir. Ancak 48 sustan altisi
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koaglilaz negatif olarak saptanmistir. Koagullaz testi icin ideal
olarak tavsan plazmasinin kullanilmasi 6nerilmektedir [81].
Calismamizda vyapilan koagilaz testinde tavsan plazmasi yerine
insan plazmasinin kullanilmis olmasi yalanci negatif sonuglarin
sebebi olabilir.

Columbia kanh agardaki S. aureus KKV fenotipindeki
koloniler, hemin ve menadiona gereksinimleri oldugundan daha
kigUk koloni olusturmakta, bu substratlari iceren Schaedler agar
plaklarina yapilan pasajlarinin 24 saatlik inkibasyonu sonrasi ise
daha buyuk normal fenotipte S. aureus olarak lUremektedirler [8].
Calismamizda incelenen 48 S. aureus KKV'nin, Schaedler agara
yapilan pasajlari sonucunda 44 susta normal fenotipe doénus
saptanirken, dort susta pasajlarin tekrarlanmasina ragmen bu
degisim gozlenmemistir. Bakteri metabolizmasindaki pek c¢ok
degisiklik yavas Uremeye, dolayisiyla kliglik kolonilerin olusmasina
sebep olmaktadir. S. aureus KKV’'nda saptanabilen degisiklikler,
sadece elektron transportundaki ve timidin biyosentezindeki
eksiklikler olmustur. Elektron transportu yetersiz olan KKV’'nda
menadion ve hemin sentezi eksikligi bulunmakta ve okzotrofizm
icin tipik olarak ortama bu maddelerin eklenmesi ile KKV fenotipi
normal fenotipe dénmektedir. Bununla birlikte hemin, menadion ya
da timidine herhangi bir okzotrofizmin belirlenemedigi KKV da
bulunmakta ve bunlarda ATPaz ya da sitokromlardaki eksiklikler
gibi baska bozukluklarin olabilecedi belirtiimektedir [6].
Calismamizdaki S. aureus KKV suslarinda altta yatan okzotrofizm
incelendiginde ise timidin bagimli olan alti sus oldugu goézlenmistir.
Ayrica timidin badimli olarak belirlenen suslardan birinin ayni
zamanda hemin bagimh oldugu belirlenmistir. Kahl ve
arkadaslarinin 78 KF hastasinin balgam ve bogaz surintlsi
orneklerini inceledigi calismalarinda, 26 hastadan toplam 78 adet

S. aureus KKV izole edilmis ve bunlarin okzotrofizmi arastiriimistir.
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Bu 78 sustan timidin gereksinimi 41 tanesinde, hemin gereksinimi
10 tanesinde ve menadion gereksinimi sadece iki susta belirlenmis,
hemin ile birlikte timidin gereksinimi ise 25 susta go6zlenmistir.
Ancak bu calismada S. aureus KKV saptanan hastalarin timundn
SXT profilaksisi aldigi ve persistan S. aureus KKV kolonizasyonu
olan 19 hastanin da 11 tanesinin aminoglikozid kullandigi belirtilmis
ve bunun sonucu olarak okzotrofizmi olan suslarin ortaya ciktigi
vurgulanmistir [8]. Calismamizdaki okzotrofizm saptanan sus
sayisinin az olmasinin nedeninin, solunum yolu enfeksiyonu olan KF
hastalarinda klinikte kullanilan antibiyotikler arasinda SXT ve
aminoglikozidlerin  cok sik  tercih  edilmemesi oldugunu
disinmekteyiz. Calismamizda incelenen 48 S. aureus KKV'nin,
hemin ve menadion substratlarini iceren Schaedler agara yapilan
pasajlari sonucunda 44 susta normal fenotipe ddénls saptanmasina
ragmen, hicbir susta menadiona okzotrofizm goésterilememistir. Bu
suslarin okzotrofizm testi sirasinda Mueller-Hinton agarda stabil
kalamamalari ve bu besiyerinde Ureme gdstermis olmalan
nedeniyle okzotrofizm saptanamamis olabilir. S. aureus KKV'nin
okzotrofizm testleri icin Mueller-Hinton agardan baska triptik soya
agari, kimyasal olarak tanimlanmis besiyeri ( ‘Chemically defined
medium’, CDM) gibi farkli besiyerleri de kullanilabilmektedir [4, 8].
S. aureus KKV'nin okzotrofizmini saptamada en uygun besiyerini
belirlemek Uzere, farkh besiyerlerinin etkinligini karsilastiran
calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

S. aureus KKV'nin yavas Uremeleri ve dolayisiyla azalmis
hicre duvari bélinmesi gbstermeleri nedeniyle bu suslara karsi
B-laktam antibiyotiklerin etkinliginde azalma go6rilmektedir [13,
46]. Elektron transportundaki aksamalar, S. aureus KKV'nda hiicre
zarinin elektrokimyasal gradiyentini azaltarak antibiyotiklerin hicre
icine alinmasini azaltmaktadir. Bunun sonucu olarak

aminoglikozidlere diren¢c ortaya cikmaktadir, ancak yine de bazi
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KKV suslarinin bu antibiyotiklere duyarh olabilecedi belirtilmektedir
[59]. S. aureus KKV'nin siprofloksasin, mupirosin ve rifampisine
direnc kazanma potansiyellerinin arastirildigi  bir calismada,
antibiyotik iceren besiyerine yapilan seri pasajlar 6ncesi ve
sonrasinda bu antibiyotiklerin in vitro etkinligi olglilmUs, test edilen
tim suslarin her (g antibiyotige direngli hale geldikleri gorilmustir
[82].

Besier ve arkadaslarinin 252 KF hastasinda yaptiklar klinik
calismada S. aureus KKV suslarinin gentamisin, trimetoprim-
sulfametoksazol (SXT) ve siprofloksasine, normal fenotipteki
S. aureus suslarindan daha direngli olduklan bildirilmistir [5].
Calismamizdaki S. aureus KKV susglari, es zamanh olarak izole
edilen normal fenotipteki S. aureus suslarina kiyasla daha yuksek
antibiyotik direnci gdstermis ancak aradaki fark tigesiklin harig
olmak lzere istatistiksel olarak anlaml bulunmamistir. Oksasilin ve
siprofloksasin antibiyotikleri acgisindan fark saptanmamistir. Normal
fenotipteki S. aureus suslarinda gentamisine direncgli sus
saptanmazken, SXT'ye direncgli sadece bir sus belirlenmistir.
Gentamisin ve SXT antibiyotikleri igin direngli suslarin sayisinin
S. aureus KKV’'nda daha fazla olmasina ragmen, aradaki farkin
anlamh c¢lkmamasi sus sayisinin az olmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Son yillarda gelistirilmis yeni bir antibiyotik olan tigesiklin
duyarliiginin  S. aureus KKV'nda ilk kez degerlendirildigi
calismamizda bu antibiyotik icin MIK dederlerinin normal fenotipteki
S. aureus suslarina kiyasla daha ylksek cikmasi da bu suslarin
tigesikline daha direncli oldugunu destekleyen yeni ve 6nemli bir
bulgudur.

Kahl ve arkadaslarinin calismasinda timidin bagimli tim
suslarin SXT’e direncli saptandigi belirtiimektedir [9]. Bizim

calismamizda da timidin bagimh olarak belirlenen ve ‘sahanda
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yumurta’ seklinde koloni olusturan tim suslarin SXT’e direngli
olduklari saptanmistir.

‘Pulsed Field’ Jel Elektroforezi (PFGE) yontemi ile her hastanin
izole edilen tim S. aureus KKV ve es zamanli olarak izole edilen
normal fenotipik goérinimdeki S. aureus suslar birbirleriyle
karsilastiriimistir. PFGE ile bazi hastalarin klinik 6rneklerindeki
S. aureus KKV ve normal fenotipteki S. aureus suslarinin genotipik
olarak birbirleri ile ayni oldudu belirlenirken, diger hastalarda ise
S. aureus KKV ve normal fenotipteki S. aureus suslarinin farkli
genotiplere sahip oldugu saptanmistir (Tablo 6). Bunun iki farkl
aciklamasi olabilir. Birincisi, hasta farkli genotipteki iki ayri susla
enfekte olmus olabilir. Ikincisi ise hastanin &ncelikle normal
fenotipteki S. aureus susu ile enfekte olduktan sonra, kullanilan
antibiyotiklerin etkisi ile bazi mutasyonlarin meydana gelmis olmasi
ve bunun da farkh bir genotip olarak ortaya cikmasidir. Yapilan
calismalarda ikinci olasiligin in vitro ve in vivo kosullarda
gerceklestirilebildigi gosterilmistir [3, 4, 40, 83]. Calismamizdaki
sonuglar, normal fenotipteki S. aureus suslarinin antibiyotik baskisi
altinda zaman igerisinde farkli fenotip (KKV) ve genotipe
donisebilecedini géstermistir.

Yapilan calismalarda S. aureus KKV'nin kronik solunum yolu
enfeksiyonu olan KF hastalarindan sik ve tekrarlar seklinde izole
edilebilecegi belirtiimektedir [8]. Ayni hastada farkli tarihlerde
gelen odrneklerden en az Uclinde S. aureus KKV saptanmasi
persistan kolonizasyon olarak tanimlanmistir [5]. Calismamizda
persistan kolonizasyon S. aureus KKV tasiyan hastalarin %25’inde
(n=5) saptanmistir. Calismanin son aylarinda yeni S. aureus KKV
saptanan hastalarin bulundugu ve bunlarin ileri dénemlerdeki
orneklerinin de takibinin yapilmasi durumunda bu oranin daha da

artacagi ongorulebilir.
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Sonug olarak yaptigimiz bu calisma ile Ulkemizde KF
hastalarindaki S. aureus KKV varligi ilk kez arastirilmis ve bu
varyantlarin fenotipik ve genotipik 0&zellikleri belirlenmistir.
Saptanan S. aureus KKV'nin 0Ozellikle tigesiklin gibi yeni
antibiyotiklere de direncgli oldugu g6z 06ntne alindiginda, bu
hastalarin izlenmesinde ve tedavisinde S. aureus KKV izolasyonu
icin gerekli 6zenin go6sterilmesi gerekmektedir. S. aureus KKV
antibiyotiklere daha direngli olmalarinin yanisira hlcre igGi
oldirmeye de direnc egilimi gostermektedirler. Bu nedenle, KF
hasta grubu basta olmak Uzere 6zellikle kronik enfeksiyonlarda,
mikrobiyoloji laboratuvarina gbnderilen klinik  6rneklerin
incelenmesi sirasinda bu varyantlarin géz éntnde bulundurulmasi
ve rapor edilmesi 6nem kazanmaktadir.



63

6. OZET

Kronik solunum yolu enfeksiyonlarinin sik goéruldigi KF
hastalarinda S. aureus KKV prevalansinin yliksek oldugu
bildirilmektedir. S. aureus KKV yavas Ureme gdstermeleri nedeniyle
normal fenotip gdsteren S. aureus suslarina gbére daha kuguk,
pigmentsiz, hemolizsiz koloniler olusturmaktadirlar. Bu calismada
Hacettepe Universitesi Cocuk Gogls Hastaliklari bdlimiine
basvuran KF hastalarindan alinan balgam ve bodaz strintlsi
ornekleri prospektif olarak incelenerek, bu hasta grubundaki S.
aureus KKV sikligi ve bunlarin fenotipik ve genotipik 6zelliklerinin
saptanmasi amacglanmistir.

Calismaya Subat 2007- Ocak 2008 tarihleri arasinda takip
edilen 248 hastadan alinan toplam 519 &6rnek dahil edilmistir.
Degerlendirilen 248 hastanin 20’sinde (% 8,1) ve incelenen
orneklerin 32'sinde (% 6,4) S. aureus KKV saptanmistir. Yirmi farkli
hastadan toplam 48 adet S. aureus KKV izole edilmistir. Bunlarin 6
tanesi ‘igne ucu’ koloni, 6 tanesi ‘sahanda yumurta’ seklinde
gbrilen koloni olustururken, kalan 36 sus klcuk koloni seklinde
gozlenmistir. Calismada en yuksek S. aureus KKV izolasyonunun
mannitol tuzlu agarda oldugu, bunu % 5 sodyum klortrli beyin-
kalp infizyon agari (BKIA-% 5 NaCl) nin izledigi saptanmistir.
Okzotrofizm deneyleri sonucunda 48 sustan altisinin timidine
gereksinimi oldugu belirlenmis, bu alti sustan bir tanesinin ayni
zamanda hemine de gereksinimi oldugu saptanmistir. Menadion
gereksinimine rastlanmamistir. Timidine bagimli bulunan alti susun
besini “sahanda vyumurta” seklinde koloni yapan suslarin
olusturmasi dikkati gekmistir.

Kirksekiz S. aureus KKV ve es zamanli olarak izole edilen
normal fenotipik gérinimdeki 33 S. aureus suslarinin oksasilin,
gentamisin, trimetoprim-sulfametoksazol, vankomisin,
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siprofloksasin, linezolid ve tigesiklin icin antibiyotik duyarhliklari
incelenmistir. Calismamizdaki S. aureus KKV suslari, es zamanl
olarak izole edilen normal fenotipteki S. aureus suslarina kiyasla
daha yilksek antibiyotik direnci gostermis, ancak aradaki fark
tigesiklin  haric olmak Uzere istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir. Tigesiklin duyarhliginin S. aureus KKV'nda ilk kez
degerlendirildi§i calismamizda bu antibiyotik igin MIK degerleri
normal fenotipteki S. aureus suslarina kiyasla daha yiksek olarak
saptanmigstir.

Her hastanin izole edilen tUm S. aureus KKV ve es zamanli
olarak izole edilen normal fenotipik gdérinimdeki S. aureus
suslarinin genetik yakinlklari, PFGE yontemi ile genotiplendirmesi
yapilarak belirlenmistir. Bir grup hastada, S. aureus KKV ve normal
fenotipteki S. aureus suslarinin genotipik olarak birbirleri ile ayni
oldugu belirlenirken, diger bir grup hastada S. aureus KKV ve
normal fenotipteki S. aureus suslarinin farkli genotiplere sahip
oldugu saptanmistir. Hastalarin takip eden o6rnekleri de birlikte
degerlendirildiginde, her hastadaki normal fenotipteki S. aureus
ve/veya KKV suslarinin zaman icerisinde genetik degisiklige
ugrayabilecegi ve farkli bir genotipin ortaya c¢ikabilecegi
gbsterilmistir. Bu sonuclar, S. aureus KKV ve normal fenotipteki
S. aureus suslarinin KF hastalarindaki evrimi sirasinda, farkl
fenotip ve genotipe donisebilecedini gdstermistir.

Bu calisma Ulkemizdeki KF hastalarinda S. aureus KKV
prevalansinin, fenotipik ve genotipik 6zelliklerinin degerlendigi ilk
calismadir. Antibiyotiklere daha direncgli olmalari ve hicre igci
oldirmeye direng egilimi gostermeleri nedeniyle S. aureus KKV'nin,
KF hasta grubu basta olmak lzere 6zellikle kronik enfeksiyonlarda,
mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen klinik  6rneklerin
incelenmesi sirasinda g6z 6ntinde bulundurulmasi ve rapor edilmesi
kritik bir 8nem kazanmaktadir.
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7. SUMMARY

Cystic fibrosis (CF) patients frequently have chronic
respiratory tract infections. It is reported that the prevalence of
S. aureus small colony variants (SCVs) in CF patients is high. As
they are fastidious microorganisms, SCVs grow as non-hemolytic,
non-pigmented, and very small colonies when compared to
S. aureus. In this study, the sputum and throat swab specimens of
CF patients admitted to the Pediatric Pulmonology Unit of
Hacettepe University Pediatric Hospital, were examined
prospectively. We aimed to determine the prevalence of SCVs, their
phenotypical and genotypical properties in CF patient group.

The study comprised of 519 samples obtained from 248
patients during the period of February 2007 and January 2008.
SCVs were detected in 20 of the 248 patients (8,1%) and in 32
(6,4%) of the samples examined. A total of 48 SCVs were isolated
from 20 different patients. Six of the SCV strains formed pin-point
colonies, six formed fried-egg colonies and the remaining 36
strains formed small colonies. In this study it was determined that
the highest SCV isolation was detected in mannitol salt agar which
was followed by brain-heart infusion agar with 5% NaCl (BHIA- 5%
NaCl). Auxotrophism for thymidine is demonstrated in six of 48
S. aureus SCVs. Auxotrophy for thymidine plus hemin was found in
one of these six strains. No auxotrophy for menadione was
demonstrated. It was interesting that, five of the six thymidine
auxotrophic strains revealed fried-egg colony formation.

Antibiotic susceptibility of the 48 SCVs and simultaneously
isolated 33 S. aureus strains were determined for oxacillin,
gentamicin, trimethoprim-sulfamethoxazole vancomycin,
ciprofloxacin, linezolid and tigecycline. Although statistically
insignificant, SCV strains isolated in this study showed higher



66

antibiotic resistance when compared to simultaneously isolated
normal S. aureus strains, except for tigecycline. Tigecycline
susceptibility of SCV strains was evaluated for the first time in this
study and the results showed that MIC values for tigecycline were
higher than normal S.aureus isolates.

The genetic relatedness between SCV and normal S.aureus
strains isolated from each patient was determined by PFGE
method. While SCVs and normal S. aureus isolates revealed
identical genotypes in a group of patients, some isolates exhibited
different genotypes in the other group of patients. The longitidunal
follow-up of these patients led to the observation that the SCV
and/or the normal S.aureus strains in each patient may undergo
genetic changes and end-up with the formation of different
genotypes. These results revealed that SCVs and normal S. aureus
strains might transform into different phenotypes and genotypes
during their evolution in the airways of CF patients.

This study is the first study which examined S. aureus SCVs’
prevalence, their phenotypical and genotypical characteristics in CF
patients in Turkey. Since they are more resistant to antibiotics and
have a tendency to resist intacellular killing, it is important to
consider and report S. aureus SCVs in chronic infections such as
CF. Thus it is of crucial importance to evaluate clinical samples for
these variants in clinical microbiology laboratories.
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