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GIRiS

Koagiilaz negatif stafilokoklar (KONS) o6nceleri kiiltiir kontaminantlar1 olarak
diistiniilmiis ve fazla onemsenmemis iken hastahane kokenli firsatgr patojen bakteriler
arasindaki Onemleri giderek artmustir (18,28,34,40,57,59,60). Giiniimiizde KONS’lar

\ézellikle Staphylococcus epidermidis, katater basta olmak tizere aletli girisim yapilmig
hastalarda 6nemli bir nazokomial patojen olarak kabul edilmektedir (6,12,15,46).

Bayston ve Penny’nin (7) S.epidermidis suslarimin slaym adi verilen mukoid
ekstraselliiler bir madde olusturduklarini ileri stirmeleri ile birlikte birgok aragtirmact in
vivo ve in vitro ¢alismalarda bu mikroorganizmalarin bir kisminin slaym olusturduklarini
gézlemisglerdir (8,34,38). Slaym olusturan bakterilerin bu madde i¢ine gomiildiikleri ve
birbirleri ile kiimelesmeler olusturduklar1 elektron mikroskobu ile de ortaya konulmustur
(11,33,63).

S.epidermidis’e bagh infeksiyonlarda slaym maddesinin bir virulans faktorii
olarak degerlendirilebilecegi birgok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (16,18,40,46,52).
Slaym iiretebilen S.epidermidis suslarimin fagositoza ve kemotaksis’e direng ozelligi
gosterdikleri, bakteriyi viicudun dogal savunma mekanizmalarina kars1 koruyarak, hiicresel
ve humoral immun cevabi olumsuz y6nde etkiledigi gosterilmistir. Ayrica slaym olusturan
stafilokoklarin birgok antibiyotife karsi daha direngli olduklar1 da belirtilmistir
(2,3,16,23,30,37,38).

Slaym olusturan S.epidermidis suslarmin Spitz Holter santindan izole
edilmesinden bu yana slaym ile ilgili pek ¢ok ¢aligsma yapilmis ve bu ¢alismalarin énemli
bir kisminda S.epidermidis suslarinin gesitli yiizeylere adezyonunu ve slaym olusumunu
etkileyen birgok faktdr bulundugu belirtilmistir. Ornegin; implante edilen aletin kimyasal

yapisi, hidrofob 6zellikteki ylizeyi, ortamin pH’s1, ortamdaki magnezyum, kalsiyum gibi



iki degerlikli katyonlarin ve diger eser elementlerin konsantrasyonu ve EDTA gibi bu
konsantrasyonu etkileyen maddelerin bakterilerin yiizeye adezyonunu dolayisiyla
kolonizasyonunu ve slaym maddesinin olusumunu etkiledigini bildiren g¢aligmalar
bulunmaktadir (4, 24, 61, 64).

Ozellikle metabolik bozuklugu olan ve maligniteli hastalarda S.epidermidis gibi
firsatg1 patojen infeksiyonlarimn yiiksek olmasi; bu tip hastalarda immunosupressif ilag
kullanimu, hiperkalseminin yiiksek oranda gériilmesi, yiiksek konsantrasyonlarda katyon
iceren intravendz soliisyonlarin kullanimi ve lokal enflamasyon gibi sebeplerin bakteriyel
adezyon artisina neden olabilecegini diigtindiirmektedir. Calismamiz bu tip hastalarda
slaym lreten bakteriyel infeksiyonlarin Snemini belirleyecek c¢aligmalar igin bir &n
aragtirma olarak degerlendirilebilir. Bu nedenle, ¢esitli hastalik materyallerinden izole
edilen S.epidermidis suglarinin slaym olusturma 6zellikleri Christensen ve Kongo Kirmizila
agar yontemleriyle saptanmig ve kantitatif mikro yontem kullamlarak Ca*, Mg**, EDTA

ve pH’nin slaym olusumuna etkisi aragtirilmigtir.



GENEL BILGILER

Micrococcaceae familyas: icinde yer alan stafilokok cinsi bakteriler olduk¢a eski
zamanlardan beri bilinen Gram pozitif, hareketsiz, genellikle katalaz olumlu koklardir.
Fakiiltatif anaerop olup daha ¢ok aerop iliremeyi yeg tutarlar. DNA/DNA iligkileri ve fenotipik
ozelliklerine gore stafilokok cinsinde bu giine kadar 20 civarinda tiir saptanmig olup, bazi
kokenler hala inceleme asamasindadir. Stafilokoklarin ¢ogu sicak kanli hayvanlarin derisinde,
deri ile iligkili bezlerin kanallarinda ve mukozalarinda dogal olarak barinirlar. Bir kismi da
insan ve hayvanlar i¢in patojen ve ¢ogu firsatc1 patojenlerdir. Insan ve hayvanlarda cesitli
hastaliklara yol acabilen stafilokoklar koagiilaz olusturup olusturmamalarina gore iki temel
gruba ayrilirlar. Koagiilaz olumlu stafilokoklar biiyiik ¢ogunlukla S.aureus iken, KONS
grubunda ise S.epidermidis, S.capitis, S.hominis, S.saprophyticus gibi tiirler bulunmaktadir.
KONS’ lar insanda yerlesim bakimindan yaygin bir 6zellik g6sterir. Burun deligi mukozasi,
aksiller, inguinal, peritoneal bolgeler, ayak parmaklari ve derinin diger kisimlarinda dogal
olarak kolonize olurlar. Onceleri KONS’ larin viicut florasinda kommensal ve zararsiz
yasadiklar bilinirdi. Ancak hematolojik ve diger maligniteli immun yetmezligi olan hastalarda
septiseminin ana etkeni olarak saptanmasi, intravaskiiler katater, santral sinir sistemi ganti,
ortopedik protez ve periton diyaliz infeksiyonlarinda ve endokardit vakalarinda siklikla izole
edilmis olmalan 6nemlerini artirmigtir (7, 9, 11, 12, 16, 31, 36, 43, 50, 52).

Amerika’da intravaskiiler kataterle iligkili yillik yaklasik 50000 septisemi vakasi
bildirilmis ve son yillarda KONS’ larin neden oldugu bakteriyemilerin 3—4 kat arttif1, bu
artigin intravaskiiler aygit kullanmimi ile paralellik gosterdigi saptanmistir (12, 16, 26, 36, 60).
Yapilan ¢aligmalarda, KONS’larin neden oldugu infeksiyonlarda en sik izole edilen etkenin

S.epidermidis oldugu gosterilmistir. Bir tiplendirme ¢aligmasinda 400 klinik izolatin %75.5” ni



S.epidermidis’in olusturdugu bildirilmistir (47). Kloos ve Jangerson (39) da biyokimyasal
olarak identifiye edilen biitiin KONS’ larin %70’ inin S.epidermidis oldugunu bulmuglardir.

Ozellikle yabanci madde iliskili infeksiyonlarda bu bakterilerin mukoid yapida slayrﬁ
adi1 verilen bir madde olusturduklan saptanmistir (1, 5, 20, 36, 48, 55). Callaghan ve
arkadaslar1 (10), Spitz Holter kapagina S.epidermidis’in kolonize oldugunu géstermislerdir.
Daha sonra Bayston ve Penny (7) Spitz Holter kapaklar1 iizerinde S.epidermidis suslan
tarafindan salgilanmis mukoid bir maddenin oldugunu tespit etmig ve bu maddenin sant
infeksiyonlarinin patogenezinde 6nemli oldugunu ileri siirmiislerdir. Elektron mikroskobu
ile yapilan aragtirmalarda da mikroorganizmalarin bu ekstraselliiler madde igerisinde
bulunduklar1 gosterilmistir (36, 63). Christensen ve arkadaslar1 (11), intravaskiiler kataterle
iligkili bir sepsis salgininda etkenin S.epidermidis oldugunu saptamiglar ve izole edilen
suslarin %63’ linlin intravaskiiler katater yiizeylerinde ve kiiltiir tiiplerinin duvarlarinda slaym
tabakasi olusturduklarim gozlemiglerdir. KONS’ larin slaym olusturma 6zellikleri iizerine su
anki ilgi Christensen ve arkadaslarimin slaym olusumunu ortaya koyabilecek bir metod
bulmalariyla baglamis, daha sonralar1 yapilan ¢aligsmalarla slaym ile ilgili birgok yeni yontem
gelistirilmistir (27, 51, 58).

Slaym maddesi birgok bakteri tlirinde bulunan kapsiile kimyasal yap1 ve fiziksel
yerlesimi agisindan benzemektedir. Ancak, ger¢ek bir bakteri kapsiilinden bazi farkhiliklar
gOsterir, hiicre yiizeyine daha gevsek olarak tutunmugstur ve tek bir bakteri yaninda aym anda
birden fazla bakteriyi’ de sarabilir. Slaym maddesi suda ¢6ziilebilir 6zellik gosterir ve yikama
islemi ile bakteriden uzaklastirilabilir. Kat1 ortamda yapigskan bir kivam olusturmakta, sivi
ortamin yogunlugunu artirmaktadir (36, 41, 54).

Bakteri hiicre duvarinin diginda bulunan ekzopolimerler slaym veya kapsiil olarak

adlandinlabilir. Eger bir ekzopolimer bakteri duvarina bir sekilde bagli kalirsa kapsiil olarak



tanmimlanir. Bu ekzopolimerler, bakteri hiicresi digina salgilanmig ve kiiltiir filtratlarinda

birikmisse slaym olarak adlandirilir. Glikokaliks terimi hem kapsiil hem de slaym igererek

kullanilir. Glikokaliks, Gram pozitif bir organizmanin peptidoglikaninda veya Gram negatif
hiicrenin dig membraninin tizerinde bulunan bakteri orijinli, polisakkarit igeren bir materyal
olarak tamimlanmistir (14, 36, 55, 56). Uzun siire bu terimlerin kullamilmasinda bir‘anlam
kargasas1 yaganmugtir.

Bu arada slaym ile ilgili yapilan ¢aligsmalarda sik kullanilan baz1 terimlerin tanimlarini
belirtmek yararli olacaktir.

e Kat1 bir ortam iizerinde bakterilerin ve ekstraselliiler materyallerin birikimi biofilm olarak
adlandirilir.

o Ister slaym negatif, ister slaym pozitif olsun, bir bakterinin direkt olarak bir yiizeye
yapismasi aderans olarak tanimlanmaktadir.

e Biofilm olusturan ekstraselliiler biopolimer birikimleri slaym olarak adlandirilir. Slaym
olusumu igin tek bir biopolimer olmasi gerekmez. Ayrica biiyilkk miktarlarda bulunan
slaym, organizmanin yiizeye yapismasinda primer ajan olarak gerekli degildir.

Kimyasal yapisi tam olarak ortaya konulmamis olmasina ragmen, genelde S.epidermidis
kaynakli slaym maddesinin proteinler, hekzosaminler, nétral sekerler (glukoz, fruktoz, ksiloz
gibi), fosfath bilesikler, tironik asitler ve az miktarda fosfatli yapilar igeren kompleks bir
glikokonjugat oldugu ve prostetik aygitlar iizerinde kolonizasyonu artirdi1 bildirilmistir (1,
30, 41, 44, 54). ‘

Bilindigi gibi mononiikleer hiicrelerden 6zellikle makrofajlar mikroorganizmalara karsi
savunma sisteminin 6n ¢izgisinde yer alan hiicrelerdir. Fagositoz sonras: salgiladiklar: reaktif

oksijen radikalleri, nitrojen radikalleri ve lizozomal enzimler aracilifi ile etken ajam



oldiirtirler. Slaym maddesinin ise KONS’ lar1 fagositozdan koruyarak Onemli bir virulans
faktorii oldugu gosterilmistir (1, 3, 6, 31).

Slaym maddesinin, bakteriyi viicudun savunma mekanizmalarina kars1 koruyarak immun
sistem iizerine etkili oldugunu bildiren ¢esitli arastirmalar vardir. Johnson ve arkadaslar (37)
slaym’ 1n insan nétrofil fonksiyonlarim etkiledigini, Noble ve arkadaglar1 (49) nétrofillerin
bakterisidal etkinligini inhibe ettiini, Gray ve arkadaslar1 (30) da mononiikleer hiicrelerin
poliklonal uyaricilara karst lenfoproliferatif yanmiti baskiladigim bildinhi$lerdir. Bir baska
calismada da S.epidermidis kaynakli slaym maddesinin mononiikleer hiicrelerden gamma
interferon (IFN-8) ve timor nekroz faktorii (TNF) salgilanmasina neden oldugu belirtilmigtir
2).

Slaym pozitif KONS’ larin olusturdugu enfeksiyonlarin klinik tablosu ve tedavisi ile ilgili
calismalarda slaym olusumu ile antibiyotik direnci arasinda da bir iligki bulunmugtur. Slaym
maddesinin mikroorganizmalar1 g¢evreleyen bir bariyer olusturarak, antibiyotik direncine
neden olabilecegi belirtilmistir. Ozellikle prostetik aygit infeksiyonlarinda tedavinin daha giig
oldugu ve bu nedenle cerrahi girisime gereksinim olabilecegi gosterilmistir (8, 25, 44, 48.).

Virulans faktdrlerinden biri olarak kabul edilen slaym olusumunun, infeksiyonlardaki
roliinii tam olarak ortaya koyabilmek i¢in yapilan g¢alismalarin g¢ogunda implant’a bagh
infeksiyonlardan izole edilen organizmalarin deri ve ¢evresel kaynakli olanlardan daha fazla
slaym olusturdugu bildirilmistir (6, 16, 56, 57).

Bakterilerin yiizeylere adezyonu i¢in "once ekstraselliler slaym maddesinin
olusturuldugu ve bu sayede yiizeye tutunabildifi rapor edilmis ve biitin slaym pozitif
bakterilerin aderan olduklar savunulmustur. Bu nedenle de slaym olugumu ve aderan terimleri
birbirlerinin yerine kullamlmigtir. Fakat Younger ve arkadaglari (65) bazi aderan

organizmalarin slaym olusturmadiklarimi tespit etmistir. Buna benzer bagka c¢aligmalarda da



hem slaym pozitif hem de slaym negatif S.epidermidis suslarimin plastik yiizeylere adere
olabildikleri gozlenmistir (13, 21, 22).

Daha sonralar1 yapilan gailsmalarda (13, 21, 33); organizmalarin implante edilen
ylizeylere kolonizasyonunun iki asamada gerceklestigi; birinci asamada organizmalarin
implanta adere oldugu, ikinci asamada ise adezyondan kisa bir siire sonra organizmalarin
¢ogalarak mikrokoloniler ve bu arada bazi suslarin ekstraselliiler slaym maddesini meydana
getirdigi gosterilmistir. Bu asamada olusan slaym maddesinin mikroorganizmay: konagin
savunma mekanizmalanindan korudugu igin kolonizasyonu artirdifi, aym zamanda
antimikrobiyal ilaglara karsi direnci sagladigi belirtilmistir. Bu nedenle de implanta bagl
infeksiyonlar elimine etmek veya azaltmak igin organizmalarin kolonizasyonunu 6nlemede
birinci agamanin hedeflenmesi gerektigi bildirilmistir.

Yapilan c¢alismalar S.epidermidis suslarimin hem primer adezyonunu hem de slaym
olusumunu etkileyen gesitli faktorlerin bulundugunu gostermistir (64). Bakteriler hiicre
ylizeylerinde bulunan hidrofob 6zellikteki proteinleri ile adere olurlar. Bu proteinlerin harab
olmas1 baglanmalarini 6nler. Ayrica implante edilen aletin kimyasal yapisinin da (kismen de
olsa) baglantimn gergeklesmesinde rol oynadifi bildirilmistir (29). In vivo ortamlarda
bulunan plasma fibrinojen ve fibrinektin’in adezyonu etkiledigine dair elde edilen sonuglar ise
tartigmalidir (36). Buna karsin hem in vivo hemde in vitro kosullarda simirli miktardaki
demirin slaym olusumunu artirdif1 gésterilmistir (17, 24).

S.epidermidis suslarinin kolonize olmalarini etkileyebilecegi dﬁsﬁnﬁlen diger faktorler
ise ortamda bulunan Ca™ ve Mg gibi iki degerlikli katyonlardir. Ozellikle kalsiyum ve
magnezyum’ un hem organizmalarin gesitli ylizeylere hem de birbirlerine yapisarak kolonize
olmalarinda rol oynayabilecegi belirtilmistir (22). Ortamin oksidorediiksiyon potansiyelinin de

slaym olusumunda etkili olabilecegi ve oksijensiz ortamlarda slaym fiiretim kapasitelerinin



azaldiga bildirilmistir (17, 53). Ayrica ortamin pH’ s1, ortamda bulunan eser elementler,
mikroorganizmalarin tretildigi ortamlardaki besleyici maddelerin yapisi ve miktar gibi pek
cok ozellik slay:m olusumunu etkileyen gevresel etmenler arasinda ele alinmaktadir (17, 21,

22).



MATERYAL VE METOD

SUSLAR

Calismada S.epidermidis izolatlann kullanmildi. Bu mikroorganizmalar ¢esitli
kliniklerden gonderilen kan, idrar, kateter, toraks seti, kelebek seti gibi materyallerden
izole edildi. S.epidermidis suslarinin koloni morfolojileri, mikroskobik go6riiniimleri,
‘katalaz ve koagiilaz reaksiyonlar1 degerlendirildi. Aym zamanda izole edilen
mikroorganizmalarin tiir tayinleri Sceptor ( API, Lot Ch-B 1000601304 Becton Dickinson

Europe, Cedex, France ) sistem kullanilarak yapildi.

KATALAZ TESTI

Stafilokoklan streptokoklardan ayirt etmek i¢in yapilir. Katalaz enzimi yapan
stafilokoklar hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirir. Bu nedenle bu enzim hidrojen
peroksit ile araétmhr. Bunun i¢in “ Lam deneyi > kullanildi.

Igerisinde kan bulunmayan bir besiyerinde iiretilmis bakteri kolonilerinden &ze ile
alimp bir lamin {izerine konur. Uzerine bir, iki damla H,O, damlatilip, kanistinilir. Katalaz
olumlu olan stafilokoklar gaz kabarciklari olustururlar. Streptokoklar ise katalaz

negatiftirler.

KOAGULAZ TESTI

Koagiilaz negatif ve koagiilaz pozitif stafilokoklarin birbirinden ayirt edilmesinde
en ¢ok Onem tagiyan deneydir. Stafilokok koloni gériintiisii veren ve Gram boyasinda
olumlu oldugu saptanan tlim koklar igin yapilmalidir. Pigment, hemoliz, mannitole etki
gibi deneylerin higbirisi 6zellikle S. aureus’un ayirnminda bu kadar degerli degildir.
Koagiilaz deneyi lamda ve tiipde yapilabilir. Bunun i¢in “ Lam deneyi ” kullanildi. Lam

deneyi yapmak i¢in insan plazmast 1/5 oraminda serum fizyolojik ile sulandirilir. Temiz bir



lam {tizerine sulandinlmis plazmadan bir damla damlatilir. Stafilokok kolonisinden 6ze ile
alinarak plazma igerinde homojen siispansiyon olugturulur. 5 - 10 sn’ de pihtilardan ibaret
kiimelerin olugmast olumlu, kiimelesmelerin gézlenmedigi homojen karisimlar olumsuz
sayilir. Caligmada koagiilaz negatif oldugu saptanan suslar kullanildi.

Bu sekilde soyutlanmis S.epidermidis izolatlarinin slaym olusturma o6zellikleri;

Kongo Kirmizili agar yontemi ve Christensen metodu kullanilarak.aragtirildi.

KONGO KIRMIZILI AGAR YONTEMI

Freeman ve arkadaslarinin (27) tamimladiklar gibi; Litrede 10g agar, 50g stikroz,
37g Brain Hearth Infusion Broth ( oxoid ) ve 0.8g Kongo Kirmizist ( oxoid ) igeren
besiyerlerine yapilan ekimler 37°C’ de 24 saat inkiibe edildi. Siyah koloni olugturan
izolatlar slaym pozitif, kirmiz1 pembe koloni olusturanlar ise slaym negatif olarak

degerlendirildi ( Sekil 1).

CHRISTENSEN METODU

Metod, Christensen ve arkadaslarinin tamimlamasina gére uyguland: (11). Daha
Once kanli agara pasajlar1 yapilan izolotlarin taze kiiltiirleri hazirlandiktan sonra 5 ml.
Tryptic soy broth ( TSB, oxoid ) igeren tiiplere Mc Farland 1x10° CFU/ml. bulamkliginda
ekimleri yapildi. Tiipler 37°C’ de 48 saat inkiibe edildikten sonra igerikleri yavasga
bosaltildi. Tiiplere %1’ lik safranin (sigma) soliisyonu eklendi. Tiipler oda isisinda 30
dakika bekletilip icerikler bosaltild1 ve iki kez fosfat tamponu ( pH 7.2 ) ile yikandi.
Tiipler ters g¢evrilerek kurumasi i¢in beklendi. Slaym olusumu tiiplerin duvarinda boyali
film tabaka olusumuna bakilarak degerlendirildi. Hava — siv1 bilesim yerinde goériilen boya

tutulumu degerlendirilmeye alinmadi. (Sekil 2).
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Sekil 1 : Kongo Kirmizih agar besiyerinde slaym pozitif (altta) ve slaym negatif
(Ustte) koloni goriintiisii.
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Sekil 2. Slaym pozitif ( sajda) test tiiplerinde slaym olusumu ve slaym negatif
(solda) test tiipii

12



Calismada hem Christensen hem de Kongo Kirmizili agar metoduyla slaym
olusturdugu saptanan 15 S.epidermidis susu ile 13 slaym negatif sug kullanildi. Pfaller ve
arkadaslarinin (58) tanimladiklar1 kantitatif mikro yéntem kullanilarak, bu suslarin slaym
ohisturma kapasiteleri tizerine kalsiyum ( Ca™ ), magnezyum ( Mg™), pH ve EDTA’mn

(etilen diamin tetra asetik ) etkileri aragtirildi.

KANTITATIF MIKRO YONTEM

S.epidermidis suslarinin mikropleytlerde slaym olusturma 6zellikleri Pfaller ve
arkadaglarinin (58) tarif ettikleri gekilde yapildi. Bu yontemde 96 kuyucuklu, steril, diiz
tabanl1 polyestern mikropleytler kullamldi. Test edilecek biitiin mikroorganizmalarin 24
saatlik taze kiiltiirlerinden 1x10° CFU/ml yogunlukta siispansiyonlann hazirlandi.
Kuyucuklara bu siispansiyonlarin her birinden 0,2 ml konuldu ve pleytler 37°C’ de 48 saat
aerop kosullarda inkiibe edildi. Daha sonra kuyucuklarin igerigi dikkatlice bosaltilarak iki
kez fosfat tamponu ( pH 7.2 ) ile yikandi ve %1’ lik safranin ile boyandi. Boyanin
uzaklagtinllmas: igin tekrar yikandi, kurumaya birakildi. Kuyucuklar mikro ELISA
okuyucusu ile 490 nm dalga boyunda okundu. Kontrol amaciyla g¢alisma yapilan her
mikropleytte steril TSB ve F 544 slaym negatif ile F 162 slaym pozitif S.epidermidis

(Dr. R. Bayston, Nottingham City Hospital) kontrol suglar1 da kullanilda.

KALSIYUM

Ca™ ‘nin slaym olusumu iizerine etkisini aragtirmak igin CaCl, kullamldi.
Litrede sirasiyla 8 uM, 16uM, 32uM, 64 uM, 128uM ve 256uM kalsiyum igeren TSB’ler

hazirland: ve kantitatif mikro y6ntem ile incelendi.

13



MAGNEZYUM

Magnezyum’ un ( MgSO, olarak kullanildi ), slaym pozitif ve slaym negatif
S.epidermidis suslarinin slaym olusturma kapasiteleri iizerine etkisi, yine alti farkli
konsantrasyonda ( 8 puM, 16pM, 32uM, 64uM, 128uM, 256uM ) Mg+2 iceren TSB’ler

hazirlanarak aragtirildi.

EDTA
EDTA’ nin etkisini inceleyebilmek i¢in 1 mM, 2 mM, 4 mM, 8 mM, 16 mM, 32
mM konsantrasyonlarinda EDTA igeren TSB’ler hazirlandi ve yine kantitatif mikro

yontemle gbzlendi.

pH

pH’ nin etkisini ¢aligmak igin 0,1 N’lik HCL ve 0,1 N’lik NaOH soliisyonlar
hazirlandi. Bu soliisyonlar kullamilarak pH’ lan 5,6,7,8 ve 9 olan besiyerleri hazirlandi.
Aymn sekilde biitiin bakteriler biitiin pH’larda mikro yontemle ¢alisildi ve pH 7 baz alinarak

pH’nin slaym olusumu {izerine olan etkisi incelendi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Aragtirmamizda kantitatif mikro yontem ile yapilan testler ti¢ kez tekrar edildi ve
elde edilen sonuglarin ortalamalar1 kutu grafikleri ile gosterildi ( Sekil 3,4,5,6 )

Calismanin istatistiksel analizleri bagimsiz ve eglestirilmis t testleri kullanilarak

yapildi.
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BULGULAR
Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen S.epidermidis suslarimin slaym olusumu
Kongo Kirmizili agar ve Christensen tiip yontemi ile gézlendi. Her iki yontem ile slaym
olusumu incelenen ve slaym pozitif oldugu sapta:man S.epidermidis susu ve 13 slaym

negatif S.epidermidis susu kullanldi.

MAGNEZYUM

Mg+2’ un slaym olusumuna etkisi TSB’ de gittik¢e artan konsantrasyonlarda Mg+2
ilave edilerek incelendi. Sekil 3’ de de goriildigi gibi diisiik konsantrasyonlardaki
(6zellikle 8uM ve 16uM) Mg+2’ un slaym olusumunu artirmayip aksine azaltici etki
g6sterdigi saptandi. 128uM ve 256uM Mg*? igeren TSB’ de slaym olusumunun arttig
gozlendi. Ancak istatistiksel agidan bu farklilik normal TSB ile kiyaslandiginda anlamh
bulunmad: ( Tablo 1).

Farkli oranlarda Mg iceren besiyerleri konsantrasyonlarmna bagh olarak
karsilastirildiginda, artan Mg*? konsantrasyonunun slaym olusumunu artirdig: gézlendi

Farkl1 konsantrasyonlardaki Mg un slaym pozitif grupta slaym olusumuna etkisi
incelenirken aymi c¢alisma slaym negatif grup i¢inde yapildi ve konsantrasyon oram
artirildiginda negatif grupta da TSB’ ye oranla optik yogunluk 6lgtimlerinin artmis oldugu
saptand1 ( Sekil 3 ). Konsantrasyonlar arasindaki farkliliginda anlamli oldugu gozlendi
(Tablo 1). Buna bagli olarak farkli konsantrasyonlarda Mg*? igeren TSB’ nin slaym pozitif
ve slaym negatif gruba olan etkileri istatistiksel olarak test edildi (Tablo 2) ve baz -

konsantrasyonlarinin gruplar arasinda farklilik gosterdigi saptandi.
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Sekil 3. Farkli konsantrasyonlarda Mg*? iceren TSB'de slaym pozitif ve slaym negatif
S.epidermidis suglarinin 490nm dalga boyunda mikro ELISA okuyucusu ile saptanan optik
yogunluk &lgtimlerinin kutu grafigi.
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Slaym pozitif S.epidermidis

Normal guM 16uM 32uM 64uM 128uM | 256uM

Normal 0,016775*|0,018678* 0,10491 | 0,064002 | 0,908155 | 0,092056

uM ,014453* 0.832191 | 0,128343 | 0,132343 | ,005634* | ,002344*
16yM |0,122837 | 0,172058 0,045362*| ,045708* | 0,000474*| ,000707*
32uM | 0,072626 | 0,122632 | 0,628945 0,912608 | ,024054* | ,002359*
64uM | 0,878747| ,002835* [ ,025707* | ,022935* ,018182* | ,001888*
128uM | ,029935* | ,001870* | ,012803* | ,006363* | 0,087936 ,014063*
256puM | ,046502* | ,004145™ | ,011521* | ,008495* | 0,068318 | 0,384152

Slaym negatif S.epidermidis

Tablo 1. Slaym pozitif grup ve slaym negatif grupta, farkli konsantrasyonlarda Mg+2

igeren besiyerlerinin optik yogunluk &lgtimlerinin eglestirilmis t — testi ile karsilagtiriimasu.

*  Optik yogunluk 6lciimleri birbirinden istatistiksel olarak farkli olan (p<0,05)

konsantrasyonlar tabloda

% % 9

isareti ile g6sterilmistir.

17



Konsantrasyonlar
Slaym (-) Slaym (+) p*

Ornek sayisi:13 | Ornek sayisi:15

Normal Normal ,011890*
8uM SuM ,074942
16uM 16pM ,076492
32uM 32uM ,020779*
64pM 64uM ,104248
128pM 128uM ,026181*
256uM 256pM ,019987*

Tablo 2. Farkli konsantrasyonlarda Mg*? igeren TSB’ nin slaym pozitif ve slaym negatif

gruba olan etkilerinin bagimsiz t — testi ile kargilastirilmasi.

* Optik yogunluk olglimleri birbirinden istatistiksel olarak farkli olan (p<0,05)

X X

konsantrasyonlar tabloda isareti ile belirtilmistir.
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KALSIYUM

Kalsiyumun S.epidermidis suslarimin slaym olusumuna etkisi incelendiginde
(Sekil 4); diisiik konsantrasyonlardaki Ca™’ un slaym olusumu iizerine herhangi bir etkisi
olmadigr gozlendi. Tipki Mg*® da oldugu gibi yiiksek konsantrasyonlarda Ca+2: iceren
TSB’ de slaym olusumunun artigi saptands. Ozellikle 256uM Ca'? igeren TSB, normal
TSB ile karsilagtinldiginda (Tablo 3) farkliligin istatistiksel agidan da onemli oldugu
bulundu.

Ca'? igeren besiyerleri kendi aralarinda ele alindiginda; 128uM ve 256uM Ca™
iceren besiyerlerinin, 8uM, 16pM ve 32uM oranlarinda Ca*? iceren besiyerlerinden farkli
olarak slaym olugumunu artiric1 6zellik gésterdigi saptandi.

Slaym negatif grupta ise 32uM ve daha yiiksek oranlarda Ca** igeren TSB’ den
elde edilen optik yogunluk ol¢timlerindeki artigin istatistiksel agidan anlamli oldugu
goézlendi (Tablo 3).

Negatif ve pozitif gruplar farkli konsantrasyonlar agisindan ele alindifinda

degiskenlik g6sterdigi belirlendi (Tablo 4).
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Sekil 4. Farkli konsantrasyonlarda Ca*? igeren TSB'de slaym pozitif ve slaym negatif
S.epidermidis suglarinin 490 nm dalga boyunda mikro ELISA okuyucu ile saptanan optik
yogunluk Sl¢timlerinin kutu grafigi.
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Slaym pozitif S.epidermidis

Slaym negatif S.epidermidis

Normal | 8uM | 16uM | 32uM | 64puM | 128uM  256uM
Normal 0,386083 | 0,922955 | 0,679899 | 0,080071 | 0,059588 0,003245*
8uM | 0,572504 0,261321 | 0,61957 | 0,090171 | ,001448* ,001620*
16uM | 0,329731 | 0,367522 0,433984 | 0,298464 | ,043615* 010226
32uM |0,032377*| ,038457* | 0,240403 0,070593 | ,013254* ,001974*
64uM | ,037101* | 0,063571 | 0,10676 | 0,551095 0,500474 0,063042
128uM [0,005282*| ,011956* | ,010509* | ,027355* | ,027850* 0,230655
256uM | ,017313* | ,037127* | 0,050215 | 0,123963 | 0,194393 | 0,335741

Tablo 3. Slaym pozitif grup ve slaym negatif grupta farkli konsantrasyonlarda Ca*? igeren

besiyerlerinin optik yogunluk 6l¢timlerinin eslestirilmis t — testi ile karsilagtirilmasu.

* Optik yogunluk olgtimleri birbirinden istatistiksel olarak farkli olan (p<0,05)

konsantrasyonlar tabloda

% 90

isareti ile gosterilmistir.
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Konsantrasyonlar
Slaym (-) Slaym (+) p*
Ornek sayisi:13 | Ornek sayisi:15
Normal Normal ,011890*
| 8uM 8uM ,036107*
16uM 16uM ,040848*
32uM 32uM ,146601
64pM 64pM ,026765*
128uM 128uM ,064991
256pM 256uM ,016174*

Tablo 4. Farkli konsantrasyonlarda Ca*? igeren TSB’ nin slaym pozitif ve slaym negatif

gruba olan etkilerinin bagimsiz t — testi ile karsilagtinlmas:.

* Optik yogunluk olglimleri birbirinden istatistiksel olarak farkli olan (p<0,05)

XX

konsantrasyonlar tabloda isareti ile belirtilmigtir.

22



EDTA

Ca'? ve Mg" dan farkli olarak TSB’ ye ilave edilen EDTA’ min galisilan biitiin
konsantrasyonlarda slaym olusumunu belirgin bir sekilde azalttigi goézlendi (Sekil 5).
Farkli oranlarda EDTA iceren besiyerlerinin her birinin slaym olusumunu azaltic1 etkisinin
istatistiksel agidan da anlaml oldugu saptand: (Tablo 5).

Konsantrasyonlar arasindaki farklilik incelendiginde 32mM EDTA i¢eren TSB’ nin
ImM EDTA igeren TSB’ den daha fazla slaym olusumunu azaltici etki gosterdigi, diger
konsantrasyonlar arasindaki farkliligin anlamli olmadig: bulundu.

Negatif grupta da EDTA’ nin etkisi incelendiginde, pozitif grupla paralellik
gosterdigi yani konsantrasyon arttifinda elde edilen optik yogunluklarda diisiis oldugu
gbézlendi. Tablo 5’ te bu azalisin istatistiksel olarak ta anlaml oldugu gériilmektedir.

EDTA’ nin tiim konsantrasyonlarda slaym pozitif ve negatif gruba olan etkilerinin

benzer oldugu bagumsiz t — testi ile de saptandi (Tablo 6).
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Sekil 5. Farkli konsantrasyonlarda ETDA igeren TSB'de slaym pozitif ve slaym negatif
S.epidermidis suglarinin 490 nm dalga boyunda mikro ELISA okuyucu ile saptanan
optik yogunluk &lgtimlerinin kutu grafigi.
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Slaym pozitif S.epidermidis

Normal 32mM 16mM 8mM 4mM 2mM 1mM
Normal ,004385* | ,005300* | ,007745* | ,012107* | ,007904* | ,035126*
32mM (0,028613* 0,241487 | 0,268084 | 0,088188 | 0,139286 | ,048536*
16mM | 0,128612 ] 0,249852 0,667968 | 0,234824 | 0,204648 | 0,073684
8mM ,005363* | 0,958664 | 0,103808 0,448151 | 0,354221 | 0,097644
4mM | ,006681* | 0,886174 | 0,123684 | 0,782312 0,895156 | 0,194834
2mM ,024220* | 0,548288 | 0,377989 | 0,471316 | 0,260632 0,18502
1mM ,005921* | 0,423437 | 0,500463 | 0,421967 | 0,218256 | 0,835244
Slaym negatif S.eéidermidis

Tablo 5. Slaym pozitif grup ve slaym negatif grupta farkli konsantrasyonlarda EDTA

iceren besiyerlerinin optik yogunluk 6l¢iimlerinin eslestirilmis t — testi ile kargilastirilmas:.

* Optik yogunluk &lgiimleri birbirinden istatistiksel olarak farkli olan (p<0,05)

konsantrasyonlar tabloda

Wk

isareti ile gosterilmistir.
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Konsantrasyonlar
Slaym (-) Slaym (+) p*
Ornek sayisi:13 | Ornek sayisi:15
Normal Normal ,011890*
32Mm 32mM ,414571
16mM 16mM 912137
8SmM 8SmM ,151429
4mM 4mM ,063592
2mM 2mM ,171941
1mM ImM ,053023

Tablo 6. Farkli konsantrasyonlarda EDTA igeren TSB’ nin slaym pozitif ve slaym negatif
gruba olan etkilerinin bagimsiz t — testi ile karsilagtiriimasi.
* Optik yogunluk Olgiimleri birbirinden istatistiksel olarak farkli olan (p<0,05)

R X

konsantrasyonlar tabloda isareti ile belirtilmigtir.
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pH

pH’ nin slaym olusumuna etkisini arastirmak i¢in pH’ s1 5, 6, 7, 8 ve 9 olan TSB’
le; hazirlanarak incelendi. pH 7 baz alindiginda diger pH’ larin slaym olusumuna etkisinin
degiskenlik gosterdigi saptandi (Sekil 6). Fakat bu degiskenligin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 bulundu (Tablo 7).

Negatif grupta da pH farkliliginin anlamli bir etkisinin olmadig1 saptandi. pH
acisindan negatif ve pozitif gruplar karsilastirildiginda, pH’ lar arasinda anlamli bir

farklilik bulunmadi@: belirlendi (Tablo 8).
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Sekil 6. Farkll pH'lardaki TSB'de slaym pozitif ve slaym negatif S.epidermidis suglarinin
490nm dalga boyunda mikro ELISA okuyucusu ile saptanan optik yogunluk &lgimlerinin
kutu grafigi
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Slaym pozitif S.epidermidis

pH5 pH6 pH7 pH8 pH9
pH5 0,482184 | 0,810625 | 0,140207 | 0,359781
pH6 0,83737 0,507082 | 0,250749 | 0,735548
pH7 [ 0,909813 | 0,976907 0,062814 | 0,398009
pH8 | 0,242224 | 0,474576 | 0,444894 0,297307
pH9 | 0,325053 | 0,598832 | 0,364726 | 0,899138

Slaym negatif S.epidermidis

Tablo 7. Slaym pozitif grup ve slaym negatif grupta farkli pH’ larda besiyerlerinin optik

yogunluk l¢limlerinin eslestirilmis t — testi ile kargilagtirilmast.

* Optik yogunluk dlgiimleri birbirinden istatistiksel olarak farkli olan konsantrasyonlar

tabloda “ * ” isareti ile gosterilmisgtir.
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Konsantrasyonlar
Slaym (-) Slaym (+) p*

Ornek sayisi:13 | Ornek sayisi:15

Normal Normal ,011890*
pH5 pH 5 ,020752*
pH 6 pH6 ,164522
pH?7 pH 7 ,062605
pH 8 pH 8 ,312420
pHY pH 9 ,061554

Tablo 8. Farkli pH’ larda TSB’ nin slaym pozitif ve slaym negatif gruba olan etkilerinin

bagimsiz t — testi ile karsilastirilmasi.:

* Slaym olusturma etkisi birbirinden istatistiksel olarak farkli olan (p<0,05)

66 sk ¢6 2

konsantrasyonlar tabloda

isareti ile belirtilmistir.
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TARTISMA

Bazi KONS suglariin salgiladiklart slaym maddesi, bu bakterilerin yerlestikleri
organizmada enfeksiyon olusumunda &nemli virulans faktSrlerden biridir. Slaymun
ozellikle insan viicuduna yerlestirilen medikal alet ve aygitlara yapisip infeksiyon odag:
olusumunda 6nemli rolii oldugu belirlenmistir (1, 16, 21, 63, 65). KONS’larin slaym
‘maddesi salgilayan suslarinin viicuda yerlestirilen medikal alet ve aygitlarda kolonize
olmas1 bu bakterilerin adezyon ozelliklerine baglidir. Aragtiricilar tarafindan primer
adezyon olarak adlandirilan bu ilk etap aslinda slaym negatif ve slaym pozitif bakteriler
tarafindan gerceklestirilir. Adezyon 6zelligi bu bakteri suslarinin hiicre duvar yapilarinin
fiziko-kimyasal 6zelliklerine gore giiclii ve zayif olabildigi gibi, ortamin zeta potansiyeli,
plasma proteinlerinin bulunugu ve bakterilerin yiizey 6zelliklerine de baglidir (8, 11, 12,
13, 21, 45).

Adezyonun gergeklesmesi, kolonizasyon ve slaym olusumu, ortam kosullarina ve
bakterinin slaym iiretme kapasitesine baglidir. Adezyon 6zelligi bulunan slaym pozitif
S.epidermidis suslan slaym nedeniyle daha kararli kolonizasyonlar olusturduklan,
immiinolojik tepkimelere ve antibiyotiklere diren¢ gosterdikleri i¢in bu bakterilerin
eliminasyonu adezyon 6zelligi bulunan slaym negatif suslarin eliminasyonundan daha
glictiir (6, 19, 35, 45, 46).

Caligmamizda, in vitro yéntem kullanarak iki degerlikli katyonlarin Mg, Ca*?)
artan konsantrasyonlarda slaym pozitif izolatlarin slaym tiretimini, kontrol degerlerine
gore onemli Olglide artrmis oldufunu tespit ettik. 1ki degerlikli katyonlarin
S.epidermidis’in slaym olusumunu nigin artirdigi mekanizmasi aragtiricilar tarafindan tam
agiklanamamgtir. Omegin bazi arastiricilar ortamdaki iki degerlikli katyonlarin hiicre
yiizeyine baglanmak suretiyle, simrh bir ylizeye ¢ok sayida mikroorganizmanin

yapismasini saglayarak, bakteriyel kiimelesmeyi artirdigini ileri siirmektedir. Ortamdaki iki
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degerlikli katyonlarin hiicre yiizeyindeki anyonik makromolekiillere baglanarak bakterinin
yiizeyi ile negatif yiikli plastik yiizey arasindaki elektrostatik itmeyi azalttiklarini
bildirmislerdir. Bu teoriyi birgok aragtirici desteklemistir (13, 22, 42). Bu aragtiricilar
Gram pozitif hiicre duvarindaki teikoik asidin, hiicredeki iyon ;iegisimini ve girigini
ozelliklede Mg***un hiicre igine girigini kontrol ettigini rapor etmislerdir. Lambert ve
-arkadaslan (42), hiicre duvarindaki bitigik teikoik asit zincirleri arasinda Mg*? bantlarimn
olustugunu, Heptinstall’ de (32) teikoik asidin Gram pozitif bakterilerin yiizeylerindeki
negatif yiik agimin korunmasindan sorumlu oldugunu ve bu negatif yiikiin de bakterilerin
diger bakterilerle veya diger partikiillerle kiimelesmesini 6nledigini tespit etmislerdir. Bu
bilgiler dogrultusunda Dunne ve arkadaglar1 (21) bdyle bir ortamda bulunan serbest iki
degerlikli katyonlarin bakteri yiizeyindeki negatif yiiklere baglanarak hiicreler arasindaki
elektrostatik itmeyi azaltip, hiicreler arasi yapigmayi ve hiicrenin yiizeye yapismasini
artirdifim agiklamislardar.

Cahsmamizda Mg™? ve Ca**un slaym pozitif S.epidermidis suslanmn slaym
olusturmalar1 tizerine etkilerini TSB’de gittikge artan konsantrasyonlarda Mg ve Ca™

+2

ilavesi ile inceledik. Mg “’un diisiik konsantrasyonlarda (8uM, 16uM) slaym olusumunu
artirmayip aksine azaltici bir etki gosterdigini saptadik. 128pM ve 256uM Mg* igeren
TSB’de ise slaym olusumunun artmis oldugunu gozledik. Ancak bu artig ve azalisin tek
baslarina istatistiksel olarak normal TSB ile karsilagtinldiginda anlamli olmadigim
saptadik (Tablo 1). Bunun yam sira farkli oranlarda Mg™ ve Ca'™ igeren besiyerleri
. konsantrasyonlarma bagli olarak kargilagtinldifinda, artan Mg? ve Ca"
konsantrasyonlarinin slaym olusumunu artirmig oldugunu gordik. Mg ve Ca™?'un artan

konsantrasyonlarinin slaym olusumunun da artmug oldugunu istatistiksel olarak da tespit

ettik,
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Farkli konsantrasyonlardaki Mg*? ve Ca™un slaym pozitif grupta slaym
olusumuna etkisini incelerken aym c¢aligma slaym negatif grup igin de yapildi.
Konsantrasyon oram arttikga negatif grupta da TSB’ ye oranla optik yogunluk
6l¢timlerinin anlamli bir sekilde: artmis oldugunu gézledik.

Dunne ve arkadaglar1 (21) bes slaym pozitif ve bir slaym negatif S.epidermidis
susuyla yaptiklan ¢aligmalarinda, slaymin ilk basamag olan adezyonu Ca*? ve Mg™
katyonlarinin benzer sekilde artirmis oldugunu bildirmislerdir. Magnezyumun slaym
olusumuna etkisinin Ca**’a gore daha fazla oldugunu bildirirken, bunu S.epidermidis hiicre
duvar1 komponentlerinin iki degerlikli katyonlara olan affinite farklilid: ile agiklamiglardir.
Lambert ve arkadaslar1 (42) da daha 6nceki bir ¢alismalarinda ortamda daha fazla Ca*

olmasina ragmen S.epidermidis’in ortamdaki Mg**

u segici olarak aldigini g6stermiglerdir.

Mg*2, Ca™ ve diger eser katyonlarin bakteriyel eksopolisakkaritleri benzer bir
madde iginde polimerize ederek hiicrenin hiicreye ve hiicrenin ylizeye baglanmasim
artirdif1 bilinmektedir. Bilinen diger bir mekanizmada iki degerlikli katyonlarin yapisma
ve kiimelesmeyi artirdigadir (21, 32, 42).

1979 yilinda Sugarman (62) S.epidermidis’ ten farklr olarak Klebsiella pneumonia,
Proteus mirabilis ve Escherichia coli bakteri suslarimin adezyonu iizerine bazi afir
metallerin etkisini incelemislerdir. Demir ve ¢inko’nun bu bakterilerin ortamdaki hiicrelere

yapismalarini artinic: etkisini gozlerken, ortamdaki Ca** ve Mg*™

un benzer etkisini tespit
edememislerdir. Sugarman ¢aligmasinda ortamdaki demir konsantrasyonunun adezyonu
artiricl etkisinin yaninda bu bakterilerin iiremelerini de artiran bir metal oldugunu bildirmis
ve enfeksiyon gelisiminde ortamdaki demir konsantrasyonunun onemli oldugunu
vurgulamagtir.

Deighton ve Borland (17) S.epidermidis suglarimin slaym iiretim kapasitelerinin

ortamdaki demir konsantrasyonu ile iligkilerini incelediklerinde, slaym negatif
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S.epidermidis suslarinin EDDA ile zenginlestirilip demir konsantrasyonunun diistiriildtigii
ortamlarda slaym liretim kapasitelerinin arttigin1 gézlemlemiglerdir.

El¢i ve arkadaglarimin (24) yaptign ¢alismada S.epidermidis suglan slaym firetim
kapasitelerine: gore giiclii, orta, zayif ve negatif olmak {izere dort gruba ayrilmistir. Bu dért
farkli ~ S.epidermidis sug grubunun slaym iiretim Kkapasiteleri farklh demir
~konsantrasyonlannda ve farkli zaman araliklariyla 6lgiilmiistiir. Enkiibasyon ortamu olarak
kullanilan TSB’ ye degisik miktarlarda demir baglama 6zelligi olan EDDA maddesi ilave
edilmigtir. Bu sekilde iki farkli konsantrasyonda demir limitasyonu saglanmistir. TSB
kontrol olmak fizere {i¢ farkli ortam olusturulmustur. Slaym iiretim kapasiteleri &lgiilerek;
demir konsantrasyonunun disiiriilmesine baglh olarak slaym {iretiminin artmis oldugu
gosterilmistir. Fakat bu artiglarin, kontrol ile karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlaml
bulunmadig: bildirilmistir.

Slaym pozitif S.epidermidis suslarimn slaym olusturma Kkapasiteleri tizerine
EDTA’nin etkisini inceledigimizde; Ca*™? ve Mg dan farkh olarak TSB’ye ilave edilen
EDTA’'mn ¢alisilan biitiin konsantrasyonlarda slaym olusumunu belirgin bir sekilde
azalttigim belirledik. Konsantrasyonlar arasindaki farklilik incelendiginde 32 mM EDTA
iceren TSB’nin 1 mM EDTA igeren TSB’den daha fazla slaym olusumunu azaltici etki
gosterdigi, diger konsantrasyonlar arasindaki farkliligin anlamli olmadig: saptandi. Negatif
grupta da EDTA’ nin etkisi incelendiginde, pozitif grupla paralellik gésterdigi yani
konsantrasyon arttifinda elde edilen optik yogunluklarda diisiis oldugu gézlendi.

Dunne ve arkadaslan (21) yaptiklan ¢aligmada iki degerlikli katyonlarin aksine,
EDTA’ mn konsantrasyona bagli olarak slaym iiretiminde, ¢alistiklari tiim suslarda
belirgin bir diigliy oldugunu bildirmiglerdir. Aragtiricilar, ¢alismamiz sonuglan ile
paralellik gosteren verilerinin iki degerlikli katyonlar i¢in agiklanan teoriyi destekledigini

belirtmislerdir. EDTA’nin ortamda serbest olarak bulunan iki degerlikli katyonlar1 baglama
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Ozelligi bulundugu bilinmektedir. Bu &zellikleri de S.epidermidis’in slaym iretimi
kapasitesi tizerine olan azaltici etkilerini agiklamaktadir.

pH’ min slaym pozitif S.epidermidis suslarinin slaym liretme kapasiteleri tizerine
etkisini gézlemek igin, pH’ s1 5, 6, 7, 8 ve 9 olan TSB’ ler hazirladik. pH 7’yi baz alarak
pH’ nin slaym olusumu {iizerine etkisini degerlendirdik. pH> nin slaym olusumuna
etkisinin kismen de olsa deZiskenlik gdsterdigini ancak bu degiskenliklerin istatistiksel
olarak anlamsiz olduklarim saptadik.

Yapilan bir calismada slaym pozitif S.epidermidis suglarimin slaym iiretim
kapasiteleri tizerine pH’ nin etkili oldugu bildirilmistir. Caligmada biitiin slaym pozitif
suslarin slaym olusturma kapasitelerinin asidik ortamda diistiigiinii, alkali ortamda ise bes
sustan ikisinin slaym {iretme kapasitelerinde artis oldugu belirtilmigtir. pH’> min  bu
etkisinin muhtemelen toplam ytizey yiikiiyle ilgili oldugu ve bu yiikiin hiicre yiizeyi ve
elektronegatif madde arasindaki ¢ekim giiciinii kontrol ettigi bildirilmektedir (21).

Biz calistigimuz iki degerlikli ( Ca*?, Mg*?) katyonlarin slaym pozitif tiim suglarda
slaym tiretim Kapasitesini in vitro olarak artirdigim gérdiik. Iki degerlikli katyonlarin
aksine EDTA’nin slaym tiretim kapasitesi iizerine olumsuz etkisini gézledik. Caligtifimiz
tim slaym pozitif suslarda EDTA’nin slaym iiretimini baskilayici bir rolii oldugunu
saptadik. EDTA’nmin ortamda serbest olarak bulunan iki degerlikli katyonlar1 baglama
ozelliginden kaynaklandig1 kanisina vardik.

KONS’ larn slaym maddesini tiretmeleri klinik olarak ¢nemli bir virulans
faktordiir. Ozellikle metabolik bozukluklara sahip ve maligniteli hastalarda S.epidermidis
gibi firsatg1 patojenlerin infeksiyon yapma siklig: saglikli bireylere gére daha yiiksektir. Bu
tip hastalarda immiinosupressif ila¢ kullanimi, hiperkalseminin yiiksek oranda gériilmesi,
yilksek konsantrasyonlarda katyon igeren intraventz soliisyonlarin alimmi ve lokal

enflamasyon gibi sebeplerin hastalarda bakteriyel adezyon artigina neden olabilecegini
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diisiindiirmektedir. Ornegin yiiksek konsantrasyonlarda iki degerlikli katyon igeren
intravendz sollisyonlarinin hastaya verilmesi esnasinda bu katyonlarin kateter bolgesindeki
molekiillerin ¢ekim giliclinii arttinp, S.epidermidis gibi firsatg1 mikroorganizmalarin
birbirlerine ve ortama adezyonunu artirip kolonizasyonu y:ﬁkseltebilecegi bildirilmigtir
(22). Calismamiz1 ¢esitli metabolik bozuklugu olan ve maligniteli hastalarda slaym tireten
‘bakteriyel enfeksiyonlarimin 6nemini belirleyecek galismalar igin bir 6n aragtirma olarak

degerlendirilebilir.
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OZET

Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 15 slaym pozitif Staphylococcus epidermidis
susunun slaym olusturma kapasitesi iizerine kalsiyum (Ca', kalsiyum kloriir olarak
kullanildi), magnezyum ( Mg*, magnezyum siilfat olarak ), EDTA ( Etilen diamin tetra
asetik asit) ve pH’mn etkisi kantitatif mikro yéntem kullamlarak test edildi. Mg™ ve
Ca*®un slaym olusumuna etkisi, TSB’de gittike artan konsantrasyonlarda (8uM, 16uM,
32uM, 64uM, 128uM, 256uM) Mg+2 ve Ca' ilavesi ile incelendi. Farkli oranlarda Mg*?
ve Ca*? igeren besiyerleri konsantrasyonlarina bagh olarak karsilastinldiginda Mg*? ve
Ca™ ‘un artan konsantrasyonlarimn slaym olusumunu artirmig oldugu goézlendi. Aym
calisma slaym negatif grup i¢in de yapildi ve konsantrasyon oram artirildifinda negatif
grupta da TSB’ye oranla optik yogunluk 6l¢timlerinin arttifi gozlendi. Konsantrasyonlar
arasindaki fark anlamli bulundu ( p< 0.05). Mg ve Ca*? etkisinin aksine, TSB’ye ilave
edilen EDTA’nin ¢alisilan biitiin konsantrasyonlarinda ( 1mM, 2 mM, 4 mM, 8 mM, 16
mM, 32 mM ) slaym olusumunu azaltici etkisi saptandi. Negatif grupta da EDTA’nin etkisi
incelendiginde, pozitif grupla paralellik gosterdigi yani konsantrasyon arttifinda .elde
edilen optik yogunluk &l¢timlerinde anlamli bir diigiis oldugu goriildii ( p<0.05 ). pH’nin
slaym olusumuna etkisini arastirmak i¢in pH’s1 5, 6, 7, 8 ve 9 olan TSB’ler hazirlanarak
incelendi, pH 7 baz alinarak degerlendirildiginde pH’'nin slaym olusumuna etkisinin
degiskenlik gosterdigi gozlendi. Fakat bu degiskenlifin istatistiksel olarak anlamli
olmadify saptandi. Calismamizda in vitro olarak S.epidermidis’in slaym olusumu tizerine
Ca'? ve Mg™“un etkili olabilecegi tespit edilmistir. Bu S.epidermidis’in neden oldugu

biomedikal implant enfeksiyonlarinin patogenezinde énemlidir.
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SUMMARY

The effects of increasing concentrations of magnesium ( Mg** ), calcium ( Ca®"),
EDTA and pH on the slime production of fifteen slime positive strains of Staphylococcus
‘epidermidis were examined, using an in vitro quantitative micro method The addition of
Mg?" to the bacterial suspension in increasing concentrations significantly enhanced the
slime production of slime positive S.epidermidis strains. Similarly, the addition of Ca?* in
increasing concentrations produced a significant increase in the slime production of all test
strains. In contrast, the slime production of all test strains was significantly reduced in the
presence of EDTA at increasing concentrations. The effect of pH was variable between all
test strains when compared to control values at pH 7.0, but this variability 1s not
significant statisticalliy. These data indicate that, in addition to hydrophobic interactions,
ligand-specific binding, pH and divalent cations are important determinants of the slime
production of S.epidermidis in vitro. This has possible implications in the pathogenesis of

biomedical implant infections caused by these organisms.
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