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STAFILOKOK SUSLARININ GAZ KROMATOGRAFI METODUYLA TANIMLANMASI ve

ANTIBIYOTIK DUYARLILIKLARI'

Ekrem KIRECCI* Ayse Esin AKTAS**

Yayin Kodu: 2005/10-A

Ozet: Bu calismada, gesitli klinik drneklerden izole edilen stafilokoklar gaz kromatografi metoduyla tanimlandi.
Stafilokoklarm identifikasyonunda mikroskobik deneyler ve gesitli biyokimyasal testlerin klasik olarak uygulanmasi yaninda
birgok basit ticari sistemler ortaya konmustur. Bu sistemler fenotipik ya da genotipik karakterizasyon esasina gore
uygulanmaktadir. Ticari olarak mevcut olan bilgisayar destekli Mikrobiyal Identifikasyon Sistem (MIS), bakterilerin yag asitlerini
gaz kromatografi metoduyla analiz edilebilmektedir. Calismada 54 stafilokok izolatinim identifikasyonu icin MIS kullanilds. izole
ve identifiye edilen stafilokok tiirlerinin antibiyotik duyarliliklar disk difiizyon metoduyla arastirildi. Metsilin direnci koagiilaz
pozitif ve koagiilaz negatif stafilokoklarda sirasi ile %47.0-%40.5 olarak bulundu. Metisiline direngli stafilokok suslarinin,
metisiline duyarl stafilokok suslarina gére antibiyotiklere daha direngli olduklarn saptandi. Suslarin tamami vankomisine ve
teikoplanine duyarl bulundu.

Anahtar sozciikler: Antibiyotiklere duyarlilik, MIS, Staphylococcus, yad asit analizi.

Identification of Staphylococci by Gase Chromatograhy Method and
Antibiotics Sensitivity of Strains

Summary: In this study. staphylococci isolated from various clinical specimens were identified by gase chromatograhy
method. While the classical method of identifying staphylococci relies on microscopic examination followed by a variety of
biochemical tests, a number of commercial systems have been introduced to simplify the procedure. These systems operate by
either phenotypic or genotipic characterization. A commercially available, computer-assisted microbial identification system
(MIS) employs gas-liquid chromatographic analyses of bacterial fatty acids. In this study, the MIS was used to identify 54
isolates of Staphylococcus species were tested. Sensitivies of strains isolated and identified were investigated to some
antibiotics by disk diffusion method. Methicilline resistance were found to be 47.0% and 40.5% in coagulase positive and
negative staphylococci, respectively. Methicillin-resistant Staphylococcus strains were found to be more resistant to other
antibiotics than methicillin-sensitive Staphylococcus strains. All Staphylococcus strains were susceptible to vancomycine and

teicoplanin.

Keywords: Staphylococcus, fatty acid analysis, MIS, antibiotics sensitivity.

GIRIS

Stafilokoklar, sistemik ve lokal bir ¢cok enfeksiyo-
na neden olan ve son yillarda bazi antimikrobial ajan-
lara direncli hale gelmesi nedeniyle daha da 6nem ka-
zanan bakterilerdir. Stafilokoklarin identifikasyonu
icin gerek manuel ve gerekse de otomatize birgok
metod ticari olarak mevcuttur'. Calismada stafilokok-
larin identifikasyonunda, Microbial ID (MIDI, Ne-
wark,DE,USA) tarafindan iiretilen, Mikrobiyal Identi-
fikasyon Sistem (MIS)’den yararlanildi.

Sistem, tiirlere 6zgii olan yag asit esterleri gibi bi-
lesikleri yiiksek ayristirma ozelligindeki gaz-sivi kro-
matografisi vasitasiyla tanimlar. MIS tam otomatik bil-
gisayar destekli, hizl1 sonug veren, diisiik maliyetli
olup, laboratuvarda izole edilen bir¢ok mikroorganiz-

manin identifikasyonunda kullanilmaktadir®*.

Bu calismada cesitli klinik 6rneklerden izole edilen
54 stafilokok susunun MIS ile tiir diizeyinde tanimlan-
masi ve suslarin antibiyotik duyarliliklarinin arastiril-
mas! amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Stafilokok sugslari; Atatiirk Universitesi Aragtirma
Hastanesinde gesitli servislerde yatan hastalardan la-
boratuvarimiza gonderilen 18'i kan, 12'si yara, 10'u id-
rar, yedisi vajen, dordii trakeal aspirat ve li¢ii bogaz
kiiltiiriinden izole edilen ve enfeksiyon etkeni olabile-
cedi diistintilen toplam 54 stafilokok susu incelenmig-
tir. Stafilokoklar; koloni morfolojisi, gram boyama
ozelligi, katalaz testi, mannitol fermantasyonu, novobi-

' Arastirma daha 6nce XXX. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi'nde poster 6zet-metin olarak sonulmustur (30 Eylil - 5 ekim 2004, Antalya)
#  Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Erzurum-TURKIYE
=k Atatiirk Universitesi T1ip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Erzurum-TURKIYE
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ocin duyarlilig1 ve koagiilaz testleri ile tanimlanmustir.

Kontrol olarak Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 14990,
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 suslari
kullanilmigtir.

MIS sistemi dort ana parcadan olusan ve bilgisayar
kontroliinde ¢alisan bir sistemdir. Bu ana parcalar; gaz
kromatografisi, kromatografiyi besleyen gaz tanklar
(hidrojen, azot ve hava), bilgisayar sistemi ve databa-
se'den olugmaktadir (Sherlock system software, lib-
rary generation software, bakteri ve fungus icin hazir-
lanmig kiitliphaneler)*.

Tanimlanmasi istenilen stafilokok izolatlari kanli
agar besiyerinde saf kiiltiir haline getirildikten sonra,
yine plak kanli agar besiyerine ekim yapilarak 37 °C
de 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Daha sonra stafi-
lokoklarin yag asit esterlerinin izolasyonu ve saflasti-
rilmasi i¢in bir 6ze dolusu (yaklasik 40 mg) izolat ste-
ril cam test tiipiine (Sml) aktarilarak agz sikica kapatil-
di. Daha sonra her bir test tiiptine 1ml ¢ozelti 1 eklen-
di, 5-10 saniye calkalandi1 ve 25 dakika siire ile 100
°C’ lik sicak su banyosunda inkiibasyona birakildi. Bu
islem ile canli hiicreler parcalanip yag asitlerinin ser-
best kalmasi saglandi.

ikinci basamakta test tiiplerine 2 ml ¢ozelti 2 ekle-
nerek, 5-10 saniye calkalandiktan sonra 80 °C'de 10
dakika bekletildi ve hemen iki dakika kadar buz iceri-
sinde tutuldu. Metilasyon basamag: olarak bilinen bu
safhada serbest yag asitlerine ester baglari ile metil ek-
lenmekte ve yag asitlerinden yag asit esterleri olus-
maktadir. Boylece yag asit esterleri yiiksek sicaklikta
ucuculuk ozelligi kazanmaktadir.

Ugiincii basamakta sogutulmus tiiplere 1.25 ml ¢o-
zelti 3 eklenerek 10 dakika calkatandi. Bu siire sonun-
da tiiplerde iki faz olustu. Alt fazda asidik, iistte or-
ganik si1vi faz olusup pastor pipeti ile dikkatli bir sekil-
de asidik faz atildi.

En son asamada her tiipe 3 ml cozelti 4 eklendi.
Tiipler bes dakika calkalanarak 10 dakika oda sicakli-
ginda bekletildi. Bazik yikama denilen bu safhada yag
asit esterleri daha saf olarak elde edildi. Bekleme so-
nunda tiiplerde olusan iki fazin tistte kalant yag asitle-
rinin saf metil esterleri olup bu alandan pastor pipeti
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ile 2ml gaz kromatografisi tiiplerine transfer edildi.
Agizlan sikica kapatilarak MIS cihazi iizerindeki 6rnek
depolama tepsisine dikkatli bir sekilde yerlestirildi.
Sistem kilavuzuna uygun sekilde tek tek analiz edildi
ve CLIN4O0 kiitiiphanelerine gore sonuglari alindi®*.

Cozelti 1: Saponifikasyon ( Hiicre parcalavyict )

NaOH 45 gr
Metil alkol 150 ml
Saf su 150 ml
Cozelti 2: Metilasvon

HCl, 325 ml
Metil alkol 275 ml

Cozelti 3: Ekstraksyon (Saflastirma)

200 ml
200 ml

Hekzan
Meti-tert-butil eter

Duyarlilik testleri, tanimlanan bakterilerin antimik-
robiyal ajanlara duyarliliklari National Committee For
Clinical Labotaory Standars (NCCLS) kriterleri dog-
rultusunda disk difiizyon yontemi ile arastirilip deger-
lendirilmistir’.

BULGULAR

Izole edilen toplam 54 stafilokok susunun 17' si
S.aureus, 23'li S.epidermidis, 3' ii S.hominis, 3'li S.ure-
olyticus, 3 'li S.warneri, 1'i S.kloosii, 1'i S.saprophyti-
cus, 1'i S.simulans, 1'1 S.arlettae, 1'i S.haemolyticus,
1'i S.capitis seklinde MIS ile tiplendirildi. S.aureus ve
KNS nin sirasi ile penisiline % 0 - % 72.9, seftazidime
%5.8-%64.8 ampisilin-sulbaktama % 41.1 - % 94.5
oraninda duyarli oldugu tespit edilmistir. Metsilin di-
renci koagiilaz pozitif ve koagiilaz negatif stafilokok-
larda sirasi ile % 47.0 - % 40.5 olarak bulunmustur.
Metisiline direncli stafilokok suslarinin, metisiline du-
yarlt stafilokok suslarina gore antibiyotiklere daha di-
rencli olduklar1 saptanmistir. Suslarin tamami vanko-
misine ve teikoplanine duyarli bulunmustur (Tablo 1).
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Tablo 1. identifiye edilen stafilokok tiirlerinin MIS  ve antibiyotik duyarlilik sonuglari .
Table 1. Staphylococcus species identified the results of MIS and antibiotic sensitivity.

S

8
S. epidermidis(23) 15 8 13 10 2
S.hominis(3) 3 3 s 3
S. ureolyticus 3) 3 = 1 2 3
S.warneri(2) = 1 1 2 2
S.kloosii (1) i - 1 1
S.saprophyticus(l) - 1 : 1 I
S. simulans (1) 1 < 1 1
8. arlettae (1) 1 - | 1
S.haemolyticus (1) 1 = 1 - 1
S. capitis (1) I - 1 |
S#; Sensitiv. R*: Rezistan

TARTISMA ve SONUC

Stafilokoklarin tiir diizeyinde tanimlanmasi icin
klasik yontemlerin yanisira Mikrobiyal identifikasyon
sistem gibi alternatif yontemler de mevcuttur. MIS,
stafilokoklari ayni giin tiir diizeyinde tanimiama olana-
g1 vermektedir®.

Stoakes ve ark.” MiS'i, konvansiyonel ve diger ti-
cari tekniklerle (API Staph-Ident, DMS Staph-Trac,
Minitek, Pos ID panel) karsilastirmslar, bu yontem ile
470 stafilokok susunun 413 (%87.8)"linii dogru olarak
isimlendirirken, 57 susu ise isimlendirememislerdir.
Aymi calismada MiS'in stafilokoklarin identifikasyo-
nunda performansi yiiksek alternatif bir yontem oldu-
gu belirtilmistir. Yine bir ¢calismada Kotilainen ve ark.”
koagiilaz negatif suslardan S.capitis, S.haemolyticus,
S.warneri ve S.lugdunensis'i MIS ile isimlendirmisler-
dir.

Behme ve ark.®, stafilokoklarin tanimlanmasinda bi-
yokimyasal testler ile yag asiti analizine dayanan
MIiS’i karsilastirmiglardir. Calismalarinda her iki yon-
temle de 35 stafilokok susunun hepsini tanimlamislar-
dir. Aragtirmacilar, tanida yag asit analizinin yanisira
biyokimyasal test verilerinin de kullamildiginda, her iki
yontemin birbirini destekleyici pratik bir sistem ola-
bilecegini belirtmislerdir®. Yapilan bu ¢aligmada sugla-
rin tiplendirilmesinde biyokimysal testler ile MIS kar-
silastirlmamustir. Ancak suslarin ilk izolasyonunda,
koagiilaz, mannitol fermentasyonu ve novobiocin du-
yarlilig1 gibi konvensiyonel testlerle MIS identifikas-
yon sonuglart arasinda paralellik goriilmiistiir.

Vankomisin  Teikoplanin

g5 I SR s
17 - 17
21 21 2 23 - 23 -
3 - 3 - 3 -
3 - 3 3
2 - 2 - 2 -
1 - 1 - 1 =
1 1 1 -
1 - 1 1 -
i - 1 1 -
1 - 1 1 =
I 1 1 -

Stafilokoklarda 1950°li yillarda penisilinin yani sira
eritromisin, tetrasiklin, streptomisin gibi o déonemde
kullanimda olan diger antibiyotiklere de direng gelis-
mistir. Cetinkaya ve Unal’,1970’li yillardan itibaren
metisiline direncli S.aureus (MRSA) suslarinin yaygin
olarak kullanilan bir¢ok antibiyotige direncli hale gel-
meye basladigini belirtmislerdir.

Tiirkiye’de yapilan cesitli calismalarda, metisilin
direnci S.aureus suglarinda %43 ile %65 arasinda,
KNS’larda %44 ve %57 arasindaki oranlarda tespit
edilmistir'®'®. Avrupa’da hastane enfeksiyonlarina yo-
nelik bir prevalans calismasinda, 10 iilkede toplam 43
labotatuvardan gonderilen 7333 izolatin %12.8 nin
metisiline direngli oldugu bildirilmistir'. Bu caligma-
da S.aureus suslarinin  %47°si, KNS’larinda %40.5’i
metisiline direng¢li bulunmusgtur. Arastirmamizda stafi-
lokok suslarinda metisiline direnglilik oraninin, Avru-
pa’da elde edilen oranlardan yiiksek oldugu, ancak
Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalara paralellik gosterdigi
belirlenmistir. Stafilokok suslarmin hig¢birinde vanko-
misin ve teikoplanin direnci saptanamazken, S.aureus
suslarinda penisilin, sefazolin, oxacillin ve
amp./sulb.’a yiiksek oranda diren¢ saptanmusgtir.

Sonug olarak MiS’in tanida kullamldig1 caligma-
mizda bu yontemin klasik yontemlerden daha hizli ve
oldukga giivenilir sonu¢ vermesi nedeniyle tanida yar-
dime1 bir yontem olabilecegi, ancak diger identifikas-
yon teknikleri ile karsilastirmali ¢aligmalar yapiimasi
gerektigi kanisina varilmustir.
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