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OZET

Staphylococcus epidermidis, énceleri kontaminan bir mikroorganizma olarak kabul edilirken gliniimiizde
ozellikle hastane infeksiyonlarinin 6nemli bir etkeni olarak sayilmaktadir. Bu nedenle incelemeye alinan siip-
heli kolonilerden hizl ve dogru identifikasyon igin gesitli yéntemler arastirilmaktadir. Desferrioksamin (DFO)
duyarliliginin disk diffizyon yéntemi ile saptanmasi, bu yéntemlerden birisidir.

Calismamiz, toplum kaynakl gesitli klinik materyallerden izole edilen 88'i S. epidermidis olmak tizere 187
stafilokok ve bes mikrokok susu tizerinde yiriitiilmis; S. epidermidis suslarini ayirabilmek amaciyla DFO du-
yarlihg ydntemi denenmistir. Yéntemin duyarliligi %100, dzgiilligi %90.3, etkinligi %94.8 olarak bulunmustur.
Alkalen fosfataz aktivitesi ve trehaloz fermentasyonunu saptayan testlerin birlikte kullaniimasi ile testin etkin-
ligi %100’e ulagsmaktadir. Bu sonuglar gézéniine alindiginda S. epidermidis identifikasyonunda, DFO duyarlili-
g1 yontemini hizli, pratik ve guivenilir bir test olarak énerebiliriz.

Anahtar Kelimeler : Staphylococcus epidermidis, Desferrioksamin.

SUMMARY

Importance of Desferrioxamine Susceptibility in Identification of
Staphylococcus epidermidis

Historically, Staphylococcus epidermidis has been recognized as a contaminant microorganism; recently
it is one of the important causes of nosocomial infections. Because of its importance, its identification has
been improved with the recent rapid methods. One of the recent methods is Desferrioxamine (DFO) sus-
ceptibility by disk diffusion method.

In this study, we used DFO susceptibility method to differentiate S. epidermidis from 187 staphylococ-
cus and 5 micrococcus strains. The sensitivity of this method was 100%, the specificity was 90.3% and the
efficiency was 94.8% when it was used alone. The efficiency was increased to 100% by the addition of alka-
lene phosphatase activity and trehalose fermentation. As a result we determined that DFO method was a ra-
pid, easy and reliable method.
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* 27. Turk Mikrobiyoloji Kongresi'nde (7-10 Mayis 1996, Antalya) sunulmustur.

Flora 1996;3:45-50



Korukluoglu G, Zarakolu P, Giivener E.

Staphylococcus epidermidis
[dentifikasyonunda Desferrioksamin Duyarliginin Yeri

GIRIS

Gecmis yillarda kontaminan mikroorganizmalar
olarak kabul edilen koagiilaz negatif Staphylococ-
cus (KNS) tiirleri; son yillarda hastane infeksiyonu
etkenleri arasinda giderek artan siklikta yer almakta-
dir. Ozellikle prostetik kapaklarin, serebrospinal sivi
santlarnin, ortopedik protezlerin, intravaskiiler ka-
teterlerin sebep oldugu infeksiyonlarin ve postope-

ratif yara infeksiyonlarimin firsatci patojeni olarak
kabul edilmektedirler (1,2).

KNS infeksiyonlan icerisinde en yiiksek oranda
izole edilen Staphylococcus epidermidis’dir (3-6).
S. epidermidis tamsinda kullanilan identifikasyon
semalarinin cesitli ve cok sayida besiyerlerine ihtiyac
gostermesi, inkiibasyon stirelerinin uzun ve ticari sis-
temlerin pahali olmasi nedeniyle, S. epidermidis’i
diger KNS’lerden ayiracak, rutin klinik laboratuvar-
laninda kolay uygulanabilecek ucuz ve basit yontem-
lere ihtiya¢ duyulmustur (3-6). Bu amagla; S. epider-
midis’in demir konsantrasyonunun sinirlt oldugu or-
tamlarda tiremesinin inhibe olmasi esasina dayanan
ortamlar gelistirilmistir. Boyle bir ortamin saglanma-
sinda demir baglayici ajanlardan yararlanilmaktadir.
Demir baglama yetenegdi olan desferrioksamin
(DFO) ile belli konsantrasyonlarda hazirlanan diskle-
rin Kirby-Bauer disk diffiizyon yéntemi kullanilarak
S. epidermidis tanisinda yer alabilecegini 6neren
cahismalar mevcuttur (7-9). Ayrica S. epidermidis’in
trehaloz ve mannitolii fermente etmeme, alkalen
fosfataz pozitif olma &zelliginden yararlanilarak tre-
haloz-mannitol-fosfataz agar (TMPA) ve trehaloz-
mannitol broth gibi cesitli besiyerleri gelistirilmistir
(8,10,11). Biz bu calismamizda DFO duyarhiligimnin
ve TMPA'nin S. epidermidis’in identifikasyonunda
gtivenilir, pratik ve ucuz bir tani yéntemi olarak yer
alip alamiyacagin arastirdik.

MATERYAL ve METOD

Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Mikrobiyoloji
ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarlarinda Mayis
1994-Nisan 1995 tarihleri arasinda idrar, yara, va-
jen, bogaz gibi cesitli klinik 6rneklerden izole edilen
187 stafilokok ve bes mikrokok susu tizerinde calisil-
mustir. S. epidermidis ATCC 11228 ve S. sap-
rophyticus ATCC 15245 suslarn, testlerin dogrulan-
masi amaciyla kullanmlmustir.

Yiizde bes koyun kanli agarda tireyen ve Staphy-
lococcus spp. oldugu diisiiniilen kolonilerden Gram
preparat ve katalaz olumlu olanlarin anaerobik sart-
larda gluozu fermente etme ve Kirby-Bauer disk
diffiizyon yéntemiyle basitrasine direncli olma &zel-
likleriyle mikrokoklardan ayrimlari yapild: (8,12-14).

Lamda bagh koagiilaz ve tiipde serbest koagiilaz
testleri yapildi. Hemolizlerine, trehaloz ve mannitole
olan etkilerine, DNase aktivitelerine bakildi. Koagti-
laz ve DNase pozitif olan, trehaloz ve mannitolii fer-
mente eden suslar S. aureus olarak idantifiye edildi.
Koagiilaz negatif olan ve trehaloz-mannitolii fer-
mente etmeyen suslar da S. epidermidis olarak ta-
nimlandi.

KNS izolatlarn TMPA besiyerine pasajlandi.
TMPA besiyeri; sterilize edilmis ve sogutulmus purp-
le agar base besiyerine (Difco Laboratories, Detroit
Michigan USA); %1 mannitol, %1 trehaloz ve
9%0.01 fenolftalein difosfat eklenerek hazirlandi. S.
epidermidis’in trehaloz ve mannitolii fermente et-
meme ve alkalen fosfataz pozitif olma 6zelliginden
vararlanilarak hazirlanan bu besiyerine novobiosin,
basitrasin diskleri yerlestirilerek, S. saprophyticus
ve Micrococcus spp. ayrimi da ayni zamanda yapi-
labildi. Ayrica bu suslann fosfotaz aktivitesi arastiril-
di. Bu amacla petri kutusu kapagina 1 N amonyum
hidroksit soliisyonundan bir damla damlatildi. Parlak
pembe renk alan koloniler alkalen fosfataz aktivitesi
pozitif kabul edildi. Novobiosine direngli suslarin hic
birinde parlak pembe renk olusmadigi gézlendi

(2,8).

DFO disklerinin hazirlanmasi: Desferrioksami-
nin (Desferal, Ciba-Geigy, Switzerland) uygun diliis-
yonlarl, 6 mm caph standart kalinhktaki steril diskle-
re emdirilerek hazirlandi. Bu diskler, 4°C’de saklan-
mis ve bes hafta siireyle kullanilmustir (7).

Kullanilan konvansiyonel yéntemlerle idantifiye
edilemeyen suslar API-STAPH (BIO MERIEUX)
idantifikasyon setleri kullanilarak idantifiye edildi. In-
celemeye alinarak kesin identifikasyonlar1 yapilan
192 sus; 3 mL tripticase soy broth iceren tiiplere
inokiile edildi. Bulanikhklari MacFarland 0.5 stan-
dardina gore ayarlandi. Steril ekiivyonla Miiller-Hin-
ton agar besiyeri yiizeyine yayilan inokiiluma 1000
pg’'lik DFO diskleri yerlestirildi. 24 saat, 37°C’de in-
kiibe edilen plaklarin degerlendirilmesinde DFO dis-
kinin cevresinde 20 mm ve daha fazla capta olusan
zonlar duyarh kabul edildi (7).

SONUCLAR

Calismaya alinan 192 adet susun; 88'i S. epider-
midis, 36’s1 S. saprophuyticus, 28’i S. aureus, onu
S. hominis, dokuzu S. haemolyticus, altis1 S. capi-
tis, dérdii S. warneri, ikisi S. lugdunensis, ikisi S.
cohnii, biri S. simulans, biri S. schleiferi, besi Mic-
rococcus spp. olarak tanimlanmustir. Bulgular Tablo
1’de 6zetlenmistir. Calismaya alinan suslarda DFO
diski ile alinan sonuclar Tablo 2’de gosterilmistir.
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Tablo 2. Calismaya Alinan Suslarda DFO Diski

Tablo 3. Calismaya Alinan Suslarin DFO Duyar-

ile Alinan Sonuclar. Iiliklar:.

Suslar Duyarl Toplam S. epidermidis Diger Toplam

S. epidermidis 88 88 DFQO’ya duyarl 88 10 98

S. saprophyticus - 36 DFO'ya direncli 0 94 94

S. aureus - 28 Toplam 88 104 192

S. hominis 10 10

S. haemolyticus ) 9 S. epidermidis, KNS’ler arasinda en sik izole

S. capitis - 6 edilen tiirdiir (6,14,17,20). Klinik materyalden stafi-

S. warneri } 4 lokoklarin izolasyon ve identifikasyonlarinin dogru

) olarak yapilmasi énemlidir. S. aureus infeksiyonlari-

S. lugdunensis ) 2 nin tanusy; tiip koagtilaz testi ile ucuz ve kolay bir se-

S. cohnii - 2 kilde yapilmaktadir. Gen¢ kadinlarda toplum kay-

S. simulans } 1 nakl iiriner sistem infeksiyonlarinin en sik goriilen
o etkenlerinden biri olan S. saprophyticus, basit bir

S. schieiferi ) 1 novobiosin disk diffiizyon testi kullanilarak diger Kli-

Micrococcus spp. - 5 nik éneme sahip stafilokoklardan ayrilabilir. En sik

Konvansiyonel yontemlerle S. epidermidis ola-
rak identifiye edilmis olan suslarin hepsi DFO’ne du-
varh bulunmustur. Tablo 3’de bu bulgular sunulmus-
tur.

Bu verilere gore; S. epidermidis identifikasyo-
nunda DFO duyarlih@ yontemi kullanldigi zaman
testin dzgtilliigii %90.3, duyarlihg %100, pozitif so-
nuclarin beklenen degeri %90, negatif sonuclarin
beklenen degeri %100 olarak bulunmustur. Testin
etkinligi %94.8 olarak hesaplanmustir. S. hominis’i
S. epidermidis’den ayirmak icin alkalen fosfataz ak-
tivitesi ve trehaloz fermantasyonunu saptayan testle-
rin birlikte kullanilmas: ile testin etkinligi %100’e
ulasmaktadr.

TARTISMA

KNS’ler, gecmiste Klinik énemi az, saprofit mik-
roorganizmalar olarak kabul edilirlerken, glintimiiz-
de ciddi infeksiyonlara neden olabilecekleri bilin-
mektedir (16,17). Bu infeksiyonlar; arteriovenéz
sant ve ventrikiilo-atrial sant infeksiyonlar, prostetik
eklem infeksiyonlari, otitler, konjunktivitler, karin ici
abseleri ve fulminan septisemileri icermektedir
(12,14,18). Son yillarda koagiilaz negatif stafilokok-
kal bakteriyemilerin oraninda bir artis oldugunu gés-
teren raporlar mevcuttur. Bu nedenle KNS’lerle olu-
san firsatc1 infeksiyonlarn dogru tedavi edebilmek
icin kan kiiltiirlerinden izole edilen bu mikroorganiz-
malar sadece kontaminan olarak kabul edilmemeli,
ciddi bir sekilde incelenmeye alinmalidir (19).

goriilen KNS olan S. epidermidis’in ise tarsi; kar-
bonhidrat fermentasyon testleri (maltoz, siikroz, tre-
haloz, mannitol) ve bir enzimatik reaksiyon olan al-
kalen fosfataz aktivitesine bakilarak konulabilir. Bazi
laboratuvarlar, identifikasyon amaciyla hazir ticari
kitleri kullanmaktadir, ancak bu testler pahaldir ve
tam anlamiyla etkili olamayabilmektedir (9).

Kullanilan rutin identifikasyon semalarinin uzun
inkiibasyon stiresine, cok cesitli kat1 ve s besiyeri-
ne ihtiyac gostermesi nedeniyle hizli, pratik ve ucuz
yontemlere gereksinim duyulmustur. Eng HK. ve ar-
kadaslar1 kan Kiiltiirlerinden izole edilen KNS’lerin
identifikasyonu ile ilgili yapmis olduklar bir calisma-
da sonuclar 72 saatte degerlendirilmistir (15). De-
ighton ve arkadaslan da konvansiyonel biyokimyasal
testlerin etkili ancak zaman kaybina neden oldukla-
rin séyleyerek rutin kullarm icin pratik ve hizl se-
malara ihtiyac oldugunu belirtmislerdir (3). Grasmick
AE. ve arkadaslar1 da 190 KNS susu {izerinde yap-
mus olduklart bir calismada konvansiyonel metodla-
rin cesitli besiyerlerine ve 72 saatlik inkiibasyona ih-
tivac gostermelerinin rutin klinik laboratuvarlarda
kullanimini smirladigini belirtmislerdir (6). Biitiin bu
nedenlerden dolayi hizh ve pratik testlere ihtiyac du-
yuldugu cesitli arastirmacilar tarafindan saptanmistir

(3-6,14,21).

Son yillarda S. epidermidis tansini hizh ve dog-
ru olarak koyabilmek icin cesitli arastirmalar yapil-
mustir (7-10,22). Bunlardan biri olan DFO duyarhli-
g1 yontemini biz; ucuz, kolay uygulanabilir ve giive-
nilir bir test olarak saptadik. Yéntemin duyarhiligin
%100, dzgtilliigiini %90.3, porzitif sonuclarin bekle-
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nen degerini %90, negatif sonuclarin beklenen de-
gerini %100, etkinligini %94.8 olarak bulduk. Lind-
say ve arkadaslarimin calismasinda testin etkinligi
%96.4 olarak bulunmustur (7). Yine Boswell ve ar-
kadaslari tarafindan DFO duyarliiginin S. epidermi-
dis tamsinda bir eleme testi olarak kullanilabilecegi
ve ancak direncli ¢cikan suslarin daha pahal ticari kit-
lerle incelenebilecegini bildirilmistir (21). Heuck ve ar-
kadaslarmnin 233 stafilokok ve mikrokok susu tizerin-
de vaptiklar1 bir calismada S. epidermidis’in biitiin
suslarinin DFO’ne duyarl oldugu saptanmustir (22).
Bu arastirmacilanin bulgulari bizim calismamizla
uyumludur.

Bu yéntemin uygulanmasinda dikkat edilmesi
gereken cok énemli bir nokta; test icin kullanilacak
besiyerinin demir ve demir bilesigi icermemesi ge-
rektigidir. Test icin temel alinan konu; bakterilerin
demir metabolizmasidir. Demir, biitiin mikroorganiz-
malar icin esansiyel bir elementtir. DFO da bir demir
baglayicist olup, demirle baglandiginda ferrioksami-
ne donisiir. S. epidermidis, normal sartlar altinda
sideroforlar aracihgyla ortamda bulunan demiri kul-
lanir. Ancak demirin DFO ile bagh formunu kullana-
maz ve sonucta inhibe olur, DFO diski cevresinde
lireyemez. Ayrica S. epidermidis’in {iremek icin di-
ger stafilokoklara gére daha fazla konsantrasyonda
demire ihtiyaci vardir. S. epidermidis; siderofor de-
mir kompleksiyle kazanamayacagi demiri, varsa or-
tamda bulunan diger demir bilesiklerinden, membra-
ninda ekspresse ettigi 6zel proteinleri aracihgyla ka-
zanmaya calisir. Bu nedenle DFO duyarhlhigmnin aras-
tinlacag: test besiyeri ortaminda kan veya diger de-
mir bilesikleri bulunmamahdir (7,23,24). Ayrica S.
hominis’in DFO’ne olan duyarlihg: da saptandig icin
S. epidermidis’den ayriminda alkalen fosfataz akti-
vitesi ve trehaloz fermentasyonu testlerinin énemli
bir yeri vardir.

Sonug olarak uygun sartlarda yapilan DFO duyar-
hlig testinin klinik laboratuvarlarda kullamlmasi uy-
gundur. Duyarhhig: %100 olup gtivenilir bir tani yon-
temidir. Ozgiilliigii ise %90.3 olup, ek testlerle birlik-
te S. epidermidis tarusi icin %100 etkili, pratik ve
ucuz bir identifikasyon yéntemi olarak énerilebilinir.
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Ana Konular

e Cerrahi infeksiyonlar - Tedavide yeni yaklasimlar

e Geriyatrik infeksiyonlarda tedavi yaklasimi

® Yeni asilar

* infeksiyon hastaliklarinda tedavi protokolleri

e Osteomyelit tam ve tedavisinde yenilikler

¢ Diyabetik ayak infeksiyonlarinda antibakteriyel tedavi
e Cerrahi dis1 infeksiyon profilaksisi

¢ Antibiyotik serum ve doku diizeyleri ile infeksiyonun
yeri arasindaki iliskinin klinik 6nemi

e Teikoplanin
e Pnémokoklarda penisilin direnci - Tiirkiye’deki durum

¢ Cogul direncli enterokok infeksiyonlari: Klinik uygula-
malarda olanaklarmiz nelerdir?

e Toplumdan edinilmis alt solunum yollar1 infeksiyonlari

e Antibiyotik duyarlilik testleri, yéntemler ve sorunlar

e Antiviral duyarllik testleri

¢ Antibiyotik tedavisinin farmakoekonomik yonleri:
Olanaklari ve smnirlamalar

e Yeni anti-retroviral ilaclar

e Yeni ve yeniden énem kazanan antibiyotikler

e Sepsis ve tedavisi

¢ Risk altindaki hastalarda idrar yolu infeksiyonlart
¢ Kronik viral hepatitlerde tedavi olanaklari

e Sefepim

® Su cicegi asist

e Tiberkiiloz tedavisinde yeni uygulamalar ve duyarhlik
testleri

e Parazit hastaliklar: tedavisinde yenilikler
e Yeni antifungal ilaclar ve antifungal duyarlilik testleri

¢ Baska yeni antimikrobik ilaclar

(Yazisma Adresi: Prof. Dr. Emel TUMBAY 3. AKG Sekreterligi Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bornova, 35100 Izmir Tel: 0.232.388 66 23 Fax: 0.232.342 21 42)
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