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Amag: Konjonktiva mikrobiyotasinda kolonize olan en 6nemli bakteriler Staphylococcus epidermidis, difteroid comaklar,
Corynebacterium spp. ve Cutibacterium acnes’tir. Ozellikle S. epidermidis’in biyofilm olusturmasi kontakt lense bagl
enfeksiyonlarin gelisiminde 6nem tasimaktadir. Bu amagla ¢alismamizda, lens kullanmaya hazirlanan 140 hastanin (90
hidrojel, 50 silikon hidrojel), lens kullanimindan énce ve sonra alinan konjonktiva sirtintiilerinde biyofilm olusturan S.
epidermidis ve diger koagiilaz negatif stafilokok tiirlerinin varligindaki degisimleri incelemeyi amagladik.

Yéntem: izole edilen koagiilaz negatif stafilokoklar standart klinik mikrobiyolojik yéntemlerle, S. epidermidis tiirleri AP/
Staph ile tanimlandiktan sonra slime (retimleri; Kongo kirmizili agar, standart tip ve molekiler ydntemlerle
belirlenmistir.

Bulgular: S. epidermidis, lens kullanim éncesi ve sonrasi konjonktival mikrobiyotada en sik izole edilen tiir olmustur. Lens
kullanim 6ncesi konjonktiva mikrobiyotasinda slime treten S. epidermidis oranlari %45-50 iken, hidrojel kontakt lens
kullanim sonrasi %59, silikon hidrojel kontakt lens kullanim sonrasi ise %70.2 olarak belirlenmistir. Slime tretiminin
arastirilmasi igin, 161 S. epidermidis kékeninin Kongo Kirmizili Agar besiyeri kullanilarak yapilan degerlendirmesinde
82'si (%50.9), standart tiip yontemiyle 61'i (%37.8), molekiiler yontemlerle 91°i (%56.5) pozitif bulunmustur.

Sonug: Calismamizin sonucu, lens kullanim 6ncesi ve sonrasi bakteri oranlarinda anlamli degisimlerin olmadigi ama
ozellikle S. epidermidis gibi bakterilerin, slime (retimiyle kontakt lens faktériinii de kullanarak enfeksiyonlara zemin
hazirlayabilecegini disiindirmektedir. Ayrica; molekiiler yéntemlerin ve Kongo Kirmizili Agar yénteminin, Standart Tiip
yontemine gore daha giivenilir oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Kontakt lens, konjonktival mikrobiyota, biyofilm
ABSTRACT

Objective: The most important bacteria of the conjunctival microbiota are Staphylococcus epidermidis, diphteroid rods,
Corynebacterium spp. and Cutibacterium acnes. Especially biofilm formation of S. epidermidis is very important for
contact lens related infections. For this purpose, we aimed to examine the changes in the presence of biofilm-forming
S. epidermidis and other coagulase-negative staphylococci in conjunctival swabs taken before and after lens usage in
140 patients (90 hydrogel, 50 silicone hydrogel) who were prepared to wear lenses.

Methods: Coagulase-negative staphylococci isolated from the conjunctival microbiota identified standard clinical
microbiological methods, after identification of S.epidermidis strains with API Staph; Slime production was determined
by Congo red agar, standard tube and molecular methods.

Results: S.epidermidis was the most frequently isolated species in conjunctival microbiota before and after lens usage.
Before lens usage, slime positive S. epidermidis strains were found as 45-50% but after lens usage it was 59% in
hydrogel contact lens users and 70.2% in silicone hydrogel contact lens users. For the investigation of slime production,
82 (50.9%) of 161 S. epidermidis strains were found positive by using Congo red agar, 61 (37.8%) by standard tube
method and 91 (56.5%) by molecular methods.

Conclusion: The result of our study suggests that there are no significant changes in bacterial ratios before and after lens
use, but bacteria such as S. epidermidis can predispose to infections by using slime production and contact lens factor. Also;
molecular methods and Congo Red Agar method were found to be more reliable than the Standard Tube method.

Keywords: Contact lenses, conjunctival microbiota, biofilm
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GiRiS

Konjonktiva mikrobiyotasi dogumdan itibaren olus-
makta ve gbz ylizeyinin korunmasinda yer alan
savunma mekanizmalari arasinda bu mikrobiyotanin
6nemli rolii oldugu bilinmektedir®. Konjonktiva mik-
robiyotasinda en yogun kolonize olan bakteri
Staphylococcus epidermidis olmakla beraber bunu
Staphylococcus aureus, Corynebacterium spp. ve
anaerop bakterilerden Cutibacterium acnes’in izledi-
gi gosterilmistir®. Son yillarda tibbi alanda gelisen
uygulamalara paralel olarak, gérme bozukluklari igin
gelistirilen kontakt lensler, olduk¢a yaygin kullanim
alanina sahip biyomateryallerdir. Ancak bunlarin,
konjonktiva epitelinde mikrotravmalar olusturarak,
goziin fiziksel savunmasinda zayiflamalara neden
olduklari ve bu durumun basta S. epidermidis olmak
Uzere konjonktivadaki mikrobiyotay: etkileyerek bir
yandan potansiyel patojen bakterilerin goz ylzeyine
tutunmasina, diger yandan normal konjonktival mik-
robiyotanin pargasi olan gerek S. epidermidis’in,
gerekse diger koagiilaz negatif stafilokoklarin (KNS),
korneaya ulasarak enfeksiyona neden olmalarina
zemin olusturdugu da bilinmektedir®. Ozellikle
slime Greten mikroorganizmalarla kolonize olan bu
biyomateryallerin, mikrobiyal keratitlere kaynak
olusturdugu gosterildikten sonra, kontakt lens yiizey-
lerine yapisan ve biyofilm olusturabilen mikroorga-
nizmalarin géz enfeksiyonlarindaki 6nemi daha iyi
kavranmistir®®). Sankaridurg ve ark/nin'”), kontakt
lens kullanimina bagli olarak konjonktiva mikrobiyo-
tasinda biyofilm olusturma 6zelligine sahip
S. epidermidis’in ve C. acnes’in kolonizasyonunda
artis gorilmesine, buna karsin bakteri tlrlerinin
cesitliligi bakimindan bir artis gérilmemesine daya-
nan ¢alisma bulgulari, bu konuyu destekleyen iyi bir
ornektir. S. epidermidis’te, biyofilm olusumundan
icaADBC operonunun {rlin olan polisakkarit yapida
hicrelerarasi adezin (polysaccharide intercellular
adhesin, PIA) sorumlu tutulmaktadir. IcaADBC opero-
nu stafilokoklarda biyofilm olusumunun hiicrelerara-
st adezyon kisminda gorev yapan PIA’'nin olusumun-
da yer alan poli-N-asetil-beta-1-6-glukozamin (PNAG)
oligomerlerini sentezlettirir. IcaA ve icaD genlerinin
gorevi Uridin difosfo (UDP)-N-asetil glukozamini subs-
trat olarak kullanarak seker oligomerleri sentezlettir-

mektir. IcaA tek basina dislik N-asetilglukozamin
transferaz aktivitesi gosterirken, icaD geni varliginda
enzim aktivitesinde belirgin artis gosterilmistir. Bu
nedenle icaA ve icaD genlerinin saptandigi
S. epidermidis kokenlerinin glclG bir biyofilm olus-
turma potansiyeline sahip olduklari kabul
edilmektedir®,

Gorme bozukluklarinda en sik kullanilan kontakt
lensler, hidrofilik monomerlerin polimerizasyonu
veya kopolimerizasyonu ile elde edilen ve genellikle
sentetik yapida olan yumusak kontakt lenslerdir. Bu
lenslerin hidrojel yapida olanlarinda, degisik oranlar-
da su tutma potansiyeli en 6énemli o6zellik olarak
belirtilmekte ve bunun, materyalin oksijen gegirgen-
ligi, elastikligi, 15181 kirma glci ve gerilmeye karsi
dayanikliiginda rol oynadigi bildirilmektedir®. Son
yillarda, silikonun yiksek oksijen gegirme ozelligiyle
hidrojelin ylksek su ve oksijen tasima o6zelliginin
kombine edilmesi ile, silikon ve hidrojel materyalleri-
nin birlestirilmesi sonucu gelistirilen Silikon-Hidrojel
yapida yumusak kontakt lenslerin de yaygin bir kulla-
nim alanina sahip oldugu ifade edilmektedirt*®,

Ulkemizde Tiirkiye istatistik Kurumu (TUIK)’nun 2018
yilinda yaptigi saglik arastirmasina gore, 15 yas ve
Uzeri bireylerin gozliik veya kontakt lens kullanimlari-
nin nifusa oraninin %35.6 oldugunu bildirilmistirY.
Ulkemizde yapilan bir calismada mikrobiyal keratit
tanisi almig hastalarin kiiltiirlerinden etken olarak en
sik S. epidermidis’in (%19.2) izole edildigi belirtilmis,
korneal Ulsere zemin olusturabilecek kontakt lens
kullaniminin %43.1’lik bir oranla en sik karsilagilan
neden oldugu bildirilmistir®2,

Arastirdigimiz kadariyla tilkemizde alaninda ilk oldu-
gunu gordigimiiz bu calismada: (1) Konjonktiva
mikrobiyotasinda icaA ve icaD genlerine sahip
S. epidermidis ve diger KNS’larin dagiliminin belir-
lenmesi, (2) Hidrojel kontakt lens ile silikon hidrojel
kontakt lens kullaniminin bu tiirlerin konjonktivadaki
dagihmina etkisinin arastirilmasi, (3) S. epidermidis
kokenlerinde slime Uretiminin Kongo kirmizili agar
(KKA), standart tip (ST) ve Multipleks Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) yontemleriyle arastirilarak elde edi-
len sonuglarin karsilastiriimasi amaglanmistir.
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GEREC ve YONTEM

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa,
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi (istanbul Universitesi,
Cerrahpasa Tip Fakultesi), Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan (2010-20669) onaylanmistir.

Orneklerin toplanmasi: istanbul Universitesi-
Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi G6z Hastaliklari
Anabilim Dali Kontakt Lens Birimi’ne basvurmus ve
yumusak kontakt lens kullanmasina karar verilmis,
88’i kadin 52’si erkek, kadinlarin yas ortalamasi 2213,
erkeklerin yas ortalamasi 2543 olan 140 hasta c¢alis-
maya alindi. Bu hastalardan 90’inin hidrojel kontakt
lens, 50’sinin ise silikon hidrojel kontakt lens kullan-
mas! ve sik degisim programina uygun olarak bu
lensleri, 30 giin sonra degistirmeleri planlandi.
Konjonktiva siruntdleri, lenslerin hastaya ilk defa
takilacagi glin, lens takilmadan 6nce, topikal aneste-
zik madde kullanilmadan, kirpiklere ve goz kapaklari-
na degdirilmemeye 6zen gosterilerek, rastgele segi-
len yalnizca tek bir goziin alt konjonktival forniksin-
den Ug¢ ayr steril ekiivyonla alindi ve siriintilerin
alindig1 goz kaydedildi. Aylik sik degisimli lens kulla-
nim programina tabi olan bu hastalar lenslerini ¢ika-
rip atacaklari ve yeni lens alacaklari bir aylik donem
sonunda cagrildi. Kontakt lensleri ¢ikarilan bu hasta-
larin konjonktiva strlntileri, ilk strintilerin alindigi
ayni goziin konjonktival fornikslerinden, Gg ayri ekiv-
yonla tekrar alindi. Lens kullanim 6ncesi ve kullanim
sonrasi donemde konjonktiva sdruntileri alinacak
olan tim hastalarin konjonktivit veya baska bir goz
enfeksiyonu tanisi almamis olmasina ve son 72 saat
icinde antibiyotik kullanmamis olmasina dikkat edildi.

Bakterilerin liretilmesi ve tanimlanmasi: Lens kulla-
nim 6ncesi ve kullanim sonrasi, hasta basinda alinan
konjonktiva striintileri hi¢ bekletilmeden Cerrahpasa
Tip Fakdltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarlari’na
getirildi. Surtntllerin alindig eklivyonlardan biri ile
hazirlanan direkt preperatlar Gram boyasi ile boya-
narak degerlendirilmistir. ikinci ekiivyon ile %5 koyun
kanl agara ve cukulatamsi agara ekimler yapildi.
Uciincii ekiivyon ise az sayida bulunabilecek KNS
tirlerinin gogalmasi igin tiyoglikolatli sivi besiyerine
ekildi ve besiyerleri 37°C’de 24-48 saat inkiibe edil-
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di. inkiibasyon siiresi sonunda 6ncelikle tiyoglikolatli
sivi besiyerinden ¢ukulatamsi agara pasajlar alindi ve
bu besiyerleri 37°C’de 24-48 saat inklbe edildi.
Tiyoglikolatli sivi besiyerinden cikolatamsi agara ali-
nan pasajlarda treyen KNS tirlerinin, %5 koyun kanh
agarda ve gikolatamsi agarda treyen KNS tirlerinden
farkl olmadigi gézlendi. Her bir konjonktiva siirlinti-
sinun ekildigi kanli ve cukulatamsi agarlarda, ayrica
tiyoglikolath sivi besiyerinden pasaj alinan gukula-
tamsi agarda Ureyen farkli morfolojideki koloniler
numaralandirildi ve her birinden Gram preparasyon-
lar hazirlandi. Gram pozitif diplokok gortinimiinde
olan bakterilere ait benzer morfolojide goziiken kolo-
nilerden katalaz testi yapildi ve her bir besiyerinden
ayri ayri katalaz pozitif olan en az 10 koloni pasaj
alinarak gogaltildi. Cogaltilan her bir kéken icin lamda
kiimeleyici faktor varligl, DNaz ve tlpte koagllaz
enzimi aktivitesi, 0.04 U basitrasin ve 5 pg’lik novobi-
osin disklerine olan duyarhlik arastirildi. Bagh koag-
laz “clumbing factor” negatif, tiipte koagtilaz enzimi
aktivitesi negatif ve basitrasine direngli olan kdkenler
KNS olarak isimlendirildi. Tum KNS kdkenlerinin tiir
tanimi API Staph (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa)
kiti ile belirlendi. APl Staph kiti ile S. epidermidis
oldugu belirlenen KNS kokenleri triptik soy agar besi-
yerine ekilerek 37°C'de 24-48 saat inkube edildi ve
biyofilm olusumunda &nemli roli olan icaA, icaD
genlerinin arastirilmasi asamasina kadar %10 glise-
rolli brusella sivi besiyerinde -70°C’de saklandi.

Staphylococcus epidermidis kékenlerinde slime
tiretiminin arastirilmasi: S. epidermidis kokenlerinde
slime Uretimi, Freeman ve ark/nin™) tanimladig
Kongo Kirmizili Agar (KKA) ve Christensen ve ark./nin*4
tanimladig1 standart tip yontemiyle (ST) arastirildi.
Deneylerde pozitif kontrol olarak slime Ureten
S. epidermidis standart kokeni ATCC 35984 ve nega-
tif kontrol olarak slime lretmeyen S. epidermidis
standart kokeni ATCC 12228 kullanild.

Kongo Kirmizili Agar (KKA) yéntemi: izole edilen her
bir S. epidermidis kdkeninin 24 saatlik kilturlerinden
KKA besiyerine pasajlar alindi. KKA, laboratuvarimiz-
da Brain Heart Infusion agara (37 g/L, Himedia),
stikroz (50 g/L, Merck) ve Kongo kirmizisi (0.8 g/L,
Merck) ilave edilerek hazirlandi. KKA besiyerinde
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35°C’de 24 saatlik inkiibasyon sonunda, pembemsi-
kirmizi, diiz ve merkezi koyu renkli koloni yapan sta-
filokok kokenleri slime negatif, siyah, plrizli, kuru
koloni yapan stafilokok kokenleri ise slime pozitif
olarak degerlendirildi®*®.

Standart Tiip (ST) yéntemi: izole edilen her bir
S. epidermidis kokeninin 24 saatlik kiltirlerinden
%0.25 glukozlu trypticase soy buyyon (TSB) iceren
tiplere ekimler yapilarak, 0.5 McFarland bulanikli-
ginda bir slispansiyon hazirlandi ve 37°C’de 48 saat
inkiibe edildi. inkiibasyon sonucunda tiiplerin igerik-
leri bosaltildi ve tiplere 5 ml %25’lik safranin boyasi
konuldu. Tupler dikkatlice ¢alkalanarak boyanin tim
ylzeye temasi saglandi ve iki dakika beklendikten
sonra, iki kez PBS ile yikandi, havada kurutulduktan
sonra ters gevrilerek kurutma kagidi izerinde bekle-
tildi. TUpln i¢ ¢eperinde safranin boyasi sayesinde
pembe boyanan ince film tabakasinin gérilmesi,
slime Uretimi olarak degerlendirildi®*¥.

Staphylococcus epidermidis kékenlerinden DNA izo-
lasyonu: S. epidermidis kdkenlerinin DNA izolasyonu
icin High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics GmbH, Manheim, Almanya) Uretici fir-
manin 6nerileri dogrultusunda kullanildi. DNA izolas-
yonu vyapilacak olan kdkenlerin 18-24 saatlik taze
pasajlarindan alinan koloniler bir ml PBS tamponu ile
homojenize edilerek 1 McFarland bulanikliga gore
ayarlandi, stspansiyonlar 11000 rpm’de bir dakika
santrifiij edildi. Ust sivilar atildiktan sonra kalan pel-
lete, 200 pl Tissue Lysis Buffer ilave edildi. Daha
sonra 40 pl Proteinaz K eklenip vortekslenerek drnek-
ler 55°C’de bir saat inkiibe edildi. inkiibasyondan
sonra sivilara 200 pl Binding Buffer eklenerek karisti-
rildi. Karigim 70°C’de 10 dakika inkube edildi.
inkiibasyondan sonra érneklere 100 pl isopropanol
ilave edildi ve iyice karistirildi. Orneklerin sivi kisimla-
ri, koleksiyon tiiplerinin Gzerine konulan Spin kolon-
lara steril uclar ile otomatik pipet yardimiyla aktaril-
di. Bir dakika siresince 8000xg’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi, spin kolon yeni bir koleksiyon tiipe
aktarildi ve Gzerine 500 pl Inhibitor Removal Buffer
ilave edildi. Bir dk sire ile 8000xg’de santrifiij edildi.
Santriflijden sonra spin kolonlar yeni koleksiyon tiip-
lerine alindi ve Uzerine 500 ul Wash Buffer ilave

edildi. Bir dk siire ile 8000xg’de santrifiij edildi bu
islem iki kere yapildi. Spin kolonlar 10 saniye stire ile
maksimum hizda (13000xg) tekrar santrifij edilerek
kalan etanol reziduvleri uguruldu. Koleksiyon tlpleri
atildi. DNA'y1 toplamak amaciyla spin kolonlar temiz,
steril, DNaz, RNaz icermeyen, 1.5 ml’lik mikrosantri-
fiij tiplerine aktarildi. Onceden 70°C’de isitiimis 200
ul Elution Buffer, spin kolonlara ilave edilerek bir dk
8000xg’de santrifiij edildi bdylece genomun memb-
randan ayrilmasi saglandi. PZR islemi yapilincaya
kadar 6rnekler -20°C’de saklandi.

Multipleks PZR ile icaA ve icaD genlerinin belirlen-
mesi: Calismamizda icaA ve icaD genlerini arastirmak
icin Arciola CR ark./nin®) belirlemis oldugu primerler
kullanildi (Tablo 1).

Tablo 1. Multipleks PZR’nda kullanilan primer dizileri ve bekle-
nen bant biiyiklikleri.

Gen Yonii Dizisi Uriin boyutu

icaA  diz 5’-TCTCTTGCAGGAGCAATCAA-3’ 188 bp
ters 5’-TCAGGCACTAACATCCAGCA-3’

icaD  diz 5’-ATGGTCAAGCCCAGACAGAG-3’ 198 bp
ters  5-CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA-3

izole edilen DNA’larda icaA ve icaD genlerinin tespiti
tek asamali PZR ile arastirildi. Amplifikasyon, PTC-
200 Peltier Thermal Cycler’da gerceklestirildi (MJ
Research, Inc., MA, ABD). Her bir kdken igin reaksi-
yon hacminin bes pl’si DNA ekstrakti olmak Gzere
toplam hacim 50 pl olacak sekilde icaA ve icaD gen-
leri igin ayri ayri PZR karisimi hazirlandi. Her bir tiip
Gzerine birer damla mineral yag eklendi. Bu islem

Tablo 2. Multipleks PZR ile icaA ve icaD genlerinin amplifikasyo-
nu igin uygulanan Thermal Cycler programi.

Asama Is1 / Siire Tanim
1. Bekleme 94°C /5 dk Denatiirasyon
2. PZR (50 Dong))  94°C/ 1 dk PZR ile Cogaltma
53°C/1dk
72°C /1 dk
3. Bekleme 72°C/5dk Uzamasi tamamlanmamis
Grlnlerin tamamlanmasi
4. Bekleme 4°C/Sonsuz  Yiritme asamasina kadar

saklamak igin
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Sekil 1. Multipleks PZR ile saptanan icaA geninin agaroz jeldeki
gorunimi.

(SM.: Size marker, 2—4 pozitif 6rnekler, 1-3-5 negatif 6rnekler, DNA
ladder: 100 kb)

* jcaA geni icin PZR sonrasi; 188-bp’de bantlar izlendi.

sonrasinda tliplerin kapagl kapatilarak ornekler
Thermal Cycler’a yerlestirildi ve Tablo 2’de belirtilen
PZR programi uygulandi.

Amplifikasyon sonrasi PZR Urlnleri yatay agaroz jel
elektroforezi ile incelendi. Bu amagla her yuritulen
GrGn grubunda elde edilen bantlarin baydklagina
karsilastirmak icin 100 bp’lik (bp: base pair (baz cifti)
size marker (Fermentas®, Litvanya) kullanildi. 100
V’da 20-25 dakika (Minnie.The.Gel.CicleHE 33, Hoefer
Scientific Instruments, San Fransisco, ABD) yurtil-
dikten sonra UV - transliiminator (Model Tuv 20 Owl
Scientific, ABD) altinda incelendi ve arastirilan bant-
lar degerlendirilerek pozitif érneklerin fotograflar
cekildi (Kodak 1D 3.5) (Sekil 1, 2).

istatistik analiz: Sonuclarin istatiksel olarak deger-
lendirilmesinde Mc Nemar testi kullanilmistir. p<0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Kullanilan kontakt lens tlirtine bakilmaksizin, kontakt
lens kullanan toplam 140 hastamizin, lens kullanma-
ya baslamadan dnce alinan konjonktiva stirtintllerin-
den 81 (%57.8) KNS kokeni Uretilmistir. KNS’lardan
S. epidermidis %88.9 oraniyla en sik izole edilen tiir
olmustur. Diger KNS tirleri sirasiyla yedi (%8.65)
(%2.45)
Staphylococcus capitis olarak tanimlanmistir. Buna

Staphylococcus  lugdunensis, iki
karsin kontakt lens kullanim sonrasi toplam 140 has-
tamizin konjonktiva sirintilerinden 109 (%77.8)
KNS koékeni Gretilmistir. Calismada her hasta igin lens
kullanim sonrasi Uretilen KNS tirlerinin lens kullanim
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Sekil 2. Multipleks PZR ile saptanan icaD geninin agaroz jeldeki
goriinimii

(SM: Size marker, 2-4 pozitif 6rnekler, 1-3-5 negatif rnekler, DNA
ladder: 100 kb)

* jcaD geni igin PZR sonrasi; 198-bp’de bantlar izlendi.

oncesi Uretilen tirlerle benzerligi molekiler yontem-
lerle arastiriimaksizin lens kullanimina bagli olarak
konjonktiva mikrobiyotasinda icaA ve icaD genlerine
sahip S. epidermidis ve diger KNS tirlerinin dagili-
minda bir degisiklik olup olmadigi arastiriimis ve lens
kullanim sonrasi tretilen KNS tirlerinin 89’u (%81.6)
S. epidermidis, 15’'i (%13.76) S. lugdunensis, Ul
(%2.75) Staphylococcus caprae ve ikisi S. capitis ola-
rak tanimlanmistir. Konjonktivit veya bagka bir goz
enfeksiyonu tanisi olmayan bu hastalarda dretilen
KNS’lar konjonktiva mikrobiyotasina ait bakteriler
olarak kabul edilmistir.

Ureyen KNS tiirlerinin hidrojel kontakt lens ve silikon
hidrojel kontakt lens kullanim sonrasi konjonktivada-
ki dagihimlari incelendiginde, hidrojel kontakt lens
kullanan 90 hastanin lens kullanim &ncesi 51’inde
(%56.67), lens kullanim sonrasi ise 67’sinde (%74.4)
KNS Gremistir. Bu stafilokoklarin lens kullanim éncesi
ve kullanim sonrasi tlrlere gore dagihmi Tablo 3’te
gosterilmistir.

Hidrojel kontakt lens kullanmis olan hastalardan
izole edilen toplam KNS tirlerinin dagilimi lens kulla-
nim o6ncesi belirlenen dagihm ile kiyaslandiginda her
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadigi belirlenmistir (p>0.05). izole edilen her
bir stafilokok tiirinin gruplar arasinda ayri ayri dagi-
limi1 bakimindan da istatistiksel bir fark bulunmadigi
saptanmistir (p>0.05) (Tablo 3).

Silikon hidrojel kontakt lens kullanan 50 hastanin
lens kullanim 6ncesi 30’unda (%60), kullanim sonrasi
ise 42’sinde (%84) KNS Uremistir. Bu stafilokoklarin
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Tablo 3. Kontakt lens kullanim 6ncesi ve kullanim sonrasi hastalarin konjonktiva siiriintiilerinden izole edilen KNS tiirlerinin dagilimi [n (%)].

Hidrojel kontakt lens kullanan hastalar Silikon hidrojel kontakt lens kullanan hastalar

n=90 n=50
Ureyen KNS tiirleri Kullanim 6ncesi  Kullanim sonrasi Kullanim 6ncesi  Kullanim sonrasi
(n) n (%) n (%) P n (%) n (%) P
Staphylococcus epidermidis (161) 44 (48.8) 52 (57.7) p>0.05 28 (56) 37 (74) p>0.05
Staphylococcus lugdunensis (22) 5(5.6) 10 (11.1) p>0.05 2 (4) 5(10) p>0.05
Staphylococcus caprae (3) (-) 3(3.3) p>0.05 (-) (-) p>0.05
Staphylococcus capitis (4) 2(2.2) 2(2.2) p>0.05 (-) (-) p>0.05
Toplam (190) 51 (56.7) 67 (74.4) 30 (60) 42 (84)

Tablo 4. Kontakt lens kullanim 6ncesi ve kullanim sonrasi hastalarin konjonktiva siriintiilerinde saptanan icaA ve icaD pozitif
Staphylococcus epidermidis kokenlerinin dagilimi [n (%)].

Ureyen toplam
Staphylococcus epidermidis

Kontakt lens tiirii Lens kullanimi icaA(+) icaD(+)

Staphylococcus epidermidis

n (%) n (%)
Hidrojel kontakt lens kullanan hastalarin Lens kullanim 6ncesi 44 (48.8) 20 (45.0)
konjonktiva mikrobiyotasi (n=90) Lens kullanim sonrasi 52 (57.7) 31 (59.0)*
Silikon hidrojel kontakt lens kullanan hastalarin Lens kullanim 6ncesi 28 (56.0) 14 (50.0)
konjonktiva mikrobiyotasi (n=50) Lens kullanim sonrasi 37 (74.0) 26 (70.2)*

*: p<0.05

Tablo 5. Slime retimi tespitinde Kongo Kirmizili agar, standart
tlip ve multipleks PZR yontemleriyle elde edilen sonuglarin kar-
silastirimasi [n (%)].

lens kullanim o6ncesi ve kullanim sonrasi tirlere
gore dagilhmi Tablo 3’te gosterilmistir. Silikon hidro-

jel kontakt lens kullanim sonrasi izole edilen toplam

B o . B . i Yontem Pozitif n(%)
KNS turlerinin dagilimi lens kullanim 6ncesi belirle-
nen dagilim ile kiyaslandiginda her iki grup arasinda Kongo Kirmizili Agar 82(50.9)
. o . . . o Standart Tup 61 (37.8)
istatistiksel bir fark bulunmadigl belirlenmistir Multipleks PZR 91 (56.5)

(p>0.05). izole edilen her bir stafilokok tiiriiniin
gruplar arasinda ayri ayri dagilimi bakimindan da Gerek silikon hidrojel kontakt lens kullanan gerekse
istatistiksel bir fark bulunmadigi saptanmistir

(p>0.05) (Tablo 3).

hidrojel kontakt lens kullanan hastalarin lens kulla-
nim o6ncesi ve sonrasl, konjonktiva sirintilerinden
toplam 161 S. epidermidis kokeni Uretilmistir. Slime

Hidrojel ve silikon hidrojel kontakt lens kullanim
oncesi ve sonrasi konjonktiva mikrobiyotasinda icaA
ve icaD pozitif S. epidermidis kbkenlerinin dagilimlari
Tablo 4’te gosterilmistir. Hidrojel kontakt lens kulla-
nim sonrasi tespit edilen icaA(+) ve icaD(+)
S. epidermidis kdkeni sayisinin, lens kullanim éncesi-
ne gore istatistiksel olarak anlamh diizeyde yiiksek
oldugu belirlenmistir (p<0.05) (Tablo 4). Bunun yani
sira, silikon hidrojel kontakt lens kullanim sonrasi
tespit edilen icaA(+) ve icaD(+) S. epidermidis kokeni
sayisinin, lens kullanim Oncesine gore istatistiksel
olarak anlaml dizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir
(p<0.05) (Tablo 4).

Uretiminin saptanmasinda kullanilan Gg¢ farkl yon-
temle elde edilen sonuglar Tablo 5’de verilmistir.

TARTISMA

Son yillarda gerek gorme giiclinii arttirma, gerekse
estetik gorinim saglamak amaciyla kontakt lens
kullaniminin hizla arttigi gérilmektedir. Ancak kon-
takt lens kullaniminin normal konjonktiva mikrobiyo-
tasindaki KNS’lar gibi bakterileri etkiledigi ve lens
kullanimina bagh olarak mikrobiyotada degisimler
olusturabilecegi, hatta daha da ileri giderek basta
konjonktivit ve bakteriyel keratit olmak Uzere enfek-
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siyonlar gelisebilecegi gosterilmistir-1617),

Konjonktival mikrobiyota dogumdan itibaren gelisen
ve yasam boyu devam eden bir mikroorganizma bir-
likteliginden olusmaktadir. Konjonktiva bazi bireyler-
de yasamin belirli bir ddneminde 6zellikle geng yasta
steril kalabilse de, gevreye, yasa, mevsime, viicut
direncine, kontakt lens kullanimina ve diger faktorle-
re bagh olarak degisiklik gosterebilen bir mikrobiyota
ile kaplanir. KNS’lar konjonktival mikrobiyotadan en
cok izole edilen bakteriler olmakla beraber,
S. epidermidis’in en yogun kolonize olan bakteri
oldugu bilinmektedir®.

Ulusal g¢alismalar incelendiginde; Erdogan ve ark.®
stk degisimli yumusak kontakt lenslerin glinlik kulla-
nimindan sonra hastalarin konjonktiva mikrobiyota-
sindan %30 oraninda S. epidermidis Uretmislerdir.
iskeleli ve ark.® yumusak hidrojel kontakt lens kulla-
nimindan sonra %49.3 oraninda KNS Uretmislerdir.
Uluslararasi galismalar incelendiginde ise Rahim ve
ark.?® yumusak kontakt lens kullanan 100 hastanin
%65’inde lenslerin kontamine oldugunu gostermis-
lerdir. Lens kullanim sonrasi konjonktival mikrobiyo-
tadan %40.6 oraninda S. epidermidis Uretmislerdir.
Willcox ve ark.?? yumusak lenslerde aerop bakteri-
lerden KNS'larin %39.9 ile en sik rastlanan kontami-
nant oldugunu gostermislerdir. Calismamizda hidro-
jel kontakt lens kullanan hastalarda lens kullanim
sonrasi izole edilen mikroorganizmalar basta 52
(%57.7) S. epidermidis olmak Uzere, 10 (%11.1)
S. lugdunensis, g (%3.3) S. caprae ve iki (%2.2)
S. capitis ve silikon hidrojel kontakt lens kullanan
hastalarda 37 (%74.0) S. epidermidis, bes (%1.0)
S. lugdunensis’tir.

Son yillarda giderek artan bir sekilde KNS’lar enfeksi-
yon gelisiminde 6nemli bir klinik etken olarak bildiril-
mektedir. Yapilan hayvan modelli ¢galismalar biyofilm
Ureten S. epidermidis kdkenlerinin biyofilm Gretme-
yen kokenlere gore daha virilan oldugunu
gostermistir?22), S, epidermidis kokenlerinde hicre
ici adezyon molekdillerini kodlayan genlerin varliginin
slime Uretimi ve biyofilm olusumu ile iliskili oldugu
gosterilmistir®®, Slime Gretimi, mikroorganizmalarin
konak hiicreye ve yapay ylizeylere adezyonundan
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sorumludur®?), Slime Ureten kdkenler saglikl kor-
neay! bile enfekte edebilmektedir®. Normal kon-
jonktival mikrobiyotada siklikla bulunan gram pozitif
bakterilerden S. epidermidis’in slime Gretimi en
énemli virtilans faktérudiar®+??), Uluslararasi calisma-
lar incelendiginde; Suzuki ve ark./nin®?” saglikl insan-
larin konjonktival mikrobiyotalarinda
S. epidermidis’lerin slime Uretimini Kongo kirmizili
agar ve PZR ydntemiyle inceledikleri ¢alismalarinda
%60’IniIn icaA genitasidigini belirlemislerdir. Yaptiklari
arastirmanin sonucu olarak, slime lireten
S. epidermidis’lerin okiler enfeksiyonlarda 6nemi
olabilecegini belirtmiglerdir. Catalanotti ve ark.?® ise
bakteriyel bilateral konjonktiviti olan ve yumusak
kontakt lens kullanan 97 hastanin konjonktival stiriin-
tl 6rneklerinde yaptiklari bir calismada, izole edilen
S. epidermidis kokenlerinin %74.1'nin icaA ve icaD
genlerine sahip olduklarini bildirirken, Murugan ve
ark.?® konjonktivitli hastalardan Urettikleri
S. epidermidis’lerde icaA tasima oranini %66.7 bul-
muslardir. Konjonktiva mikrobiyotasinda slime ure-
ten S. epidermidis kdkenlerinin bulunmasi, kontakt
lens kullanacak olan hastalar icin dnemli bir veridir.
Calismamizda hidrojel kontakt lens kullanim &ncesi
slime pozitif S. epidermidis orani %45.0 iken lens
kullanim sonrasi %59.0’a, silikon hidrojel kontakt
lens kullanim dncesi slime pozitif S. epidermidis
orani %50.0 iken lens kullanim sonrasi %70.2’ye yiik-
selmistir. Lens kullanim 6ncesi oranlarimiz Suzuki ve
ark.’nin® saglkl insanlarin konjonktival mikrobiyo-
tasinda %60’lik icaA(+) ve icaD(+) oranlarindan az
olmakla birlikte, lens kullanim Oncesi ve sonrasini
inceleyen  bir ¢alisma  bulunmamaktadir.
Calismamizin 6nemli bir kisitlihgi lens kullanim son-
rasi izole ettigimiz KNS tdrlerinin lens kullanim
Oncesi Uretilen tirlerle benzerliginin molekiler
yontemlerle arastirilmamis olmasidir. Lens kullanim
oncesi ve sonrasi molekdler olarak benzerlik goste-
rilen turlerin miktarlarindaki degisiklikler gosterile-
bilseydi cok daha kapsamli veriler elde edilmis
olurdu.

Slime Uretimini arastirmak amaciyla genellikle kongo
kirmizili agar, standart tlip, mikropleyt ve molekdler
yontemler kullaniimaktadir. Arastirmamizda 161
S.epidermidis kokeninde slime Gretimi kongo kirmizi-
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Il agar yontemi ile %50.9, standart tip yontemi ile
%37.8, PZR yontemi ile de %56.5 olarak tespit edil-
mistir. Calismamizda kullandigimiz kongo kirmizili
besiyeri ile molekiler yontemler arasinda uyumlu
sonuglar elde edilmistir. icaA ve icaD geni tasiyan
butin kokenler kongo kirmizili agarda siyah koloni
olusturmuslardir. Ancak molekiler yontemler ile
diger yontemlerin arasinda tespit ettigimiz fark, bu
genlere sahip her bakteride fenotipik olarak slime
ozelliginin gorulemeyebilecegini gbdstermektedir.
Standart tlp yontemindeki oranin diger yontemlere
oranla daha duslik bulunmasini, degerlendirmenin
gozle yapilisindan dolayi zayif pozitif kokenlerin nega-
tif olarak degerlendirilmesi nedeniyle olabilecegi
kanaatindeyiz. Sonuglar arasindaki uyum ulusal ve
ulusalararasi verilerle desteklenmektedir(142829),

Calismamiz sonucunda; slime Ureten S. epidermidis
kokenlerinin saptanmasinda, Multipleks PZR ve KKA
yonteminin, ST yontemine gore daha glvenilir oldu-
gu anlasilmistir. Mikrobiyal keratit gelismesinde
hazirlayici faktérlerden biri oldugu kabul edilen kon-
takt lens kullaniminin, konjonktiva mikrobiyotasinda
bulunan KNS tirlerinin dagiliminda anlamli bir degi-
sime neden olmadigl ancak gerek hidrojel kontakt
lens gerekse silikon hidrojel kontakt lens kullaniminin
konjonktiva mikrobiyotasinda bulunan icaA ve icaD
pozitif S. epidermidis kdkenlerinin miktarinda istatis-
tiksel olarak anlamh diizeyde artisa neden oldugu
belirlenmistir.

Etik Kurul Onay:: Bu calisma, istanbul Universitesi-
Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi (istanbul
Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiltesi), Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan (2010-20669)
onaylanmistir.

Cikar Catismasi: Yazarlar arasinda cikar catismasi
bulunmamaktadir.

Finansal Destek: istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (istanbul
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi) tara-
findan desteklenmistir (Proje No: 7346).

Ethics Committee Approval: It was approved by the
Istanbul University-Cerrahpasa Faculty of Medicine
(Istanbul University, Cerrahpasa Faculty of Medicine),

Clinical Research Ethics Committee (2010-20669).
Conflict of Interest: There is no conflict of interest
between the authors.

Funding: Research Fund of Istanbul University-
Cerrahpasa (Research Fund of Istanbul University).
Project No: 7346.

KAYNAKLAR

1. Birinci H, Birinci A, Sahin M, Oge F, Oge i. Konjonktival
floranin insllin  kullanan diabetik hastalar ile
kontrollerde karsilastiriimasi. Turk Oftalmol Derg.
1998;28: 144-6.

2. Stroman DW, Bartell JG, Schlech BA. Evidence for
Propionibacterium acnes as a conjunctival pathogen.
41st Annual Meeting 2007 Ocular Microbiology and
Immunology Group (OMIG), 9 November 2007, New
Orleans, Louisiana; 2007:A8.

3. Yildirm N, Akgiin Y, Topbas S, Bagsmak H, Kiraz N,
Yurdakul S. Cesitli gz enfeksiyonlarinda konjonktiva
kiltlrlerinin  degerlendirilmesi. Mikrobiyol Bul.
1990;24:71-8.

4. Osato MS. Normal ocular flora. In: Pepose JS, Holland
GN, Wilhelmus KR (Eds.) Ocular infection and immunity.
St.Louis: Mosby, 1996:191-9.

5. Leonhardt A, Renvert S, Dahlen G. Microbial findings at
failing implants. Clin Oral Implants Res.
1999;10(5):339-45.
https://doi.org/10.1034/j.1600-0501.1999.100501.x

6. Donlan RM. Biofilms: microbial life on surfaces. Emerg
Infect Dis. 2002;8(9):881-90.
https://doi.org/10.3201/eid0809.020063

7. Sankaridurg PR, Markoulli M, Jara PL, et al. Lid and
conjunctival micro biota during contact lens wear in
children. Optom Vis Sci. 2009;86(4):312-7.
https://doi.org/10.1097/0PX.0b013e318199d20c

8. Patti JM, Allen BL, McGavin MJ, H66k M. MSCRAMM-
mediated adherence of microorganisms to host tissues.
Annu Rev Microbiol. 1994;48:585-617.
https://doi.org/10.1146/annurev.mi.48.100194.003101

9. Pastewski BM, Lee AM. Contact Lens Care (Part 1). Am
Drug. 1985;192(11):117-39.

10. Engle JP. Contact Lens Care. Am Drug. 1990;201(1):54-
65.

11. TC. Saglik Bakanhg:. Saghk istatistikleri Yilhig 2018.
Ankara, 2019. [https://dosyasb.saglik.gov.tr/
Eklenti/36134,siy2018trpdf.pdf?0] (Erisim tarihi:
Mayis.2021)

12. Géglis MU. Mikrobiyal keratitli hastalarda
epidemiyolojik, laboratuvar ve klinik sonuglar [Tipta
uzmanlik tezi]. izmir: Dokuz Eyliil Universitesi, 2013.

13. Freeman DJ, Falkiner FR, Keane CT. New method for

413



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

detecting slime production by coagulase negative
staphylococci. J Clin Pathol. 1989 Aug;42(8):872-4.
https://doi.org/10.1136/jcp.42.8.872

Christensen GD, Simpson WA, Bisno AL, Beachey EH.
Adherence of slime-producing strains of Staphylococcus
epidermidis to smooth surfaces. Infect Immun.
1982;37(1):318-26.
https://doi.org/10.1128/iai.37.1.318-326.1982
Arciola CR, Baldassarri L, Montanaro L. Presence of
icaA and icaD genes and slime productionin a collection
of staphylococcal strains from catheter-associated
infections. J Clin Microbiol. 2001;39(6):2151-6.
https://doi.org/10.1128/JCM.39.6.2151-2156.2001
Birinci H, Birinci A, Acar O, Oge i, Giinaydin M.
Hemodiyaliz hastalarinda konjonktival flora. Turkiye
Klinikleri J Ophthalmol. 1998;7(4):262-5.

Iskeleli G, Bahar H, Unal M, Artunay O, Akova N, Torun
MM. Microbiologic evaluation of frequent-replacement
soft contact lenses. CLAO J. 2002;28(4):192-5.
https://doi.org/10.1097/01.ICL.0000024118.45191.9B
Erdogan H, Kemal M, Toker MI, Topalkara A, Bakici Z.
Effect of frequent-replacement contact lenses on
normal conjunctival flora. CLAO J. 2002;28(2):94-5.
Iskeleli G, Bahar H, Eroglu E, Torun MM, Ozkan S.
Microbial changes in conjunctival flora with 30-day
continuous-wear silicone hydrogel contact lenses. Eye
Contact Lens. 2005;31(3):124-6.
https://doi.org/10.1097/01.ICL.0000141923.63458.DF
Rahim N, Bano H, Naqvi BS. Bacterial contamination
among soft contact lens wearer. Pakistan J Ophthalmol.
2008;24(2):93-6.

Willcox MD, Power KN, Stapleton F, Leitch C, Harmis N,
Sweeney DF. Potential sources of bacteria that are
isolated from contact lenses during wear. Optom Vis
Sci. 1997;74(12):1030-8.
https://doi.org/10.1097/00006324-199712000-00025
Deighton MA, Borland R, Capstick JA. Virulence of
Staphylococcus epidermidis in a mouse model:

414

23.

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2021;51(4):406-14

significance of extracellular slime. Epidemiol Infect.
1996;117(2):267-80.
https://doi.org/10.1017/50950268800001448
Gelosia A, Baldassarri L, Deighton M, van Nguyen T.
Phenotypic and genotypic markers of Staphylococcus
epidermidis virulence. Clin Microbiol Infect.
2001;7(4):193-9.
https://doi.org/10.1046/j.1469-0691.2001.00214.x

24.Ammendolia MG, Di Rosa R, Montanaro L, Aricola CR,

25.

26.

27.

28.

29.

Baldassarri L. Slime production and expression of the
slime-associated antijen by staphylococcal clinical
isolates. J Clin Microbiol. 1999;37(10):3235-8.
https://doi.org/10.1128/JCM.37.10.3235-3238.1999
Blot F, Nitenberg G, Chachaty E, et al. Diagnosis of
catheter-related bacteraemia: a prospective
comparison of the time to positivity of hub-blood
versus peripheral - blood cultures. Lancet.
1999;354(9184):1071-7.
https://doi.org/10.1016/5S0140-6736(98)11134-0
Garcia-Saenz MC, Arias-Puente A, Fresnadillo-Martinez
MJ, Paredes-Garcia B. Adherence of two strains of
Staphylococcus epidermidis to contact lenses. Cornea.
2002;21(5):511-5.
https://doi.org/10.1097/00003226-200207000-00014
Suzuki T, Kawamura Y, Uno T, Ohashi Y, Ezaki T.
Prevalence of Staphylococcus epidermidis strains with
biofilm-forming ability in isolates from conjunctiva and
facial skin. Am J Ophthalmol. 2005;140(5):844-50.
https://doi.org/10.1016/j.ajo.2005.05.050

Catalanotti P, Lanza M, Del Prete A, et al. Slime-
producing Staphylococcus epidermidis and S. aureus in
acute bacterial conjunctivitis in soft contact lens
wearers. New Microbiol. 2005;28(4):345-54.

Murugan K, Usha M, Malathi P, Saleh Al-Sohaibani A,
Chandrasekaran M. Biofilm forming multi drug resistant
Staphylococcus spp. among patients with conjunctivitis.
Pol J Microbiol. 2010;59(4):233-9.
https://doi.org/10.33073/pjm-2010-036



