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GIRiS

Stafilokoklar insan ve hayvanlar igin firsatci patojendir. Insan viicudunun
cesitli yerlerinde kolonize olmaktadir. Stafilokoklar esas olarak insanlarin ve ¢ogu
sicak kanli hayvanlarin derisinde, ter bezi kanallarinda ve membranlarinda dogal
olarak bulunmaktadir. Stafilokoklar Micrococcaceae familyas: icinde 0.5-1.5 mm
capinda diizensiz kiimeler, tetrad, ikiserli kok yada tek tek kok seklinde goriilen
Gram (+) bakterilerdir (1-4).

Staphylococcus aureus akut veya kronik infeksiyonlara neden olmaktadir.
S.aureus suslarmin patojenitesi; aderans oOzellikleri, ¢esitli toksinler, enzimler,
yapisal ve ekstraselliiler faktorler gibi 6zelliklerine baglhidir. Slime faktor tiretmesi ve
biyofilm olusumu da patojenite faktorlerindendir. Stafilokoklarin bu o6zellikleri
sayesinde tibbi aletlere tutunabildikleri gosterilmistir. S.aureus ve S.epidermidis
viicut bolgelerine uygulanan tibbi aletle iliskili infeksiyonlardan en sik izole edilen

etkenlerdir (5,6,7).

Biyofilm, bir yiizey tizerinde mikroorganizma kolonileri ve onlarn iirettikleri
ekstraselliiler polisakkaritler (EPS), proteinler, cevreden absorblanan organik ve
inorganik maddelerden olusan bir tabakadir. Biyofilmin temel birimi
mikrokolonilerdir. Mikrokoloniler bir veya daha fazla tiirde bakteri hiicresinden
olusabilir. Biyofilm, cansiz ya da canhi bir yiizeye tutunmus bircok bakterinin
salgiladiklar1 miikdz yapr igerisinde bir araya gelmesiyle olusan, “mikroplar sehri”

olarak tanimlanmustir (8).

Biyofilmler kronik veya direncli bakteri infeksiyonlarindan sorumlu
tutulmaktadir (9). Biyofilm ve slime terimleri birbirlerinin yerine kullanilmistir (10).
Biyofilm olusumunda bulunan bakteriler antimikrobiyal maddeler, yiizey gerilimini
degistiren ajanlar, sicaklik, konakgiya ait fagositler, konak¢i oksijen radikalleri,
proteazlar gibi cesitli kosullara ve maddelere karsi direng gelistirirler. Tabakali
dizilim sonucu yiizeyde bulunan cesitli bakteriler mekanik kalkan etkilerinin yanisira
katalaz, proteaz, lipaz salgilayarak antimikrobiyallere ve konak savunmasina kars i¢

yiizeyde bulunan bakterileri korurlar (9,11).



S.aureus bakterilerinin en 6nemli 6zelliklerinden birisi de kullanilmakta olan
kemoterapatiklere direng gelistirmeleridir. Biyofilm olusumu, mikroorganizmalari
opsonofagositoz ve antibiyotiklerden koruyarak, sepsis ve kronik infeksiyonlara

neden olabilir (9,12).

Bu calismada; Pamukkale Universitesi Arastirma Uygulama Hastanesinde
yatan hastalardan gonderilen cesitli klinik 6rneklerden izole edilmis olan S.aureus
suslarinda biyofilm iiretimi, biyofilm pozitif ve negatif suslarin  genotipik ve
fenotipik karakterlerinin karsilastirilmas1 ve cesitli antibiyotiklerin biyofilm

olusumundaki S.aureus suslarina etkisinin belirlenmesi amaclanmstir.



GENEL BiLGIiLER

Stafilokoklar dogada cok yaygin olarak bulunan Micrococcaceae tamilyasi
icinde yer alan Gram (+) koklardir. Bu familya iiyeleri Micrococcus, Staphylococcus,
Stomatococcus ve Planococcus cinsinden olusur. Bu cinslerin, DNA’daki G+C
oranlarinda (%30-75 mol) ve hiicre duvan yapilarinda farkliliklar olmasina karsin;
niikleik asit hibridizasyon deneyleri ve 16S rRNA siralarinin incelenmesi sonucunda

ayn1 familya altinda toplanmiglardir. Aerob veya fakiiltatif anaerob koklardir (1-4).

Stafilokoklarin cesitli tiirleri insan viicudunun degisik yerlerinde kolonize
olmaktadir. S.aureus normal insanlarin %10-40’1n1n, hastanelerde calisanlarin ve
hospitalize hastalarin %70’inin burun kanatlar1 i¢ yiizeyi mukozasinda kolonize
olmaktadir. Ayrica aksilla, inguinal, perineal, yiiz ve ayak parmaklar derisinde
bulunmaktadir. Insanlardaki stafilokok infeksiyonlarinda en sik patojen olarak

S.aureus yer almaktadir (3).

S.aureus; pigmentli, fakiiltatif anaerob ve cogunlukla aerob iireyen, koagiilaz
ve hemoliz pozitif, mannitol, siikroz, maltoz ve trehaloz’dan asit yapabilen, %10
NaCI’lii ortamda ve 18-45 °C’de ireyebilen, alfa toksin yapan, novobiosine duyarli,
lizozime direcli, sporsuz, hareketsiz ve kapsiilsiiz bakterilerdir. insan ve sicak kanli
hayvanlarda gida zehirlenmesi ve piyojenik enfeksiyonlar1 yapabilen bir

stafilokoktur (2,3).

GORUNUM VE BOYANMA OZELLIKLERI

Stafilokoklar 0.5-1.5 mm c¢apinda diizensiz kiimeler bazen tetrad, ikiserli kok
yada tek tek kok seklinde goriilen Gram (+) bakterilerdir. Ureme esnasinda boliinme
sonucu meydana gelen hiicreler birbirinden ayrilmazlar ve ii¢ boyut yoOniinde
cogaldiklarindan iiziim salkimina benzer kiimeler yaparlar. Stafilokoklar hiicre
morfolojileri nedeniyle mikrokoklarla karistirilabilmektedir. Mikrokoklarda Gram

(+) kok goriiniimiinde ve katalaz olumludurlar (1-4).



KULTUR OZELLIKLERI

S.aureus basit besiyerlerinde iireyebilirseler de kanli besiyerinde daha iyi
cogalir ve kolonilerinin etrafinda tam hemoliz (B-hemoliz) meydana getirir.
Hareketsiz, sporsuz, genellikle koagulaz (+) ve kapsiilsiizdiir. Cogunlugu %7.5-10.0
NaCl'lii ortamda ve 18-45 °C'ler arasinda iireyebilirler. 37 °C’de ve pH 7.4’de iyi
irer. Jeloz besiyerinde iirer ve yuvarlak kenarli mat, kabarik, parlak yiizeyli, S
tipinde ve 1-2 mm ¢apinda koloniler yapar. Uygun ortamda koloni biiytikliigii 6-8

mm ¢apina ulasabilir (1-3).

S.aureus koloni morfolojisi, enzimatik ve biyokimyasal ozellikleri ile diger
stafilokok tiirlerinden ayirt edilebilir (Sekil 1). S.aureus altin saris1 renginde pigment
olusturur. Pigmentleri karetenoid yapisinda olup hiicre zarinda yer almaktadir. Ayni
stafilokok kokenleri degisik kosullarda degisik renkte pigment olusturabilir. Isiya ve
kuruluga dayaniklidir. Cogu tiir aerob ve fakiiltatif anaerobdur (S.saccharolyticus ve
S.aureus sbsp. anaerobius hari¢). S.saccharolyticus ve S.aureus sbsp. anaerobius
aym zamanda katalaz ve oksidaz negatiftir. Mikrokoklar zorunlu aerob iirerler,
oksidaz (+), lizozime duyarli, lizostafine direngli, basitrasine duyarlidir. Bu

ozellikleri ile klinik laboratuvarda stafilokoklardan kolayca ayrilabilir (1-4).

REAKSIYON S.aureus S.epidermidis S.saprophyticus S.intermedius
Katalaz + + + +
Koagulaz + +
Clumping faktor + d
Hemoliz + d ? d
Mannitole  etki + - d +
(aerobik)

Mannitole etki +

(anarobik)

Termoniikleaz + - - +
Hyaluronidaz + - ?

Protein A + - ? d
Pigment +

olusumu

DNaz + - - 2

Sekil 1: Tanimlama semasi (kaynak 1-4’den diizenlenmistir).

(+:pozitif, -:negatif, d:degisken, ?:aciklanmamais)



GENOM YAPISI VE ANTIBIYOTIK DIRENCI

Stafilokokal genom sirkiiler kromozom (yaklasik 2800 bp), profaj, plazmidler
ve transpozonlar icermektedir. Viriilans ve antibiyotik diren¢ genleri kromozomlar
tizerinde bulunabildigi gibi ekstrakromozomal yapilarda da bulunabilir. Bu genler
stafilokokal suslar, tiirler veya diger Gram (+) bakteriler arasinda ekstrakromozomal

elementlerle transfer edilebilir (6).

S.aureus hastane ve toplum kaynakli onemli infeksiyonlardan sorumludur.
Stafilokoklarin bircok kokeni beta-laktamaz {iretmekte ve [-laktam iceren
antibiyotiklere diren¢ kazanmaktadir. Beta-laktamazlarin stafilokoklardaki yapimi
bakteriyofajlar tarafindan transdiiksiyon yoluyla genetik olarak aktarilabilen
ekstrakromozomal bir element (plazmid) tarafindan kontrol edilir. Penisilin -laktam
halkasi, bir serin proteaz olan B-laktamaz tarafindan hidrolize edilerek inaktive edilir.

Penisilin duyarl izolatlar %5’den azdir (3,6).

Stafilokoklarda esas sorun giderek artan metisilin direncidir. Metisilin direnci
cogu kez kromozomal, bazen plazmit kaynakli olabilmektedir. Metisilin direnci,
biitiin penisilinaz direngli penisilinlere ve sefalosporinlerinlere direnci gosterir.
S.aureus, mecA geni araciligr ile diisiik afiniteli penisilin baglayan protein 2a
yaparak beta laktam ajanlara diren¢ gosterir. Metisilin direngli suslarin ¢ogu, sinirl
sayida klondan kaynaklanirken, bazi kokenlerde multiklonal kaynakli olabilir. Bu
bakterilerin sebep oldugu infeksiyonlarda yaygin olarak vankomisin kullanilir. Bla
(B-laktamaz) ve fem (metisilin rezistansinda gerekli faktor) diger direng genleridir.
Metisilin rezistanst siklikla heterojendir ve ¢evre kosullarindaki degisikliklere gore
diren¢ fenotipi ifade edilir. Antimikrobiyal duyarlilik testleri, diren¢ fenotiplerinin

saptanmasini arttirmak icin diizenlenmistir (1,2,6).

Glikopeptid ajanlar (vankomisin ve teikoplanin) MRSA dahil Gram (+)
patojenlere kars1 etkilidir. Glikopeptidler peptidoglikan prekiirsoriin pentapeptidinin
C terminalinde D-ala-D-ala bolgesine baglanarak transglikolizasyon ve
transpeptidasyonu engellerler. Bu giine kadar Japonya’dan bir ve ABD’den ii¢
vankomisin orta derece direngli ve direncli S.aureus klinik izolat1 bildirilmistir. Bu

izolatlardan, vankomisin direngli Enterococcus faecium susundan plazmidle aktarilan



vanA geni elde edilmistir. Enterokoklarda glikopeptid direncine D-ala-D-ala yerine
modifiye prekiirsorler sentezlemesi neden olur ve glikopeptidlere 1000 kez daha

diisiik affinite gosterirler (6,13).

HUCRE DUVARI

Stafilokokal hiicre duvan agirliginin yaklasik %50’sini peptidoglikan olusturur.
Peptidoglikan 1,4-f baglariyla bagl N-asetilmuramik asit ve N-asetilglikozamin gibi
degisik polisakkarit {initelerinden olusur. Peptidoglikan zincir S.aureus igin spesifik
olan pentaglisin kopriileri icerir ve N-asetilmuramik aside bagli pentapeptid
zincirleriyle ¢apraz baglanir. Peptidoglikan endotoksin gibi aktivite gostererek,
makrofajlardan sitokin serbestlesmesini uyarabilir, kompleman1 aktive edebilir,
trombosit kiimelesmesi yapabilir. Stafilokokal suslarin peptidoglikan yapisindaki
farkliliklar Dissemine Intravaskiiler Koagiilopati (DiK) olusturma kapasitelerini
degistirir. Ribitol teikoik asitler, hiicre duvarinin esas bilesigidir ve peptidoglikana
kovalent olarak baglanmistir. Lipoteikoik asit, sitoplazmik membranda yerlesmis

glikolipit uglarina baglanan gliserol fosfat polimerleridir (1,6).

KAPSUL

Cogu stafilokok susu mikrokapsiil yapar. Mikrokapsiiller polisakkarit yapisina
gore 11 serotipi vardir. Insan infeksiyonlarinin %75’inde serotip 5 ve 8
tanimlanmistir. Metisilin direncli  S.aureus suglarinin ¢ogu serotip 5 olarak
bulunmustur. Bu antifagositer polisakkarit tiplerinin dordiiniin (serotip 5 ve 8 dahil)

kimyasal bilesimi agiklanmistir (6).

STAFILOKOKLARIN YUZEY PROTEIN ADEZINLERI]

S.aureus hiicre dig1 patojendir. infeksiyon baslangicinda doku ekstraselliiler
komponentlerine yapisirlar. Aderans ‘‘microbial surface component recognizing
adhezive matrix molecules”” (MSCRAMM) isimli yiizey protein adezinleri ile
iliskilidir. MSCRAMM’larin cogu hiicre duvarindaki peptidoglikanlara kovalen
olarak baglanirlar. Bununla beraber hiicre duvan ile kovalen olmayan baglanma
goriilen MSCRAMM’larda vardir. MSCRAMM’lar Koagiilaz Negatif Stafilokoklar
(KNS) da da bulunur (7,14-16).



Stafilokokal yiizey proteinlerinin cogunun genel ozellikleri belirlenmistir. Bu
bilinen ozelliklere N-terminalinden salinan sinyal dizileri, sitoplazmaya uzanan
amino asitler, hidrofobik membranin genislemis bolgesi, hiicre duvarina yerlesmis

bolgesi ve C (karboksil) terminalinin tamami dahildir (6).

Bakteriyel yiizey proteinleri (MSCRAMM vb.), ekstraselliller doku
proteinlerine (fibronektin, fibrinojen, vitronektin, elastin vb.) baglanir ve solid
yiizeylere aderansin baslamasinda anahtar rol oynar. Bu ylizey adezinleri degisik
insan veya hayvan dokulari, serum proteinleri, ekstraselliiler matriks proteinleriyle
etkilesir. Bunlardan protein A (Spa) immunglobulinlerin Fc pargasini baglar. Bu
mekanizma insan dokularina girisi sonrasinda S.aureus’un opsonofagositozunu onler.
““Clumping factor A’ ve ‘‘Clumping factor B’ (CIfA ve CIfB) fibrinojeni baglar,
kalp kapaklarindaki trombine yapisarak destek saglar. ‘‘Fibronectin binding protein
A’’ ve ‘‘Fibronectin binding protein B’’ (fnbA ve fnbB) yiizey proteinleri, fibrinojen
ve fibronektini baglayarak biopolimer yiizeylere yapisma ve hizla tibbi aletlere

kolonize olma yetenegi kazandirir (6,7,14,16).

Ayrica ‘‘bone sialoprotein-binding protein’® (Bbp), ‘‘fibrinogen binding
protein’’ (fib), ‘‘collagen binding protein’’ (cna), ‘‘elastin binding protein’’ (ebpS)
ve ‘‘laminin binding protein’’ (eno) bakteriyel yiizey proteinleri igerisindedir (16).

S.aureus’un yiizey viriilans 6zellikleri Sekil 2’de gosterilmistir.

A
yilizey proteinleri sekretuar proteinler
HKozgllasz Enterctok=sin B
Protein & ‘ d _TSST-1
o afatoksin
b.:g,:zt;;n o IF P peptidogli kan  kapsal
Dnj?e'n e '}35 TR ribitol

teikoik o
==it

duradan fa}.-r"“

kEoll=i=m
baglawyan et=-laktamaz
prcnteln s e
capraz
E=dlmnan
Eeptidler

lipot=i koi K
asit

57‘/7%‘%%

hilcre duvarl tekrarlar Ilgancl
titunm= badl=ay=an
b&lgesi bSlge

ek=ponans=iyal
PiOreme faa

fibrom=ktin
badlayan
protein

~ o =itoplaz mib
membran

== M=

Klumping fa ktér

Sekil 2: S.aureus’un yiizey virulans faktorleri (kaynak 6’dan diizenlenmistir).



TOKSINLER

Sitolitik Toksinler

Siv1 besiyerinde iiretilmis stafilokoklarin kiiltiir siiziintiilerinde ekzotoksin
niteliginde maddelerin bulundugu ve bunlarm eritrosit ve ¢esitli hiicrelerin iizerinde
sitolitik, deney hayvanlarinda Oldiiriicli, nekrotik etkilerinin  bulundugu
bilinmektedir. Iyi antijen yapisindaki bu toksinlere karsi organizmada ndtralizan

antikorlar olusmaktadir (3).

Alfa Toksin

Hemolitik, dermonekrotik ve doku kiiltiirlerinde sitolitik etkiler yapan 33 kDa
agirh@inda proteindir. Insan makrofajlari ve trombositleri iizerine litik etkisi varsa da
monositlere etkisizdir. Dolagim, kas ve bobrek korteksi dokular alfa toksine duyarl

olup, bunlar iizerinde tahribat yapar. Bu toksinin geninin transpozona bagli oldugu

kabul edilmektedir (1,3).

Beta Toksin
Sogukta ve sfingomyelin iizerine etki ederek eritrositleri eritir. En iyi koyun

daha az olarak insan ve tavsan eritrositlerini eritir. Stafilotoksin veya sfingomyelinaz

olarak da bilinir (1,3).

Gama Toksin
Belirgin bir hemolitik etkisi vardir. Ozellikle stafilokoklara bagl kemik
enfeksiyonlarinda kanda bu toksine kars1 antikor diizeyinin yiiksek bulunmasi bu

toksinin bu tiir hastaliklarin olugmasinda etkili oldugu kanisin1 vermektedir (1,3).

Delta Toksin
Termolabil yiizeyel etkin bir toksin olup deterjanlara benzer bir etki ile hiicre
membranini bozmaktadir. Genis bir biyolojik etkinlige sahip olup eritrosit, makrofaj,

lenfosit, notrofiller ve plateletler iizerine etkilidir (1,3).

Non Hemolitik Lokosidin (panton-valentine 16kosidin)
Insan ve tavsan lokositleri ile makrofajlar1 etkilemektedir. Bunlar iizerinde litik

etkisi vardir. F ve S olmak iizere iki kompanentten olusur. Her iki kompanentte



antijeniktir. Toksoide doniistiiriilebilir. Lokositleri harap ettiginden ve fagositozu
engellediginden viriilansta rolii vardir. Hiicre zarinda potasyum ve diger katyonlara

kars1 gecirgenligi artiric1 gozeneklerin agilmasini saglayarak etkili olmaktadir (1,3).

Enterotoksinler

S.aureus tarafindan olusturulan, suda eriyebilen, termostabil ve polipeptid
yapisinda maddelerdir. Enterotoksinlerinin A,B,C1,C2,D,E,F gibi immiinolojik
tipleri vardir. Bir stafilokok kokeni bunlardan birini veya bir kacini olusturabilir. A
ve D besin zehirlenmelerinde, B ise hastane infeksiyonlarinda karsilagilan toksindir.
Enterotoksinin etki mekanizmasi tam bilinmemektedir. Stafilokok iiremis ve
enterotoksin olusmus besinlerin yenmesini izleyen 2-6 saat icinde bulanti, kusma ve
diyare baglar. Akut belirtiler ve bulgular genellikle 24 saat i¢inde diizelir. Patates,
makarna sosu, salam, dondurulmus tavuk, siit tozu ve yag enterotoksin iiremesine
uygun ortamlardir. Enterotoksinlerin siiper antijen gibi etkili olduklari, T lenfosit

aktivitelerini artirdiklar bildirilmistir (1,3).

Epidermolitik Toksin ( Eksfoliyatif Toksin )

Soyulmus deri sendromuna neden olan toksin 1971'de bulunmustur. Antijenik
ve biyokimyasal yapilar1 bakimindan A ve B tipi vardir. A tipinin kromozomal, B
tipinin plazmide bagli genler tarafindan olusturuldugu saptanmistir. Ozellikle
bakteriyofaj grup 2 kokenleri tarafindan olusturulur. Stafilokok infeksiyonlarinin
dermatolojik belirtilerinden vezikiiler ve eksfolyatif deri lezyonlarindan sorumludur.
Bir serin proteaz gibi davranir ve hedefi yalmizca deride bulunan desmoglein-1 (Dsg-
1) dir. Dsg-1 keratinosit hiicrelerinin birbirine yapismasinin siirdiiriilmesinde rol

oynar. Ozellikle T lenfositleri iizerine mitojen etkilidir (1,3).

Toksik sok sendromu Toksini-1 ( TSST-1)

Az miktarda aminoasit dizilimi benzerligi gostermesine ragmen yapisal olarak
enterotoksin B ve C’ye benzer. TSST-1 geni S.aureus izolatlarinin %20’sinde
bulunur. Menstruasyon goren kadinlarin  kullandigi tamponlarin =~ S.aureus
kolonizasyonunu kolaylastirdigi bildirilmistir. Faj 1 grubundan 29 ve 52 tipleri
TSST-1 olustururlar (1,3).



Pirojenik toksin

Yapisal olarak (aminoasit dizilim homolojisinin degisik tabakalarinin katildigi)
siiperantijen 6zelligindedir. Siiperantijen gibi davranarak ‘‘major histocompatibility
complex”> (MHC) simf II proteinlere baglanarak, asir1 T hiicre yapimi ve sitokin

salinimina neden olur (1,3).

ENZIMLER
Stafilokoklar proteaz, lipaz ve hyalurinidaz gibi dokuyu tahrip eden degisik
enzimler iiretir. Bu bakteri iiriinleri dokularda infeksiyonlarin yayilimina yardim eder

(1,2,3,6).

Beta-laktamaz
Pensilini inaktive eden bir enzimdir. Penisilin baglayan proteinler sitoplazmik

membranda yerlesmistir ve hiicre duvarinin yapiminda rol oynar (3,6).

Koagulaz

Ekstraselliiler bir proenzimdir. Protrombin aktivatoriidiir ve fibrinojeni fibrine
dontistiriir. Koagulaz reaktin faktor ile birleserek aktif duruma gecer ve plazmayi
pihtilastirir.  S.aureus iizerinde olusan kalin fibrin tabakasi mikroorganizmay1

fagositoza kars1 koruyarak patojenlige katki yapar (1,2,3,6).

Koagulaz stafilokoklardan baska P.aeruginosa, E.coli ve B.subtilis tarafindan
meydana getirilebilir. iki tip koagiilaz vardir.

1. Bagl ( clumping faktor ) faktor

2. Serbest faktor

Tavsan plazmas: kullanilarak lam ve tiip yontemi ile koagulaz aktivitesi

aragturilir (1,3,4).

Serbest koagiilaz protein yapisindadir ve proteolitik enzimlerle kolaylikla
inaktive edilir. Antijenik olarak farkli 4 tipi vardir. Bu enzim fibrinojenin fibrine
dontigsmesi ile plazmanin pihtilasmasina neden olan ve normal olarak plazmada
bulunan koagulaz1 etkileyen faktorii aktive etmektedir. Clumping faktor ise

stafilokoklarin hiicre yiizeyinde meydana gelir ve serbest birakilmaz. Fibrinojenin
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fibrine doniisiimii ile hiicre yiizeyinde fibrin prespitasyonu meydana gelir ve bunun

sonucu olarak stafilokoklar agliitinasyon ve kiimelesmeye ugrar (1,2).

Hyaluronidaz
S.aureus suslarinin  %90’1ndan fazlast hyaluronidaz olusturur. Bu enzim
hyaluronik asidi hidrolize ederek infeksiyonun doku igerisine yayilmasim saglar

(1,3).

Deoksiriboniikleaz
Cogu koagulaz olumlu stafilokoklar deoksiriboniikleaz (DNaz) olusturur.

Enzim niteligindeki bu madde DNA’y1 hidrolize eder (6,17).

Stafilokinaz
Fibrinolitik etki yapar. Plazminojen veya profibrinolizin isimli maddeyi aktive

ederek plazmin (fibrinolizin) olusturur (17).

Lipaz
Lipitleri hidrolize eder. Stafilokoklarin deri ve deri alti yerlesiminde yag

dokusu iizerindeki etkileri ile 6nemli rol oynar (3,17).

Ureaz

Ureaz, iire siklusunda ve aminoasit metabolizmasinda rol oynayarak iire yikimi
sonucunda CO, ve NHj olusturur. NH; dokular igin toksiktir. Asir1 amonyum
bakteriler icinde toksik olabilir. Bu kimyasaldan c¢esitli enzimler ve kombine
detoksifikasyon mekanizmalariyla korunabilirler. Biyofilmdeki bakteri hiicreleri
metabolizma sonucu olusan laktik asit ve formik asit iiretimi nedeni ile diisen pH'dan
kendilerini iireaz genlerinin up-regiilasyonuyla korurlar. Ureaz aktivitesinin biyofilm

olusumunun siirdiiriilmesinde 6nemli oldugu bildirilmektedir (18).

Proteaz
S.aureus cesitli ekstraselliiler proteazlar iiretir (metallo-, serin ve sistein
proteaz). Bu proteazlar konak defansinin bozulmasinda ve dokulara yayilmada rol

oynar. Serin proteaz bunlara ornektir ve IgG tarafindan baglandig1 gosterilmistir.
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Proteazlar konak proteinlerini yikarak, yaygin doku harabiyetine neden olur. Ayni
zamanda mikrobiyal tireme i¢in gerekli besinlerin olusumunu saglar. Proteaz salinimi
yiizeyel stafilokok infeksiyonlariin siddetine de katkida bulunur. Atopik dermatitli
hastalardan izole edilen S.aureus suglarinda saglikli goniilliillerden elde edilen suslara

oranla daha yiiksek proteaz ekspresyonu oldugu gosterilmistir (19, 20, 21).

BIYOFILMIN TANIMI VE TARIHCESI

Mikroorganizmalar bir siire Oncesine kadar, hizli ¢ogalan ve tek baslarina
hareket ederek serbestce dolasan canlilar olarak goriilmekteydi. Arastirmacilar bu
yiizden bu giine kadar, planktonik olarak da adlandirilan ve diger bakterilerden
bagimsiz olarak, tek baslaria dolasan mikrobiyal hiicrelerin davranislarini incelemis
ve arastirmalarimi bu yonde gelistirmislerdir. Bununla beraber, bakterilerin
planktonik formdan ¢ok, bir yiizeye tutunarak ve biyofilm adi verilen bir yapi
olusturarak hayatlarin1 devam ettirdigine dair kanitlarin ortaya kondugu bir c¢ok

calisma gerceklestirilmistir (22,23).

Elder ve arkadaslar1 (24), mikroorganizmalarin ekzopolimer matriks aracilig
ile olusturduklar1 yapisal birlik ve Carpentier ve Cerf (25), bakterilerin gomiilii
olarak bulundugu ve yiizeye yapismis olan organik polimer matriks olarak

tanmimlamaslardir.

Donlan (23), biyofilmi irreversibl olarak bir substrata, ara yiize veya
birbirlerine tutunmus, kendi {iirettikleri ekstraselliiler polimerik maddelerden olusan
bir matriks icerisinde gomiilli, biiyiime hizlar1 ve gen transkripsiyonlar agisindan
serbest dolasan tiirdesleri ile aralarinda farkliliklar bulunan mikrobiyal hiicrelerden

olusan hareketsiz bir topluluk olarak tanimlamistir.

Bir yiizeyde koloniler halinde tutunarak yasayan mikroorganizmalarin
olusturduklart her tabaka biyofilm yapisimin Ozelliklerini tasimamaktadir. Gergek
biyofilm yapisinda olmayan topluluklar, bulunduklar yiizeylerde planktonik hiicre
davramisi sergilemeye devam etmektedirler. Bunlarda biyofilm igerisindeki
bakterilerde gosterilen rezistans ve irreversibl yapisma gibi 6zellikler

bulunmamaktadir. Bununla beraber, biyofilm igerisindeki bakterilerinde zamanla
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matriksten koparak ayrildiklari, dolagima gectikleri ve planktonik formda olmalarina
ragmen, ayrildiklar1 toplulugun tiim rezistans karakterlerini tasidigi bildirilmistir

(26).

Biyofilmler inert veya canl yiizeylerde olusabilirler. Bu yiizeyler arasinda canl
dokular, medikal implantlar, endiistriyel veya icme suyu sistemlerinin borular ve
dogal akuatik sistemler yer alir. Biyofilm olusumunda hiicresel olmayan mineral
kristalleri, korozyon partikiilleri, kil veya camur pargalar1 ya da kan bilesenleri
bulunabilir (23).

Biyofilm, mikroplar tarafindan olusturulan, herhangi bir yiizeye, ara yiizeye
veya Dbirbirlerine yapismalarii saglayan ve biiylime oranlart ve gen
transkripsiyonuna bagli olarak farkli fenotip gosterebilen ve olusturan
mikroorganizmanin icinde gomiilii olarak bulundugu ekstraseliiler polimerik

maddeden olugsmus matriks olarak tanimlanmistir (26).

Fosil kayitlarindan edinilen bilgiler prokaryotlarin 3 milyar yildan daha uzun
bir siireden beri biyofilmler icerisinde yasadiklarini ortaya c¢ikarmislardir (27).
Giintimiizde derin yeralti sulart ve okyanuslarin derinlikleri hari¢ biyofilmin tim
dogal ekosistemde olusabildigi kabul edilmektedir (28). Biyofilmler endiistriyel su
ve petrol boru sistemlerinde énemli bir sorun olarak bilinirken, artik tiptaki 6nemi
sadece disteki plaklardan ibaret olmayip 6zellikle yabanci cisim infeksiyonlar1 basta
olmak {iizere, bircok kronik infeksiyonda rol oynadigi gosterilmistir (9). Aderans,
antibiyotik direnci ve fagositoza karst onemli roliiniin oldugunun bilinmesi son
yillarda tibbi 6nemini arttirirken (29); bakterinin birbiriyle konusarak bir topluluk
olusturmalart ve gen modiilasyonu araciligiyla ortama adapte olmalarinda (Quorum

sensing) rol oynamasi tibbi onemini daha da arttirmistir (30).

Biyofilm olusumunun dogal kapak endokarditi, osteomiyelit, dental tastyicilik,
kronik bakteriyel prostatit, orta kulak enfeksiyonlari, tibbi implant infeksiyonlar ve
ozellikle kistik fibrozisli kronik akciger hastaliklarinda onemli bir yer tuttugu
bilinmektedir (26). Olusan biyofilmin antibiyotik tedavisine ayn1 genetik materyale

sahip planktonik bakterilere oranla 100-1000 kat tolerans veya direng gelistirmesi,
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fagositoza karsi olusan diren¢ ve tedavi sonrasi tekrar oraninin yiiksek olmasi
biyofilm olusturan bakterilerin yasayan organizmadan uzaklastirilmasinin ne kadar

giic oldugunun en 6nemli gostergesidir (29).

Mikrobiyoloji tarihinin biiyiik bir kisminda, mikroorganizmalar planktonik
hiicreler olarak goriilmiis ve zengin kiiltiir ortamlarinda gosterdikleri bilyiime
ozelliklerine gore tammlanmislardir. Ik olarak van Leeuwenhoek tarafindan
bildirilmis  olan  ‘‘mikroorganizmalarin  bir  ylizey iizerinde tutunarak
yasayabildikleri’” seklindeki mikrobiyolojik fenomenin yeniden kesfedilmesi sonucu
gerceklestirilen calismalar, yiizeyle iliskili mikroorganizmalarin (biyofilmler) gen
transkripsiyonu ve bilyiime hizlan acisindan farkli bir fenotip gosterdigini ortaya

cikarmaktadir (23).

Daglardaki akarsularin icerisinde yasayan bakterileriler incelediginde
%99.99’unun bir yiizeye yapisarak, balgik benzeri bir yapi icerisinde yasadiklar
gosterilmistir. Daha oOnce yapilan c¢alismalarin da 1s18inda, bu topluluklarn

tanimlamak amaciyla biyofilm terimi kullanilmistir (26).

Endiistriyel su sistemlerindeki mikrobiyal topluluklarin sadece yiizeye kuvvetle
tutunmadiklarini, ayn1 zamanda klor gibi dezenfektanlara kars1 ¢ok direncli olduklar

bildirilmistir (23).

BiYOFILMIN YAPISI

Biyofilmler, matriksleri icerisinde yasamlarin1 siirdiiren hiicrelere, esansiyel
besinlerin ve oksijenin taginmasina imkan tamiyan ‘‘su kanallara’® sahip, ¢ok
tabakali heterojen bir yapiya sahiptirler (31). Biyofilm, bakterinin yiizeyinde
diizensiz bir sekilde dagilmis polisakkarit tabiatindaki bir matrikstir. Matriksin
yogunlugu ve genisligi sadece hiicresel ve hiicresel olmayan yapilar arasinda degil
ayn1 zamanda mikroorganizmalarin tiirleri arasinda da degismektedir. Biyofilmin

yapisindaki ekstraselliiler polisakkarit matriksin yaklasik %95°1 su seklindedir (26).

Bakteriler ekstraselliler polimerik maddeler olarak bilinen ve bir dizi

polisakkarid, niikleik asit ve protein igeren camur veya balcik benzeri bir matriks
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icerisinde gomiilii olarak bulunurlar. Biyofilm igerisinde yasayan mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenen polisakkaridler biyofilmin ana ekstraselliller komponentini
olusturur. Mikrobiyal hiicrelerden salgilanan ekzopolisakkaridler hem fiziksel hem
de kimyasal 6zellikler agisindan farkliliklar gosterir. Polisakkaridler uzun, ince
molekiiler zincirlerdir ve 0,5-2,0x10° Da’luk bir molekiiler yapiya sahiptirler.
Biyofilm preparatlarinda polisakkaridler bakteriyel hiicre yiizeyine tutunmus olan
ince seritler halinde ve hiicrenin etrafinda kompleks bir ag olusturmus sekilde izlenir

(23, 32-34).

Icerisinde yasayan organizmaya bagl olarak biyofilm matriksi farkli 6zellikler
tagiyabilmektedir. Gram negatif bakterilerin notral veya polianyonik biyofilmler
olusturdugu ve Gram pozitif bakterilerin katyonik matriksler olusturdugu

bilinmektedir (32, 35).

BiYOFILM OLUSUM EVRELERI

Genomik ve proteomik caligsmalar sonunda biyofilm gelisimi ile ilgili bir¢ok
gen bulunmustur. Bu genlerin hiicre fizyolojisindeki rolleri arastirildiginda adezyon,
“‘quorum sensing’’, hiicre duvar yapimi, metabolizma, stres cevabi ve plazmide
baglanmada etkili olduklar1 goriilmiistiir. Biyofilm olustuk¢ca mikro cevredeki
degisiklikler gen ekspresyonlarinda da degisiklikler olusturarak biyofilmin
olusumunu hizlandirmaktadir. Biyofilm olusumuna etkili genlerin bir kismi biyofilm
olusumunu arttirirken bir kismi da azaltmaktadir. Biyofilm olusturan genetik
materyal plazmidler aracilig1 ile de kolaylikla aktarilmaktadir. Biyofilm olusumu besg

evrede gerceklesmektedir (27,36).

1.Tutunma

Biyofilm olusumu bakterilerin bir yiizeye tutunmalar ile baglayan dinamik bir
olaydir. Tutunma sonucu biyofilm fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden olan bir dizi
genetik islem baglatilir. Bakterilerin bir yiizeye tutunabilmeleri icin, kendilerinin bir
yiizey ile ne zaman temas kurduklarin1 anlamalan gereklidir. Bakteriler bu cevresel
uyarilan fenotipik degisiklere cevirebilmek amaciyla, bir verici ve bir alicidan olusan
diizenleyici bir sisteme sahiptir. Tutunma isleminden sonra biyofilm olusturmak

yoniinde farklilagma igleminin baslamasi, ‘‘quorum sensing’’ sistemi denilen bagka
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bir haberlesme sisteminden gelen yanitlara baglhidir. Bu sistem ile bakteriler
cevrelerindeki bakteriyel popiilasyonun yogunlugunu belirlerler. Bir yiizeye tutunan
her bakteri, ortama mesaj veren bir molekiil salgilar. Yiizeye tutunan bakterilerin
sayist arttikgca, bu sinyalin lokal konsantrasyonlar1 artmaktadir. Bu sinyal
molekiiliiniin konsantrasyonundaki artis ile birlikte, biyofilm olusumuna yonelik bir
dizi islem baslatilmis olur. Biyofilm icerisindeki bakteriler interselliiler, diisiik

molekiil agirliklarina sahip haberciler araciligiyla iletisim saglarlar.

2. Yapisma

Bakterilerin yiizeye yapisma veya kuvvetli bir sekilde tutunma islemidir.

3. Toplanma

Bakteriler mikrokoloniler haline doniisiirler.

4. Olgun Biyofilm
Mikrokoloniler biiyiirler ve kompleks, mantar seklindeki yapilara veya kulelere

doniistirler.

5. Kopma veya Ayrilma Evresi

Bakteri veya bakteri kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak ortama yayilir.
Ayrilma iglemi dis kuvvetlerin etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm olusum siirecinin
bir parcas1 olarak tek bir hiicrenin veya multipl hiicrelerin emboli seklinde
kopmasinin bir sonucudur. Stafilokoklarda biyofilm olusum evreleri Sekil 3’de

gosterilmistir.
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Sekil 3: Stafilokoklarda Biyofilm Olusum Modeli (Kaynak 36’den diizenlenmistir).

BIYOFILM MIKROORGANIZMA ILISKIiSi

Bakterinin viicudun herhangi bir bolgesinde sabit kalabilmesini saglamak i¢in
bir takim stratejileri vardir. Bakteri yiizey proteinleri, konak¢inin fibrinojen,
fibronektin, vitronektin, elastin gibi ekstraselliiler matriks proteinlerine yapisirlar. Bu

adezin ve matriks proteinleri konakg¢1 ile bakterinin aderansinda anahtar rol oynarlar

(14).

Aderans sonrasi bakteriler bir yandan belli bir popiilasyona ulasmak icin
cogalirken diger yandan da biyofilm olusturma 6zelligine gore biyofilm yapimina
baslarlar. Bakteriler gerek in vitro gerekse in vivo ortamlarda biyofilm olusturarak

bir dizi avantaja sahip olurlar (27).
1.Cevresel faktorlere direng

Biyofilmler bakterileri nem, 1s1 ve pH degisiklikleri gibi ¢evresel kosullardaki

degisimlerden ve ultraviyole 1518a maruz kalmanin doguracagi zararlardan korur.
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Biyofilmin kan akim ve tiikiiriigiin yikama giicii gibi bir takim fiziksel giiclere karsi
dayanikliligr vardir. Ortamin besin durumu disinda, sicaklik, osmolarite, pH, demir
ve oksijen gibi diger cevresel faktorler de biyofilm olusumu iizerinde rol oynarlar

Q7).

2.Besinlerin depolanmasi ve atiklarin uzaklastiriimast

Biyofilm igerisindeki mikrokolonileri cevreleyen alanlardan gegen yiiksek
gecirgenlige sahip dolasim sistemine benzeyen su kanallar1 bulunmaktadir. Bu sistem
hem besinlerin biyofilm icerisinde esit bir sekilde dagitilmasi, hem de potansiyel

olarak toksik metabolitlerin uzaklastirilmast gérevini iistlenir (27).

3.Fagositozdan ve Antibiyotiklerden Korunma

Bakterilerin kiimeler halinde ve ekzopolisakkarid matriks igerisinde
bulunmalart sonucu fagosite edilmeleri giiclesir ve hiimoral immiin sistem
bilesenlerinin bakterilere ulasmalar1 engellenmis olur. Biyofilmin biiyiik bir
bolimiinii  olusturan ekzopolisakkaritler ~savunmada O©nemli rol oynayan
molekiillerdir. Ekzopolisakkaritler bulundugu bakteriyi gii¢ alanlarindan (elektrik
cekimi) uzaklastirarak inflamatuar hiicrelerin fagositozundan korurlar. Biyofilme
sahip organizmalar, oksijen radikalleri, dezenfektanlar, fagositoza ve antibiyotiklere
kars1 planktonik hiicrelerden daha direnclidir. Biyofilm, kronik seyirli enfeksiyonlara

bu 6zelligi kazandiran 6nemli bir faktor oldugu bilinmektedir (26).

4.Metabolik isbirligi, yeni genetik ozelliklerin kazanilmasi

Bakterilerin ortama adaptasyonundaki beraberlik biyofilm olusturmada siklikla
goriilmektedir. Bakteriler biyofilm olusturduklar1 gibi ortamdan aldiklar1 uyaranlar
(besin, pH, 1s1 vs.) sonucu hizla da planktonik hale gecebilmektedirler. Bu durum
ortama uygun olarak eksprese ettikleri genler aracilifi ile olmaktadir. Tim
bakterilerin ¢evre faktorlerine ayn1 yaniti vermis olmalar ve fenotipik degisiklikler
sergilemeleri ortak yasamlarinin en Onemli gostergesidir. Horizontal gen transferi
dogal mikrobiyal topluluklarin evrimi ve genetik cesitliligi i¢in ¢cok Onemlidir. Bu
durum o6zellikle coklu ilag direncli bakterilerin ortaya c¢ikmasinda Onemlidir.
Ozellikle biyofilm icerisindeki kapali ortam konjiigasyonun kolaylikla

yapilabilmesine imkan saglamaktadir (37). Cevreden almis oldugu sinyaller
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sonucunda tehlikede oldugunu algilayan bakteri mevcut genler ile biyofilm
olusturarak kendini koruma altina almaktadir. Karbon katabolitlerinin konakg¢ida
yapigmis bakterinin gen regiilasyonunu indiikleyerek biyofilm olusumunda kritik rol
oynamasi, bakterinin konakg¢ida uygun bir ortam olusturarak kalabilmesindeki
mekanizmalar icin biyofilm gerekliligi hipotezini ciddi bir sekilde desteklemektedir

(38,39).

BIYOFILM HASTALIK iLISKiSi

Biyofilm olusturan bakteriler ile dogal kapak endokarditi, otitis media, kronik
bakteriyel prostatit, kistik fibrozis, periodontit gibi dogal seyirli hastaliklar ve bunun
diginda, protez kapak, santral venoz katater, iiriner kateter, ortopedik protez, kontakt
lens ve intrauterin cihazlar gibi yabanci cisim enfeksiyonlar1 arasindaki
epidemiyolojik bag artik kamitlanmistir. Bu iliskide degisik mekanizmalarin rol

oynadig bildirilmistir (26).

1- Hiicrelerin ayrilmast veya hiicre agregatlari

Hiicrelerin biiyiimesi ve ayn1 zamanda ¢evreden gelen streslerin artmasi bazen
biyofilm icindeki bakteriyi kopartabilmektedir. Ayrica biyofilmin diizenleyicisi
olarak bilinen agil homoserin lakton molekiilii biyofilmin olusumunu sagladig gibi

kopmaya neden olarak, dolasim sisteminde enfeksiyona neden olabilir (40).

2- Endotoksin iiretimi
Biyofilm iireten Gram negatif bakteriler endotoksin iiretimini arttirarak hastada
daha fazla immiin yanita da neden olmaktadir. Olusan inflamatuar yanitin biiytikliigii

enfeksiyonun siddetini de etkilemektedir (41-43).

3- Konagwn immiin yanitina direng
Biyofilm olusturan bakterilere karsi makrofaj fagositik aktivitesinin veya

yapilan opsonik antikorlarin yetersiz oldugu gosterilmistir (44-47).
4- Bakterilere direng aktarimi

Bakteride bulunan diren¢ genlerinin, plazmidlerin biyofilmlere konjugasyonu

ile tiirler arasinda aktarilabildigi gosterilmistir (48, 49).
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““QUORUM SENSING’> MEKANIZMALARI

Biyofilm olusumu bakterilerin bir araya gelerek belirli bir yiizeye tutunarak
yapigmalari ve o yiizeydeki diger tiirlerle birlikte yasamaya devam ettikleri, rastgele
gerceklesen bir olay degildir. Bazi bakterilerde biyofilm olusumunun, bakteriyel
hiicreden hiicreye iletisim dizgeleri ile kontrol edildigi agiktir. Okaryot ve prokaryot
hiicrelerden salinan ve hiicreler arasi sinyal iletimini saglayarak, bakterinin gen
ekspresyonunu diizenleyen molekiillerle (‘‘acylated homoserine lactonase’ vs.),
biyofilm yapiminin diizenlenebilecegi gosterilmistir. Bu veriler biyofilmin patojenite
ve cevreye adaptasyonda Onemini arttirmistir. Cogunlugu algilama ‘‘quorum
sensing’’ (QS) olarak adlandirabilecegimiz bu dizgeler, genis bir organizma

toplulugunda viriilans etkenlerinin diizenlenmesinde de yer alirlar (40,50,51).

Ozellikle Gram pozitif bakteriler tarafindan iiretilen ve "autoinducer” peptidler
(AIP) olarak ifade edilen QS molekiillerinin bircogu translasyon sonrasi degisiklige
ugrayan biiyiik peptidlerden iiretilir. AIP, gram negatif bakterilerin aksine hiicre
icinden disariya difiizyonla degil genellikle hiicre zarinda bulunan ‘‘ATP-binding
cassette’” (ABC transporter) sistemince aktif olarak salgilamir. Hiicre dis1 QS
molekiilleri, ya membrana baglh sensor kinazlara baglanir ve hiicre i¢inde bir veya
daha fazla sayida genin ekspresyonunu kontrol eden diizenleyicilerin fosforilasyonu
yoluyla hiicrede transkripsiyonel degisikliklere neden olur, ya da bazi bakterilerde
oldugu gibi oligopeptid permeazlar araciligi ile dogrudan hiicre icine girerek hiicre

ici reseptorler ile kendileri etkilesime gecer (52-54).

S.aureus’da QS molekiillerinin  miktarimin  azlhigr biyofilm olusumunu
tetiklemekte, miktarinin artmasi ise bakterilerin biyofilmden ayrilarak invazyon
yapmalarina neden olmaktadir. Ayrica, QS inhibitorii varliginda {iretilen
biyofilmlerin de antibiyotik ve dezenfektanlara daha duyarli olduklar1 bilinmektedir.
Bir diger ilgin¢ nokta ise, S.aureus'un QS molekiillerinin S.epidermidis tizerinde
etkisi yokken, S.epidermidis’in QS molekiilii S.aureus'un epidermal invazyon

yetenegini kontrol etmektedir (52-54).
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BiYOFILM ANTIMIKROBIYAL DIRENCI

Dogal ve endiistriyel cevrelerde biiyiiyen biyofilmlerin bakteriyofaj, amipler ve
cesitli kimyasal biyosidlere karst duyarli olduklan bilinmektedir. Tibbi alanda ise,
hareketsiz bakteriyel hiicreler konak savunma mekanizmalarina kars1 koyabilmekte
ve planktonik formda olan bakterilere oranla, antibiyotiklere ¢ok daha fazla direncli
olabilmektedirler. Biyofilmlerin bu dirence multipl mekanizmalar araciligiyla sahip
olduklar diisiiniilmektedir (9,12).

1. Antimikrobiyal ajanin biyofilmin tiim tabakalar1 boyunca penetrasyon
gosterememesidir. Biyofilm matriksi igerisindeki polimerik maddelerin antibiyotik
difiizyonunu  gii¢lestirdigi  bilinmektedir. Bu durum yeterli antibiyotik
konsantrasyonuna ulagilamamasi anlamina gelmektedir.

2. Biyofilm icerisindeki hiicrelerden en azindan bir kismi besin yetersizligi
yasamakta ve bu nedenle yavas biiyiime fazina girmek zorunda kalmaktadirlar.

3. Yavas biiyliyen veya bilylime gostermeyen hiicreler bir ¢ok antimikrobiyal
maddeye kars1 duyarh degildirler ve bir cogu hayatta kalabilmektedirler.

4. Biyofilm igerisindeki bakteriler arasinda rezistan genlerin aktarimi soz

konusudur.

S.aureus ve BIYOFILM

Stafilokoklarda biyofilm olusumu iki basamakta olusur. Bakteriler ilk asamada
bir yiizeye yapisarak kolonize olurlar (erken aderans). ilk adimdan ‘‘microbial
surface components recognizing adhezive matrix molecules’” (MSCRAMM gibi) adi
verilen degisik ylizey proteinleri sorumludur. Bakteriyel yiizey proteinleri,
ekstraselliiler (fibronektin, fibrinojen, vitronektin, kollajen, elastin vb.) konak-doku
ligandlarina baglanabilir ve solid ylizeylere aderansin baslamasinda anahtar rol

oynarlar (7,14-16, 55).

Bunu takiben ikinci basamakta hiicre-hiicre adezyonu olmakta ve ¢ok tabakali
biyofilm olusumu sekillenmektedir (interselliiler adezyon). Stafilokoklarda biyofilm
olusumundan icaADBC operonu ve iiriinii olan ‘‘polysaccharide intercellular
adhesin’> (PIA) sorumlu tutulmaktadir. icaADBC operonu ilk kez S.epidermidis’te
bulunmustur. Bununla birlikte S.aureus’ta da bulundugu ve benzer fonksiyonlar

gosterdigi bildirilmistir. S.aureus ve S.epidermis’in biyofilm olusturmasinda icaA ve
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icaD genleri daha 6nemli bulunmustur. ica ADBC operonu stafilokoklarda biyofilm
olusumunun interselliiler adezyon kisminda gorev yapan PIA olusumundaki ‘poly-

N-acetyl-beta-1-6—glucosamine’’ (PNAG) oligomerlerini sentezlettirir (14).

IcaA ve icaD genlerinin gorevi UDP-N-asetil glukozamini substrat olarak
kullanarak seker oligomerleri sentezlettirmektedir (Sekil 4). IcaA tek basina diisiik
N-asetilglukozamin transferaz aktivitesi goOsterirken, icaB ile arasinda yerlesmis
bulunan icaD geni varliginda enzim aktivitesinde belirgin artis gosterilmistir. IcaA ve
icaD geninin sentezlettigi oligomerlerin maksimum uzunlugu 20 rezidiidiir.
IcaC’ninde deasetilasyon basamaginda gorev yaparak oligomerleri uzattig
gosterilmistir. Bu oligomerler PIA spesifik anti-serumlarla reaksiyon verebilir.
IcaB’nin deasetilasyon basamaginda katalizor gorevi yaptig1 diisiiniilmektedir (55,

56).
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Sekil 4: S.aureus’ta icaADBC genleri ve PIA/PNAG biyosentezi (kaynak 56’den

diizenlenmistir).

Cesitli bakteri tiirlerinin biyofilm olusumunda yapisal bir grup yiizey
proteinleri 6nemli bulunmustur. Bu grubunda ilk iiyesi olarak S.aureus mastitli
sigirdan (S.aureus V329) izole edilen ‘‘biofilm associated protein’’ (bap) biyofilm
olusumu icin gerekli yapilardan birisi olarak bildirilmistir. Bap genine sahip S.aureus

suslar1 daha giiclii biyofilm olustururlar. S.aureus’da cesitli MSCRAMMlarla diger
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onemli yiizey bilesenleri (PIA ve Bap) birarada bulunur ve biyofilm olusumuna katki
saglar. Bap bakteri yiizeyinde yerlesmis, yiiksek molekiil agirlikli, ardi ardina
tekrarlayan C- domainleri igceren, bakterilere yiiksek biyofilm olusturma kapasitesi
saglayan ve infeksiyon siirecinde ©nemli rol oynayan 2276 aminoasitlik bir
proteindir (Sekil 5). Yapilan ¢alismalarla abiyotik yiizeylere yapisma ve interselliiler

adezyon basamaklarinin her ikisinde de gorev yaptig1 gosterilmistir (57).

A B C-Repeats D
Bap S, aureus L T
49 361 820 2148 2276

Sekil 5- S.aureus bap geni (Kaynak 57’den diizenlenmistir).
Bu adezinlerin tespiti saflagtirllmis matriks proteinleri kulanilarak yapilabilir.

Fakat bazi adezinlerin iki veya daha fazla matriks molekiilii baglamasi nedeniyle

tespitinde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilmasi tercih edilmektedir (58).
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GEREC VE YONTEM

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Uygulama Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarima Haziran 2005-Nisan 2006 tarihleri arasinda bagvuran
hastalardan gonderilen cesitli klinik 6rneklerden (yara, kan, trakeal aspirat, balgam,
kateter gibi) izole edilmis olan 175 S.aureus susu calismada kullanildi. Kontrol
kokenler olarak biyofilm olusturmayan S.epidermidis ATCC 12228, giiclii biyofilm
olusturan S.epidermidis ATCC 35984, giiclii biyofilm olusturan ve bap geni bulunan
S.aureus V329 kullanildi (Dieter Vancraeynest, Gent Universitesi, Belcika).
Antibiyotik caligsmalart icin kontrol kokenler olarak S.aureus ATCC 29213 ve
S.aureus ATCC 25923 kullanildi.

Suslarin tanimlanmast geleneksel yontemlerle yapildi. Ornekler kanli agara
ekilerek 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Koloni morfolojsi ve Gram boyama dikkate
almarak katalaz ve koagiilaz testi pozitif olanlar S.aureus olarak tanimlandi (1-4).

Tiim suglarin antibiyotik duyarliliklar1 CLSI standartlarina gore test edildi (59,60).

BIYOFILM OLUSUMUNUN ARASTIRILMASI
Biyofilm {iiretimi, Freeman ve ark. (61) tanimladigi Kongo kirmizili agar ve

Christensen ve ark. (62) tanimladigi mikrotitrasyon plagi yontemiyle arastirildi.

Kongo Kirnuzili Agar Yontemi

Kongo kirmizili agar besiyeri litrede 10 g agar, 50 g sukroz, 37 g beyin-kalp
infiizyon buyyonu ve 0.8 g Kongo kirmizisi icerecek sekilde hazirlandi. Bu
besiyerlerine tek koloni diisecek sekilde yapilan ekimler 37°C’de bir gece inkiibe
edildi ve takiben kiiltiirler oda 1sisinda 48 saat bekletildi. Besiyerinde kirmizimsi-
siyah, piiriizlii, kuru, seffaf koloniler biyofilm (slime) pozitif, pembemsi-kirmizi, diiz
ve merkezi koyu (6kiiz gozii goriiniimiil) koloniler yapanlar biyofilm negatif olarak
degerlendirildi. Kontrol olarak biyofilm olusturmayan S.epidermidis ATCC 12228 ve
giiclii biyofilm olusturan S.epidermidis ATCC 35984 kullanildi.
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Mikrotitrasyon plagi yontemi (kantitatif yontem)

Kanh agarda iiretilmis S.aureus suslarinin taze kiiltiirlerinden 0.5 McFarland
bulanikliginda siispansiyonlar hazirlandi ve %2 glukoz igeren triptik soy buyyon
(TSB) igeren tiiplere alinarak 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Kiiltiirler 1:100 diliie
edilerek 150 pl’si 96 kuyucuklu polistren mikrotitrasyon plagi icerisinde 37°C’de 48
saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra sivi besiyeri dokiiliip, kuyucuklar distile
suyla 3 kez nazikg¢e yikandi ve ters cevrilerek kurutuldu. Kuyucuklara %2’lik kristal
viyole soliisyonunun 150 ul’si dagitilarak 45 dakika oda sicaklifinda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar tekrar 3 kez distile su ile yikandi ve kurutma
kagidina ters cevrilerek kurutuldu. Kuyucuklara 150 pl etanol asetik asit (95:5) ilave
edilerek 10 dakika bekletildi ve boylece boya cozdiiriildii. Her kuyucuktan 100 pl
almarak yeni bir mikrotitrasyon plagina aktarildi. Dalga boyu 540 nm olan filtre ile
optik ELISA okuyucuda (ELISA Reader, Pasteur Diagnostic, France) okutuldu. Ayni
sus iic farkli kuyucukta calisilarak okutuldu. Sonuglar, biyofilm olusturmayan
S.epidermidis ATCC 12228 ve giiclii biyofilm olusturan S.epidermidis ATCC

35984’den elde edilen absorbans degerleriyle karsilastirilarak yorumlandi.

BIYOFILM OLUSUMUNDAN SORUMLU TUTULAN GENLERIN
ARASTIRILMASI

PCR calismasinda, biyofilm iiretimi Kongo kirmizili agar ve mikrotitrasyon
plag1 yontemiyle degerlendirilen 152 S.aureus susu dahil edildi. Bu suglarda biyofilm
olusumunda gorev yaptig diisiiniilen icaA, icaD ve bap genleri arastirildi. Kontrol
olarak icaA ve icaD genlerini tasiyan S.epidermidis ATCC 35984, tasimayan
S.epidermidis ATCC 12228 ve bap geni bulunduran S.aureus V329 kullanildi.

Bakteri DNA’sinin elde edilmesi; 37°C’de 24 saatte kanli agarda iireyen
izolatlar 2 ml distile su icerisinde 0.5 McFarland olacak sekilde siispanse edildi.
Bakteri DNA’sinin elde edilmesinde DNA saflastirma kiti (Heliosis Kat. No: A101,
Metis Ltd. $ti.) kullanildz.
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Bakteri DNA’sinin elde edilmesi;

1. Bakteri siispansiyonunun 100 pl’si, 400 pl ““‘DNA Lysis Binding Soliisyon’’,
20 pl Proteinaz K ile kanistirilarak vortekslendi.

2. Karisim 65°C’de 10 dakika, 4°C’de 2 dakika bekletildi.

3. Ornekler 2 dak. 3000 rpm’de santrifiij edildikten sonra iizerlerine 500 ul DNA
presipitasyon soliisyonu eklenerek vortekslendi. 13.000 rpm’de 15 dak. santrifiij
edildi.

4. Ust kisim siipernatant ¢okeltiye dokunmadan pipetle tamamen alindi.
Cokeltinin iizerine 500 pul DNA yikama soliisyonu eklenerek vortekslendi. 13.000
rpm’de 5 dak. santrifiij edildi.

5. Ust kisim siipernatant ¢okeltiye dokunmadan pipetle tamamen alindi. Cokelti
10 dak. oda sicakliginda bekletildi.

6. Cokeltiye 20 pl ‘‘DNA sample diluter’” eklendi, vortekslenerek 2 dak. 3000
rpm’de santrifiij edildi.

7. DNA 6rnegi kullanilincaya kadar — 20°C’de bekletildi.

Bap, icaA ve icaD tespitinde basit PCR kullamildi. IcaA sense 5°-CCT
AACTAACGAAAGGTAG-3’ ve antisense 5’-AAGATATAGCGATAAGTGC-3’,
icaD sense 5-AAACGTAAGAGAGGTGG-3’ ve antisense 5-GGCAATAT
GATCAAGATAC-3’, bap sense 5’-CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTG-3’ ve
antisense 5’GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC-3’ primerleri kullanildi.

IcaA ve icaD genlerinin amplifikasyonunda; 2.5 mM (5 pl) MgCl,, her bir
niikleotidin 200 uM iceren mix dANTP (10ul) eklendi, her bir primerden 100 pmol,
1.25 U Tag polimeraz, 100 ng (5 ul) DNA 6rnegi iceren 50 ul’lik PCR karisimi
kullanildi. Amplifikasyon islemi; 92°C’de 45 saniye denatiirasyon, 49°C’de 45
saniye baglanma (annealing), 72°C’de 1 dakika uzama (ekstension) iceren 30 siklus

ve 72°C’de 7 dakika son uzama donemi olarak uygulandi.
Bap geninin amplifikasyonunda; 1 mM MgCl,, 2.5 U Tag polimeraz , her bir

niikleotidin 200 uM iceren 10ul ANTP, her bir primerden 100 pmol ve 100 ng (5 pl)
DNA ormegi  iceren 50 pl’lik PCR karisimi kullanildi. Amplifikasyon islemi;
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94°C’de 30 saniye denatiirasyon, sonrasinda 30 siklustan olugsan 94°C’de 45 saniye
denatiirasyon 62°C’de 1 dakika baglanma, 72°C’de 1 dakika uzama donemi ve
72°C’de 7 dakika son uzama donemi olarak uygulandi. DNA amplifikasyonu igin
“‘termal cycler’” (Mycycler, BIO-RAD, USA) kullanildi. Amplifikasyon iiriinleri 150
volt akimda 45 dakika %2’lik agaroz jel elektroforezde yiiriitiildii. Elektroforez
sonrasi jeller UV 15181 altinda goriintiilenerek fotograflandi. 1315 bp biiyiikliigiinde
icaA ve 385 bp biiyiikliigiinde icaD amplifikasyon {iriinii elde edildi. DNA
biiyilikliigiiniin Ol¢iimiinde, ‘‘GenRuler 100 bp DNA’’ marker olarak kullanildi
(7,11).

Tablo-1: Caligmada kullanilan primerler.

Hedef gen Primer sekans1 Amplikon biiyiikligii
icaA  5’-CCTAACTAACGAAAGGTAG-3 1315 bp
5’-AAGATATAGCGATAAGTGC-3’
icaD  5’-AAACGTAAGAGAGGTGG-3’ 385 bp
5’-GGCAATAT GATCAAGATAC-3’,
bap 5’-CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTG-3’ 971 bp
5S’GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC-3’

Agaroz Jel Hazirlanisi (%2)
Agaroz 1gr
I1x TBE 50 ml
Etidyum bromiir 2.5 pl (agar 50°C’ ye soguyunca eklendi)

IXTBE soliisyonu hazirlanisi
5xTBE soliisyonu (20 ml)
Distile su (80 ml)
SxTBE soliisyonu 1/5 sulandirilarak diliie edildi ve tampon soliisyon

olarak kullanildi.
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POLISAKKARIT INTERSELLULER ADEZINLERIN ARASTIRILMASI

S.aureus’ta polisakkarit interselliiller adezin (PIA/PNAG) iiretimi Cramton ve
ark. (15) tammladig1 yontemlerle belirlendi. PIA varliginin tespitinde bilesimindeki
PNAG yapisi aragtirildi. Calismada ica genleri pozitif 42 ve negatif 8 klinik izolatla
kontrol kokenler olarak S.epidermidis ATCC 35984 ve S.epidermidis ATCC 12228
kullanildi. S.aureus suslant %0.25 glukoz iceren TSB’da bir gece inkiibe edildi.
Ornekler 1:100 diliie edildi. 2 ml sulandirilmis 6rnek 3500 g’de 15 dak.
santrifiijlendi. Elde edilen ¢okelti icerisine 50 pul 0.5 M EDTA (pH=8) eklendi.
Ornekler 5 dak. 100°C’de inkiibe edildi. Ornekler santrifiij edilerek coktiiriildii.
Sitipernatantin 40 pl’si, 10 pl proteinaz K ile 30 dak. 37°C’de inkiibe edildi. 10 pl
Tris-buffer salin (%0.01 brom fenol mavisi igeren) eklendi. Her drnekten 4 pl dot-
blot teknikle nitroselilloz membrana (Hybond ECL, Amersham Biosciences, UK)
aktarildi. Membranlar kurutularak, %3 sigir serum albumini ile kaplandi.
Membranlar 1:5000 diliie anti-S.epidermidis PNAG antikoru (Jerry Pier, Harvard
Medical School, USA) ile 2 saat inkiibe edildi. Membranlar 15 dk %0.1 Tween 20
iceren fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) kullanilarak yikandi. Bagl antikorlar, biotin-
anti-rabit IgG konjugati (1:5000) ile 1 saat inkiibe edildi. Membranlar tekrar 15 dk
PBS-Tween kullanilarak  yikandi. Membranlar  ‘‘horseradish  peroksidaz-
streptavidin’® konjugat1 (1:3000) ile 1 saat inkiibe edildi. Membranlar PBS-Tween
kullanilarak tekrar 15 dak. yikandi. Membranlar ECL kitleri (Western blotting
detection reagents, Amersham Biosciences, UK) kullanilarak kemiliiminesans
yontemle degerlendirildi. Elde edilen 1s1ma (foton salinimi) CCD kamera (Gel Logic

2200, KODAK, USA) kullanilarak goriintiilendi.

CALISILAN ANTIBIYOTIKLERIN BiYOFILM OLUSTURMUS
BAKTERILER UZERINE ETKILERI

S.epidermidis 35984 iin olusturdugu biyofilm miktar1 esas alinarak bu degerde
ve iizerinde biyofilm olusturan 8 klinik sus ve 5 kontrol susu bu amagla test edildi.
96 kuyucuklu mikrotitrasyon plagi kullanilarak vankomisin (Sigma Chemical Co.),
linezolid (Pfizer Ilaclar1 Ltd. Sti.) ve dalfopristin/quinupristin (VLG Chem., France)
antibiyotiklerinin minumum inhibitér konsantrasyon degerleri ile biyofilm

olusumundaki bakteriler {izerine etkileri karsilastirildi. Kontrol suslart olarak
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S.aureus ATCC 29213, S.aureus ATCC 25923, S.epidemidis ATCC 35984,
S.epidermidis ATCC 12228 ve S.aureus V329 kullanildi.

Caligilan antibiyotiklerin minumum inhibitér konsantrasyon degerleri CLSI
Onerilerine gore besiyeri olarak 25 mg/It kalsiyum ve 12.5 mg/It magnesyum ilaveli
Miiller Hinton buyyon (MHB) kullanilarak standart mikrodiliisyon yontemi ile
belirlendi  (63). Minumum inhibitsr konsantrasyon (MIK) degerlerinin
belirlenmesinde;  vankomisin,  linezolid,  dalfopristin, = quinupristin  ve
dalfopristin/quinupristin (70/30) antibiyotiklerinin 0.125-1024 pg/ml arasinda ikiser
kat artan konsantrasyonlarmin 100 pl’lik miktarnt 96 kuyucuklu mikrotitrasyon
plaklarina dagitildi. Calisilan suslar taze kanli agarda 37°C’de 24 saat inkiibe
edilerek iiretildi. Daha sonra her sus 0,5 McFarland yogunlugunda ve 1x10° CFU/ml
mikroorganizma icerecek sekilde MHB igerisinde sulandirildi. Bunlarin 100 pl
almarak icerisinde artan konsantrasyonlarda (0.125-1024 pg/ml) antibiyotikler
bulunan 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaklarina aktarildi. Mikrotitrasyon plaklarinin
37°C’de 18-20 saat inkiibasyonu sonrasinda bulanikligin goriilmedigi en diisiik
antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olarak kabul edildi. Kontrol susu olarak

S.aureus ATCC 29213 kullanildi.

Biyofilm olusturmug bakteriler iizerine cesitli antibiyotiklerin (vankomisin,
linezolid, dalfopristin, quinupristin ve dalfopristin/quinupristin) etkisi arastirildi.
Taze kanli agarda 24 saat 37°C’de inkiibasyondan sonra iiretilen bakteriler TSB
icerisinde 0,5 McFarland bulanikhginda ayarlandi. Bunlar 1x10° CFU/ml
mikroorganizma icerecek sekilde TSB icgerisinde sulandirildi. Buradan 200’er pl
almarak 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plagina aktarildi. 37°C’de 24 saat
inkiibasyondan sonra, siipernatant aspire edildi ve mikrotitrasyon plagi iki defa
distile su ile yikandi. Calisilan antibiyotikler distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra ikiser
kat artan 0,125-64 pg/ml arasindaki konsantrasyonlarda ve 640-1280 pg/ml
degerlerinde yiiksek konsantrasyonlarda olacak sekilde TSB icerisinde sulandirilarak
200 wl’si kuyucuklara eklendi. Mikrotitrasyon plaklar1 37°C’de 20 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda biyofilm minimum inhibitér konsantrasyon (BMIK) degerleri

bulundu. Uremenin gozle goriilmedigi en diisiik konsantrasyon BMIK olarak
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degerlendirildi. Inkiibasyon sonunda mikrotitrasyon plagi iki kez distile su ile
yikanarak antibiyotikler uzaklastirildi. Tiim kuyucuklara 200’er pl taze TSB
konularak 6 saat calkalayicida inkiibe edildi. Daha sonra her kuyucuk iceriginin 10
ul’si alinarak kanhi agara ekim yapildi. 37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonunda
tireyen koloniler sayilarak yorumlandi ve minimal biyofilm eradikasyon
konsantrasyon (MBEK) degerleri bulundu. MBEK, biyofilmdeki bakterilerin
%99.9’unu oOldiiren en diisiik antibiyotik konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir.
Bu degerler her bir sus ve antibiyotik i¢in, MIK degerleriyle karsilastirilarak
yorumlandi. Kontrol olarak ekim yapilmamis TSB iceren kuyucuk kullanildi (64-67).

ISTATISTIKSEL YONTEM

Istatistiksel analiz icin SPSS Ver 10,0 kullamldi. Biyofilm iiretiminin
saptanmasinda kullanilan yontemler arasindaki uyum i¢in McNemar testi, biyofilm
liretimi ve ica genleri arasindaki iliski i¢in Spearman’s korelasyon katsayisi testi

kulllanilds. Istatistiksel hata pay1 %35 kabul edildi.
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BULGULAR

Caligmada cesitli klinik 6rneklerden soyutlanan 175 S.aureus susu kullanildi.
Bu suslarin 87’si yara (%49.7), 25’1 kan kiiltiirii (%14.3), 35’1 trakeal aspirat
(%20.0), 10’u balgam (%5.7), 8’1 kateter (%4.6) ve diger 10’u da (%5.7) ¢esitli

klinik 6rneklerden (goz, idrar, burun siiriintiisii gibi) izole edildi.

1-Biyofilm Uretimi:

Calisgilan suslarin biyofilm olusturma durumlar, Kongo kirmizili agar ve
mikrotitrasyon plagi yontemi ile arastirildi. Kongo kirmizili agar besiyerine ekilen
kiiltirlerin 37°C’de bir gece ve sonrasinda oda 1sisinda 48 saat inkiibasyon
sonrasinda kirmizimsi-siyah, piiriizlii, kuru, seffaf koloni olusturanlar biyofilm
pozitif, pembemsi-kirmizi, diiz ve merkezi koyu (Okiiz gozii goriiniimii) koloni

yapanlar1 biyofilm negatif olarak kabul edildi (Sekil-6).

a b c
Sekil 6: Biyofilm olusumunun Kongo kirmizili agar yontemi ile degerlendirilmesi
[a-biyofilm negatif, b- biyofilm pozitif, c-biyofilm negatif (iist) ve biyofilm pozitif
(alt)]

Yapilan degerlendirmeler sonrasinda 175 6rnegin 101’inde (%57.7) biyofilm

olusumu negatif bulunurken, 74’iinde (%42.3) biyofilm olusumu pozitif bulundu.
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Biyofilm olusumu ile 6rneklerin alindigi bolgeler arasindaki iliski gosterildi

(Tablo-2).

Tablo-2: Ornegin izole edildigi yere gére Kongo kirmizili agar besiyerinde biyofilm

pozitif ve negatif drneklerin sayilar1 ve yiizdeleri

Biyofilm
negatif pozitif
Ornegin izole Edildigi Yer n (%) n (%)
Yara (n=87) 34 (39.1) 53 (60.9)
Kan (n=25) 17 (68.0) 8 (32.0)
Trakeal aspirat (n=35) 31 (88.6) 4 (11.4)
Balgam (n=10) 7 (70.0) 3 (30.0)
Kateter (n=8) 7 (87.5) 1 (12.5)
Diger (n=10) 5 (50.0) 5 (50.0)
TOPLAM (n=175) 101 (57.7) 74 (42.3)

Mikrotitrasyon plagi yonteminde; 37°C’de 24 saatlik inkiibasyonu takiben
kristal viyole ile boyama sonrasinda absorbans oOlciimii yapilarak tiim suslarin

biyofilm iiretimi degerlendirildi (Sekil-7).

Sekil 7: Biyofilm olusumunun mikrotitrasyon plagi yontemiyle degerlendirilmesi.
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Kontrol suslar dikkate alinarak; biyofilm olusturmayan S.epidermidis 12228’e
esit ve altinda absorbans verenler negatif, giiclii biyofilm olusturdugu bilinen
S.epidermidis 35984 e esit ve lizerinde absorbans verenler giiclii ve her iki kontrol

arasinda absorbans verenler orta derece biyofilm iireten suglar olarak degerlendirildi.

Kristal viyole kullanilarak yapilan absorbans oOlctimlerine gore Orneklerin
34’tinde (%19.4) biyofilm iiretimi negatif, 112’sinde (%64.0) orta derece biyofilm
tiretimi ve 29’unda (%16.6) giiclii biyofilm iiretimi belirlendi. Biyofilm olusumu ile
orneklerin alindigi bolgeler arasindaki iliski mikrotitrasyon plagi yontemi
kullanilarak degerlendirildiginde, ¢alisma kapsamina alinan en kalabalik grup olan
yara Orneklerinin biyofilm iiretim oranlari; %20.8’1 gii¢lii biyofilm pozitif, %66.6’s1
orta derecede biyofilm pozitif ve %12.6’s1 biyofilm negatif olarak saptandi. Trakeal
orneklerde mikrotitrasyon plagi yontemine gore biyofilm iireten sus oranlari; %17.1°1
giiclii biyofilm pozitif, %54.3’ii orta derecede biyofilm pozitif ve %28.6’s1 biyofilm
negatif olarak saptandi. Kateter 6rneklerinin mikrotitrasyon plagi yonteminde %87.5

biyofilm pozitif (tamami orta derecede) saptandi (Tablo-3).

Tablo-3: Orneklerin izole edildigi yer dikkate alindiginda, mikrotitrasyon plagi
yontemi kullanilarak kontrol suglarin absorbans olgiimlerine gore biyofilm negatif,

orta derece ve giiclil pozitif 6rneklerin sayilar ve yiizdeleri.

Biyofilm

Ornegin izole negatif orta derece pozitif ~ giiclil pozitif

Edildigi Yer n (%) n (%) n (%)
Yara (n=87) 11 (12.6) 58 (66.6) 18 (20.8)
Kan (n=25) 6 (24.0) 17 (68.0) 2 (8.0)
Trakea (n=35) 10 (28.6) 19 (54.3) 6 17.1)
Balgam (n=10) 3 (30.0) 6 (60.0) 1 (10.0)
Kateter (n=8) 1 (12.5) 7 (87.5) 0 (0.0
Diger (n=10) 3 (30.0) 5 (50.0) 2 (20.0)
TOPLAM (n=175) 34 (19.4) 112 (64.0) 29 (16.6)
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Kongo kirmizili agar besiyeri kullanilarak yapilan degerlendirmede 175
ornegin 101’inde (%57.7) biyofilm iiretimi negatif bulunurken, mikrotitrasyon plagi
kullanilarak o6l¢iilen absorbanslarina gore oOrneklerin 34’iinde (%19.4) biyofilm
tiretimi negatif belirlendi. Kongo kirmizili agar besiyerinde 6rneklerin 74’ (%42.3)
biyofilm pozitif bulunurken, kristal viyole kullanilarak yapilan mikrotitrasyon plagi
yonteminde orneklerin 112’sinde (%64.0) orta derece biyofilm tiretimi ve 29’unda
(%16.6) giiclii biyofilm {iretimi belirlendi. Mikrotitrasyon plagi yontemi ile
absorbans Ol¢iimii yapilarak, Kongo kirmizili agar besiyerindeki 101 biyofilm negatif
ornegin; yalmizca 29’u biyofilm negatif bulunurken, 59 izolatta orta derecede
biyofilm ve 13 izolatta da giiclii biyofilm {liretimi belirlendi. Mikrotitrasyon plagi
yontemi ile absorbans Olctimii yapilarak, Kongo kirmizili agar besiyerindeki 74
biyofilm pozitif 6rnegin; 53’iinde orta derecede biyofilm, 16’sinda giiclii biyofilm
tiretimi bulunurken, 5 izolatta biyofilm iiretimi negatif 6l¢iildii. Mikrotitrasyon plagi
yonteminde yapilan degerlendirme sonucu giiglii ve orta derece biyofilm iiretimi

gosteren suslar biyofilm pozitif olarak gruplandirildi (Tablo-4).

Tablo-4: Biyofilm iireten suglarin belirlenmesinde Kongo kirmizili agar besiyeri ile

mikrotitrasyon plagi yonteminin karsilastiriimasi.

Mikrotitrasyon plagi yontemi

Biyofilm pozitif negatif TOPLAM
Kongo pozitif 69 5 74
kirmizih
agar negatif 72 29 101
TOPLAM 141 34 175

Biyofilm olusumunun tespitinde kullanilan mikrotitrasyon plagi yontemi ve

kongo kirmizili agar besiyeri arasinda anlamli fark saptandi (p<0.001).
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2- Biyofilm olusumundan sorumlu tutulan genlerin arastirtimasi

PCR calismasinda, biyofilm iiretimi Kongo kirmizili agar ve mikrotitrasyon
plag1 yontemiyle degerlendirilen 152 S.aureus susu dahil edildi. Bu suglarda biyofilm
olusumunda goérev yaptigi diisiiniilen icaA, icaD ve bap genleri arastirildi. Pozitif
kontrol olarak icaA ve icaD genlerini tasiyan S.aureus ATCC 35984, bap geni
bulunduran S.aureus V329 ve negatif kontrol olarak icaA ve icaD genlerini

tasimayan S.aureus ATCC 12228 kullanild1.

Caligmaya alinan 152 izolatin 136’sinda (%89.5), pozitif kontrol olarak
kullanilan S.aureus ATCC 35984 ve S.aureus V329 susunda icaA ve icaD genlerinin
her ikiside saptandi. Calismaya alman 152 izolatin 16’sinda (%10.5) ve negatif
kontrol olarak kullanilan S.aureus ATCC 12228 susunda icaA ve icaD genleri
saptanamadi (Sekil 8).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sekil 8: icaA (1315 bp) ve icaD (381 bp) geni arastirmasi ( 1. ve 10. bant: icaA ve
icaD pozitif kontrol (S.epidermidis ATCC 35984) ; 3. bant: icaA ve icaD negatif
kontrol (S.epidermidis ATCC 12228); 2.4,5,6,8,9. bantlar: icaA pozitif hasta
izolatlar1; 7. bant : icaA negatif hasta izolati; 11,12,13,14. bant: icaD pozitif hasta

izolatlari; 15. bant: marker)

Kongo kirmizili agar besiyerinde; biyofilm pozitif olarak degerlendirilen 66

izolatin 65’inde (%98.5) icaA ve icaD geni bulunurken, yalnizca 1 (%1.5) izolatta
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bulunamadi. Biyofilm negatif olarak degerlendirilen 86 izolatin ise 71’inde (%82.6)
icaA ve icaD genlerinin her ikiside bulunurken, 15 (%17.4) izolatta her iki gende

saptanamadi (Tablo-5).

Tablo-5: Biyofilm iiretimi (Kongo kirmizili agar besiyerinde) ile ica genlerinin

iliskisi.
icaA ve icaD genleri
pozitif negatif TOPLAM
pozitif 65 1 66
Biyofilm
negatif 71 15 86
TOPLAM 136 16 152

Kongo kirmizili agar besiyerinde degerlendirilen biyofilm iiretimi ile icaA ve

icaD genleri arasinda zayif-orta derecede iliski bulundu (r=0.257, p=0.001).

Mikrotitrasyon plagi yonteminde biyofilm gii¢lii pozitif olarak degerlendirilen
25 izolatin tamaminda icaA ve icaD geni bulundu. Orta derecede biyofilm pozitif
olan 95 izolatin 93’iinde (%97.9) icaA ve icaD genlerinin her ikiside bulunurken, 2
ornekte her iki gende saptanamadi. Biyofilm negatif olarak degerledirilen 32 izolatin
ise 18’inde (%56.3) icaA ve icaD genlerinin her ikiside bulunurken, 14’tinde (%43.8)

izolatta her iki gende saptanamadi (Tablo-6).
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Tablo-6: Biyofilm iiretimi (Mikrotitrasyon plagi yonteminde) ile ica genlerinin

iliskisi.
icaA ve icaD genleri
Pozitif Negatif TOPLAM
Giiclii pozitif 25 0 25
Biyofilm  Orta derece pozitif 93 2 95
Negatif 18 14 32
TOPLAM 132 16 152

Biyofilm iiretimi pozitif toplam 120 izolatin 118’inde (%98.3) icaA ve icaD
genlerinin her ikiside bulunurken, yalmzca 2 izolatta (%1.7) her iki gende
saptanmadi. Mikrotitrasyon plag1r yonteminde degerlendirilen biyofilm iiretimi ile

icaA ve icaD genleri arasinda iyi derecede iliski bulundu (r=0.559, p<0.001).

Iki yontemden herhangi birisinde biyofilm iiretimi gosterilen izolat biyofilm
pozitif olarak, her iki yontemde de biyofilm varlig1 gdsteremeyen izolatlar biyofilm
negatif olarak gruplandirildi (Tablo-7).

Tablo-7: Biyofilm iiretimi ile ica genleri arasindaki iliski.

icaA ve icaD genleri

pozitif negatif TOPLAM
pozitif 121 2 123
Biyofilm
negatif 15 14 29
TOPLAM 136 16 152
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Buna gore biyofilm iiretimi ile icaA ve icaD genleri arasinda iyi derecede iligki

bulundu (r=0.597, p=0.001).

Calisgilan izolatlarin her iki yontemle de biyofilm olusumu gosterilenler
biyofilm pozitif ve her iki yontemle de biyofilm olusumu gésterilemeyenler biyofilm
negatif olarak gruplandirildi. Buna gore; 63 biyofilm pozitif izolatin 62’sinde
(%98.4) icaA ve icaD genlerinin her ikiside pozitif saptanirken, 1’sinde (%1.6) her
iki gen de negatif bulundu. 29 biyofilm negatif 6rnegin 15’inde (%51.7) icaA ve
icaD genlerinin her ikiside pozitif saptanirken, 14’inde (%48.3) her iki gen de
negatif bulundu (Tablo-8).

Tablo-8: Biyofilm iiretimi ile ica genleri arasindaki iliski.

icaA ve icaD genleri

pozitif negatif TOPLAM
pozitif 62 1 63
Biyofilm
negatif 15 14 29
TOPLAM 77 15 92

Bu sonuclarla biyofilm iiretimi ile icaA ve icaD genleri arasinda iyi derecede

iliski bulundu (r=0.587, p<0.001).

Calismaya alinan 152 izolatin yalnizca 1’inde (%0.7) ve pozitif kontrol olarak
kullanilan S.aureus V329 susunda bap geni saptandi. Diger 151 izolatta (%99.3),
S.aureus ATCC 35984 ve S.aureus ATCC 12228 kontrol suslarinda bap geni
saptanamadi (Sekil 9).
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Sekil 9: Bap (971 bp) geni arastirmasi ( 1.bant: marker; 2.bant: pozitif kontrol
S.aureus V329; 3,4,6,7,8.bantlar: bap negatif hasta izolatlari, 5.bant: bap pozitif hasta

izolatn).

Bap pozitif hasta izolati tekrar pasajlanarak DNA’s1 yeniden izole edildi.
Pozitif kontrol olarak kullanilan S.aureus V329 susu, bap pozitif 6rnegin 6nceki ve
yeni DNA izolati, diger hasta izolatlar1 ile birlikte tekrar amplifiye edilerek jel
elektroforezde yiiriitiildui. S.aureus V329 susu ve bap pozitif hasta 6rneginin her iki
izolat1 da pozitif bulunurken, diger hasta o6rneklerinde bap geni saptanamadi (Sekil

10).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sekil 10: Bap (971 bp) geni arastirmasi ( 9.bant: marker; 8.bant: pozitif kontrol
(S.aureus V329); 1,2,3,4,5,6,7,12,13,14,15.bantlar: bap negatif hasta izolatlari;
10.bant: bap pozitif hasta izolat;; 11.bant: bap pozitif hasta izolatinin tekrar

caligmasi).
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IcaA, icaD, bap geni pozitif (S.epidermidis ATCC 35984, S.aureus V329) ve
negatif kontroller (S.epidermidis ATCC 12228), hasta izolatlarn ile birlikte jel

elektroforezde yiiriitiilerek goriintiilendi (Sekil 11).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sekil 11: icaA, icaD ve bap geni arastirmasit (l.bant: icaD pozitif kontrol
(S.epidermidis ATCC 35984) ; 2.bant: icaD negatif kontrol (S.epidermidis ATCC
12228); 3.bant: icaD porzitif hasta izolati; 4.bant: icaD negatif hasta izolati; 5.bant:
marker; 6,7,8,9,10.bant: bap negatif hasta izolatlari; 11.bant: bap pozitif kontrol
(S.aureus V329); 12.bant: bap pozitif hasta izolati; 13.bant: icaA pozitif kontrol
(S.epidermidis ATCC 35984); 14.bant: icaA negatif kontrol (S.epidermidis ATCC
12228); 15.bant: icaA pozitif hasta izolat1)

Orneklerin izole edildigi bolgelere gore icaA ve icaD genlerinin varlig
aragtirildi. En biiyiik grup olan 78 yara Orneginin 76’sinda (%97.4) her iki gen
bulunurken, yalnizca 2’sinde (%?2.6) saptanmadi. Kan 6rneklerinin 17’sinde (%81)
bulunurken, 4 (%19) tanesinde her iki gen de tespit edilmedi. Trakeal izolatlarin
26’sinda (%89.7) her iki gen de saptanirken, 3 (%10.3) izolatta saptanmadi. Balgam
orneklerinin 5’inde (%71.4) her iki gen de bulunurken, 2’sinde (%28.6) tespit
edilmedi. Kateter orneklerinin 6’sinda (%85.7) her iki gen de bulunurken, 1’inde
(%14.3) saptanmadi. Diger 10 6rnegin 6’sinda (%60) her iki gen saptanirken, 4’iinde
(%40) saptanmadi (Tablo-9).
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Tablo-9: Orneklerin izole edildigi bolgelere IcaA ve icaD genlerinin oranlari.

icaA ve icaD genleri

Ornegin Izole negatif pozitif
Edildigi Yer n % n %
Yara (n=78) 2 (2.6) 76 (97.4)
Kan (n=21) 4 (19.0) 17 (81.0)
Trakeal aspirat (n=29) 3 (10.3) 26 (89.7)
Balgam (n=7) 2 (28.6) 5 (71.4)
Kateter (n=7) 1 (14.3) 6 (85.7)
Diger (n=10) 4 (40.0) 6 (60.0)
TOPLAM (n=152) 16 (10.5) 136 (89.5)

3- Polisakkarit interselliiler adezin (PIA/PNAG) iiretiminin arastirimasi

PIA varlig1 bilesimindeki PNAG yapis1 kemiliiminesans dot-blot yontemle
tespit edildi. Calismada kullanilan pozitif kontrol S.epidermidis ATCC 35984 ve ica
genleri pozitif 42 izolatin tamaminda PNAG gosterildi. Negatif kontrol olarak
kullanilan S.epidermidis ATCC 12228 ve ica genleri belirlenemeyen 8 klinik izolatta
PNAG tespit edilmedi. Calisilan diliisyonlarda PNAG iiretimi tespit edilen 42 klinik
izolattan 12’sinde pozitif kontrole esit, 30 izolatta ise daha zayif 1s1ma goriildii (Sekil

12-13).

8 9 10 11 12 13 14

Sekil 12: PIA/PNAG varliginin kemiliimiinesans dot-blot yontemle gosterilmesi.
(1:pozitif kontrol; 8:negatif kontrol; 2,4,6,7,9,10,12,13,14 pozitif klinik izolatlar;
3,5,11 negatif klinik izolatlar).
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8 9 10 11 12 13 14

Sekil 13: PIA/PNAG varliginin kemiliimiinesans dot-blot yontemle gosterilmesi.
(1,11,12 giiclii pozitif klinik izolatlar; 2,3,4,5,6,14 zayif pozitif klinik izolatlar;
7,8,9,10,13 negatif klinik izolatlar)

4-Calisilan Antibiyotiklerin (vankomisin, linezolid, dalfopristin, quinupristin ve
dalfopristin/quinupristin) Biyofilm Olusturmus S.aureus Suslarina Etkileri:

Bu amagcla 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plagir kullamilarak giiclii biyofilm
olusturan 8 klinik sus (S.epidermidis ATCC 35984’{in olusturdugu biyofilm miktar
esas alinarak esit ve daha yiiksek absorbansa sahip) ve 5 kontrol susu (S.aureus
ATCC 29213, S.aureus ATCC 25923, S.epidemidis ATCC 35984, S.epidermidis
ATCC 12228 ve S.aureus V329) calismada kullanildi. Calisilan antibiyotiklerin
minumum inhibitdr konsantrasyon degerleri ve biyofilm olusturmus suslar iizerine
etkileri karsilastirildi. Elde edilen MIK degerleri ve BMIK degerleri verildi (Tablo-
10). Izolatlarin %50’sini inhibe eden en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MiKs,

%90’ nin1 inhibe eden en diisiik konsantrasyon ise MiKy, olarak tanimlandi.
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Tablo-10: Calisilan standart ve klinik izolatlarin MIK* ve BMIK** degerleri.
Vankomisin Linezolid Dalfopristin Quinupristin = D/Q***

MIK BMIiK MIK BMIK MiK BMIK MIK BMIK MiK BMIiK

1. 2 o4 16 2 >1280 32 >1280 0.25 32
2. 2 o4 16 4 >1280 1 >1280 0.25 8
3. 1 32 16 4 >1280 1 >1280 0.25 8
4. 1 64 64 16 >1280 8 >1280 1 32
5. 1 >1280 >1280 4 >1280 2 >1280 0.25 64
Sus-1 | 0.5 16 5 16 1 >1280 1 >1280 025 4
Sus-2 | 2 32 8 8 >1280 4 >1280 0.5 2

Sus-3 1 >1280
Sus-4 1 64

32 8 >1280 1 >1280 0.5 8
16 16 >1280 >1280 1 16

(R N N N N = A N O S S
N

Sus-5 1 32 32 2 >1280 05 640 025 4
Sus-6 1 16 32 8 >1280 2 >1280 0.5 8
Sus-7 1 32 16 8 >1280 2 >1280 0.5 8
Sus-8 1 640 640 8 >1280 4 >1280 0.5 640

(1.S.epidermidis ATCC 35984, 2.S.aureus V329, 3.S.epidermidis ATCC 12228,
4.S.aureus ATCC 25923, 5.5.aureus ATCC 29213)

*MIK: Minumum inhibitor konsantrasyon (ug/ml)

#**BMIK: Biyofilm minimal inhibitor konsantrasyon (ug/ml)

*#**D/Q: dalfopristin/quinupristin

Klinik izolatlar i¢in vankomisin MiKsy degeri 1 pg/ml ve MiKgy degeri 2
ng/ml, linezolid MIiKs, degeri 2 pg/ml ve MiKo, degeri 4 pg/ml, dalfopristin MiKso
degeri 8 pg/ml ve MiKgy degeri 16 pg/ml, quinupristin MiKsy degeri 2 pg/ml ve
MiKgo degeri 4 pg/ml, dalfopristin/quinupristin MiKso degeri 0.5 pg/ml ve MiKg,
degeri 1 png/ml olarak hesaplandi. Buna gore klinik izolatlarin, vankomisin icin en
diisiik BMIK degeri MiKoy degerinin 8 kat1 olarak 16 pg/ml, linezolid icin en diisiik
BMIK degeri MIiKy, degerinin 2 kat1 olarak 8 pg/ml, dalfopristin icin en diisiik
BMIK degeri MiKg, degerinin 80 katinin iizerinde >1280 pg/ml, quinupristin icin en
diisik BMIK degeri MiKoy degerinin 160 kati olarak 640 pug/ml ve
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dalfopristin/quinupristin icin en diisiik BMIK degeri MiKq, degerinin 2 kat1 olarak 2
pg/ml bulundu. Elde edilen MIK degerleri ve ayn1 suslarin MBEK degerleri verildi
(Tablo-11).

Tablo-11:Caligilan standart ve klinik izolatlarmm MIiK* ve MBEK** degerleri.
Vankomisin Linezolid  Dalfopristin = Quinupristin D/Q***

MIK MBEK MIiK MBEK MiK MBEK MIK MBEK MIK MBEK

1. 2 640 2 64 2 >1280 32 >1280 0.25 o4
2. 2 640 2 64 4 >1280 1 >1280 0.25 32
3. 1 640 2 64 4 >1280 1 >1280 0.25 32
4. 1 640 8 640 16 >1280 8 >1280 1 64
5. I >1280 4 >1280 4 >1280 2 >1280 0.25 640
Sus-1 | 0.5 64 0.5 o4 1 >1280 1 >1280 0.25 16
Sus-2 |2 64 4 64 8§ >1280 4 >1280 05 8
Sus-3 |1 >1280 4 640 8§ >1280 1 >1280 0.5 32
Sus-4 |1 640 4 64 16 >1280 4 >1280 1 64
Sus-5 |1 64 2 640 2 >1280 0.5 >1280 0.25 16
Sus-6 |1 64 2 640 8§ >1280 2 >1280 0.5 32
Sus-7 |1 64 2 64 8§ >1280 2 >1280 0.5 32
Sus-8 |1 >1280 2 >1280 8§ >1280 4 >1280 0.5 1280

(1.S.epidermidis ATCC 35984, 2.S.aureus V329, 3.S.epidermidis ATCC 12228,
4.S.aureus ATCC 25923, 5.5.aureus ATCC 29213)

*MIK: Minumum inhibitor konsantrasyon (ug/ml)

**MBEK: Minimal biyofilm eradikasyon konsantrasyon (LLg/ml)

***¥D/Q: Dalfopristin/quinupristin

Buna gore klinik izolatlarin, vankomisin icin en diisik MBEK degeri MiKoj
degerinin 32 kat1 olarak 64 pg/ml, linezolid icin en diisik MBEK degeri MiKoj
degerinin 16 kat1 olarak 64 pg/ml, dalfopristin icin en diisiik MBEK degeri MiKoj
degerinin 80 katinin tizerinde >1280 pg/ml, quinupristin icin en diisitk MBEK degeri
MIKy degerinin 320 katinin iizerinde >1280 pg/ml ve dalfopristin/quinupristin icin
en diisiik MBEK degeri MiKo, degerinin 8 kat1 olarak 8 pg/ml bulundu.
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TARTISMA

Insanlar, S.aureus’ un dogal rezervuaridir. S.aureus saglikli yetiskinlerin %30-
50’sinde kolonizedir ve %10-20 direngli kolonizasyon gostermektedir. Metisilin
duyarli (MSSA) ve metisilin direngli (MRSA) izolatlarimin her ikisi de direncli
kolonizasyon gosterebilmektedir. Kolonize kisiler sonradan olusacak infeksiyonlar
icin yiiksek risk tasimaktadir. Stafilokokal kolonizasyon oranlar1 tip 1 diyabetli
hastalar, intravendz ila¢ kullananlar, hemodiyaliz hastalari, cerrahi hastalar1 ve
immiin yetmezIlikli hastalarda daha yiiksektir. Hastalarda niceliksel veya niteliksel
Iokosit bozuklugu oldugunda stafilokokal infeksiyonlar i¢in risk daha yiiksektir.
Nosokomiyal infeksiyonlarmn c¢ogu hastane personelinin elinden yayillmaktadir.
Bunlarin kendileri tasiyic1 olabilecegi gibi infekte hastalarla temasla da infekte
edilmis olabilirler. Salginlar, uzun dénem tasiyicilarla veya ¢evre kaynakli yayilim

sonucu ortaya ¢ikabilir. Fakat bu tiir yayilima daha az rastlanmaktadir (1,2,6).

S.aureus mikrobiyoloji laboratuarlarindan izole edilen en yaygin 5 etkenden
birisidir. Uygun antibiyotik tedavisine ragmen S.aureus hastane kaynakl
infeksiyonlarin basta gelen nedenlerindendir. Ozellikle metisiline direncli suslar
tedavisi gii¢, morbidite ve mortalitesi yiiksek infeksiyonlara yol agarlar. Stafilokoklar
(S.aureus ve koagiilaz negatif stafilokoklar) kan akimi infeksiyonlarinin yaklasik
1/3’tinden sorumludur. S. aureus siklikla yara infeksiyonu, osteomiyelit, endokardit
ve sepsise yol acarken, koagiilaz negatif stafilokoklar yabanci cisim infeksiyonu ve

nozokomiyal bakteriyemilerde ilk siralarda yer almaktadir (6,68-70).

S.aureus dogal dokularda ve medikal alet, implant gibi yabanci materyallerde
biyofilm olusumuna neden olarak tedavisi gii¢ infeksiyonlara yol agmaktadir.
Biyofilm olusumu en az ii¢ basamakta gerceklesmektedir. Baslangi¢c asamasinda
mikroorganizmanin normal doku ve yabanci materyal yiizeyine adezyonu, ikinci
asamada yiizeylerde hiicre proliferasyonu ve ekzopolisakkarit madde sentezi, li¢iincii
ve son asamada icerisinde beslenme ve atiklarin uzaklastinlmasimida saglayan
kanallarin bulundugu ii¢ boyutlu bir yap1 olugmaktadir. Bu yap1 hakkinda ¢ok fazla
bilgi olmamasma ragmen, konfokal mikroskopi ile {ic boyutlu yapisi

goriintiilenebilmektedir (56,71).
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Yabanci materyallere yapismada rol oynayan mikrobiyal hiicrelerden
salgilanan ekzopolisakkaridler hem fiziksel hem de kimyasal 6zellikler agisindan
farkliliklar gostermektedir. Bakterinin yiizey polisakkarid yapisi slime olarak da
adlandirilan  biyofilmin  (glikokaliks) ana yapisim  olusturmaktadir  (23).
Polisakkaridler uzun, ince molekiiler zincirlerdir ve 0,5 - 2,0 x 10° Da’luk molekiiler
bir yapiya sahiptirler. Biyofilm preparatlarinda polisakkaridler bakteriyel hiicre
yiizeyine tutunmus olan ince seritler halinde ve hiicrenin etrafinda kompleks bir ag

olusturmus sekilde izlenmektedir (34).

Birgok tiirde, biyofilm anyonik yapida olup esansiyal mineraller ve besinlerin
etraftan yakalanarak yogunlastirilmasini saglayan bir sistem olusturmaktadir. Esasta,
biyofilm 3 boyutlu ¢ekim giicii olusturup, bulundugu bakteriyi cevreleyerek
bakterinin aderansimi ve korunmasim saglamaktadir. Primer adezyon olarak
adlandirilan, bir cok fizikokimyasal degiskenin rol oynadigi bu baglanma geri
dontigiimlii ve gevsek bir baglanmadir. Bakteri ve uygun inert yiizeyler arasinda
olusmaktadir. Adezyonun olusmasi icin oncelikle bakteri, inert yiizeye yeteri kadar
yakinlagabilmelidir (<1nm). Bundan sonra adezyonun olusumu her iki yiizeyin ¢cekim
ve itme giicline bagh olarak gelismektedir. Burada elektrostatik, hidrofobik iligki,
van der Waals giicii, 1s1 ve hidrodinamik gii¢ 6nemlidir. Bakterilerin hemen tiimii ve
inert yiizeyler negatif sarja sahip olup birbirleri icin aslinda itme giicii
olusturmaktadir. Primer aderanstaki en onemli faktoriin bakteri ve yiizeyler arasi
hidrofobik iliski oldugu bilinmektedir. Sekonder adezyon bakteri yiizeyindeki pili,
fimbria veya fibriller gibi ligandlarin Okaryot hiicrelerdeki spesifik ligandlara
baglanmas1 ile olusan o©zgiill ve geri doniisiimsiiz baglanmadir. Biyofilmin
maturasyonu, bakterinin yiizeye geri doniisiimsiiz olarak yapismasindan sonra
baslamaktadir. Biyofilm gelistikce bakterinin aderans ve motilite faktorlerinin

saliniminda da baskilanma olmaktadir (23,25).

Biyofilm ile iliskili organizmalarin insanda hangi mekanizmalarla hastaliga yol
actig1 halen tam olarak anlasilabilmis degildir. One siiriilen mekanizmalar arasinda
medikal cihazlar (implantlar) iizerindeki biyofilmden kopan hiicre veya hiicre
kiimelerinin kanda veya {iiriner sistemde enfeksiyona neden olmalari, endotoksin

tiretimi, konak bagisiklik sistemine karsi yapisal direng gostererek varligin
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siirdiirme, biyofilm icgerisinde diren¢ plazmidi degisimi yapmak aracilifiyla,
antimikrobiyal madde direnci kazanarak varligin1 siirdiirme bulunmaktadir.
Planktonik bakteriyel hiicreler biyofilmlerden salinmaktadir ve biyofilmden kopma
isleminin dogal olarak programlanmis bir olay oldugu goriistinii destekleyen kanitlar
vardir. Bu nedenle, biyofilmler akut enfeksiyon i¢in bir 'nidus' gorevi gorerek,
salinan planktonik hiicrelerin konak savunma mekanizmalarinin basarisiz kaldig

durumlarda akut enfeksiyon gelisimine neden olabilmektedirler (9,26).

Biyofilmler tercihen inert yiizeylerde veya olii bir doku {iizerinde
yerlesmektedir. Genellikle medikal aygitlar ve kemik sekestrasyonlar1 gibi 6lii doku
fragmanlan iizerinde olusmaktadirlar. Endokardit olayinda oldugu gibi canl
dokularda da yerlesebilmektedir (9). S.aureus, intravaskiiler kateter ve prostetik kalp
kapakc¢iklarinin bakteriyal inokiilasyonuna bagli olarak en yaygin nosokomiyal
patojenlerdendir. Eklem protezleri, ‘‘pacemakerlar’’, kalp kapakgiklar, vaskiiler
stentler, iiriner kateterler, santral venoz kateterler ve oftalmik implantlar tizerinde

biyofilm olusumu izlendigine dair bir ¢cok yayin bulunmaktadir (6,26).

Biyofilm gelisim siirecinin molekiiler diizenlenmesi ve antibiyotik direng
mekanizmalar farkli arastirmacilar tarafindan bir¢ok kez arastinlirken, farkli
orneklerden izole edilen suslarin biyofilm iiretme oranlar1 hakkinda literatiirde kisith
sayida calisma mevcuttur. Ammendolia ve ark. (10) mikrotitrasyon plagi yontemi
kullanarak yaptiklar1 calismada 63 insan kaynakli klinik S.aureus susunun 56’sin1
(%88.9) biyofilm pozitif, 7’sini (%11.1) biyofilm negatif bulmuslardir. Aym
calismada kullandiklart S.aureus suslarinda KNS suslarindan daha yiiksek oranda
(%88.9-66.1) biyofilm iiretimi tespit etmislerdir. Calismalarinda 5 kateter 6rneginin
2’sinde (%40.0), 33 ortopedik implant 6rneginin 32’sinde (%97.0), 2 peritoneal
diyaliz 6rneginin ikisinde de, 9 idrar 6rneginin 7’sinde (%77.8), 12 bogaz ve burun
siiriintiisiiniin tamaminda, 2 yara 6rneginin 1’inde biyofilm iiretimi saptamislardir.
Ozellikle ortopedik implant infeksiyonlarinda biyofilm olusumunun ©nemi bu

arastirmacilarin bulgularinda da gosterilmistir.

Votava ve ark. (72) Kongo kirmizili agar besiyerinde kan kiiltiiriinden izole

edilen 32 S.aureus susunun 18’ini (%56.2) biyofilm pozitif degerlendirmistir.
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Catalanotti ve ark. (73) bilateral konjonktivitli soft kontakt lens kullanan kisilerin
siiriintii 6rneklerinden izole edilen S.aureus suslarinin %61.1’inde biyofilm tiretimini
gostermiglerdir. Arciola ve ark. (74) protez infeksiyonlarindan izole edilen 15
S.aureus susunun 11’ini (%73.0) ve 15 S.epidermidis izolatinin 9’unu (%60.0)
biyofilm pozitif bulmuslardir. Kontrol grubu olarak deri ve mukozadan izole edilen
10 stafilokok susunun higbirinde biyofilm iiretimi tespit edememislerdir. Yazdani ve
ark. (75) yara infeksiyonlarindan izole ettigi 50 S.aureus susunun Kongo kirmizil
agar besiyerinde 27’°sini (%54.0) biyofilm pozitif, 23’iinii (%46.0) biyofilm negatif
bulmuglardir. Mikrotitrasyon plagi yontemiyle kantitatif degerlendirmede 50
S.aureus susunun 26’si (%52.0) biyofilm pozitif, 24’1 (%48.0) biyofilm negatif

bulmuslardar.

Yaptigimiz calismada cesitli klinik 6rneklerden soyutlanan 175 S.aureus susu
kullanildi. Bu suglarin 87’si yara (%49.7), 25’ kan kiiltiirii (%14.3), 35’1 trakeal
aspirat (%20.0), 10’u balgam (%5.7), 8’1 kateter (%4.6) ve kalan 10 tanesi de (%5.7)
cesitli klinik oOrneklerden (goz, idrar, burun siiriintiisii gibi) izole edildi.
Calismamizda biyofilm olusumu ile Orneklerin alindigr bolgeler arasindaki iligki
degerlendirildiginde, calisma kapsamina alinan en kalabalik grup olan yara
orneklerinin Kongo kirmizili agar besiyerinde biyofilm iiretim oran1 %60.9’la en
yiikksek bulunurken, trakeal orneklerin ise %11.4’le en diisiik saptandi (Tablo-2).
Yara oOrneklerinin mikrotitrasyon plagi yontemi kullanildiginda biyofilm {iretim
oranlari; %?20.8 gii¢lii biyofilm pozitif, %66.6 orta derecede biyofilm pozitif ve
%12.6’s1 biyofilm negatif saptandi. Trakeal o6rneklerde biyofilm iireten sus orani,
mikrotitrasyon plagi yonteminde yiiksek (%17.1’inde giiclii biyofilm pozitif,
%54.3’tinde orta derecede biyofilm pozitif ve %28.6’s1 biyofilm negatif) bulundu
(Tablo-3). Kongo kirmizili agar besiyerine gdre mikrotitrasyon plagi yonteminde
trakeal aspirat Orneklerinde toplam biyofilm olusturan sus oraninda biiyiik artig
(%71.4) saptandi. Kongo kirmizili agar besiyerinde kateter izolatlarinin yalnizca
%12.5 biyofilm pozitif bulunurken, mikrotitrasyon plag1i yonteminde Orneklerin
%87.5’u biyofilm pozitif (hepsi orta derecede) saptandi. Kateter orneklerinde de
Kongo kirmizili agar besiyeriyle mikrotitrasyon plagi yontemi arasinda biyofilm
olusturan sus oraninda belirgin fark goriildii. Elde ettigimiz sonuglar daha once

yapilan caligmalarla uyumlu bulunmustur. Duyarliligi daha yiiksek olarak kabul
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edilen mikrotitrasyon plagi yontemi dikkate alindiginda o6zellikle kateter ve yara
yerinden izole edilen 6rneklerde biyofilm olusturma oraninin yiiksek bulunmasinin,
stafilokoklara bagli infeksiyon olusumunda yabanci cisimlere yapisarak tedavisi gii¢
infeksiyonlara neden olan biyofilmin Onemini goOsteren bulgular olarak

degerlendirilmistir.

Kongo kirmizisi, benzidin ve naftionik asit kombinasyonundan olusan boyar
maddedir. Kongo kirmizili agar besiyerinin biyofilm iiretiminin belirlenmesindeki
mekanizmas1 tam  aciklanamamis olmakla birlikte Kongo kirmizisinin
polisakkaritlere, sialik asit ve amiloide afinite gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle
polisakkarit yapisinda olan biyofilm ve Kongo kirmizisi kombinasyonuyla koyu
kristalize renk elde edilmektedir. Yapilan bir calismada Kongo kirmizili agar
besiyerinde 72 saatlik takip sonucunda 23 S.aureus susunun 14’iinde (%60.8)
biyofilm olusumunu tespit etmislerdir. Orneklerin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda
siyah koloni olusturan iki S.aureus susunun 48 saatlik takibinde merkezi siyah
etrafinin kirmiziya dondiigii goriilmiistiir. Bunlarin ica genleri gosterilmis ve faz
varyantlar1 olarak bildirilmistir (11). Szymankiewicz ve ark. (76) Kongo kirmizil
agar besiyerinde degisik klinik orneklerden izole ettikleri 62 S.aureus susunun

31’inde (%50.0) biyofilm iiretimini pozitif bulmuslardir.

Vasudevan ve ark. (77) Kongo kirmizili agar besiyeri kullanarak arastirdigi 35
S.aureus susunun 32’sinde biyofilm pozitif gosterirken, mikrotitrasyon plagi
yontemiyle yalmzca 24’tinde biyofilm pozitif bildirmislerdir. Mikrotitrasyon plagi
yontemiyle Kongo kirmizili agar besiyerinde biyofilm negatif bulunan ii¢ izolattan

ikisini negatif, diger susu ise biyofilm pozitif degerlendirmislerdir.

Bir calismada 128 ica pozitif susun doku kiiltiirii mikrotitrasyon plagi, tiip
yontemi ve Kongo kirmizili agar kullanarak arastinldiginda; tiip yontemi ve
mikrotitrasyon plagi yontemini uyumlu bulurken, Kongo kirmizili agar besiyerini
uyumlu bulmamiglardir (78). Arciola ve ark. (74,79) Kongo kirmizili agar
besiyerinde 24 saatlik inkiibasyon sonucu siyah olan kolonilerde, 48 saatlik
inkiibasyon sonucu merkezinde pempe veya kirmizi renk degisimi goriilebildigini ve

bu durumun faz degisiminden kaynaklandigini bildirilmislerdir. Faz degisimi goriilen
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suglarla yapilan caligsmalarda; insersiyonel mutasyonla (IS256 bolgesi) icaC geninin

inaktive olmasi buna sebep olarak gosterilmektedir.

Baselga ve ark. (80) mastitli sigirlardan izole edilen 92 S.aureus susunun
1I’inde (%12) ve koyundan izole edilen 52 S.aureus susunun 10’unda (%19)
biyofilm {iiretimini gostermislerdir. 20 biyofilm tiretmeyen susun (10 sigir ve 10
koyundan elde edilen izolat) %2 gukoz iceren TSB icerisinde bir ay siireyle taze
besiyeri kullamilarak giinliik pasajlar1 sonucunda Kongo kirmizili agar ve tiip
yontemiyle 3 sigir izolat1 ve 4 koyun izolatinin biyofilm {iireten suslara doniistiigiinii
gostermislerdir. Bunun tersi olarak biyofilm pozitif suslarinda glukoz icermeyen
TSB icerisindeki pasajlariyla 4 sigir izolati ve 4 koyun izolatindan biyofilm
tiretmeyen suglar elde etmislerdir. Oliveira ve ark. (81) mastit infeksiyonlu
sigirlardan izole edilen 16 S.aureus susunun biyofilm olusturma kapasitesini Kongo
kirmizili agar ve mikrotitrasyon plagi yontemiyle degerlendirmislerdir. Kongo
kirmizili agar besiyerinde 16 izolatin 6’s1 (%37.5) biyofilm pozitif bulunurken,
mikrotitrasyon plagi yontemiyle 3’ii (%18.75) pozitif bulmuslardir. Yalnzca 2 izolat

her iki yontemle de pozitif degerlendirmislerdir.

Mathur ve ark. (82) doku kiiltiirii mikrotitrasyon plagi, tiip yontemi ve Kongo
kirmizili agar besiyerinde 152 klinik S.aureus susunu biyofilm olusumu yoniinden
karsilastirmislardir. Mikrotitrasyon plagi yonteminde suslarin 22’sini (%14.4) giicli,
60’11 (%39.4) orta ve 70’ini de (%46.0) biyofilm zayif veya negatif olarak
bulmuglardir. Tiip yonteminde suglarin 18’ini (%11.8) giiclii, 45’ini (%29.6) orta ve
89’ unu (%58.6) zayif veya biyofilm olusturmayan olarak gostermisler. Kongo
kirmizili agar besiyerinde 152 klinik S.aureus susunu yalnizca 8’ini (%5.2) biyofilm
pozitif olarak gostermisler. Bunlarin 6’s1 orta, 2’si gii¢lii biyofilm olusturan suglar
olarak bildirilmistir. Mikrotitrasyon plagi ve Kongo kirmizili agar besiyeri arasinda
zayif bir uyum oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bu caligmada mikrotitrasyon plagi
yonteminde yalniz TSB kullanildiginda 152 klinik S.aureus susunun yalniz 7’si
biyofilm olustururken, %1 glukoz ilave edildiginde 18 saatlik inkubasyonla 80 ve 24
saatlik inkiibasyonla 82 izolatta biyofilm olusumu gosterilmistir. Benzer sonuglar

seker ilaveli BHI buyyonu kullanildiginda da elde edilmistir. Bu sonuglarla
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stafilokoklarda biyofilm tiiretiminin tespiti i¢in Kongo kirmizili agar besiyerini

yetersiz degerlendirmislerdir.

Cogunlukla S.epidermidis izolatlarinda goriildiigii gibi in vitro biyofilm
olusumu ortam sartlarina olduk¢a duyarhidir. Ornegin besiyerine glukoz veya
glukozamin eklenmesi kuvvetli biyofilm olusturan suslarda bile gerekebilmektedir

(15,83).

Yaptigimiz ¢alismada biyofilm iiretiminin tespitinde Kongo kirmizili agar
besiyeri ve mikrotitrasyon plagi yontemi karsilagtirilmistir. Kongo kirmizili agar
besiyerinde yapilan koloni morfolojisine dayanan fenotipik degerlendirmeler
sonrasinda 175 ornegin 101’inde (%57.7) biyofilm olusumu negatif bulunurken,
74’tinde (%42.3) biyofilm olusumu pozitif bulunmustur. Mikrotitrasyon plagi
yontemiyle kristal viyole kullamilarak yapilan absorbans Olgiimlerine dayanan
kantitatif degerlendirme sonucunda 6rneklerin 34’tinde (%19.4) biyofilm {iiretimi
negatif, 112’sinde (%64.0) orta derece biyofilm iiretimi ve 29’unda (%16.6) giiclii
biyofilm iiretimi belirlenmistir. Mikrotitrasyon plagi yonteminde, Kongo kirmizili
agar besiyerindeki 101 biyofilm negatif 6rnegin; yalmzca 29’u biyofilm negatif
bulunurken, 59 izolatta orta derecede biyofilm ve 13 izolatta da giiclii biyofilm
tiretimi belirlenmistir. Mikrotitrasyon plagi yonteminde, Kongo kirmizili agar
besiyerindeki 74 biyofilm pozitif 6rnegin; 53’tinde orta derecede biyofilm, 16’sinda
giiclii biyofilm iiretimi bulunurken, 5 izolatta biyofilm iiretimi negatif Slciilmiistiir.
Mikrotitrasyon plagi yonteminde, Kongo kirmizili agar besiyerinde biyofilm pozitif
belirlenen 5 izolatta biyofilm tiretiminin gdsterilememesi daha onceki ¢aligmalarda
goriildiigli tizere koloni morfolojisi degerlendirmesindeki farklilk  ve faz
degisiminden  (icaC  inaktivasyonu)  kaynaklanabilecegi  diisliniilmiistiir.
Mikrotitrasyon plagi yontemi ve Kongo kirmizili agar besiyeri biyofilm iiretimini
tespit etme yoniinden karsilastinildiginda uyumsuz bulundu (p<0.001). Biyofilm
olusumunun belirlenmesinde daha ©nce yapilan c¢alismalarla uyumlu olarak,
mikrotitrasyon plagir yontemini Kongo kirmizili agar besiyerine gore daha duyarh
saptanmistir. Ayrica faz degisimi, bireysel, gorsel koloni morfolojisi
degerlendirmeye bagh farkli sonuclara yol agmamasi ve kantitatif degerlendirmeye

olanak saglamasida mikrotitrasyon plagi yonteminin diger bir iistiinliigii olarak kabul
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edilmistir. Buna karsin biyofilm iiretim oranimin kullanilan besiyeri igerisindeki
glukoz miktar1 ve diger c¢evresel kosullarla de§ismesi dezavantaji olarak

degerlendirilmistir (10,80,83).

Crampton ve ark. (15) ica genlerinin S.aureus ve S.epidermidis’de polisakkarit
madde f-1-6 glikozaminoglukan zincirinin sentezinden sorumlu oldugunu
bildirmiglerdir. Biyofilm olusumu hiicrelerin solid bir subtrata adezyonu ve takiben
cok tabakali hiicre olusturmasiyla iki adimda gerceklesir. Ilk asamadan (hiicre
adezyonu)  UDP-N-asetilglukozamin’den  sentez  edilebilen  lineer  [-1-6
glikozaminoglukan (PIA/PNAG) sorumludur. PIA/PNAG biyofilm olusumunda
hiicre-hiicre adezyon basamaginda gereklidir. Anaerobik kosullar altinda her iki
bakteri tiirlinde de ica spesifik mRNA’min varligmma bagli olarak polisakkarit
sentezinin arttigi gosterilmistir. S.aureus suslarinda ica genlerinin delesyonununa
bagh olarak N- asetilglukozaminiltransferaz aktivitesinin, PIA {iretiminin ve
dolayistyla biyofilm olusturma yeteneginin kayboldugunu bildirmislerdir. Crampton
ve ark. (83) yaptiklan1 calismada bir S.carnosus susu hari¢ diger tiim stafilokok
tiirlerinde icaADBC genlerini gostermislerdir. Ica genlerinin veya cevresel sartlarin
varligina ragmen, birka¢ susda ica lokusunda nokta mutasyonuna bagli olarak,
polisakkarit interselliiler adezin sentezinin negatif regiilasyonu dolayisiyla biyofilm

olusturamadi@in1 gostermislerdir.

Biyofilm olusumunda ica genleri biiyilk Oneme sahip oldugu gibi bagka
diizenleyi genler ve cevresel faktorler de etkili olmaktadir. ArlRS biyofilm
olusumunu baskilayici (negatif regiilasyon) gen sistemi olarak bildirilmekte ve arlRS
mutant suslarda baslangi¢c tutunma asamasinda ve PNAG iiretiminde artisa neden
olmaktadir. Bu mutant suglarda biyofilm olusumu ica gen delesyonundan
etkilenmedigi bildirilmistir (84). Yapilan bir caligmada kullanilan besiyerinde
(Hussain-Hastings-White modifiye besiyeri) biyofilm matriksi olusumu icin PNAG
tiretimini zorunlu goriilmemistir. ArlRS mutant suslarda, stafilokokal diizenleyici
gen ‘‘staphylococcal accessory regulator’” (SarA) mutantlarinin biyofilm olusumunu
azaltifi, agr mutanlarinin ise artirdigi  gosterilmistir. Hussain-Hastings-White
modifiye besiyerinde biyofilm olusumunda arlRS ve ‘‘accessory gene regulator’

(agr) negatif diizenleyici rolii oldugu bildirilmistir. Buna gore stafilokokal biyofilm
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olusumunda tek bir gen bolgesinin degil bir ¢ok negatif ve pozitif diizenleyici
genlerin sorumlu oldugunu bildirilmistir (84). Beenken ve ark. (85) SarA
mutantlarda biyofilm olusturma kapasitesinde belirgin azalma oldugunu
gostermiglerdir. Yapilan ¢aligmada 8 biyofilm olusturan susun 6’sinda sarA geninde
mutasyonla biyofilm olusumunda azalma goriiliirken, birisinde normalde de zayif
biyofilm olumundan dolay1r digerinde ise agr mutasyonundan dolay1 biyofilm
olusturmalarinda kapasitelerinde azalma gosterilememistir. Burada da agr mutant
suslarin biyofilm olusturma kapasitesini artirdigi bildirilmistir. Kropec ve ark. (86)
SarA proteinlerinin ica genlerinin transkripsiyonunda aktivatér rolii oldugunu

gostermislerdir.

Arciola ve ark. (11) Kongo kirmizili agar besiyerinde 23 S.aureus susunun
14’tinde biyofilm pozitif olarak degerlendirirken, biyofilm pozitif suglarda icaA ve
icaD genlerinin her ikisini de saptamislar, biyofilm negatif orneklerin higbirisinde
genleri tespit edememislerdir. Rohde ve ark. (87) fenotipik olarak Kongo kirmizili
agar besiyerinde biyofilm pozitifligi ile icaA ve icaD genlerinin arasinda tam uyum
olmadigin1 savunmaktadirlar. Bununla birlikte Vancraeynest ve ark. (7) Kongo
kirmizili agarda biyofilm pozitif buldugu S.aureus suslarinin yalmzca %45.0 icaA ve
icaD genlerini saptamislardir. Bunun nedeninin Kongo kirmizili agar besiyerindeki

koloni morfolojisinin yorumlanmasina bagl olabilecegini bildirmislerdir.

Vasudevan ve ark. (77) biyofilm pozitif ve negatif toplam 35 izolatin
tamaminda icaA ve icaD genlerinin bulundugunu gostermislerdir. IcaAD pozitif iki
izolatta biyofilm {iiretiminin goriilmemesi insersiyonel inaktivasyona veya ica
lokusundaki delesyonlara bagli olabilecegi bildirilmistir. Yazdani ve ark. (75) yara
infeksiyonlarindan izole ettikleri biyofilm negatif ve biyofilm pozitif 50 S.aureus

susunun tamaminda icaAD genlerini belirlemislerdir.

Chaieb ve ark. (88) diyaliz kateterlerinden izole edilen 32 S.epidermidis
susunun 16’sinda Kongo kirmizili agarda biyofilm pozitif bildirmislerdir. Calisilan
32 susun 23 tanesinde icaA ve icaD genlerini pozitif bildirmislerdir. Bunlarin 15’

biyofilm pozitif, 8 tanesini de biyofilm negatif gostermislerdir. IcaA ve icaD genleri
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negatif 1 izolatin ise biyofilm olusturdugunu gostermislerdir. S.epidermidis’de

biyofilm olusturma yetenegi ile ica genleri arasinda iliski oldugu bildirilmistir.

Giiniimiizde stafilokoklarda biyofilm olusumundaki mekanizmalardan en iyi
anlasilan icaADBC’nin kodladig1 enzimlerin, polisakkarit adezinleri sentezlettirmesi
olarak kabul edilmesine ragmen, Fitzpatrick ve ark. (89) ica genlerinden bagimsiz
biyofilm olusumu iizerine ¢aligmislardir. BHI buyyon, %1 glukoz ilaveli BHI
buyyon ve %4 NaCl ilaveli BHI buyyon kullanilarak 4 MRSA susunun biyofilm
iretme oranlar1 ve ica aktivitesindeki degisimi karsilagtirmiglardir. Cevresel uyarimla
icaADBC genlerinin aktivitesindeki degisim ve biyofilm iiretimindeki artis her
zaman uyumlu bulunmamistir. Buna karsilik glukoza bagimli olarak biyofilm
tiretimindeki artts uyumlu bulunmustur. Boylece cevresel faktorlerinde,
icaADBC’den bagimsiz olarak biyofilmin gelisim siirecindeki ©nemi ortaya
cikarilmigtir. Diger bir grup arastirmacida calismalarinda karbonhidrat kaynagi
olarak TSB igerisine glukoz ilavesiyle biyofilm iiretiminde dramatik bir artig

oldugunu da bildirmislerdir (10).

Yazdani ve ark. (75) yara infeksiyonlarindan izole ettigi biyofilm pozitif
(%52.0) ve negatif (%48.0) 50 S.aureus susunun tamaminda icaAD genlerini
belirlemislerdir. Catalanotti ve ark. (73) bilateral konjonktivitli soft kontakt lens
kullanan kisilerin siiriintii 6rneklerinden izole edilen S.aureus suslarinin %61.1’inde
icaA ve icaD genlerini gostermislerdir. Arciola ve ark. (74) Kongo kirmizili agar
besiyerinde protez infeksiyonlarindan izole edilen 30 stafilokok susundan biyofilm

pozitif suslarin hepsinde icaA ve icaD genleri tespit etmislerdir.

Cucarella ve ark. (90) yaptiklar1 caligmada sigir mastitinden izole edilen 195
S.aureus susunun 184’iinde (%94.36) icaADBC pozitif bulurken, 50’sinde (%25.6)
bap pozitif bulmuslardir. Bap pozitif izolatlarin hepsinde ica genleri pozitif tespit
edilmistir. IcaADBC ve bap pozitif olanlar giiclii biyofilm olustururken, yalniz

icaADBC pozitif olanlarin daha zayif biyofilm olusturdugunu gostermislerdir.

Calismamizda  S.aureus’un  biyofilm  olusumunda gorevli  genlerin

arastirilmasinda kullanilan 152 klinik izolatin 136’sinda (%89.5) icaA ve icaD
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genlerinin her ikiside saptandi. Calismaya alinan 152 izolatin 16’sinda (%10.5) icaA
ve icaD genleri saptanmadi. Biyofilm iiretiminin tespitinde kullandigimiz iki yontem
arasinda uyumsuzluk buldugumuzdan (p<0.001) dolay1 ica genleri ile biyofilm

iretimi arasindaki iliski her iki yonteme gore ayn ayn degerlendirildi.

Kongo kirmizili agar besiyerinde biyofilm pozitif olarak degerlendirilen 66
izolatin 65’inde (%98.5) icaA ve icaD geni bulunurken, yalnizca 1 (%1.5) izolatta
bulunmadi. Biyofilm negatif olarak degerledirilen 86 izolatin ise 71’inde (%82.6)
icaA ve icaD genlerinin her ikiside bulunurken, 15 (%17.4) izolatta her iki gende
saptanmadi (Tablo-5). Kongo kirmizili besiyerinde degerlendirilen biyofilm iiretimi
ile icaA ve icaD genleri arasinda zayif-orta derecede iliski bulundu (r=0.257,

p=0.001).

Mikrotitrasyon plagi yonteminde biyofilm gii¢lii pozitif olarak degerlendirilen
25 izolatin tamaminda icaA ve icaD geni bulundu. Orta derecede biyofilm pozitif
olan 95 izolatin 93’iinde (%97.9) icaA ve icaD genlerinin her ikiside bulunurken, 2
ornekte her iki gen de saptanmadi. Biyofilm negatif olarak degerledirilen 32 izolatin
ise 18’inde (%56.3) icaA ve icaD genlerinin her ikiside bulunurken, 14’tinde (%43.8)
izolatta her iki gen de saptanmadi (Tablo-6). Biyofilm iiretimi pozitif toplam 120
izolatin 118’inde (%98.3) icaA ve icaD genlerinin her ikiside bulunurken, yalnizca 2
izolatta (%1.7) her iki gen de saptanmadi. Mikrotitrasyon plagi yonteminde
degerlendirilen biyofilm iiretimi ile icaA ve icaD genleri arasinda iyi derecede iliski

bulundu (r=0.559, p<0.001).

Iki yontemden herhangi birisinde biyofilm iiretimi gosterilen izolat biyofilm
pozitif olarak, her iki yontemde de biyofilm varlig1 gdsteremeyen izolatlar biyofilm
negatif olarak gruplandirildi. Buna goére; 123 biyofilm pozitif izolatin 121’inde
(%98.4) icaA ve icaD genlerinin her ikiside saptanirken, 2 izolatta her iki gen de
saptanmadi. 29 biyofilm negatif izolatin ise 15’inde (%51.7) her ikiside saptanirken,
14’tinde (%48.3) her iki gende saptanmadi (Tablo-7). Bu sonuglarla biyofilm tiretimi
ile icaA ve icaD genleri arasinda iyi derecede iliski bulundu (r=0.597, p=0.001).
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Caligilan izolatlarin her iki yontemle de biyofilm olusumu gosterilenler
biyofilm pozitif ve her iki yontemle de biyofilm olusumu gosterilemeyenler biyofilm
negatif olarak gruplandirildi. Buna gore; 63 biyofilm pozitif izolatin 62’sinde
(%98.4) icaA ve icaD genlerinin her ikiside pozitif saptanirken, 1’sinde (%1.6) her
iki gen de negatif bulundu. 29 biyofilm negatif 6rnegin 15’inde (%51.7) icaA ve
icaD genlerinin her ikiside pozitif saptanirken, 14’inde (%48.3) her iki gen de
negatif bulundu (Tablo-8). Bu sonuglarla biyofilm iiretimi ile icaA ve icaD genleri
arasinda iyi derecede iliski bulundu (r=0.587, p<0.001). Elde ettigimiz bulgularla
biyofilm olusumunda ica genlerinin dnemi gosterilmistir. Bununla birlikte tek basina
biyofilm olusumundan sorumlu olmadigi, diger genetik faktorlerin ve cevresel
sartlarinda biyofilm olusumunda rol oynadigi gosterilmistir (10,84-86,89). Aym
zamanda ica genlerinin pozitifligininde her zaman biyofilm olusumuyla
sonuclanmadig gosterildi. Bu sonuglar stafilokokal biyofilm olusumunda ica genleri
ile birlikte diger negatif ve pozitif diizenleyici genlerinde sorumlu oldugu goriisiinii

desteklemektedir.

Son zamanlarda sigir mastitinden izole edilen S.aureus’larda yapilan
caligmalarda bap geni tarafindan kodlanan 2276 aminoasitlik biiyiik bir yiizey
proteini elde edilmistir. Bu proteinin biyofilm olusumunun hem inert yiizeylere
primer yapisma basamaginda hemde PIA/PNAG gibi hiicre-hiicre adezyonunda
gorevli oldugu bildirilmistir. Bap yapisal olarak grup B streptokoklarin alfa C
proteini ile benzer bulunmustur. Bap geninin bir patojenite faktorii oldugu ve direncli
infeksiyona yol agtig1 bildirilmistir (90). Cucurella ve ark. (91) hayvan kaynakli
mastit infeksiyonundan izole edilen 350 S.aureus susunun %5’inde bap genini pozitif
bulurken, insandan izole edilen 75 susun hicbirisinde bap genini elde
edememislerdir. Kontrol susu S.aureus V329 dahil bap pozitif izolatlarin hepsinde
zay1f PIA/PNSG {iretimi tespit etmislerdir. Bap geni inaktive edildiginde S.aureus’un
biyofilm matriksinin baslica polisakkariti olan PIA/PNSG seviyesinde azalma
oldugunu, ica genleri inaktive edilmis mutantlarda dot blot yontemiyle PIA/PNSG

tiretiminin olmadig1 gostermislerdir.

Vautor ve ark. (92) degisik kaynaklardan ve insandan izole ettikleri 150

S.aureus susunda giicli biyofilm {iiretenler de dahil higbirisinde bap genini
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gosterememislerdir. Bununla birlikte icaADBC genlerinin inaktivasyonunun, bap
pozitif suslarda in vitro biyofilm olusumunu etkilemedigini bildiren yayinlar da
vardir (90). Bap geni yok edilmesi durumunda biyofilm matriksinin ana polisakkarit

maddesi olan PIA/PNAG birikiminde azalma olacagini bildirmislerdir (57).

Calismamizda kullanilan 152 izolatin yalnizca 1’inde (%0.7) bap geni saptandi.
Bap geni pozitif S.aureus susu yogun bakim servisinde yatmis hastadan gonderilen
trakeal aspirasyon orneginden izole edilmisti. Hastane otomasyon bilgi sisteminden
alman bilgilere gore 62 yasinda erkek hasta pulmoner emboli ve sepsis tanilariyla
hastanemize yatirilmis ve 10 giin sonra kardiak arrest sonucu Olmiistiir. Laboratuar
kayitlarina gore hastanin  diger Orneklerinden Stenotrophomonas maltophilia,
Klebsiella pneumoniae, Haemophilus spp., Acinetobacter Iwoffii ve alfa hemolitik
streptokok izole edilmigtir. Literatiir taramasinda daha once bildirilen bap geni

pozitif insan izolatina rastlanmadi.

Kropec ve ark. (86) PNAG iiretiminin S.aureus patojenitesindeki Onemini
arastirmiglardir. Hayvan modeli calismasinda ica gen delesyonu yapilmis mutant
suglarin kandaki seviyelerinde, bobrek absesi olusturma yeteneklerinde ve Olim
oranlarinda belirgin azalma gosterilmistir. Ica gen delesyonlu S.aureus mutantlarinin
insan periferal kan 16kositlerinin ve tavsan komplemaninin antikor bagimsiz opsonik
oldiirmesine daha duyarli olduklart gosterilmistir. PNAG iiretiminin, fare modelli
sistemik S.aureus infeksiyonlarinda doku immun cevabina diren¢ ve patogenitedeki
kritik rolii gosterilmistir. PNAG ve kapsiiler polisakkaritlerin (tip 5 ve 8) fagositler
ve kompleman tarafindan olusturulan dogal immuniteye karsi bakterileri korudugu

gosterilmistir.

Son zamanlarda yapilan calismalarla S.aureus ve S.epidermidis suslarindan
elde edilen PNAG’1n as1 potansiyeli degerlendirilmektedir (93,94). Escherichia coli

ve Actinobacillus genusunun baz liyelerininde PNAG iirettigi gosterilmistir (95,96).
Calismamizda icaA ve icaD genleri pozitif 42 izolatin tamaminda PNAG

liretimi gosterildi. Ica genleri belirlenemeyen 8 klinik izolatta ise PNAG tespit

edilemedi. Calisilan diliisyonlarda PNAG iiretimi tespit edilen 42 klinik izolattan
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12’sinde pozitif kontrole esit 1s1ma, 30 izolatta ise daha zayif 1s1ma elde edildi (Sekil
12 ve 13).

Bilimsel gelismelerin sonucu olarak, bir ¢ok akut enfeksiyon antibiyotiklerle
etkin bir sekilde tedavi edilebilmektedir. Bununla beraber bu durumun iki istisnasi
vardir. Bunlardan ilki; antibiyotige duyarliligi olmayan bakteri varligidir. ikinci
ayricalikli durum ise biyofilm icerisinde yasayan bakteri varligidir. Biyofilm
bakterilerinin, planktonik yasayan aym tiirdeki bakteriler oranla antibiyotik
tedavisine 100-1000 kat daha rezistan olabildigi bildirilmistir Implante edilmis
yabanci cisimlere veya hasarli dokulara yapisan bakteriler persistan infeksiyonlara
neden olabilir. Bunun en 6nemli nedeni, bu bakterilerin polisakkarit ve proteinlerden

olusan ve biyofilm ad1 verilen bir matriks icerisinde yerlesmeleridir (9,37,97).

Biyofilmler yavas biiylime Ozelligine sahiptirler ve enfeksiyonlar siklikla
belirgin klinik semptom vermeden gelisir. Hareketsiz bakteriyel hiicreler antijen
salgilayarak antikor iiretimini uyarmaktadir. Bununla birlikte antikorlarin biyofilm
icerisindeki bakterileri Oldiirebilme yetenegi yoktur. Biyofilmler bu yolla
etraflarindaki dokularda immiin kompleks hasarina yol acabilirler. Miikemmel
hiicresel ve hiimoral immiin yanitlann olan bireylerde bile, konak savunma
mekanizmalar biyofilm enfeksiyonlarin1 sonlandiramamaktadir. Antibiyotik tedavisi
biyofilmden ayrilmig olan planktonik hiicrelerin neden oldugu semptomlar1 ortadan
kaldirir fakat biyofilmi yok edememektedir. Bu nedenle biyofilm infeksiyonlari,
donem donem kullanilan antibiyoterapiye ragmen semptomlar gostermeye devam
edebilmektedir. Bu durum biyofilm popiilasyonunun cerrahi olarak viicuttan

uzaklastirilmasina kadar devam edebilir (9).

Calismalar nozokomiyal infeksiyonlarin yaklasik %65’inden biyofilmlerin
sorumlu oldugunu ve bu durumun tedavi giderlerini cok yiikselttigini ortaya
koymaktadir. Biyofilmlerin &zellikle nozokomiyal infeksiyonlardaki onemlerinin
artmast ile birlikte biyofilm direnci konusuda daha sik olarak giindeme gelmektedir.
Biyofilm olusumunun iki klinik 6nemi vardir. Birincisi antibiyotiklere direng
kazanilmasidir. Bakterinin biyofilm olusturarak yiizeye yapismis formu (sesile) ile

siispansiyon formu (planktonik) arasinda antibiyotik duyarlilik farkimin oldugu
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gosterilmistir. Bakteriler antibiyotiklere MBK konsantrasyonlarinin 1000 katina
kadar direng gosterebilmektedirler. Biyofilm olusumunun antibiyotiklerin etkisini
onleyici fonksiyonu oldugu bildirilmektedir. Biyofilm fenotipinin ikinci 6nemli
ozelligi ise konak immun hiicrelerinden korunabilmesidir. Biyofilm bakteriyi
fagositoz ve degraniilasyondan korumaktadir. Kemotaksisi, notrofillerin etkisini
onlemekte ve lenfosit aktivitesini azaltmaktadir (9,98). Biyofilmle iligkili
enfeksiyonlarin tedavisi gittikce daha da sorun olmaktadir. Biyofilm i¢indeki
bakterilerin antibiyotiklere diren¢li davramisi planktonik formu ile arasindaki en

onemli farki olusturmaktadir (99,100).

Biyofilmin antibiyotik diren¢ olusturmasinda en az 3 mekanizmanin rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Ekzopolisakkarid matriksin antimikrobiyal maddeyi
absorbe ettigi veya diffiizyonunu kisitladigi diisiiniilmiis olsa da, artik bir c¢ok
antibiyotigin biyofilm tabakasini kolayca penetre ettigi bilinmektedir. Molekiiler
filtre mekanizmasinin Ozellikle vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptidlerin
gecisinin  engellenmesinde en Onemli mekanizma oldugu gosterilmistir.
Antibiyotiklerle tedavi edilmis olan biyofilmlerin kenar kisimlarinda bakterisidal etki
izlenirken, daha derin kisimlarda yasayan bakteriler hayatta kalmakta yeniden
enfeksiyon gelisiminde bir nidus teskil etmektedirler. Biyofilmin dis tabakalar1 hasar
absorbe ederken, ic tabakalarda stres yanitinin baglamasi i¢in zaman kazanilmis olur

(9,27,101).

Biyofilm icerisinde  yasayan  bakterilerin, planktonik  bakterilerle
karsilastirildiklart zaman farkli gen ekspresyon paternleri oldugu izlenir. Gen
ekspresyonundaki bu farklilik planktonik benzerlerinden fenotipik olarak farkli
ozelliklere sahip bakterilerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Biyofilmlerin birden fazla
hiicre tiirlinden olusmas1 sonucu, icerisinde yasayan bakterilerin hayatta kalma

sanslar1 artmaktadir (27,55).

Besin yetersizligine bagli degisen mikrocevreye daha cabuk adapte olabilen
tiirler, saldir1 sonunda hayatta kalarak yeniden ¢ogalma islemine hizla baslayabilirler.
Bunun en olasi acgiklamasi, biyofilm bakterisinin gecirdigi fenotipik degisikliklerin

kendisi i¢in koruyucu baz1 6zellikleri kazandirmis olmasidir. Biyofilm olusumu i¢in
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gerekli pH, pCO,, divalan katyonik konsantrasyonun hidrasyon seviyesi, primidin
konsantrasyonu gibi mikrogcevre degiskenleri biyofilm olusumu iizerine ¢ok etkilidir.
Biyofilm olusumunu kolaylastiran bu mikrocevre degiskenleri ozellikle
aminoglikozit, tetrasiklin ve makrolidlerin antibakteriyel etkisini negatif yonde

etkileyerek antibiyotik direncini olugturmaktadir (27,55,102).

Biyofilm olusumunun erken agamalarinda; heniiz hiicre birikimi ve polisakkarit
madde iiretimi gergceklesmeden planktonik ve bagh hiicrelerin (adere) fizyolojileri
arasindaki farklar calismalarda gosterilmistir. Eksponansiyal iireme safhasindaki
S.aureus’lar da respiratuvar aktivite artmaktadir. Adere bakterilerin plantonik
bakterilere gore metabolizmasindaki azalma membran potansiyellerinde belirgin bir
diisiisle gosterilmistir. Ozellikle B-laktam ve glikopeptid direncinde adere

bakterilerin iiremelerindeki azalma ve filtre mekanizmasi etkili olmaktadir (69).

Bakterilerin bilylime oranlarindaki degisiklikler antibiyotik cevaplarim da
degistirmektedir. Baska bir deyisle, bir ¢cok antibiyotik hizla boliinen bakterileri
hedefledigi icin, Ozellikle biyofilmin derin tabakalarinda bulunan ve azalmis
metabolik ve bolinme hizlan sergileyen bakterilere etkili olamamaktadir. Biyofilmli
bakterilerin biiytime hizlar1 planktonik bakterilerden belirgin bir sekilde diisiik
oldugu tesbit edilmistir. S.auerus’larin biyofilm olusturma siiresi ile antibiyotik
direncinde artis oldugu gosterilmisdir. Beslenmesi zayiflatilarak biiyiime oranlar
diigiiriilen  S.aureus’lara higbir antibiyotigin yeteri kadar etkili olamadig
gosterilmistir. Bu bulgular biyofilmin bakteri beslenme ve biiyiimesini etkileyerek

antibiyotik direng¢ gelisimini sagladigim gostermektedir (9,27,103,104).

Diren¢ mekanizmalarinin saptanmasi, yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi
acisindan onemlidir. Yeni gelistirilecek antibiyotiklerin duragan (stationary) fazdaki
ve biyofilm icindeki mikroorganizmalara etkili olmasi istenen bir durumdur. Bu
amagla bakterilerin birbiriyle haberlesmelerini saglayan ve ¢ogalma dinamiklerini
belirleyen ‘‘quorum sensing’’ sistemlerinin inhibisyonu son yillarda {izerinde
calismalar yapilan popiiler konulardan birisi olmustur. Heniiz klinikte kullanilabilir
bir madde gelistirilememis olmasina ragmen, bu tiir inhibitor molekiillerin uzun

vadede biyofilm infeksiyonlarinin tedavisi agisindan umut vermektedir (52,69).
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Biyofilm direncinden sorumlu genler ve gen {iriinleri agiga cikartildikga
bunlara karsi gelistirilecek  molekiiller tedavide basarili olabilir. Stafilokokal
infeksiyonlarin tedavisinde geleneksel antibiyotiklerle birlikte biyofilm yapis1 gibi
spesifik stafilokokal viriilans faktorlerini hedef alan yeni protokoller uygulanabilir.
Ekstraselliiler polisakkarit olusumunun engellenmesi geleneksel antibiyotiklerin
antibakteriyel etkisini artiracagi bildirilmektedir. Stafilokoklarda ¢ok kath biyofilm
olusumunda 6nemli rolii olan ica geni beta laktam direncine katkida bulunur ve bu
gen enfekte eden suslarda kontaminasyona yol acanlara gore daha sik
saptanmaktadir. Koagiilaz negatif stafilokoklarda antibiyotiklerin farkli baz1
yollardan biyofilm olusumunu ve aderans mekanizmasini etkiledigi gosterilmistir

(36).

Ayrica biyofilmin ¢ok tabakali yapisini tahrip edecek kemoterapotik ajanlarin
gelistirilmeside diger bir stratejidir. Geleneksel antibiyotiklerden kinopristin/
dalfopristin, linezolid, vankomisin metisiline duyarli ve direncli S.aureus kokenlerine
etkilidir. ~ Stafilokokal infeksiyonlarda  kullamilmaktadirlar.  Streptomyces
pristinaspiralis’ten koken alan streptograminler makrolid-linkozamid-streptogramin
(MLS) ailesi icinde yer alan bir antibiyotik grubudur. Quinupristin/dalfopristin; iki
farkli streptogramin bilesiginin  sinerjik etki gOsteren semisentetik  bir
kombinasyonudur. Tek basina oldukga simirli bir antibakteriyel etkisi olan bu
bilesikler birlikte sinerjistik etki olusturmalar1 nedeniyle iyi bir antibakteriyel etkinlik
gosterirler. Quinupristin/dalfopristin biyofilm {izerinede etkili bulunmus ve biyofilm
icindeki sesil bakteriyi yavas yavas oldiirdiigii bildirilmistir. Quinupristin/dalfopristin
subinhibitér konsantrasyonu polisakkarit interselliiler adezini iireten ica ADBC

operonunun ekspresyonunu arttirir (105,106,107).

Linezolid, oksazolidinon grubu antimikrobiyaldir. Linezolid tim onemli gram
pozitif bakterilere kars1t mitkemmel in vitro aktiviteye sahiptir. Linezolid’in biyofilm
icindeki konsantrasyonu diisiik bile olsa bakteri yiikiinii %91 azalttig1 gosterilmistir

(106,107,108).

Klinikte en sik kullanilan glikopeptit antibiyotik vankomisindir. Vankomisin,

gram pozitif bakterilerin hiicre duvar1 sentezini, peptidoglikan polimerlerinin D-
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alanin-D-alanin prekiirsorlerine baglanarak Onlemektedir. Transglikozilaz ve
transpeptidaz enzimlerinin hedeflerini bozarak inhibe eder. Ayrica RNA sentezini
bozabilir ve sitoplazmik membran permeabilitelerini degistirerek protoplastlara zarar
verebilir. Hedef organizmalara hizlica ve sikica baglanarak cogalmakta olan
bakteriler iizerinde bakterisidal etki gosterir. Gram negatif bakterilerin lipid
membranmindan penetre olamadiklan icin bu mikroorganizmalar {izerinde etkili

degildir (109).

Vankomisin ve teikoplaninin subinhibitér konsantrasyonda ica genlerinin
ekpresyonunu etkilemedigi gosterilmistir. S.epidermidis vankomisine oldukca
duyarli olmasina ragmen biyofilm i¢indeki bakteri icin ayn1 seyi soylemek miimkiin
degildir. Vankomisinin molekiil biiyiikligii bu azalmis duyarliliktan sorumlu
tutulmaktadir. Bazi caligsmalarda biyofilmin kendisinin glikopeptid aktivitesini

azalttig1 one siiriilmektedir (106,107).

Wilcox ve ark. intravaskiiler kateterlerin igerisine vankomisin ve linezolid
infiizyonu yaparak, olusmus biyofilm igerisindeki antibiyotik konsantrasyonunu
degerlendirmislerdir. Vankomisinin biyofilm igerisindeki konsantrasyonunun
linezolide oranla daha yiikksek oldugunu bildirmislerdir. Bunun nedenini de

glikokaliks yapisinin glikopeptidleri baglamasi olarak agiklamiglardir (110).

MRSA izolatlarinda vankomisin, siprofloksasin ve teikoplaninin kullanildigi
calismada bakterilerin planktonik formlarina etkili MIK degerleri, mikrotitrasyon
plaginda 20 saat 37°C inkiibasyondan sonra olusan bakterilerin bagli formlarina
etkili minimal inhibitdr konsantrasyon (MiKAD M) ve minimal bakterisidal
konsantrasyon (MBKAPH) degerleri karsilastirildiginda belirgin artis gosterilmistir

(65).

El-azizi ve ark. (67) saglam ve dagilmis biyofilm olusumundaki 3 klinik
stafilokok  izolatimin  linezolid, = vankomisin,  dalfopristine/quinupristin’e
duyarliliklarim1  MIK  degerleriyle karsilastirmislardir.  Biyofilm  bakterilerini
plaktoniklere ve dagilmis biyofilm olusumundakilere oranla antibiyotiklere kars1 ¢ok

daha direncgli bildirmislerdir. Dalfopristin/quinupristin’i 6zellikle dagilmis biyofilm
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tizerine en etkili antibiyotik olarak bildirmislerdir. Dalfopristin/quinupristin’in
biyofilm olusumundaki bakterileri 6ldiirme etkisi doza bagimli goriillmemistir. Buna
karsin vankomisinin doza bagimli olarak yiiksek konsantrasyonlarda (500-1000

pg/ml), biyofilm olusumundaki bakterilere, daha etkili oldugunu bildirmislerdir.

Artroplasti vakalarindan izole edilen 6 stafilokok susunda yapilan diger bir
calismada vankomisin denenmis ve biyofilmdeki bakteriler ile planktoniklerin MBK
degerleri karsilastirildiginda belirgin fark bulmuslardir. Planktoniklerin MBK
degerleri 0.5-1 pg/ml iken, biyofilmdeki bakterilerin MBK degerleri (MBEK) bir
izolatta 512 pg/ml, digerlerinde ise 1024 pg/ml’nin iizerinde bildirilmistir (111).

Williams ve ark. (112) S.aureus izolatlarinin planktonik ve biyofilm olusumlari
tizerine vankomisin ve degisik antibiyotiklerin etkilerini karsilagtirmislardir.
Biyofilm olusumunun planktoniklere oranla MBK, MBKx2 ve MBKxI10
konsantrasyonlarinda vankomisine ve diger antibiyotiklere (benzilpenisilin,

tetrasiklin) daha direngli (2-10 kat) oldugunu gostermislerdir.

Mathur ve ark. (113) yaptiklar1 ¢alismada linezolid, vankomisin, dalfopristin/
quinupristin ve ranbezolid kullanarak, iki kontrol susu (S.epidermidis ATCC 35983
ve S.epidermidis ATCC 12228) ve iki klinik izolatta (MRSA ve metisilin direngli
KNS) MiK ve MBEK degerlerini karsilastirmislardir. Dalfopristine/quinupristin ve
ranbezolid kullanildiginda daha az olmak iizere MBEK degerleri tiim orneklerde
MIK  degerlerine gore belirgin  artmis (2-16  kat)  gostermislerdir.
Dalfopristine/quinupristin ve ranbezolid’i biyofilm olusumundaki bakterilere en
etkili antibiyotikler olarak bildirilmislerdir. Diaz-Mitoma ve ark. (114) ventrikiilo-
peritoneal santli hastalardaki infeksiyonlarda biyofilm iiretimi ile antibiyotik

basarisizlig1 arasinda anlamli bir iligki bulmuslardir.

Calismamizda kullamlan 8 klinik izolatin MiKg degerleri ve BMIK degerleri
karsilastirildi (Tablo-10). Buna gore klinik izolatlarin, vankomisin i¢in en diisiik
BMIK degeri MiKo, degerinin 8 kat1 olarak 16 pg/ml, linezolid icin en diisiik BMIK
degeri MIKyy degerinin 2 kat1 olarak 8 pg/ml, dalfopristin icin en diisik BMIK

degeri MiKg, degerinin 80 katinin iizerinde >1280 pg/ml, quinupristin icin en diisiik
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BMIK degeri MiKqo degerinin 160 kat1 olarak 640 pg/ml ve dalfopristin/quinupristin
icin en diisiik BMIK degeri MiKo degerinin 2 kat1 olarak 2 pg/ml bulundu.

Calismamizda kullamilan 8 klinik izolatin MIiKg, degerleri ve MBEK degerleri
karsilastirildi. Buna gore klinik izolatlarin, vankomisin i¢in en diisitk MBEK degeri
MiKyo degerinin 32 kat1 olarak 64 pg/ml, linezolid icin en diisik MBEK degeri
MiKgo degerinin 16 kat1 olarak 64 ug/ml, dalfopristin icin en diisik MBEK degeri
MIKg degerinin 80 katinin iizerinde >1280 pg/ml, quinupristin i¢in en diisik MBEK
degeri MiKyy degerinin 320 katimn iizerinde >1280 pg/ml  ve
dalfopristin/quinupristin i¢in en diisik MBEK degeri MiKg, degerinin 8 kati olarak 8
pg/ml bulundu. Daha oOnceki calismalarla uyumlu olarak biyofilm bakterileri
planktoniklere oranla antibiyotiklere 8-1280 katindan daha fazla konsantrasyonda
direngli  bulunmustur (Tablo-11). Elde ettigimiz sonug¢lar biyofilm olusturmus
bakterilerin inhibisyonunun ve eradikasyonunun giic oldugunu ve antibiyotiklerin

MIK degerlerinin ¢ok daha iizerinde dozlara ihtiyac olabilecegini gostermistir.

Calismamiz sonucunda S.aureus’larda biyofilm olusumunda ica genleri ve
tiriinlerinin 6nemli rolii oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte biyofilm olusumunda
diger genetik faktorlerin ve ¢evre kosullarininda etkili olabilecegi ve bu konuda yeni
caligmalara ihtiya¢ oldugu goriilmiistiir. Aym1 zamanda biyofilm olusumunun
antibiyotiklere diren¢ gelisiminde ©6nemli rol oynadigi ve tedavi protokolleri
diizenlenirken dikkate almmasi gerektigi goriilmektedir. Infeksiyon gelisiminde
onemli bir faktor olarak goriilen biyofilm olusumunun 6nlenmesi icin molekiiler,
genotipik ve fenotipik diizeyde daha aciklanmasi ve arastirilmasi gereken ¢ok sayida

noktalar bulunmaktadir.
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SONUCLAR

1-Kongo kirmizili agar besiyerinde yapilan degerlendirmeler sonrasinda 175 ornegin
74’tinde (%42.3) biyofilm olusumu pozitif bulunurken, 101’inde (%57.7) biyofilm

olusumu negatif bulundu.

2-Kiristal viyole kullanilarak yapilan absorbans Olctimlerine gore drneklerin 29’unda
(%16.6) giiclii biyofilm iiretimi, 112’sinde (%64.0) orta derece biyofilm iiretimi ve
34’iinde (%19.4) biyofilm iiretimi negatif belirlendi.

3-Biyofilm olusumunun tespitinde kullanilan mikrotitrasyon plagi yontemi ve kongo

kirmizili agar besiyeri arasinda uyumsuzluk belirlendi (p<0.001).

4-Biyofilm olusumu ile 6rneklerin alindig1 bolgeler arasindaki iligski kullanilan her
iki yontem birlikte degerlendirildiginde en yiiksek biyofilm oranlarn yara

orneklerinde gosterildi (%60.9-87.4).

5-Calismada kullanilan 152 klinik izolatin 136’sinda (%89.5) icaA ve icaD

genlerinin her ikiside saptanirken, 16’sinda (%10.5) saptanmadi.

6-Kongo kirmizili agar besiyerinde degerlendirilen biyofilm iiretimi ile icaA ve icaD

genleri arasinda zayif-orta derecede iliski bulundu (r= 0.257, p=0.001).

7-Mikrotitrasyon plagi yonteminde degerlendirilen biyofilm iiretimi ile icaA ve icaD

genleri arasinda iyi derecede iligski bulundu (r=0.559, p<0.001).

8-Biyofilm tespitinde kullanilan yontemlerin herhangi birisinde biyofilm iiretimi
gosterilen izolatlar biyofilm pozitif olarak, her iki yontemde de biyofilm varlig
gosteremeyen izolatlar biyofilm negatif olarak gruplandirildiginda; biyofilm iiretimi

ile icaA ve icaD genleri arasinda iyi derecede iliski bulundu (r=0.597, p=0.001).

9-Biyofilm tespitinde kullanilan her iki yontemle de biyofilm olusumu gosterilen

S.aureus klinik izolatlar biyofilm pozitif ve her iki yontemle de biyofilm olusumu
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gosterilemeyenler biyofilm negatif olarak gruplandirildiginda; biyofilm iiretimi ile

icaA ve icaD genleri arasinda iyi derecede iliski bulundu (r=0.587, p<0.001).

10-Biyofilmle iliskili genlerin arastirilmasinda kullamilan 152 klinik S.aureus

izolatinin yalnizca 1’inde (%0.7) bap geni saptandi.

11-PIA/PNAG calismasinda kullanilan icaA ve icaD genleri pozitif 42 izolatin
tamaminda PNAG {iretimi gosterildi. Calismada kullanilan ica genleri negatif 8

klinik izolatta ise PNAG tespit edilmedi.

12-Klinik izolatlarin vankomisin icin en diisik BMIK degeri MiKoy degerinin 8 kat:
olarak 16 pg/ml, linezolid i¢in en diisiik BMIK degeri MiKy, degerinin 2 kat: olarak
8 ug/ml, dalfopristin icin en diisik BMIK degeri MiKgy degerinin 80 katinin
lizerinde >1280 pg/ml, quinupristin i¢in en diisik BMIK degeri MiKqo degerinin 160
kat1 olarak 640 ug/ml ve dalfopristin/quinupristin i¢in en diisiik BMIK degeri MiKoj
degerinin 2 kat1 olarak 2 pg/ml bulundu.

13-Klinik izolatlarin vankomisin icin en diisik MBEK degeri MiKo, degerinin 32
kat1 olarak 64 pg/ml, linezolid i¢in en diisiik MBEK degeri MiKq, degerinin 16 kat1
olarak 64 pg/ml, dalfopristin icin en diisik MBEK degeri MiKg, degerinin 80 katinin
lizerinde >1280 pg/ml, quinupristin icin en diisik MBEK degeri MiKqy degerinin
320 katinin tizerinde >1280 pg/ml ve dalfopristin/quinupristin icin en diisik MBEK
degeri MiKo, degerinin 8 kat1 olarak 8 pg/ml bulundu.
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OZET

Bu calismada, cesitli klinik orneklerden izole edilen S.aureus suglarinin
biyofilm olusturma oranlari, biyofilm olusumundan sorumlu tutulan genleri ve
genlerin {iriinleri, biyofilm olusturmus suslar {iizerine antibiyotiklerin etkileri

arastirild.

Calisma kapsamina ¢esitli klinik 6rneklerden soyutlanan 175 S.aureus susu
dahil edildi. Calismada biyofilm {iretiminin tespitinde Kongo kirmizili agar (KKA)
besiyeri ve mikrotitrasyon plagi yontemi karsilastirilmistir. KKA besiyerinde yapilan
koloni morfolojisine dayanan fenotipik degerlendirmeler sonrasinda 175 Ornegin
101’inde (%57.7) biyofilm olusumu negatif bulunurken, 74’tinde (%42.3) biyofilm
olusumu pozitif bulunmustur. Mikrotitrasyon plagi yontemiyle kristal viyole
kullanilarak yapilan absorbans Olgiimlerine dayanan kantitatif degerlendirme
sonucunda Orneklerin 34’iinde (%19.4) biyofilm iiretimi negatif, 112’sinde (%64.0)
orta derece biyofilm {iiretimi ve 29’unda (%16.6) giiclii biyofilm iiretimi
belirlenmistir. Mikrotitrasyon plagi yontemi ve KKA biyofilm iiretimini tespit etme
yoniinden karsilastirildiginda uyumsuz bulundu (p<0.001). Biyofilm olusumundan
sorumlu genlerin varliginin arastiritlmasinda kullanilan 152 klinik izolatin 136’sinda
(%89.5), pozitif kontrol olarak kullanilan S.aureus ATCC 35984 susunda icaA ve
icaD genlerinin her ikiside saptandi. Calismaya alinan 152 klinik izolatin 16’sinda
(%10.5) ve negatif kontrol olarak kullanilan S.aureus ATCC 12228 susunda icaA ve
icaD genleri saptanmadi. KKA besiyerinde degerlendirilen biyofilm iiretimi ile icaA
ve icaD genleri arasinda zayif-orta derecede iliski bulundu (r= 0.257, p=0.001).
Mikrotitrasyon plagi yonteminde degerlendirilen biyofilm iiretimi ile icaA ve icaD
genleri arasinda iyi derecede iliski bulundu (r=0.559, p<0.001). Calisilan 152 klinik
S.aureus izolatmin yalmzca 1’inde (%0.7) ve pozitif kontrol olarak kullanilan
S.aureus V329 susunda bap geni saptandi. IcaADBC genleri tarafindan
sentezlettirilen PIA/PNAG calismasinda 50 klinik S.aureus susu kullanildi. Calisilan
icaA ve icaD genleri pozitif 42 izolatin tamaminda kemiliiminesans dot-blot
yontemle PNAG iiretimi gosterilirken, ica genleri negatif 8 klinik izolatta ise PNAG
tespit edilmedi. Antibiyotiklerin (vankomisin, linezolid, dalfopristin, quinupristin ve

dalfopristin/quinupristin) biyofilm olusturmus S.aureus suslarma etkileri 96
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kuyucuklu mikrotitrasyon plagi kullanilarak arastirildi. Calisilan 8 klinik izolatin
biyofilm minimum inhibitér konsantrasyon ve minimal biyofilm eradikasyon
konsantrasyon degerleri, MiKy, degerlerinin 2-1280 ve 8-1280 katindan daha yiiksek
bulundu. Sonug olarak S.aureus’lar da biyofilm olusumunun, genetik ve cevresel
faktorler tarafindan kontrol edildigi ve antibiyotiklere diren¢ gelisiminde énemli rol

oynadigi kanisina varilmstir.
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SUMMARY

In this study, we analysed the biofilm formation capability, genes and gene
products which are responsible from biofilm formation and the effects of antibiotics

on biofilm-forming strains of S.aureus isolated from various clinical specimens.

A total of 175 S.aureus strains isolated from various clinical samples were
studied. Congo Red agar (CRA) and microplate assay were compared to detect
biofilm production. 101 (57.7%) of 175 samples were negative for biofilm formation
while 74 (42.3%) samples were positive according to phenotypic assessment of
colony morphology on CRA. In microplate method, quantitative assessment is done
according to the absorbance measurement by using crystal violet and as a result 34
(19.4%) sample were negative, 112 (64%) were moderate and 29 (16.6%) were
strong positive for biofilm-forming. There was a discordance between microplate
method and CRA in detecting biofilm formation (p<0.001). In the study to determine
the presence of genes responsible from biofilm formation, 152 clinical isolates were
studied. IcaA and icaD genes were both detected in 136 (89.5%) of 152 isolates and
S.aureus ATCC 35984 used as positive control. In 16 (10.5%) of these isolates and
negative control strain S.aureus ATCC 12228 icaA and icaD genes were not
detected. There was a poor-moderate relation between icaA and icaD genes with the
biofilm formation examined on CRA (1:0.257, p:0.001). There was an evident
relation between icaA and icaD genes with biofilm formation examined by
microplate method (1:0.559, p<0.001). Only 1 (0.7%) of the 152 clinical S.aureus
isolates and S.aureus V329 strain used as positive control found to be positive for
bap gene. 50 clinical S.aureus strains were used in PIA/PNAG study which is
synthesised by ica ADBC. PNAG production was detected by chemiluminance dot-
blot method in all 42 isolates studied which were both icaA and icaD positive, but in
8 isolates negative for ica genes PNAG couldn’t have been detected. The effects of
antibiotics (vancomycin, linezolid, dalfopristin, quinupristin ve dalfopristin/
quinupristin) on biofilm-forming S.aureus isolates were analysed by using 96 well
microplate. The eight clinical isolates were studied which biofilm minimum
inhibitory concentration and minimal biofilm eradication concentration values

measured 2- to 1280 and 8- to 1280-fold higher than MICy, values. As a result,
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biofilm formation in S.aureus is controlled by genetic and environmental factors, and

play an important role in antibiotic resistance.
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