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Mikroorganizmalarin antimikrobiyal direncliliklerinde rol oynayan en 6nemli
mekanizmalardan biri biyofilm olusumudur. Bu yapi antimikrobiyal ajanin
mikroorganizmalara olan  erisiminde azalmaya neden olmakta ve
mikroorganizmalarin  genetik olarak antimikrobiyal direng kazanmalarini
saglamaktadir. Bu baglamda biyofilm iliskili enfeksiyonlar, tekrarlayan ve tedavisi

zor olan enfeksiyonlar olup, baslamadan 6nlenmeyi gerektirmektedir.

Bu calismada, Ankara’daki bir hastanenin farkh servis ve klinik materyallerinden
izole edilen S. epidermidis, P. mirabilis ve C. albicans suslarinin; klinik verilere
gbre dagilimlarinin arastiriimasi, antimikrobiyal ajanlara karsi direnglilikleri ile
biyofilm olusumlarinin belirlenmesi, bu 6zelliklerin birbirleriyle karsilastiriimasi ve
s6z konusu farkli turlerin bir arada bulunmalari sonucunda gelisen biyofilm
miktarinin incelenmesi amaclandi. Bu amagla fenotipik olarak tanimlanan tim
suglarin servislere, klinik materyallere, yasa ve cinsiyete gore dagihmlari,
antibiyotik duyarhliklar, antibiyotik profilleri, biyofilm olusumlari ve Kkarisik
kaltarlerin ~ biyofilm  olusumuna olan etkileri belirlendi. Tum  sonugclar
degerlendirildiginde, S. epidermidis suslarinin 11 antibiyotide karsi 16 antibiyotip
sergiledikleri gozlendi ve bu suglarin en yuksek siklikta; hastanedeki servis
Uniteleri icerisinden Kalp Damar Cerrahisi Unitesinden, drnekleme yeri agisindan
Yara Yeri'nden, degisik yas gruplari bakimindan 31-60 yas arasi hastalardan ve
cinsiyet olarak ise; erkeklerden izole edildikleri belirlendi. Bu suslar tarafindan; 2
farkh antibiyotige karsi direngli ANT3 ve ANT4 antibiyotipleri ile sirasiyla 3 ve 6
farkli antibiyotige karsi direncgli ANT5 ve ANT9 antibiyotipleri en yiuksek sikliktaki
antibiyotip profilleriydi. ilave olarak, 7 farkli antibiyotige karsi direng gelistiren S.
epidermidis suglari orani en yuksek degerdeydi (%20) ve 9 farkh antibiyotige

diren¢c goOsteren S. epidermidis (Se9) susunun; buatin S. epidermidis suslari



icerisinde en fazla biyofilm olusturan sus oldugu gozlendi. Yuksek biyofilm
olusturan diger S. epidermidis suslarinin da; ¢oklu antibiyotik direnci sergiledikleri
ve en sik Kan kultirinden izole edilmis olduklari gézlendi. P. mirabilis suglarinin
15 antibiyotige karsi 8 antibiyotip sergiledikleri gdzlendi ve bu suslarin en yuksek
siklikta; hastanedeki servis Uniteleri icerisinden Acil Pediatri Unitesinden,
drnekleme yeri agisindan idrardan, degisik yas gruplar bakimindan 0-15 yas
aras| hastalardan ve cinsiyet olarak ise erkeklerden izole edildikleri belirlendi. 2
farkh antibiyotige karsi direng gelistiren P. mirabilis suglari orani en ylksek
degerdeydi (%33) ve bu suslarin; Klindamisin (CC) ile Nitrofurantoin (F)
antibiyotiklerine kargi direng gosteren ANT2 profilinde olduklar gézlendi. 7 farkh
antibiyotige karsi diren¢ gosteren P. mirabilis (Pm15) susunun; batin P. mirabilis
suslari arasinda maksimum miktarda biyofilm olusturan sus oldugu gézlendi ve
yuksek biyofilm olusturan diger P. mirabilis suslarinin da, cogunun ¢oklu antibiyotik
direnci sergiledigi saptandi. C. albicans suslarinin 6 antifungale karsi 7 antibiyotip
sergiledikleri gozlendi ve bu suglarin en yuksek siklikta; hastanedeki servis
uniteleri icerisinden Kadin Hastaliklari ve Dogum unitesinden, ornekleme yeri
agisindan Vajina’dan, degisik yas gruplart bakimindan 31-45 vyas arasi
hastalardan ve cinsiyet olarak ise; kadinlardan izole edilmis olduklari belirlendi.
Antifungallerden 6’sina birden duyarli C. albicans suslari orani en yuksek
degerdeydi (%83.3) ve bu suslarin ANT1 profiline sahip olduklari gézlendi. 3 farkl
antifungale karsi direng gosteren C. albicans (Ca8) susunun; butin C. albicans
suglari arasinda maksimum miktarda biyofilm olusturan sus oldugu gdézlendi. ilave
olarak bu sus, calismada kullanilan tirler arasinda da en ylksek biyofilm olusturan
sus olmakla beraber; enfekte ettigi Yogun Bakim Unitesi hastasinin mortalitesine
sebebiyet vermistir. S. epidermidis ile P. mirabilis tlrlerinin ortak kolonizasyonlari
biyofilm olusumundaki artis ile sonucladi; ancak C. albicans'in tek basina
olusturdugu biyofilm miktarinin, diger suslarla beraberken olusan miktardan daha

fazla oldugu gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis, Candida
albicans, Antibiyotik Direngliligi, Biyofilm Olusumu.

Danisman: Ogr. Gér. Dr. Isil SEYiS BILKAY, Hacettepe Universitesi, Fen
Fakdltesi, Biyoloji Bolumu, Biyoteknoloji Anabilim Dall.
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ABSTRACT

One of the most important mechanisms having a role in antimicrobial resistance of
microorganisms is biofilm formation. This structure causes the reducing of
antimicrobial agent penetration into microorganisms and the acquiring of
antimicrobial resistance genetically. In this regard, biofilm-related infections are

repetitive, refractory and should be prevented before start.

In this research, the aim was to investigate the incidences according to clinical
data, determine the antimicrobial agent resistance and biofilm formation of
S. epidermidis, P. mirabilis and C. albicans strains isolated from different services
and clinical materials of a hospital located in Ankara; comparison of these features
with each other and investigation of the amount of biofilm formed as a result of
different species’ combination. With this aim, distribution of phenotypically
identified strains among services, clinical materials, age and gender; antibiotic
sensitivity, antibiotic profiles, biofilm formations and the effect of mixed cultures on
biofilm formation have been determined. When the results are analysed,
S. epidermidis strains have been observed to display 16 antibiotypes againts 11
antibiotics and these strains were determined to be isolated most frequently from
Cardiovascular Surgery unit among different services in the hospital, Wound
samples among various sampling regions, between ages of 31-60 among different
age categories and males from gender point of view. Antibiotypes of ANT3 and
ANTA4, which are resistant to 2 different antibiotics and antibiotypes of ANT5 and
ANT9, which are resistant to 3 and 6 different antibiotics respectively were the
most frequent antibiotype profiles. In addition, the percentage of S. epidermidis
strains displaying resistance to 7 different antibiotics was the highest (20%) and
the S. epidermidis strain (Se9), which was resistant to 9 different antibiotics, has
been observed as the maximum biofilm-forming strain among all the other
S. epidermidis strains. The other high level biofilm-forming S. epidermidis strains

have also been seen to be multi-resistant and isolated mostly from blood.



P. mirabilis strains have been observed to display 8 antibiotypes against 15
antibiotics and these strains were determined to be isolated most frequently from
Pediatric Emergency unit among different services in the hospital, Urine among
various samples, between ages of 0-15 among different age categories and males
from gender point of view. The percentage of P. mirabilis strains displaying
resistance to 2 different antibiotics was the highest (33%) and these strains have
been observed to be in ANT2 profile, which displays resistance to antibiotics of
Clindamycin (CC) and Nitrofurantoin (F). The P. mirabilis strain (Pm15) which was
resistant to 7 different antibiotics has been observed as the maximum biofilm-
forming strain among all the other P. mirabilis strains and the other high level
biofilm-forming P. mirabilis strains were also determined to be multi-resistant.
C. albicans strains have been observed to display 7 antibiotypes againts 6
antifungals and these strains were determined to be isolated most frequently from
Obstetrics and Gynecology unit among different services in the hospital, Vagina
among various sampling regions, between ages of 31-45 among different age
categories and females from gender point of view. The percentage of C. albicans
strains displaying sensitivity to all 6 antifungals was the highest (83.3%) and these
strains have been observed to be in ANT1 profile. The C. albicans strain (Ca8),
which was resistant to 3 different antifungals, has been observed as the maximum
biofilm-forming strain among all the other C. albicans strains. In addition, this strain
is the most biofilm-forming one among all the other species studied in this study
and caused the mortality of the Intensive Care unit patient whom it infected.
Colonization of S. epidermidis and P. mirabilis strains together in the media,
caused an increase in biofilm formation; however, the amount of biofilm that was
formed by C. albicans has been observed to be more than the amount of biofilm

formed by the mix culture.

Key Words: Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis, Candida albicans,

Antibiotic Resistance, Biofilm Formation.
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1. GIRIS

Canli veya cansiz herhangi bir ylzey Uzerinde tabaka halinde yer alan biyofilmler;
yuzeye ve birbirlerine tutunmus mikroorganizma topluluklari ile bu topluluklarinin
da icerisinde gomulu olarak yer aldiklari; ekstraselller polimerik materyalden
olusmaktadir (O’'Toole et al., 2000; GiUmusderelioglu, 2004). Bu sayede biyofilm
yapisi; antimikrobiyal ajanlara kargi bariyer gorevi ustlenmekte olup bu ajanlarin

enfektif hlcrelere olan penetrasyonunda dususe neden olmaktadir (Stewart,
1996).

Cesitli enfeksiyonlara karsi kullanilan antimikrobiyal ajanlar, hastalik belirtilerini
ortadan kaldirabilmekte; ama ortamda olusmus olan biyofilmi yok edememektedir
(Marrie et al., 1982). Dolayisiyla, biyofilm iligkili enfeksiyonlar; antimikrobiyal
terapilerden sonra bile tekrarlayici nitelikte bulunmakta ve bu tedavilere tam

anlamiyla yanit verememektedir (Costerton et al., 1995).

Biyofilm tabakasi, mikroorganizmalarin genetik olarak dayanikhlik elde
etmelerinde de etkin rol oynamaktadir; ¢unku biyofilm yapisi yuzinden belirli bir
yuzey alan uUzerinde sabit kalan mikroorganizmalar; diger mikroorganizmalara
kiyasla daha fazla gen aligverisi yapma firsati elde etmektedir (Parsek and Singh,
2003). Biyofilm olusturan; ama butin antimikrobiyal ajanlara kargi duyarli oldugu
tespit edilen bir mikroorganizmanin, zamanla bir ¢ok antimikrobiyal ajana karsi
genetik olarak diren¢g kazanmasi da s6z konusudur. Yiksek biyofilm olusturan bir
susun, sonradan c¢oklu antimikrobiyal diren¢ 6zelli§gi kazanmasi; oldukca tehlikeli
enfeksiyonlarin acgiga c¢ikmasi ve mortalitedeki artis ile sonuclanmaktadir. Bu
durum ise; dogal flora elemanlarinin bile zamanla son derece tehlikeli bir patojene
donusebilecegi gercegini gostermesi bakimindan c¢cok 6nemlidir. Bu baglamda,
2010 yilinda yapilan bir aragtirmaya gore; ciddi ekonomik kayiplara ve mortaliteye
neden olan enfeksiyonlarin; %65-80 kadarinin biyofilm iligkili oldugu tespit

edilmistir (Coenye and Nelis, 2010).

Biyofilm tabakasi; vicut direnci diguk bir hastanin herhangi bir vicut dokusu
Uzerinde olusabildigi gibi; kataterler, kalp pilleri, protez kalp kapakgiklari, ortopedik
protezler ve kontakt lensler gibi gesitli vicut ici kullanimi olan yabanci cisimlerin
ylzey alanlarinda da olusabilmektedir (Altun ve Sener, 2008). Vicut direnci disuk

hastalarda olugan biyofilm tabakasi, son derece tehlikelidir; ¢unkli bu yapi
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icerisinde yer alan mikroorganizmalar en agir antimikrobiyal ajanlardan bile

etkilenmeyerek, hastanin mortalitesine neden olmaktadir.

Vicut igerisine yerlestiriimis biyomateryaller lUzerinde olusan biyofilm tabakasi ise;
tekrarlanan enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu baglamda, s6z konusu
enfeksiyonun tamamen sona erebilmesi igin, biyofilm tabakasinin ve o tabaka
icerisinde yer alan mikroorganizma populasyonunun ameliyat ile, mevcut
ortamindan tamamen uzaklastirimasi gerekmektedir (Costerton et al., 1995).
Dolayisiyla, biyomateryal iligkili biyofilm enfeksiyonlari; biyomateryalin vicuttan
tamamen uzaklastiriimasiyla ve bir daha kullanilamamasiyla sonuglanmaktadir.

Bu durum ise; ekonomik kayiplari beraberinde getirmektedir.

Biyofilm olugumu sulrecinde, bu yapiya farkli tirden mikroorganizmalarin katilimi
da s6z konusudur. Bu baglamda, belirli bir ylzey lGzerinde birden fazla sayida
mikroorganizma turd kolonize olabilmektedir (Boe-Hansen et al., 2002). Biyofilmler
icerisinde olusan bu heterojen yapi ise; biyofilm miktarinda degisikliklere neden

olmaktadir.

Calismamizda, Ankara’daki bir hastanenin farkli servis Unitelerinde bulunan
hastalara ait gesitli klinik materyallerden izole edilen; S. epidermidis, P. mirabilis ve
C. albicans suslarinin; Klinik verilere gore dagilimlarinin, antimikrobiyal ajanlara
karsi direngliliklerinin ve biyofilm olusumlarinin belirlenmesi, elde edilen bulgularin
kargilastirmali olarak degerlendiriimesi ve s6z konusu tirlerin, bir arada
bulunmalari sonucunda gelisen biyofilm miktarinin saptanmasi hedeflendi. Bu
amagla, fenotipik olarak tanimlanan butin suslarin, éncelikle klinik verilere goére
dagilimlar ve farkli antimikrobiyal ajanlara karsi olan direnclilikleri belirlendi. Ayni
duyarlihk profili sergileyen suslar, ayni antibiyotip grubuna dahil edilerek
tiplendirildi. Ardindan ¢oklu antimikrobiyal dirence sahip olan suslar tespit edildi.
Calismamizin devaminda; batin suslarin biyofilm olugsumlar saptanarak, elde
edilen bulgular, suslarin klinik bilgileriyle ve antimikrobiyal direnclilikleriyle
karsilastirildi. Calismamizin son asamasinda ise; S. epidermidis, P. mirabilis ile
C. albicans turleri bir araya getirildi ve karisik kultdrlerin, biyofilm olusumuna olan

etkileri incelendi.

Normal kosullar altinda insan derisinde dogal flora elemani olarak yer alan

S. epidermidis suslarinin en sik izole edildikleri klinik materyal; Yara Yeri kalttra
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olarak belirlenirken, ylksek biyofilm olusturduklari belirlenen S. epidermidis
suslarinin, genellikle Kan kultarinden izole edilmis olduklari gézlendi. En ylksek
miktarda biyofilm olusturdugu saptanan C. albicans susunun da, diger C. albicans
suslarindan farkli olarak, Yogun Bakim Unitesinde yatan bir hastadan izole edilmis
oldugu goruldld. Yuksek biyofilm olusturan suslarin Kan kultirinden ve Yogun
Bakim unitesinden izole edildikleri bulgulari; biyofilm iligkili mikroorganizmalarin
nozokomiyal enfeksiyonlardan sorumlu olduklari gergegini ve Yodun Bakim
Unitesinde bulunan vicut direnci dusuk hastalar ile cerrahi mudahalelere maruz
kalan kigsilerde, bu enfeksiyonlara kargi daha kapsamli bir 6nlem alinmasi

gerektigini gostermektedir.

S. epidermidis, P. mirabilis ve C. albicans suslari icerisinden en yuksek biyofilm
olusturduklari belirlenen UGg¢ farkh tlr susun, Uclnin birden ylksek sayida
antibiyotige karsi direngli olduklari gozlendi. Bu baglamda s6z konusu suslarin
yuksek biyofilm olusturma o6zellikleriyle beraber, coklu ilagc direnci 6zelligine de
sahip olduklari bulgusu; biyofilm olusumunun, in vivo kosullar altinda gen alig
verigini tetikledigine ve bu sayede mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajan direnci
kazanimlarini artirdigina isaret etmektedir. Calismamiz kapsaminda elde edilen bu
bulgu, dogal flora elemanlarinin bile; zamanla son derece tehlikeli bir patojene
dénlsebilecedi gergedini gostermesi bakiminindan oldukga énemlidir. Ornegin;
cerrahi operasyon sirasinda vucut igerisine yerlegtirilen biyomateryalin hasta
derisiyle temas etmesi, normal kosullar altinda insan derisinde dogal flora elemani
olarak yer alan S. epidermidis susunun, s6z konusu materyal Uzerindeki
kolonizasyonuyla ve biyofilm olusturmasiyla sonuglanabilmektedir (Otto, 2009).
Mevcut materyalin vucut igerisindeki uzun sureli kullanimi ise; biyofilm yapisinda
sabit kalma firsati elde eden mikroorganizma topluluklarinin; gen alis verisi
yapmalarini tetikleyeceginden, suglarda yuksek antimikrobiyal direng kazanimina
yol agmaktadir. Bu durum da, yuksek direngli hastane patojenlerinin aciga
¢cilkmasiyla sonuglanmaktadir. Dolayisiyla, ¢alismamiz sonuglarina gore;
hastanelerde biyofilm iligkili enfeksiyonlari énlemek igin, saglk personellerinin
hijyen kurallarina dikkat etmesi yeterli olmamakta, bazi durumlarda hastanin;

kendi dogal flora elemanlarina kargi bile korunmasi gerekmektedir.

Calismamizda, coklu ilag direngliligi ile biyofilm olusturma 6zelliklerinin ikisine

birden sahip olan suslarin; diger suslara gore daha patojen olduklari anlasildi. Bu
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baglamda, ¢alismamiz kapsaminda kullanilan batin suslar igerisinde maksimum
miktarda biyofilm olusturdugu ve ayni zamanda c¢oklu antifungal dirence sahip
oldugu tespit edilen C. albicans (Ca8) susunun, enfekte ettigi hastada mortaliteye
sebebiyet verdigi gézlendi. Elde edilen bu bulgu; biyofilm iliskili enfeksiyonlarin
mortaliteyle sonuglanacak durumlara sebebiyet verdigi gergegini kanitlayici
nitelikte olmasi bakimindan, oldukga 6nemlidir. Dolayisiyla, hastanelerde biyofilm
olusumu uzerine geligtirilen tedavi yontemleri; s6z konusu yapinin olugmasini
bastan oOnleyici nitelikte olmalidir. Aksi taktirde, viucut direnci dusuk hastalarda

gelisen bu yapi, hastanin kaybina sebebiyet vermektedir.

Kataterler gibi bazi tibbi materyallerin hasta vicudunda birden fazla sefer
kullanimlari, biyofilm iligkili enfeksiyonlara firsat vermesi bakimindan hastanin
hayatini tehlikeye atmaktadir. Calismamizda S. epidermidis ile P. mirabilis
turlerinin ortak kolonizasyonlarinin; biyofilm olusumundaki artis ile sonug¢landigi
gozlendi. Bu baglamda, bir ka¢ defa kullaniimasi gereken materyallerin ne olursa
olsun; biyofilm olusumu agisindan da kontrol edilmeleri ve suslarin biyofilm
olusturma ozelligine sahip olup olmadiklarina dair uygulanan testlerin, rutin
laboratuar testleri icerisine dahil edilmeleri gerekmektedir. illave olarak; saglik
politikalarinda biyofilm ile micadeleye 6nem verilmesinin geregi gorulmektedir.
Calismamiz kapsaminda elde edilen batin bu bilgiler, biyofilmler ve hastane

enfeksiyonlari Uzerine yapilan diger ¢alismalara katki saglayacaktir.



2. GENEL BILGI
2.1. Biyofilmler

Biyofilmler; belirli bir ylizey alana tutunmus mikroorganizma topluluklarindan ve bu
mikroorganizma topluluklarinin olugsturduklari polimerik materyallerden meydana
gelen yapilardir (O’'Toole et al., 2000). Belirli bir ylzey alan Uzerinde tabaka
halinde bulunan bu yapilar, genel olarak; proteinlerden, ¢evreden absorblanan
cesitli  organik veya inorganik maddelerden, mikroorganizmalardan ve
mikroorganizmalarin olugturduklari hucre digi polisakkaritierden olusmaktadir
(Gumusderelioglu, 2004).

Gunumuze kadar birgok degisik sekilde tanimlanmis olan biyofilm olusumlari
hakkinda kayda gecen ilk arastirma; 1976 yilinda Marshall tarafindan yapiimistir.
Marshalla (1976) goére biyofilm tabakasi; bakterilerin ylzey alan (zerine

sabitlenmelerinde dnem tegkil eden esas yapidir.

Yapilan arastirmalar; belirli bir yizey alana tutunmus olan mikroorganizmalar ile,
serbest mikroorganizmalar arasinda farkliliklar s6z konusu oldugunu gdstermekte
ve biyofilm tabakasinin mikroorganizmalar igin, koruyucu bir olusum oldugu
gercegini ortaya koymaktadir (Donlan and Costerton, 2002). Bu baglamda
mikroorganizmalar; cevresel strese kargl direng gelistirebilmek, adezyon ve
kolonizasyon olusturarak belirli bir ortamda sabit kalabilmek, ekstraseluler
polimerik materyal sentezleyerek yasanabilir bir ¢cevre gelistirebilmek ve topluluk
olusturarak ortama daha kolay adapte olabilmek gibi sebeplerden 6tirt biyofilm
olusturmaktadir (Oztlrk vd., 2008). Bunlara ek olarak, biyofilmler icerisinde yer
alan mikroorganizmalar; kan akimi ve tikuragin yikama gucu gibi birtakim fiziksel
gugler ile besin vyetersizligi, toksinler, pH degisiklikleri, oksijen radikalleri,
dezenfektanlar ve antibiyotikler gibi gesitli fiziksel ve kimyasal etmenlere karsi da,
serbest yasayan mikroorganizmalara kiyasla daha direngli halde bulunmaktadir
(Shiro et al., 1994; Costerton et al., 1995; Costerton et. al., 1999). Butin bunlar
ise; mikroorganizmalarin “savunma” amaciyla biyofilm olusturduklari gergegini
dogrulamaktadir (Oztiirk vd., 2008).



2.2. Biyofilmlerin Yapisi ve Bilesenleri

Mikroorganizmalarin  buyume hizi, gen transkripsiyonu, hucreler arasi
sinyalizasyon ve EPS sentezi gibi etmenler, biyofilmlerin yapisini biyolojik olarak
belirlemekte, biyofilmin olusturuldugu c¢evre kosullari ise; biyofilmlerin yapisini
fizyolojik olarak etkilemektedir (Donlan and Costerton, 2002; Stoodley et al.,
2002).

Yapilan calismalar; biyofilm olugsumu igin gerekli olan temel bilesenlerin; ylzey,
mikroorganizma ve ekstraselller polimerik materyal (EPS) oldugunu
gostermektedir. Bu ana bilesenlerden biri bile eksik oldugu taktirde biyofilm

olusumu gergeklesememektedir (Donlan, 2002).
2.2.1. Yuzey

insan viicudunda biyofilmler; kataterler, kontakt lensler, protez kalp kapakgiklari,
protez kalp pilleri, rahim ici araglari, bobrek tasi, akciger dokusu gibi canl veya
cansiz bir ¢cok yuzey alanda olusabilmektedir (Lindsday and Von Holy, 2006).
Mikroorganizmalarin, bu sekilde belirli bir ylzey alana tutunarak yasamlarini
surdurmeleri ise; onlara bircok konuda avantaj saglamaktadir. Bu sayede
mikroorganizmalar, farkli tirden mikroorganizmalarla ayni ortamda bulunma firsati
elde ederler. Farkli tirden mikroorganizmalarin ayni alanda bulunmalar ise;
mikroorganizmalar arasi gen aligverigi ile sonuclanmaktadir. Bu sayede genetik
olarak gesitli faktorlere karsi daha direncli suslarin gelisimi s6z konusu olmaktadir.
llave olarak; mikroorganizmalarin belirli bir yiizey alan Uzerindeki tutunmalari,

onlarin konak bagisikligindan korunmalarini saglamaktadir (Donlan, 2001).

Mikroorganizmal tutunmada, yuzeyin sahip oldugu bir takim ozellikler rol
oynamaktadir. Bu baglamda; yuzeydeki kutle tasinimi, yuzeyin geligimi, elektriksel
yukl, mikrotopografyasi, hidrofobisitesi ve purizlUlik gibi cesitli ylzeysel
Ozellikler, mikroorganizmalardaki oncul tutunmay: tetikleyen faktorler arasinda yer
almaktadir (Palmer, 2007).

Batun bunlarin yani sira, gesitli proteinlerin ylizeye adsorpsyonlarinin ve ytzeyin
cesitli proteinlerle kaplh bulunmasi durumlarinin da; mikrobiyal tutunmada 6nem

tasidiklari belirlenmistir. Bu baglamda 1976 yilinda yapilan bir galismada; polistren



bir yluzey ulzerinde bulunan albumin, jelatin, fibrinojen ve pepsin gibi c¢esitli
proteinlerin, sucul Pseudomonad’larda yuzeye tutunmayi inhibe ettigi saptanmistir
(Fletcher, 1976). Yapilan bir diger ¢alismaya gore ise; albumin proteini tutunmayi
inhibe etmekte, kasein ve jelatin proteinleri ise; ayni yluzeydeki mikroorganizmal

tutunmay! artirmaktadir (Meadows, 1971).
2.2.2. Mikroorganizma

Mikroorganizmalar, biyofilm olusumlarinda ¢ok énemli bir yere sahiptir ve biyofilm
olusumuyla iligkili olan mikroorganizmalar, biyofilm olusumuyla iligkili olmayan
serbest (Planktonik Hlcreler) mikroorganizmalardan daha farkli bir yol izlemektedir
(Donlan, 2001). Bu baglamda, biyofiim olusturma oOzelliginde olan
mikroorganizmalar; farkl blylme oranlarina sahip olmakla beraber, cesitli
antimikrobiyal tedavilere karsi direnis gostermekte ve bu baglamda ciddi saglik

sorunlarina yol agmaktadir.

Biyofilm olugsumu surecinde, bu olugsuma farkli tirden mikroorganizmalarin katilimi
s6z konusu olmakta ve biyofilmler icerisinde heterojen bir yapi hikim surmektedir.
Bu baglamda, bakterilerin baskin oldugu biyofilm tabakalarinda; mantar ve ¢ok
hucreli canhlara da rastlanildigi gozlenmektedir (Boe-Hansen et al.,, 2002).
Dolayisiyla biyofilm tabakasi; ¢esitli mantar hicreleri ile gram negatif ve gram
pozitif bakteri gruplarinin bir arada bulunmasi sonucu da meydana
gelebilmektedir. idrar yolu kataterlerinin uzun sureli kullanimi; ayni yuzeye c¢ok
sayida farkh mikroorganizma turinin yerlesmesiyle ve orada biyofilm

olusturmasiyla sonuglanmaktadir (Stickler, 1996).
2.2.3. EPS (Ekstraseltuler Polimerik Materyal)

Mikroorganizmalar tarafindan olusturulan biyofilmler; mikroorganizmalarin da
icerisinde gomuli olduklan Ekstraseluler Polimerik Materyal (EPS) icerikli bir
matriks halinde yer almaktadir (Costerton et al., 1995). Biyofilm matriksi olarak
bilinen bu yapi; su, ekstraselller polimerik materyal, globuler glikoproteinler, diger
proteinler ve nikleik asit, lipit ile fosfolipitlerden meydana gelmektedir. Ancak bu
iceriklerin oranlari, mikroorganizmalarin gesidine, fizyolojik 6zelliklerine, gelisme
ortamina ve bu ortamin fiziksel 6zelliklerine goére degiskenlik gdstermektedir
(Allison, 2003; Altun ve Sener, 2008). ilave olarak EPS; olgun bir biyofilm
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katlesinin %75-90'in1 olusturmakta olup, biyofilmlere yapisal destek saglamaktadir
(Flemming et al., 2000; Padera, 2006).

Belirli bir ylzey Uzerinde hucreleri gevreleyerek i¢ine almis bir EPS varligi, biyofilm
olusumunun ayirt edici bir gostergesidir. Biyofilmlerin yapisini ve bir ortama
yapisma gucunu belirleyen EPS sayesinde hucreler, belirli bir ylizey alana geri

donusumsuz olarak sabitlenmektedir (Flemming et al., 2000).

GuUnumuzde yapilan arastirmalara gére EPS, zarar verici gesitli kimyasallarin
hicrelere nifuz etmesini dnlemekte ve mikroorganizmalarin ¢evresel sartlara karsi
savunmasinda rol oynamaktadir (Braunwald, 1997). EPS sayesinde
mikroorganizmalar, elektrik ¢ekimi gibi gugli etkilerden, fagositozdan ve
antimikrobiyal ajanlardan kurtulabilmektedir (Donlan and Costerton, 2002). ilave
olarak bu yapi; biyofilmlerin ila¢ direnci gelisimlerinde de etkin rol oynayan bir yapi
oldugundan, 6nemli bir hedeftir. Bu baglamda, belirli bir alandaki EPS tahribati,
mevcut biyofilmin yapisal varliginin bozulmasina yol agmakta, bu durum ise;
antimikrobiyal ajanlara kargi olan duyarliigin buyuk olculerde artmasina neden
olmaktadir (Stoodley et al., 2002). Dolayisiyla biyofilm olusturma 6zelligine sahip
mikroorganizmalara kargi kullanilan antimikrobiyal ajanlarin  etkinliklerinin
artirlmasi igin, EPS Uzerinden igleyen bir takim mekanizmalar Uzerine cesitli

calismalar yuratulmektedir (Donlan, 2002).

Onceki vyillarda yapilan calismalar; serbest hicreler (Planktonik Hicreler)
tarafindan olusturulan ekzopolisakkaritlerin, biyofilm hucreleri tarafindan
olusturulan ekzopolisakkaritlerle ayni igerige sahip oldugunu ve biyofilm
olusumuna 6zgu Uretilen spesifik polisakkaritlerin gok az miktarlarda bulundugunu
belirtmektedir  (Sutherland, 1995). ilerleyen yillarda ise, biyofim hiicrelerinin;
molekuler agirlik olarak daha fazla, igerik olarak ise daha farkl bir matriks polimeri
sentezledikleri bildirilmektedir (Ruiz et al., 1999).

2.2.4. Diger Elemanlar

Biyofilmlerin yapisinda; ylzey, mikroorganizma ve EPS ana bilesenleri disinda;
cesitli mikrobiyal enzimler, mikrobiyal metabolitler ile magnezyum, kalsiyum, demir

gibi gesitli inorganik iyonlar da yer almaktadir (Flemming et al., 2000).



2.3. Biyofilmlerin Olugsum Agsamalari

Biyofilm olugsumunu gesitli cevresel etkenlerin tetikledigi ve yonlerdirdigi, bilinen bir
gercektir. Bu baglamda biyofilm olusumunun; besin vyetersizligi, sicaklik,
ozmolarite, pH, demir, ve oksijen varligi gibi ¢esitli cevresel etkilere, tepki olarak
bagladigi one surulmektedir (Stanley et al., 1983; Fletcher and Pringle, 1986;
Wang et al., 1996; Palmer and White, 1997; Wimpenny and Colasanti, 1997;
O’'Toole and Kolter, 1998 (a); O’'Toole and Kolter, 1998 (b); Pratt and Kolter, 1998;
Stoodley et al., 1999; Watnick and Kolter, 1999; O’'Toole et al., 2000). Dolayisiyla,
biyofilm olusumunda bir dizi basamak s6z konusudur. Literattrdeki bilgilere gore,
bu biyolojik dongu; “Baglama”, “Olgunlasma” , “Dengelenme” ve “Cozulme” olmak
Uzere dort asama halinde gelisim gdstermektedir. Biyofilm tabakasinin bilesenleri
g6z 6nudnde bulunduruldugu taktirde ise, bu tabakanin olusumu; “Yuzey Degisimi” ,
“‘Adhezyon”, “EPS Sentezi”, “Kolonizasyon” ve “Kopma” olmak Uzere bes farkli
asamada incelenmektedir (O’'Toole et al., 2000) (Sekil 2.1.).

2.3.1. Yiizey Degisimi

Yuzey degisimi; serbest enerji, hidrofobisite ve elektrostatik yukler gibi ylzeyin
cesitli fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinde bir takim degisiklikler olmasi durumudur.
Bu degisiklikler sayesinde; protein gibi g¢esitli organik molekullerin, o ylzeyde
adsorplanmasi s6z konusu olmaktadir. Bu durum ise; mikroorganizmalarin belirli
bir ylzey alana tutunmasinda rol oynayan en 6nemli faktorlerden bir tanesidir

(Dickson and Koohmarare, 1989).
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Sekil 2.1. Biyofilmlerin olusum asamalari (www.mathbio.colorado.edu)



2.3.2. Adhezyon

Biyofilm olusumunda “Adhezyon” buyuk bir 6nem teskil etmektedir; c¢lnku
biyofilmlerin olgunlagsmasi, oncelikli olarak mikroorganizmalarin belirli bir ylizey
alana tutunabilmeleri ile mumkun olmaktadir. Bu baglamda; gunumuzde,
biyofilmler Uzerine yapilan c¢alismalar, biyofilm olusumu ve olgunlasmasinda,
baslica etken olarak bilinen; adhezyon Uzerine odaklanmig bulunmaktadir. (Palmer
et al., 2007).

Adhezyon icin, Oncelikle mikroorganizmalarin belirli bir ylzey alanda sabit
kalmalari gerekmektedir (Sekil 2.2.). Bu baglamda mikroorganizmalarin, canli
yuzeyler Uzerinde sabit kalabilmek igin bir takim stratejiler geligtirdikleri
g6zlenmektedir. Ornegin; mikroorganizmalar, sahip olduklari ylizey proteinleri ile
canhnin vicudundaki fibrinojen, fibronektin, elastin gibi ¢esitli matriks proteinlerine
yapisirlar. Bu adhezin ve matriks proteinleri ise; mikroorganizmalarin

adhezyonunda anahtar rol oynamaktadir (Patti et al., 1994).

Yapilan aragtirmalara gore; cansiz bir yuzey ile ilk reaksiyonun gergeklesebilmesi
igin, mikroorganizmanin hareketlilik 6zelligine sahip olmasi gerekmektedir. Bu
baglamda kemotaksis; bakteriyal tutunmada 6nemli bir rol Ustlenmektedir. (Pratt
and Kolter, 1998). Gunumuzde; biyofiim olusumu bakimindan zayif olduklari
g6zlenen mikroorganizmalarin, flagella sentezinden sorumlu olan genlerinde
bozukluk bulunmaktadir. Bu baglamda mevcut durum, adhezyonu olumsuz yonde
etkileyerek, biyofilm olusumunu azaltmaktadir. (Montie et al., 1982; Smit et al.,
1989; O’Toole et al., 1998; Pratt and Kolter, 1998).

Adhezyon sonrasinda, belirli bir ylzey alana yerlesmis olan mikroorganizmalar
cogalmaya baslarlar. Ardindan, butin hicrelerin motilite faktérlerinin ifade
edilmesinde baskilanma gercgeklesir (Whiteley et al., 2001; Wolz et al., 2002)
(Sekil 2.2.). Dolayisiyla, mikroorganizmalar kisa bir sure sonra, hareketlilik
Ozelliklerini kaybederler. Yapilan ¢alismalarda biyofilm olusturan suslarin, motilite
faktorlerinin  baskilanmasi Kronik Kistik Fibroz hastalarindan izole edilen
Pseusomonas aeruginosa suglarinda saptanmistir (Deziel et al., 2001; Whiteley et
al., 2001; Sauer et al., 2002).
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Sekil 2.2. a; Biyofilm olusturan mikroorganizmalarin, ylizey alanda sabit kalmalari

(http://hausfeldaboutlyme.wordpress.com/another-great-biofilm-video/), b; Biyofilm
olusturan mikroorganizmalarda hareket organellerinin yitirilmesi

(http://hausfeldaboutlyme.wordpress.com/another-great-biofilm-video/)

Literaturdeki bilgiler incelendigi taktirde, mikroorganizmalarin kati yuzeylere
tutunma mekanizmalar (izerine kabul gdrmis iki farkh teori sz konusudur. ilk
teoriye gore, tutunma mekanizmasi iki asamadan olugmaktadir (Marshall et al.,
1971; Kumar and Anand, 1998). Bu baglamda birinci asama, geri donusumla bir
asama olan “Oncil Tutunma” asamasidir. Bu asamada mikroorganizmalar;
hidrofobik etkilesimler, Van der Waals kuvveti ve elektrostatik kuvvetlerle yizey
alana dogru tasinirlar (Loosdrecht et al., 1987; Gilbert et al. 1991; Carpentier and
Cerf, 1993). Bu sirada, ortama salinan EPS yok denilecek kadar az miktarda
oldugundan, hucreler; rahat ve 0zgur bir sekilde hareket edebilir yetenekte
bulunmaktadir (O'Toole and Kolter, 1998). Bu hlcreler, hentz biyofilm olusturma
surecine girmemis ve degisim gegirmemis olduklarindan, bulunduklari ytzeyi terk
edebilme ve planktonik yasayislarini devam ettirebilme &zelliklerine sahiptir
(Stoodley et al.,, 2002). Dolayisiyla, geri doénlisumli asamada, bitin
mikroorganizmalar, kendi tirlerine 6zgu davranig bicimleri sergilerler (Korber et al.,
1995).

Ayni teoriye gore, hucrelerin ylzey alana geri donusumsiz olarak baglandigi
asama; ikinci Asama’dir ve bu asama, biyofilm olusumu siirecinde diger asamaya
gore daha énemlidir; ¢inki biyofilmin olgunlasmasi, mikroorganizmalarin herhangi

bir ylizeye geri dontusimsuz olarak tutunmasi sonrasinda gergeklesmektedir. Geri
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donUsumlu tutunma evresinden, geri donusumsuz tutunma evresine kadar olan
surecgte ise; mikroorganizmanin, yuzey ile temas halinde olmasi ve temas

halindeyken ¢ogalmasi s6z konusudur.

Geri donlusumslz asamada, mikroorganizmalar tarafindan gesitli spesifik ligandlar
(pili ve fimbria gibi) ve ardindan, EPS sentezlenmektedir (Sekil 2.3.). Bu
sentezlenen vyapilarin, yuzey alanla kompleks olugturmalari sonucunda ise;
mikroorganizmalar, o alan Uzerinde kilitlenmis bir sekilde yerlesim gdsterir (Dune,
2002). Bu asamanin sonunda, mikroorganizmalarin ylizeyden uzaklastiriimasi icin

daha buyuk kuvvetlere ihtiya¢c duyulmaktadir.

Sekil 2.3. Biyofilm olusturan mikroorganizmalarda, ylizeye sabitleyici organellerin

gelisimi ve EPS sentezi baslangici (a; yuzeye sabitleyici organellerin geligimi, b;
EPS sentezi baglangici) (http://hausfeldaboutlyme.wordpress.com/another-great-
biofilm-video/)

Busscher ve Weerkamp tarafindan savunulan ikinci teoriye gore ise;
mikroorganizmalarin ylzey alana tutunmalarn U¢ asamada gergeklesmektedir
(Busscher and Weerkamp, 1987). ilk asamada mikroorganizmalar ile yiizey alani
arasindaki mesafe vyuzlerce nanometreyken, ikinci asamada mesafe 20
nanometreye, Uguncl asamada ise; 5 nanometreye inmis durumdadir. Son

asamada, spesifik adhezyon reseptorleri kuvvetli bir baglanma saglamaktadir.

Bazi mikroorganizmalar, mevcut yuzeye tutunabilmek igin, ayni bolgede bulunan
baska mikroorganizmalara ihtiyag duymaktadir. Bu durum; farkli tlrden

mikroorganizmalarin ayni ylzey alanda kolonize olmalarini saglamasi bakimindan
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“Ortak Toplanma” olarak adlandinimaktadir (Whittaker et al., 1996). Ortak
toplanma, canli ylzeylerde oldugu gibi, cansiz yuzeyler Uuzerinde de
gerceklesebilmektedir. Bu baglamda; Pseudomonas fragi turd, cam yuzey
uzerinde birincil yerlesicidir ve EPS sentezi yaparak, Listeria monocytogenes
turindn ayni yuzeye tutunma yetenegini artirmaktadir (Sasahara et al., 1993).
ilave olarak; Caulobacter spp.’ler, Pseudomonas spp. varliginda cam yiizeylere,
daha fazla oranda tutunabilmektedir (Corpe et al., 1974). Dolayisiyla, bir tlrlin
belirli bir ylzey alana olan adhezyonunu etkileyen faktorler arasinda, ayni ortamda

bagka bir tirin mevcudiyeti durumu da s6z konusu olabilmektedir.

Literatlr bilgilerine goére birincil tutunma, biyofilm olusumunda engelleyici paya
sahip olan 6nemli bir asamadir. Bu baglamda; insanlarda yabanci cisim
enfeksiyonlarina yol acgan biyofilm olusumlarinin 6niine gecebilmek, oncdul
tutunmay! onlemek ile mumkundur. Dolayisiyla biyomateryaller Gzerindeki oncul
tutunmayi Onleyebilmek igin; ylzey alanin gumus iyon, antibiyotik ve heparin gibi
tutunmayi engelleyici maddeler ile muamele edilmesi gerekmektedir (Morris and
Stickler, 1998; Donlan and Costerton, 2002; Chilukuri and Shah, 2005; Tenke et
al., 2006).

2.3.3. Ekstraseluler Polimerik Materyal (EPS) Sentezi

Mikroorganizmalar; belirli bir ylizey alana tutunduktan sonra, biyofilm icerisindeki

yasama daha iyi adapte olabilmek adina EPS sentezi yaparlar (Sekil 2.4.).

EPS sentezi, yluzey alana tutunmus mikroorganizmalarin gogunun sahip oldugu bir
Ozelliktir ve mikroorganizmalarin, uygun bir ortam olugturarak konakta
kalabilmelerini saglamasi bakimindan son derece énemlidir (O’'Toole et al., 2000;
Jefferson et al., 2004). Bu baglamda, adhezyondan hemen sonra EPS olusturulur
ve bu sayede biyofilm gelisimi baslar. EPS sentezi, mikroorganizma adhezyonunu

kuvvetlendirmektedir.

Biyofilmler U¢ boyutlu incelendigi taktirde, bu yapilarin mikroorganizma
topluluklarindan ve EPS icerikli bir matriksten ibaret olduklari gézlenmektedir.
Matriks yogunlugu ise; cesitli mikroorganizma turlerine ve mikroorganizmalarin
tutunduklari ylzey alanlara gore farkliliklar tegkil etmektedir (Allison et al., 1998;
Donlan and Costerton, 2002).
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Sekil 2.4. Biyofilm olusturan mikroorganizmalarda, EPS igerikli matriks olusumu

(http://hausfeldaboutlyme.wordpress.com/another-great-biofilm-video/)

Batin EPS’ler igerisinde bugline kadar en iyi aydinlatiimis olani, bakteriler
tarafindan dretilen Aljinat’lardir. Cesitli akciger rahatsizliklarindan sorumlu
olduklari bilinen Pseuodomonas aeruginosa suslari; akcigerlerde ve endustriyel su
sistemlerinde aljinat Uretimi yaparak biyofilm olusturmaktadir. Bu baglamda,
P. aeruginosa suglarinda aljinat Uretimi incelenmis ve aljinat GUretiminin, cesitli
cevresel faktorlere bagli olarak gelistigi tespit edilmistir. ilave olarak, aljinat Gretimi
promotoru olarak bilinen alg D; nitrojen azliginda, etanol varlidinda (etanolin,
hicre zar yapisini bozmasina bagl olarak) ve hucrelerin bulundugu ortamin
yuksek ozmolariteye sahip oldugu durumlarda aktive edilmektedir (De Vault et al.,
1987). Bu durum ise, EPS sentezinin, gevresel kosullara bagl olarak cesitli

genetik mekanizmalarla kontrol edildigi gergegini gostermektedir.
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2.3.4. Kolonizasyon

Herhangi bir ylzey alana tutunmus olan mikroorganizmalarin, ¢ogalmasi ve
beraberinde EPS sentezlemesi sonucunda biyofilmin en kiicik organizasyon birimi
olan  “Mikrokolonizasyonlar”  olugsmaktadir. Diger  mikroorganizmalarin,
mikrokoloniler Uzerine yapismasiyla ise, esas kolonizasyon gergeklesmektedir.
Kolonizasyon ve biyofilm olugsumu tek bir mikroorganizma turd tarafindan
olusturulabildigi gibi, birden fazla tarin bir araya gelmesi sonucunda da
olugsabilmektedir. Bu baglamda, her tur kendi mikrokolonisini olusturmakta ve bu
mikrokoloniler, kanallar araciligiyla birbirlerinden ayriimaktadir. Besin maddesi,
oksijen gibi mikroorganizmalarca hayati 6nem tagiyan maddelerin difuzyonu ise;
bu kanallar araciligiyla mimkin olmaktadir (Sekil 2.5.). Mikrokoloniler arasi
kanallar, ayni zamanda ortamdaki atilk maddelerin uzaklastiriilmasi iglevini de
gormektedir (Uludag ve Sener, 2008).

Sekil 2.5. Biyofilm olugturan mikroorganizmalarda, mikrokoloniler arasi kanal
varligi (http://cronodon.com/BioTech/Bacterial_Society.html)

2.3.5. Kopma

Mikroorganizmalar, biyofilm olusturduktan sonra, bulunduklari habitatta mevcut
olmayan bazi maddelere gereksinim duymaktadir. Buylizden, biyofilmden ayrilarak
intiyaclarini kargilayabilecekleri habitatlar arama yoninde bir davranig sergilerler.
(O’'Toole et al., 2000). Bu baglamda, mikroorganizmalarin, herhangi bir nedenden

otura biyofilm olusturduklari ortami terk etmeleri “Kopma” ya da “Ayrilma” olarak
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ifade  edilmektedir  (Sekil 2.6.). Hucrelerin  biyofimden ayriimalari;
mikroorganizmalardaki yuzey bagimh tutunmayi diuzenleyen ve polisakkarit liyaz
gibi, matriks polimerini eritici 6zellikte olan bazi enzimlerin ortaya salinmasi
sonucu gerceklesir. Stoodley ve arkadaslari, bu enzimlerin, c¢esitli uyarici
molekullerdeki artis sonucunda salinmaya bagladiklarini tahmin etmektedir
(Stoodly et al., 2002). Bazi arastirmacilar ise, bu enzimlerin salinma nedeninin,
mikrokolonilerdeki hicre yogunlugu oldugunu éne slrmekte ve bu baglamda

calismalarini sirdlirmektedir.

Sekil 2.6. Mikroorganizmalarin biyofilm tabakasini terk etmesi

(http://biofilmbook.hypertextbookshop.com)

Bu evrede, cesitli genetik duzenlemeler ile beraber mikroorganizmalarin
hareketinden sorumlu vyapilarin sentezlenmesi de s6z konusudur. Hareket
kazanan hucreler; makrokolonilerin Ust kisimlarindan ayrilarak enfeksiyonlara
veya bagka odaklarda yeniden biyofilm olusumlarina neden olur. Daha sonra, bu
sure¢ bir dengeye oturmak suretiyle sureklilesir (Stoodly et al., 2002). Laboratuar
kosullarinda antimkrobiyal ajanlara kargi herhangi bir direng geligtirmedigi tespit

edilen mikroorganizmalar, vicut igerisinde biyofilm tabakasi sayesinde direngli
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hale gelmekte, bu yapiyr terk ettikleri taktirde ise, tekrar duyarli hale
donusmektedir (Drenkard, 2003; Fux et al., 2005).

Mikrobiyal biyofilmlerde kopma evresi ve bu evrenin mikroorganizmalarca nasil
dizenlendigi, gelecek calismalar icin buylk bir 6nem tasimaktadir. Gen
ekspresyonuna dayanan yeni metodlar sayesinde bu konu tzerine, her gegen gin

daha fazla bilgi sahibi olunmaktadir.

2.4. Biyofilm Olusumlarinda Quorum Sensing (Cogunlugu Algilama)

Mekanizmasi

Mikroorganizmalarin davraniglarini gesitli genlerin ifade edilmesini tetikleyerek,
duzenleyen hucreler arasi iletisim sistemleri Quorum Sensing veya Cogunlugu
Algilama olarak ifade edilmektedir. (Fuqua et al., 1994). Bu konuda insanlarin
toplumsal yapisindan yola ¢ikilarak ortaya atilan ilk gorus; ¢cok sayidaki bakterinin
birka¢ sayida bakteriden daha gug¢li oldugu; ancak bu birkag sayida bakterinin de
birlik olarak, bir ¢cok engeli asabilecegi yonundedir (Smith,1905). Yillar sonra
yapilan calismalar sonucunda ise; mikroorganizmalarin birbirleriyle iletisim
kurabildikleri ve degisen bir ortama yanit verebildikleri anlagiimistir. Toplumsal
davraniglar sergileyen bu mikroorganizmalar, birbirleriyle iletisim haline gecgerek
makroskobik boyutlarda goruntllere neden olacak koloniler olusturmaktadir
(Dworkin, 1991; Losick ve Kaiser, 1997; David et al., 1998). Bu baglamda; bu
sistemler, gunumuizde bir c¢ok bilim adami tarafindan buyldk bir ilgiyle

kargilanmakta ve arastiriimaktadir (Kong et al., 2006).

Quorum Sensing Uzerine yapilan ilk bilimsel arastirmalar, 1960l yillara
dayanmaktadir. Bu yillarda, 1sima (Biyolimtunesans) 6zelligi bulunan Vibrio fischeri

ve Vibrio harveyi isimli iki farkli sucul mikroorganizmayla galigiimistir.

Bu mikroorganizmalarla yapilan ¢alismalara gore i1sima; kultiran dilie edilmesi
sonucunda kaybolmakta, kiltir konsantrasyonunun artiriimasi durumunda ise; net
bir sekilde tekrar ortaya ¢ikmaktadir. Bu baglamda mevcut durumun; aktivator bir
molekuliin ortamda birikmesi sonucunda gergeklestigi bildiriimektedir (Nealson et
al., 1970; Eberhard, 1972).
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Quorum sensing mekanizmasi; biyofilm olusumunda ve gelisiminde de oldukga
onemli bir yere sahiptir (Davies et al., 1998; Lynch et al., 2002; Hammer and
Bassler, 2003; Zhu and Mekalanos, 2003; Labbate et al., 2004). Quorum sensing
molekull oldugu bilinen AHL (Acil — Homoserin Lakton) molekulindn,
biyofilmlerdeki tespiti; ilk kez 1997 yilinda, gerceklesmistir. Bu calisma ise; dogal
olarak olusan biyofilmlerde Oto — Indiikleyici bir aktivitenin varh@ini kanitlayici
niteliktedir (McLean et al., 1997).

Yapilan incelemeler, ¢ok yuksek miktarlarda biyofilm olusturdugu bilinen ve ayni
zamanda quorum sensing aktivitesine sahip oldugu gdézlenen Pseudomonas
aeruginosa turd suslar Gzerinde yogunlasmaktadir. Yapilan calismalara gore;
besiyeri icerigi ile Gtreme ortaminin durgun veya hareketli olusu gibi ¢esitli cevresel
faktorler, P. aeruginosa suslarindaki quorum sensing aktivitesini ve dolayisiyla da
biyofilm olusumunu etkilemektedir. (De Kievit et al., 2001). ilave olarak, quorum
sensing molekullerinden birini igerdigi tespit edilen bakteriler, diger bakterilere

oranla daha fazla dayaniklilik sergilemektedir. (Davies et al., 1998).

2.41. Quorum Sensing (Gogunlugu Algilama) Mekanizmasinda Kullanilan

Sinyal Molekdlleri

Quorum Sensing sistemlerinde, mikroorganizmalarin birbirleriyle haberleserek
iletisim kurabildigi kiicik sinyal molekiilleri; Oto indiikleyici Molekiiller olarak
adlandiriimaktadir. Bu molekdllerin, bu sekilde ifade edilmelerinin nedeni, hlcre
metabolizmasi Uzerinde diuzenleyici etki gostermeleridir (Novick and Muir 1999;
Donabedian, 2003). Bu sinyal molekullleri mikroorganizmalar tarafindan
uretiimekte olup ortamda bulunan hicre yogunluguna bagh olarak degisim
gostermektedir (Bjarnsholt and Givskov, 2007). Ortamdaki hiicre yogunlugunun
dusuk olmasi, sinyal molekullerinin ortama daha az miktarda salinmasi sonucunu
dogururken, mikroorganizmal hucrelerin belirli bir hicresel yogunluga ulasmasi,
sinyal molekullerinin  de Dbelirli  bir esik dederinin Uzerine ¢ikmasiyla
sonucglanmaktadir. Oto indiikleyici Molekillerin  belirli  bir deger (izerinde
seyretmesi; cesitli transkripsyonel regulatorlerin aktive olmasina (Fuqua et al.,
1994), aktive olan transkripsyonel regulatorler ise, mikrorgamizmalarin virtlans
faktorlerinden (biyofilm olusumu gibi) sorumlu bir ¢ok genin ifade edilmesine

neden olmaktadir (Kong et al., 2006). Dolayisiyla, Oto indiikleyici Molekiiller'inin
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ortamdaki birikimi, bir grup hedef genin dizenlenmesi ile sonuglanmaktadir (Chen
and Schauder, 2002).

Uzun vyillar, quorum sensing ¢alismalarinin Vibrio fischeri ve Vibrio harveyi gibi
deniz bakterileriyle sinirh oldugu dusundlmustir; fakat 1990’ vyillarin
baslangicinda Erwinia carotovora bakterisinin, bir grup mutant bakteri topluluguyla
beraber bulumasi durumunda, karbapenem antibiyotigi sentezleyebildigi
g6zlenmis olup, bu duruma; diger bakteriler tarafindan salinan sinyal molukalinin
neden oldugu saptanmistir. Daha sonra bu sinyal molekulu Uzerine yapilan
calismalar sonucunda, bu molekilin; Vibrio fischeri bakterisinde 1simay tetikleyen
molekulle ayni yapida oldugu tespit edilmistir. Bu sonug¢ ise; yeni c¢alisma
alanlarinin dogmasina neden olmustur (Bainton et al., 1992; Williams ve ark.,
1992).

Hemen hemen ayni tarihlerde; Gambello ve Iglewski, dnemli bir insan patojeni
olan P. aeruginasa’nin da V. Fischeri benzeri quorum sensing sistemine sahip
oldugunu saptamiglardir. Bu baglamda; V. fischeri tirinde biyoliminesans
olusumunu dizenleyen quorum sensing mekanizmasinin, P.aeruginosa suslarinda
elastaz Uretimini dizenlemek icin kullanildigi anlasiimistir (Saracl, 2006). Yapilan
cesitli incelemelere gore; quorum sensing molekulleri mikroorganizmalarin
birbirleriyle iletisim kurmalarini saglamaktadir ve ayni topluluktan insanlarin ayni
konusma dilini kullaniyor olmalarina benzer olarak, mikroorganizmalar da iletigsim
kurabilmek icin genellikle, ayni quorum sensing molekullerine ihtiyag duymaktadir;
fakat farkli tirden mikroorganizmalarin, ayni molekuller araciligiyla anlagabildikleri
durumlar da s6z olabilmektedir ve bu ¢apraz iletisim, biyofilm olusumunda oldukca

buyuk bir 6neme sahiptir (Saracl, 2006).

Son yillarda, biyofilm olusturma 6zelliklerini kaybetmis mutant mikroorganizmalarin
izolasyonlari mumkun olabildigi icin, biyofilm olugsumuyla ilgili genetik ¢alismalar
eskiye gbre daha ¢ok hiz kazanmigtir. Mikroorganizmalarin genetik faktorler
araciligiyla iletisime gecerek biyofilm olusturmalari ve bu sayede belirli bir ortama
kolayca adapte olmalari, onlari tibbi ve endustriyel alanlarda son derece 6nemli
kilmaktadir (Zhang, 2003). Bu baglamda; mikroorganizmalarda biyofilm olusturma
davranisini kontrol eden bir ¢ok genetik yolun varligi s6z konusudur (O'Tootle,
2000).
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2.4.2. Bakterilerde Quorum sensing

Quorum sensing mekanizmasinda kullanilan sinyal molekdlleri turden tire
degisiklik gostermektedir. Bu molekuller genel olarak incelendigi taktirde,

bakterilerin gram negatif veya gram pozitif olmalarina bagli olarak;

e Acil — Homoserin Lakton (AHL veya HSL Turevleri)
e Oligopeptitler

e Furanosil Borat Diester Turevleri

olmak Uzere 3 ayri grupta toplanmaktadir. Gram negatif mikroorganizmalarda
genellikle AHL tipi sinyal molekulllerine rastlanirken, Oligopeptit sinyal
molekullerinin, ¢ogunlukla Gram pozitif mikroorganizmalarda goérev aldigi tespit
edilmistir (Miller and Bassler, 2001). Furan turevlerinin ise, bazi Gram negatif veya
Gram pozitif mikroorganizmalarda, ikinci sinyal molekili olarak gérev aldiklari

bilinmektedir.

Gram pozitif bakterilerde goérev alan sinyal molekulleri genellikle 9-10
aminoasitten olusmaktadir ve bu aminoasitlerin sayisi, sirasi ve kompozisyonlari
turden ture degisiklikler gostermektedir. 1998 yilinda, S. epidermidis’e ait quorum
sensing molekuline yonelik yapilan bir ¢calismada, molekllin; 8 aminoasitten
olustugu ve merkezi sistein residusu ile C terminali arasinda bir tiyoester baginin

yer aldidi tespit edilmistir (Otto et al., 1998).

Gram negatif mikroorganizmalarda genellikle, AHL tipi quorum sensing iletisimi
gozlenmekte olup, bu sistemin; 2 operonda organize olmus 7 gen (luxR, luxl,

luxC,luxD, luxA, luxB ve luxE) tarafindan kontrol edildigi bildirilmigtir.
2.4.3. Mantarlarda Quorum sensing

Mantarlar Uzerinde uygulanan quorum sensing c¢alismalari yeni yeni hiz
kazanmaktadir. Bu baglamda, ¢alismalarin gogunda, farnesol molekilinin énemi
uzerinde durulmaktadir. 2001 yilinda yapilan bir arastirmaya goére, insan patojeni
olan C. albicans tiru funguslarin hicre morfolojileri farnesol molekuilt tarafindan
belirlenmektedir. ilave olarak, bu ekstraseliiler molekiiliin, termostabil oldugu ve

23-43°C araliginda maya hucrelerinin miktariyla dogru orantili olacak sekilde
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uretildigi bildirilmigtir (Hornby et al., 2001). Kirktan fazla sayida farnesol molekuli
analogunun tespit edildigi bir diger ¢calismada ise; farnesol molekulinun yapisinin,
quorum sensing aktivitesiyle olduk¢a yakindan iligkili oldugu agiklanmaktadir
(Shchepin et al., 2003).

2.5. Biyofilmlerin Onemi

Derin yer alti sulari ve okyanuslarin derinlikleri harig, tum dogal ekosistemde
olusabildigi tespit edilen biyofilmler en basta kataterler; kalp pilleri, protez kalp
kapakgiklari, ortopedik protez ve kontakt lensler gibi gesitli vicut ici kullanimi olan
biyomateryallerin yol a¢tigi enfeksiyonlardan ve bir ¢ok kronik hastaliktan sorumlu
tutulmaktadir (Costerton, et al. 1995; Costerton, et. al. 1999). Bu hastaliklar
arasinda ise; kistik fibroz gibi kronik akciger rahatsizliklarinin yani sira, dogal
kapak endokarditi, osteomyelit, kronik bakteriyal prostetit, ortakulak enfeksiyonlari

yer almaktadir (Donlan et al., 2002).

Nozokomiyal enfeksiyonlara sebebiyet vermekte oldugu gobzlenen cihazlarin
yuzeyleri, elektron mikroskobuyla incelendigi taktirde; bu alanlarda, jelsi tabakayla
kaplanmis bakteri topluluklarina rastlanmistir (Khoury et al., 1992). Cihaz iligkili
olmayan kronik enfeksiyonlarin gozlendigi bolgelerden alinan doku orneklerinde
de yine benzer gekilde, EPS ile kapli halde bulunan bakterilerin yer aldigi biyofilm
tabakasi ile karsilasiimistir (Costerton et al., 1999). Bu baglamda yapilan
arastirmalar; nozokomiyal enfeksiyonlarin %60’inin biyofilm iligkili olarak gelistigini,
biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin buyuk bir ¢ogunluguna ise, Koagulaz—Negatif
Stafilokoklar’'in neden oldugunu gostermektedir (Huebner et al., 1994; Archibald et
al., 1997; Fridkin et al., 1997; Goldmann et al., 1997).

Cesitli enfeksiyonlara karsi kullanilan antibiyotik tedavileri, hastalik belirtilerini
ortadan kaldirabilse bile, ortamda olusmus olan biyofilmi yok edememektedir
(Marrie et al., 1982). Bu sebepten 6turd, biyofilm kaynakl enfeksiyonlar, antibiyotik
terapilerinden sonra bile tekrarlayici niteliktedir. Dolayisiyla, mevcut enfeksiyonun
tamamen sona ermesi igin, biyofilm tabakasinin ve o tabaka igerisinde yer alan
mikroorganizma toplulugunun ameliyat ile, vicut ortamindan tamamen

uzaklastiriimasi gerekmektedir (Costerton et al., 1995).
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Gunumuzde, biyofilm olustuktan sonra izlenen tedavi yontemlerinden verimli
sonuglar alinamamaktadir. Dolayisiyla, mikroorganizmalarin belirli bir yuzeye
tutunmalarint  ve kolonize olmalarini  Onleyecek c¢alismalar  Uzerinde
yogunlasilmaktadir. Bu  baglamda, biyofim  olusumunu baslamadan
sonlandirabilmek amaciyla, gesitli stratejiler gelistiriimigtir. Bu stratejiler arasindan
en kabul goérmlis olani ise; hasta vicuduna yerlestirilen biyomateryallerin,
yerlestiriimeden 6nce antibiyotik veya gumus iyonlari gibi antimikrobiyal ajanlarla

kaplanmasidir.

Biyofilm olugsumu, bir ¢ok klinik enfeksiyondan sorumlu oldugu gibi, basta gida
endustrisi olmak Uzere gesitli endUstriyel alanlarda da ciddi sorunlara ve zararlara
yol acabilmektedir. Su ve petrol borularinda meydana gelen korozyonlar, stz

konusu zararlara 6rnek teskil etmektedir.

Su dagitim sistemlerinde olusan biyofilmlerin suda; koku ve tat degisimine neden
olduklar tespit edilmistir (Martins et al., 2007). ilave olarak, yapilan ¢alismalardan
elde edilen gozlemler; sut, et ve benzeri bir ¢cok besin maddesinin Uretimi
sirasinda, bu besinlerin icerdikleri kazein, jelatin gibi gesitli cihaz Gzerine yapisma
Ozelliginde olan proteinlerin, cihaz yuzeyindeki mikroorganizmal kontaminasyonu
ve biyofilm olusumunu artiracagi yonundedir (Martins et al., 2007). Bu baglamda;
alfa amilaz, glukanaz gibi cesitli enzimler yardimiyla biyofilm olusumunun
engellenmesi ya da manyetik veya elektriksel alanlar olusturarak bu tabakalarin

yok edilmesi hedeflenmektedir (Martins et al., 2007).

Biyofilm olusumu; tip alaninda oldugu gibi, gida enduistrisinde ve diger endustriyel
alanlarda da buyuk bir 6neme sahiptir. Bu baglamda bakteriyel hicreler; metalik
yuzeylere baglanarak biyokorozyonlara sebebiyet vermekte ve cesitli boru hatlar
ile metal ylzeylerin bu yuzden asiri derecede zarar gormelerine neden olmaktadir.
Bu zararlarin giderilebilmesi i¢in ise; milyon dolarlar harcanmaktadir (Beech et al.,
2004). Dolayisiyla, bu alandaki ¢calismalarda da; biyofilm olusumunu baslamadan

engellemek hedeflenmektedir (Fidan et al., 2005).
2.6. Antibiyotik Direncliliginde Biyofilm Olugsumunun Yeri

Uzun yillar boyunca yapilan ¢alismalara gore; biyofilm olusturan htcreler, biyofilm

olusturmayan planktonik hucrelere kiyasla bir ¢ok dig etkene karsi daha
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dayanikhdir (Mah and O’Toole, 2001). Gunumuzde, biyofilm iligkili nozokomiyal
enfeksiyonlarin ve bu enfeksiyonlara neden olan mikroorganizmalarin
antimikrobiyal direngliliklerinin, ginden gune artis1 s6z konusudur. Bu baglamda,
biyofilm olusturan hucrelerin antibiyotik direngliliklerinde rol oynayan faktorler

Uzerine bir ¢ok arastirma yapilmaktadir.

Biyofilm olusturan mikroorganizmalarin antimikrobiyal direnglilikleri incelendigi
taktirde, bir gok mekanizmanin varligindan s6z edilmektedir (Mah and O’Toole,
2001). Tek baslarina biyofilm olusturan mikroorganizma tirlerinin antibiyotik
direncliliklerinde rol oynayan mekanizmalar cesitli basliklar altinda siralanmigtir.
Bu baglamda; antimikrobiyal ajanlarin biyofilmin igerisine tam anlamiyla niufuz
edememesi ve biyofilm yapisinin antimikrobiyal ajanlara karsi bariyer gorevi
ustlenmesi (Stewart, 1996); biyofilm olusturmus olan mikroorganizmalarin, bu
ortam igerisinde bulunurken, olasi besin azhdr ve acliga karsi onlem almak
amaciyla buyume oranlarini dusturmeleri (logaritmik fazdan, denge fazina
gecmeleri) ve bu durumun onlari daha dayanikli kilmasi; biyofilm olusturan
mikroorganizmalarin ¢evresel faktorler tarafindan yonlendirilmis bir genotipe sahip
olmalari; biyofilmlerin nikleik asitler, atik Grtnler ve sinyal molekulleri gibi ¢esitli
maddeleri icerisinde barindirmasina bagli olarak heterojen bir yapida bulunmalari;
qguorum sensing mekanizmasinin varligi ve biyofilm olusturmak Uzere uyariimis
oldugu bilinen mikroorganizmalarin, fenotipik olarak antimikrobiyal ajanlara karsi
direnclilik  ozelligi  sergilemeleri  biyofilm  olusturan  mikroorganizmalarin,
antimikrobiyal ajanlara kargi olan direngliliklerinde rol oynadigi dusundlen
mekanizmalar olarak bildirilmektedir (Tuomanen et al., 1986; Wentland et al.,
1996; Gilbert et al., 1997; Brooun et al., 2000; Cochran et al., 2000; Maira-Litran et
al., 2000; Turetgen, 2006).

2003 yilinda yapilan bir diger arastirmaya gore ise, nozokomiyal hastaliklara
neden olan mikroorganizmalardaki antimikrobiyal direngliligin yayilmasindaki en
onemli etken; horizontal gen alis — verisi olarak bildirilmistir (Parsek and Singh,
2003).

Bilindigi gibi, biyofilmlerin ekstraselluler matriksinde ¢ok fazla miktarda ntkleik asit
bulunmaktadir (Sutherland, 2001; Whitchurch et al., 2002); ¢inkl biyofilm olusan
ortamdaki yuksek bakteri konsantrasyonu ve bu bakterilerin lizize ugramasi; o
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bdlgedeki nukleik asit artisina neden olmaktadir. NUkleik asit artisi ise; hucreler
aras! horizontal gen transferini tetiklemekte ve mikroorganizmalarin genetik
anlamda yeni 6zellikler kazanmalarina yol agmaktadir (Parsek and Singh, 2003).
Bu baglamda mikroorganizmalar, dnceden duyarl olduklari antibiyotiklere karsi,
zamanla direngli hale gelirler. Mikroorganizmanin, biyofilm olugumu ile antibiyotik
direncliligi 6zelliklerinin ikisine birden sahip olmasi ise; onu kendi turtne ait diger

suglardan, ¢ok daha patojen hale getirmektedir.

Yapilan bir ¢cok calismaya gore; biyofilmler icerisindeki en fazla horizontal gen
transferi; transformasyon ile gerceklesmektedir. Konjugasyon ve Transdiksyon
mekanizmalari ise; bu baglamda ikinci sirada yer almaktadir (Beaudoin et al.,
1998; Christensen et al., 1998; Hausner and Wuertz, 1999; Piper and Farrand,
1999; Parsek and Singh, 2003).

Transformasyon; ortamdaki DNA pargaciklarinin alici bakteriye gecmesi olayina
dayanan bir gen alig verisi mekanizmasidir. Bu baglamda, DNA parcaciklarini,
kendi yapilarn igerisine alabilen (Kompetan) bakteriler yeni 06zellikler

kazanmaktadir.

Konjugasyon; birbirleriyle temas halinde olan bakterilerin piluslari araciligiyla kendi
aralarinda gercgeklestirdikleri bir gen alis — verisi mekanizmasidir. Bu baglamda,
biyofilm icerisindeki mikroorganizmalarin; yuksek yogunlukta, olduk¢a yakin bir
mesafede ve sabit bir sekilde yer aliyor olmalari, onlarin konjugasyon yapmalarina
neden olmaktadir. Bu sayede bir ¢ok yeni Ozellik, bir sustan diger susa
aktariimakta ve suslar; dnceden duyarli olduklari bir antimikrobiyal ajana karsi,
zamanla direngli hale gelebilmektedir. Dolayisiyla bu suslar, biyofiimden
ayrildiktan sonra bile, kazanmis olduklari yeni Ozellikler sayesinde, bir g¢ok
antimikrobiyal ajandan korunabilmektedir (Parsek and Singh, 2003).

Transduksyon; bir bakteriye ait herhangi bir kromozom segmentinin, faj araciligiyla
diger bir bakteriye tasinmasi durumudur. Faj, litik siklusta Urerken, bakterinin
kromozomuna tutunur ve bakteri hucresi eridikten sonra kazandigi yeni DNA
parcaciklarini, kendi DNA molekuliyle birlikte yeni hicreye entegre eder.

Dolayisiyla hicre, yeni 6zellikler kazanmig olur.
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2005 yihinda yapilan bir arastirmaya gore; biyofilm olugsumunun, antimikrobiyal
ajanlara kargi gelistiriimis bir adaptasyon olabilecedi yonunde iddialar da ortaya
atiimistir (Hoffman et al., 2005). Butlin bu sebeplerden 6tird, biyofilm olusturan
mikroorganizmalarin, serbest mikroorganizmalara kiyasla antibiyotiklere karsi

daha direncli olduklari gézlenmektedir.
2.7. Biyofilm Olusturan ve Caligmada Kullanilan Mikroorganizmalar

Gunumuzde; biyofilm olusumuna neden olan mikroorganizmalar; dogal seyirli
hastaliklarin yani sira, bir ¢ok yabanci cisim enfeksiyonlarindan da sorumlu
olmakta ve insan sagligini olumsuz yénde etkilemektedir. Ozellikle, hastanelerde
giderek artan oranlarda kullanilan biyomateryal uygulamalari ve bu uygulamalar
sonucunda gelisen enfeksiyonlar, biyofilmin ve biyofilm olusumuna neden olan

mikroorganizmalarin 6nemini her gegen giin daha da fazla artirmaktadir.

Yabanci cisimlerde olusan biyofilmler; Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis ve Streptococcus viridans gibi gram pozitif
bakteriler ile Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Proteus mirabilis, ve
Pseudomonas aeruginosa gibi gram negatif bakterilerden olusabildigi gibi
Candida albicans gibi cesitli maya tirleri tarafindan da olusturulabilmektedir. ilave
olarak biyofilmler, cesitli gevresel kosullara bagll olarak tek bir tlrtin veya birden

fazla tlrtn bir araya gelmesiyle meydana gelmektedir (Donlan, 2001).
2.7.1. Staphylococcus epidermidis

Micrococacae familyasinda yer alan Staphylococcus genusu; ilk defa 1878 yilinda
Robert Koch tarafindan tanimlanmistir (Waldvogel, 2000). insan derisi ve burun
boslugu ile toprakta yasam slUren stafilokoklar; koagilaz olusturup
olusturmamalarina goére iki ana gruba ayriimaktadir. Koagulaz testine olumiu
sonug veren tiurlerin buyuk ¢ogunlugunu S. aureus suslari olusturmaktayken, S.
epidermidis, S. capitis, S. hominis ve S. saphrophyticus gibi turler, koagtlaz

testine negatif sonug veren Staphylococcus turleridir (Batikutlu, 2006).
2.7.1.1. S. epidermidis Suslarinin Morfolojileri ve Kiltiir Ozellikleri

Kanli agar uzerinde; yuvarlak, beyaz renkli ve 1-4 mm ¢apinda duzgun koloniler

olusturmakta olan S. epidermidis turt mikroorganizmalar, gram pozitif olup,
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mikroskop altinda; kimeler halinde, Gzim salkimi gibi toplanmis koklar seklinde
gOzlenmektedir. Bu ture ait mikroorganizmalar tarafindan spor olusumu s6z
konusu degildir (Batikutlu, 2006).

Fakultatif anaerobik 6zellikte olan bu mikroorganizmalarin, optimum Ureme
sicakliklari; 30-37°C arasinda seyrederken, optimum gelisim gosterdikleri pH
degeri; 7.0-7.5 arasindadir. S. epidermidis turleri, S. aureus turlerinin aksine kanli
agar Uzerinde hemoliz yapma &zelligine sahip degildir; fakat her ki
mikroorganizma birden, %7,5-10 NaCl icerikli ortamda gelisim gdsterebilme

yetenegdine sahiptir (Batikutlu, 2006).
2.7.1.2. S. epidermidis Suslarinin Gesitli Biyokimyasal Ozellikleri

Oksijen ile karsilasan mikroorganizmalarin ¢cogunda, katalaz enzimi Uretimi s6z
konusudur. Bu baglamda, cogunlugu fakultatif anaerobik o6zellikte olan S.
epidermidis turleri de bu enzimi icermektedir. Bakterinin metabolik stireci sonunda,
ortama salinan hidrojen peroksit, bakteriler icin toksik bir yapida oldugundan
katalaz enzimi ile Oz2’'ye ve H2O’ya dénusturulir (Koneman et al., 1997; Kloos and

Bannerman, 1999).

Koagulaz enzimi, bir ¢cok mikroorganizma tarafindan olusturulmakta olup,
fibrinojenin  fibrine do6nismesinde rol oynamaktadir. Koagulaz, Oncelikle
plazmadaki protrombin ile reaksiyona girerek kompleks olugsmasina neden olur. Bu
kompleks olusumu ise, trombin aktivasyonuna neden olarak fibrinojenin fibrine
donusmesinde etkili olmaktadir. Fibrinojenin fibrine donlUsmesi ise, plazmanin
koagulasyonu olarak sonuglanir. Mikroorganizma, bu sayede c¢evresini fibrin
tabakasi ile sararak kendisini fagositozdan ve gesitli savunma elemanlarindan
korur. Staphylococcus epidermidis tlrd mikroorganizmalar, bu enzime sahip
olmamalariyla, Staphylococcus aureus turl mikroorganizmalardan ayrilir

(Koneman et al., 1997; Kloos and Bannerman, 1999).

DNaz enzimleri, endoniikleaz ve ekzonikleaz aktivitesine sahip olup nikleik
asitleri 3’-fosfomononukleotidlere parcalayan fosfodiesterazlardir. Staphylococcus
epidermidis turleri bu enzime sahip degildir (Koneman et al., 1997; Kloos and

Bannerman, 1999).
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Staphylococcus aureus gibi bazi mikroorganizmalar tarafindan karbonhidrat
kaynadi olarak kullanilabilen mannitolin, Staphylococcus epidermidis tirl
mikroorganizmalar tarafindan kullanimi s6z konusu degildir. S. aureus turleri,
mannitol fermentasyonu yaparak asit olustururken S. epidermidis turlerinde boyle
bir fermentasyon s6z konusu olmaz ve bu 6zellikleri sayesinde S. epidermidis
turleri, S. aureus tdrlerinden ayrilirlar (Koneman et al.,, 1997; Kloos and

Bannerman, 1999).

Staphylococcus epidermidis tirl mikroorganizmalarin, albamisin veya katomisin
olarak da bilinen novobiyosin antibiyotigine kargsi duyarli olduklar bilinmektedir. Bu
antibiyotige karsi duyarli olmalari, onlarin identifikasyonlarinda, 06zellikle
Staphylococcus saprophyticus tarlerinden ayrilmalarinda buyudk bir 6nem teskil

etmektedir.
2.7.1.3. S. epidermidis Suslarinin Virilans Faktorleri
% Staphylococcus epidermidis Suslarinda Biyofilm Olugsumu

S. epidermidis suglarinda biyofilm olusumu; ilk kez 1972 yilinda gézlenmis olup
(Bayston and Penny, 1972) sonrasinda yapilan bir ¢ok calisma ile dogrulanmistir
(Bayston and Rodgers, 1990; Hselm and Etherden, 1991; Kiraz, 1993). ilerleyen
yillarda, biyofilm olusumunun; S. epidermidis suslarinda virtlansi artirdi§i
anlasiimistir (Magued et al., 1985; Davenport et al., 1986; Kloos and Lambe,
1990; Patrick et al., 1992; Deighton and Balkau, 1993).

Biyofilm olusturdugu gézlenen S. epidermidis suslar tarafindan c¢esitli adhezinler
sentezlenmektedir ve bu sentezlenen ekstraselller yapilar, suslarin sabit bir
yuzeye tutunmalarini  saglayarak, biyofiim olugsumlarini olumlu ybnde
etkilemektedir. Bu baglamda; Kapsuler Polisakkarit Adhezini (PSA) ile Polisakkarit
interseluler Adhezin (PIA), S. epidermidis tarafindan sentezlenen gok énemli iki
adhezine oOrnektir (O’Gara and Humphreys, 2001). S. epidermidis suslarinda
birincil tutunma igslemi PSA tarafindan gergeklestirilirken, hlcrelerin bir arada
kalma islemi PIA sayesinde dizenlenmektedir (Mack et al., 1992; Mack et al.,
1994).
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Polisakkarit adhezinlerin tretimi icin gerekli tim genleri iceren ica gen kimesi; ilk
kez S. epidermidis suslarinin izolasyonlarinda identifiye edilmistir (Heilmann et al.,
1996; Heilmann and Further, 1998). Ge¢miste yapilmis bir ¢cok ¢alismaya gore,
S. epidermidis enfeksiyonlarinda ica gen kiimesi rol oynamaktadir. Ornegin; 1997
yihinda yapilmig bir calismada, kan kuiltirinden izole edilen S. epidermidis
turlerinin %85’ inin, ica genleri icerdigi tespit edilmistir (Ziebuhr et al., 1997);
Gunumuzde ise; bu gen kimesine sahip olup da patojen olmadidi gbzlenen
S. epidermidis turlerinin varligi da s6z konusudur; fakat mevcut ica gen kiimesi;
tibbi cihazlar Gzerindeki kolonizasyonu ve vyabanci cisim enfeksiyonlarinin

olusumunu kolaylastirmaktadir.

2000 yilinda yapilan bir galismada, ica gen kumesinin, eklem protezlerinde
enfeksiyonlara neden olan S. epidermidis turleriyle, kommensal S. epidermidis
turlerinin ayrilmasinda genetik olarak kullanilabilinecek tek marker oldugu
aciklanmaktadir (Galdbart et al., 2000). 1999 yilinda deney hayvanlari Uzerinde
uygulanmis bir diger calismaya goére ise, kateter enfeksiyonlarina neden olan
S. epidermidis suslarinin, ica operonu icerdikleri ve polisakkarit adhezini urettikleri

tespit edilmistir (Rupp et al., 1999).

Yapilan calismalara gore; vucut igerisine yerlestirilen materyalin kimyasal yapisi,
yuzeyin hidrofobik 6zelligi, ortamin pH’si, magnezyum veya kalsiyum gibi ¢esitli iki
degerlikli katyonlarin ve eser elementlerin ortamdaki varligi, S. epidermidis
suslarinda adhezyonu etkilemektedir (Bakter et al., 1990; Timmerman et al., 1991;
Elci vd., 1995; Songur vd., 1995).

< Ekstraseliler Enzimler ve Toksinler

S. epidermidis turd mikroorganizmalarda, S. aureus turu mikroorganizmalarin
aksine, daha sinirli ve az sayida dokuya zarar verici ekzoenzim ve toksin Uretimi
s6z konusudur. Bu baglamda S. epidermidis turleri; ekstraselller metalloproteaz
ile sistein proteaz aktiviteleri gostermektedir (Sloot et al., 1992; Teufel and Gotz,
1993). Her iki protein ayni zamanda elastaz aktivitesi (Proteolitik Aktivite) de

gOstermekte ve doku harabiyetlerine neden olmaktadir.

S. epidermidis tarafindan Uretilen toksin ise; gogunlukla d-toxindir (McKeuvitt et al.,

1990). Bu toksin, hicre zarinda porlar olusturarak, eritrosit hicrelerinin
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parcalanmasina neden olmaktadir (Gemmell and Thelestam, 1981). ilave olarak,
makrojaf hdcrelerini uyarip sitokinlerin sentezlenmesini dizenleyen &-toxin,
yangisal polipeptit kompleksinin olusumunda da gdrev almaktadir (Mehlin et al.,
1999).

2.7.1.4. Staphylococcus epidermidis Enfeksiyonlari

Staphylococcus  genusu; deri  enfeksiyonlarindan,  &6limcidl  hastane
enfeksiyonlarina kadar bir ¢ok alanda rahatsizliklara sebebiyet verici bakteri
gruplarini iceren bir genus olarak bilinmektedir. Bu genus igerisinde yer alan
bakterilerin yayllmasini dnlemek amaciyla genis ¢apta onlemler alinmis olsa da,
dinya ¢apinda bu turlerin direnislerinin ve enfeksiyonlara neden oluslarinin énine
gegcilebilmis degildir (Gill et al., 2004). Bu bakteriler, yilda bir milyondan fazla ciddi

rahatsizliktan sorumlu tutulmaktadir (Projan and Novick, 1997).

Koagulaz negatif Stafilokoklar grubunda yer alan Staphylococcus epidermidis;
uzun yillar boyunca insan derisinde ve cgesitli mukoz membranlarda bulunan
zararsiz bir bakteri olarak kabul edilmekteyken, gunumuzde; sentral vendz
kateterler, idrar yolu kateterleri, protez kalp kapakgiklari ve kontakt lensler gibi
cesitli tibbi implantlar tGzerinde kolonize olarak, nozokomiyal enfeksiyonlara neden
olmaktadir (Vogel et al., 2000; Xu et al., 2006). Bu nedenle, S. epidermidis tirt
bakteriler; firsatci patojenler olarak kabul edilmektedir. Son yillarda, S. epidermidis
suslarinin; toplumda ciddi saglk sorunlarina yol agtiklari, hastane kaynakli
enfeksiyonlarin en Onemli etkenlerinden biri olduklart ve uzun sireli
rahatsizliklardan, hatta bazi durumlarda olumlerden bile sorumlu olabilecekleri,
belirtimektedir (O’Gara and Humphreys, 2001; Vuong et al., 2003).

S. epidermidis Uzerine yurutilen epidemiyolojik ¢alismalar, genellikle implant ve
tibbi cihaz kaynakli hastane enfeksiyonlari Gzerinde yogunlagsmaktadir; ¢lnki bu
enfeksiyonlarin ¢ogu; S. epidermidis turi mikroorganizmalarin kolonizasyonlari
sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Huebner and Goldmann, 1999). Bu mikroorganizmalar
tarafindan olusturulan enfeksiyonlar, kalici ve tekrarlayici niteliktedir. Bu
baglamda, koagulaz negatif stafilokoklarin epidemiyolojik analizlerinde genellikle
akla gelen ilk soru, enfeksiyondan sorumlu olan tirlerin, hastanin veya hasta

bakicinin derisinden mi bulastigi, yoksa belirli bir bdlgedeki suslarin zamanla daha
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cok virulans 6zellik kazanmasindan mi kaynaklandigi yonundedir (Huebner and
Goldmann, 1999). S. epidermidis suslarinin, biyomateryaller Gzerindeki yuksek
kapasitedeki kolonizasyonlari ise; bir ¢ok yeni tedavi yontemlerini ve enfeksiyon

oncesi tedbirleri beraberinde getirmektedir.

1995 yilinda yapilmig iki farkli arastirmaya gore; katater nedenli enfeksiyonlarin
%50-70’'ine (Archer, 1995); protez kalp kapakc¢idi nedenli enfeksiyonlarin ise
%40-50’sine (Ing et al.,1995); S. epidermidis ve diger koagulaz negatif

stafilokoklar neden olmaktadir.
2.7.2. Proteus mirabilis

Enterobacteriacae familyasinda bulunan Proteus genusu; toprakta, suda ve insan
gastrointestinal sisteminde yasayabilen ve insanlarda enfeksiyonlara sebebiyet
veren tirler icermektedir. Bu genusa ait mikroorganizmalar; hareket organelleri
icermeleri, H2S olusturmalari ve Ureaz enzimine sahip olmalari bakimindan bir gok

mikroorganizma turinden rahatlikla ayrilabilmektedir (Coker, 2000).

Proteus genusunda klinik anlamda ©6neme sahip olan turler; P. mirabilis,
P. vulgaris ve P. penneri turleridir. Bu baglamda bir ¢ok farkli Ulkede yapilan
calismalar; Proteus turleri arasinda klinik olarak en sik kargilagilan turun;

P. mirabilis tari oldugunu géstermektedir (Jones et al., 2003).
2.7.2.1. Proteus mirabilis Suslarinin Morfolojileri ve Kiltiir Ozellikleri

P. mirabilis tird mikroorganizmalar; kanl agar Uzerinde, kirli beyaz renkli ve bulut
gibi dalga dalga yayilan koloniler halinde goérunurken, mikroskop altinda; gram
negatif, basiller seklinde goézlenmektedir. Bu ture ait mikroorganizmalar tarafindan
spor olusumu sOz konusu degildir. Kanli agar Uzerinde bulutsu bir goranim
sergilemeleri ise; hareket organellerine (peritris flagellalar) sahip olmalarindan
kaynaklanmaktadir (Senior, 2004). P. mirabilis suslarinin, sahip olduklari bu
organeller; besiyerinin tamamina yayilmalarinda oldugu gibi vicut icine kolonize

olmalarinda da onlara avantaj saglamaktadir.

Fakultatif anaerobik 0zellikte olan bu mikroorganizmalarin, optimum ureme
sicakliklari; 34-37°C arasinda seyrederken, optimum gelisim gosterdikleri pH
degeri; 7.0-7.5 arasindadir (Senior, 2004).
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2.7.2.2. Proteus mirabilis Suslarinin Cesitli Biyokimyasal Ozellikleri

P. mirabilis tirG suslar, P. vulgaris turi suslardan; indol negatif oluslariyla,
P. penneri tart suslardan ise; ornitin dekarboksilaz enzimine sahip oluslariyla
ayrilmaktadir (Senior, 2004).

Proteus mirabilis suslarinda, triptofanaz enziminin varligi s6z konusu degildir. Bu
baglamda, P. mirabilis suslarinin triptofanl besiyerinde inkiibasyonlari; triptofanin
pargcalanmasiyla sonuglanmadigi gibi, indol, pirtvik asit ve amonyak urtnlerinin
ortaya ¢ikmasi da s6z konusu olmaz; yani P. mirabilis suglari indol testine negatif

sonug vermektedir (Senior, 2004).

Proteus mirabilis suslari karigik asit fermentasyonu yapmakta ve ortam pH’sinin
4.4.°0n altina dismesine neden olmaktadir. Bu baglamda Metil Kirmizisi testi bu
tire ait mikroorganizmalarda olumlu sonuglanmaktadir (Garrity et al., 2005).
Proteus mirabilis tiri mikroorganizmalar, laktozu fermente etme 6zelligine sahip
degildir (Garrity et al., 2005).

Proteus mirabilis suslan sitrati karbon kaynagi olarak kullanabilmekte ve acgiga
cikardi§i bazik Urtnlerle, ortam pH’sinin yikselmesine neden olmaktadir (Garrity
et al., 2005).

P. mirabilis tari mikrorganizmalar, proteinlerin ve aminoasitlerin anaerobik
ortamda yikilmasindan sorumludur. Bu baglamda bu tire ait suslar, putrefaksiyon
yapmakta ve aminoasitleri yikarak, H2S olusumuna yol agmaktadir. Dolayisiyla, bu
ture ait mikroorganizmalarin kotl bir koku yaydiklar bilinmektedir (Garrity et al.,
2005).

P. mirabilis turi mikroorganizmalar; treyi hidroliz eden lreaz enzimine sahiptir
(Coker et al., 2000). Bunun sonucunda ise; bazik Urlnler agiga ¢ikmakta ve
ortamin pH’si yukselmektedir.

2.7.2.3. Proteus mirabilis Suglarinin Virilans Faktorleri

Proteus mirabilis turd kaynakli enfeksiyonlarda, bu mikroorganizmalarin; flagella

gibi hareket organeline sahip oluslari, fimbria ve adhezinler gibi tutunmalarini
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kolaylastirici yapilar icermeleri, biyofilm olusturmalar ve Ureaz ile ¢esitli proteaz

enzimleri igeriyor olmalari gibi etkenler rol oynamaktadir (Coker et al., 2000).

Normal kosullar altinda gastrointestinal bodlgede dogal flora elamani olarak
yasamlarini  surdiren P. mirabilis turG mikroorganizmalarin, idrar yolu
enfeksiyonlarina neden oluslarinin altinda yatan baglica sebep; peritretral
alandaki digki kontaminasyonudur (Coker et al., 2000). Bu baglamda
arastirmacilar, tuvalet aliskanliginin, P. mirabilis kaynakli enfeksiyonlarin ortaya
citkisinda onemli oldugu gercegini vurgulamaktadir; ¢cunku peritretral bolgenin P.
mirabilis susu ile kontamine olmasi, bu mikroorganizmanin mesaneye kadar
ilerlemesiyle  ve ilerledigi bolgelerde  enfeksiyona neden olmasiyla
sonuglanmaktadir. Bu sonug ise; P. mirabilis suglarinin flagella organeline sahip

olmalarindan kaynaklanmaktadir (Liaw et al., 2000).

P. mirabilis suslari, mesaneye ulasir ulasmaz, mesane epitel dokusu gibi mukozal
yuzeylere spesifik; ¢cok sayida fimbria olusturmaya baslamaktadir. Bu sayede
mesanede sabit kalmay1 bagaran P. mirabilis suglari, ayni bolgede kolonize olarak,
enfeksiyona neden olur. Bu baglamda, P. mirabilis suslar tarafindan olugturulan
bir ¢cok fimbria varligi s6z konusudur (Bijlsma et al., 1995; Tolsan et al., 1995);
fakat bu suslarin vicut dokusundaki kolonizasyonlarini tetikleyen iki ¢esit fimbria
varhigindan s6z edilmektedir. Bunlar; MR/P (Mannose Resistant Proteus) ve PMF
(Proteus mirabilis Fimbria) olarak adlandiriimaktadir. Yapilan galismalara gore,
PMF tipi fimbrialar; mesanedeki, MR/P tipi fimbrialarin ise; bdbreklerdeki
kolonizasyonda etkili olmaktadir (Coker et al., 2000). Bu baglamda; MR/P tipi
fimbrialarin varligi; mesane enfeksiyonu olan Sistit'e, PMF tipi fimbrialarin varlig
ise; bobrek rahatsizligi olarak bilinen Pyelonefrit'e yol agmaktadir.

Proteus mirabilis tarafindan sentezlenen Ureaz enzimi, Urenin hidrolizine neden
olmaktadir. Urenin hidrolizi ise; karbondioksit gazi ve amonyak ¢ikisi ile
sonuglanmaktadir. Bu sayede ortaya ¢ikan amonyak; pH’nin yikselmesine ve
ortamin bazik olmasina yol acar. Normal kogullar altinda, bu ortamda ¢dézinmus
olarak yer alan kalsiyum ve magnezyum iyonlari ise; artan pH kosullari nedeniyle
¢cOkelmeye baslar (Morris et al., 1999) ve bunun sonucunda; karbonat
hidroksiapetit kristalleri olusumu s6z konusu olur (Griffith et al., 1976). S6z konusu

kristalize yapilar, idrar yollarinda katater bulunan hastalarin, kataterlerinde
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tikanmalara neden olmakta ve hastayi olumsuz yonde etkilemektedir. llave olarak,
bu kristallerin igerisinde mahsur kalmis P. mirabilis suslari; replike olarak
cogalmakta, tekrarlayan enfeksiyonlara neden olmakta ve cesitli antimikrobiyal
ajanlardan korunarak tedavilerden kurtulma sansi elde etmektedir (Coker et al.,
2000).

P. mirabilis tird mikroorganizmalarda, insan savunma sisteminde gorevli olan; IgA
molekllint degrade edici proteaz aktivitesi s6z konusudur ve bu duruma; P.
mirabilis enfeksiyonu geciren hastalarin idrar 6rneklerinde rastlanmistir (Senio et
al., 1991; Loomes et al., 1992). Yapilan arastirmalara goére; P. mirabilis suslari, bu
enzimi; yuzucu Ozellikteyken degil, kayma 6zelligindeyken sentezlemektedir; fakat
kayma hareketi ile IgA proteazi sentezleme davranislari, birbirlerinden bagimsiz
olarak gelismektedir (Walker et al., 1999).

Mukozal bagisiklikta rol oynayan IgA proteininin degredasyonu, P. mirabilis
suslarinin idrar yollarinda daha kolay yayilmalari ile sonuglanmakta ve ilerleyen
idrar yolu enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Bu baglamda, P. mirabilis susunun

bu enzimi sentezlemesi, virtulansini olumlu yonde etkilemektedir.

P. mirabilis tariG mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen hemolizin toksini;
Okaryotik hiicre membranlarinda por olusumuna yol acarak hlcreye zarar verici
etkide bulunmaktadir. Bu baglamda bu madde sitotoksik bir maddedir. Dolayisiyla,
idrar yollarinin P. mirabilis ile kolonizasyonu; idrar yolu epitel hucrelerinin
parcalanmasi ile sonuglanmaktadir. Bu baglamda, P. mirabilis suslar tarafindan
sentezlenen hemolizin toksini, bu mikroorganizmalarin virtlansinda dnemli bir rol

oynamaktadir (Braun and Focareta, 1991; Liaw, 2000).

Yapilan galismalara gore; hemolizin sentezleyen yabanil tip P. mirabilis suslari,
gentamisin antibiyotigine karsi daha duyarhdir; ¢cinkl hemolizin toksinlerinin, epitel
hacreleri Uzerinde neden olduklari porlar; mevcut antbiyotigin, P. mirabilis
hiicrelerine erigimini kolaylagtirmaktadir. ilave olarak, P. mirabilis suslari
tarafindan sentezlenen hemolizinler; P. mirabilis enfeksiyonlarinin bdbreklere
tasinmasinda ve akut pyelonefrit hastaliginin baglangicinda goérev almaktadir
(Coker et al., 2000).
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P. mirabilis suglarinda biyofilm olusumu; tekrarlayan enfeksiyonlara ve ekonomik
kayiplara yol agcmasi bakimindan oldukga 6nemlidir. Son yillarda; vucut igerisine
yerlesimi s6z konusu olan kataterlerin ve idrar sondalarinin biyofilm olusturan
P. mirabilis suglariyla kontamine olduklari ve kalici enfeksiyonlara neden olduklari
g6zlenmektedir. Yapilan c¢alismalar, P. mirabilis suslarinin yol agtiklari bdbrek
taslarinin yuzeyinde bile, biyofilm olusumu s6z konusu oldugunu gdstermektedir
(Lindsday and Von Holy, 2006).

2.7.2.4. Proteus mirabilis Enfeksiyonlari

Normal kosullar altinda, gastrointestinal florada dogal flora elemani olarak yer alan
P. mirabilis suslari; nozokomiyal enfeksiyonlardan, idrar yolu enfeksiyonlarina
kadar bir c¢ok rahatsizlia sebebiyet vermektedir (Feglo et al., 2010). Bu
baglamda, bu tlre ait mikroorganizmalarin en sik gdzlendigi enfeksiyonlar; idrar

yolu enfeksiyonlaridir (Baysallar vd., 2002).

Gunumuzde, idrar sondalari ve kataterler gibi vicut igi yerlesimi s6z konusu olan
biyomateryallerin kullanimindaki artis, biyofilm olusturma 6zelligi sergileyen
P. mirabilis suslarinin klinik anlamda daha c¢ok arastirimasini gerektirmistir.
Yapilan arastirmalar; Proteus suslari arasindan, idrar yolu enfeksiyonlarina en ¢ok
sebebiyet verdigi gézlenen tirin; P. mirabilis tird oldugunu (Mobley, 1994) ve
mevcut enfeksiyonlarin, vicut i¢i biyomateryal kullanimi ile dogru orantili olarak
arttigini gostermektedir (Stickler, 2008). Yapilan bir calismada; hastanelerde en
sik gobzlenen enfeksiyonun; katater kokenli idrar yolu enfeksiyonu oldugu
aciklanmakta ve idrar sondalarinin 5 gunden fazla kullaniminin; mikroorganizmal

kolonizasyon ile sonuglandidi bildiriimektedir (Teke vd., 2010).

P. mirabilis enfeksiyonlarinin erken tedavi edilmesi gerekmektedir; ¢unku
yukarida da belirtildigi gibi; P. mirabilis tlird mikroorganizmalarin mesane
uzerindeki kolonizasyonlari; sistit ile, bobrekler Uzerindeki kolonizasyonlari ise;

pyelonefrit ve bdbrek yetmezligi ile sonuglanmaktadir (Senior, 2004).

Bdbrek taslari olarak da ifade edilen hidroksiapetit kristalleri; idrar akisina engel
olmalari bakimindan, hastaya zarar vermektedir. ilave olarak, bu kristaller
uzerinde mahsur kalan P. mirabilis suslar, biyofilm olusturarak, tekrarlayan

enfeksiyonlara neden olmaktadir (Coker et al., 2000).
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2.7.3. Candida albicans

Saccharomycetaceae familyasi igerisinde yer alan Candida genusu, maya
formundaki fungus tiirlerinden olusmaktadir (Berkhout, 1923). insan viicudunda;
deride ve bagirsakta dogal flora elemani olarak bulunduklari bilinen C. albicans
turd  mikroorganizmalar; saglikli erigkinlerin agizlarindan alinan orneklerin
%40’ inda, saglikli kadinlarin vajinal bolgelerinden alinan orneklerin ise; ortalama
%25’inde zararsiz olarak bulunmaktadir (Jenkinson and Douglas, 2002). Candida
genusuna mensup olup da klinik anlamda 6nem teskil eden turler; C. albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis ve C. dubliniensis olarak
aciklanmaktadir. Bu tlrler arasindan C. albicans turinun ise; diger tirlere nazaran

daha fazla enfeksiyondan sorumlu oldugu saptanmistir (Dorko et al., 2001).
2.7.3.1. Candida albicans Suslarinin Morfolojileri ve Kiiltiirasyon Ozellikleri

Dimorfik bir organizasyona sahip olan C. albicans turi mikroorganizmalar (Novak
et al., 2003); laboratuar ortamindaki standart kosullar altinda maya hucrelerinden
olugsmakta olup; pH, sicaklik ve besin gibi ¢evresel kosullarin degismesine bagli
olarak yalanci hif olusturmaktadir. insan dokusunda ise; bu mikroorganizmalar
tarafindan gergek hifler meydana getiriimektedir. Bu baglamda, bir ¢ok bilim
adami; hif olusumunun, virllans faktorlerinden biri oldugunu savunmaktadir
(Pouloin et al., 1985; San—Blas et al., 2000; Calderone and Fonzi, 2001; Haidaris
et al., 2001). Yapilan calismalar sonucunda; serumun, hif olusumunu uyarici

Ozellikte oldugu tespit edilmistir (Hall et al., 2009).

C. albicans turlerinin dokudaki morfolojileri incelendiginde, 3—4 mikron c¢apinda
tomurcuklanmig oval hucrelere ve 1-2 mikron eninde miselyumlara
rastlanmaktadir. C. albicans turlerinin kalttr morfolojileri incelendigi taktirde ise,
4-5 tane yuvarlak ve oval hicrenin bir arada bulundugu mikroskobik bir gorintiye
rastlanmaktadir. Hlcrelerin ¢aplari; besiyerinin yapisina ve kultirin yasina bagh
olarak 2-14 mikron arasinda degiskenlik goOstermektedir. Maya fazindaki
C. albicans hlcresinin  goruntustu; ovoid olmasi  bakimindan limona

benzetilmektedir.

C. albicans turlerinin koloni morfolojileri ise; hucre tipine bagli olarak degisim

gostermektedir. Sadece blastosporlardan olusan koloniler; S tipi bir morfolojiye
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sahipken, hem gercek hiflerden, hem yalanci hiflerden, hem de blastosporlardan
olusan koloniler; R tipi bir morfolojiye sahiptir (Radford et al., 1994; Pesti et al.,
1999) (Sekil 2.7.).

C. albicans turleri, bir cok besi ortaminda ureyebilmekle beraber; Sabouraud’s
agar, misir unlu agar ve patatesli nisasali dekstroz agar, bu tir
mikroorganizmalarin en kolay gelisim gosterdikleri ortamlardir. 37°C ‘de 1-4

gunliik inkibasyonu takiben koloniler gbzle goérulir hale gelmektedir.

2
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Sekil 2.7. C. albicans turunde; hicre tipine bagl koloni morfolojisi

(a; blastosporlar, b; yalanci hifler, c; gercek hifler, d; S tipi koloni, e; R tipi koloni)

(http://www.sacmm.org/faculty/kadosh_research.html)
2.7.3.2. Candida albicans Suslarinin Gesitli Biyokimyasal Ozellikleri

C. albicans tuarlerinin biyokimyasal o6zellikleri incelendigi taktirde; bu ture ait
mikroorganizmalar; glukoz, galaktoz ve maltoz fermentasyonu yapmakta laktozu
ise kullanamamaktadir. Bu ture ait mikroorganizmalari diger Candida ttrlerinden
ayiran en énemli olusum ise; Germ Tup olugsumudur. C. albicans tirleri germ tip

testine olumlu yanit vermektedir (Ozkutik vd., 2003).
2.7.3.3. Candida albicans Suslarinin Viriilans Faktorleri

C. albicans suslarinin neden olduklari enfeksiyonlarda; bu suslarin konak epitel

hicrelerine adherans 6zelligi, dimorfik organizasyona sahip olmalari, biyofilm
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olusturmalari, fenotipik degisim gostermeleri ve proteinaz ile fosfolipaz enzimlerine

sahip olmalari gibi faktorler rol oynamaktadir.
% Adherans

C. albicans turleri konak hucrelerine, sahip olduklari adhezinler sayesinde
tutunabilmektedir. Bu sayede mikroorganizmalar, konak htcrelerdeki; fibronektin,
laminin, fibrinojen ve kollajen gibi bir ¢ok hicre digi matriks proteinine
baglanabilme 6zelligine sahiptir (Hostetter, 1994; Sturtevant and Calderone, 1997,
Chaffin et al., 1998).

e Alslp ve Alsbp

C. albicans turlerinin, konak hiicre yizeyine kolonizasyonu, kendi hiicre yuzey
glikoproteinlerini kodlayan ALS (Agglutinin — like sequence) genlerinin ifade
edilmesi sonucu gergeklesmektedir. Als1p ve Als5p; C. albicans turleri
tarafindan Uretilen ve C. albicans turlerinin, konak canlh hicrelerine
tutunmalarinda goérev alan iki adhezin proteinidir (Calderone and Fonzi, 2001).
ALS1 geninin Urand olan protein ise; Sacchoromyces cerevisae turiune ait
mikroorganizmalarin eglesmeleri sirasinda hicre—hucre taninmasini saglayan

“a agglutinin” proteininin homologudur (Hoyer, 2001).
e Hwpl

Hwpl (Hyphal Wall Protein) geni; C. albicans tirlerinde hif ve germ tlpu
olusumuna spesifik bir gendir ve bir ylzey proteinini kodlamaktadir (Staab et
al., 1996; Sundstrom, 1999). Bu genin her iki alelinde birden meydana gelen
mutasyon, hif olusumunda kusura neden olmaktadir. Bu geni mutasyona
ugramis olan suslar, serum igeren bir ortamda yabanil tipe kiyasla daha kisa
ve az sayida hiflenme goéstermektedir. 2000 yilinda yapilan bir ¢alismada;
Hwp1 genleri homozigot mutasyona ugramis olan C. albicans suslarinin,
konakta enfeksiyon baslangicina neden olabildikleri ama bu enfeksiyonu
devam ettirmede kusurlu olduklari saptanmig, yabanil tip suglarin ise; kisa
surede konak canlinin d8limudne neden olduklari gézlenmistir. (Tsuchimori et
al., 2000). Bu baglamda elde edilen sonuglara gére, Hwp1 geni Grunad, C.

albicans turlerindeki in vivo hifsel gelisimi ve virllansi olumlu ydnde
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etkilemektedir. Hifsel gelisim yetenegdi ise; fungusun, konak canli dokusunun
derinliklerine yerlesmesini saglamasi bakimindan buyuk bir 6nem teskil
etmektedir (Tsuchimori et al., 2000).

e Intl

Adherans ile ilgili bir diger gen; integrin Gen’idir. integrin benzeri bir proteini
kodlayan bu gen lzerinde meydana gelen herhangi bir mutasyon; C. albicans
suslarinin epiteliyal hicreye adhezyonunu azaltmakta ve hif olusumunda

kusurlara neden olmaktadir (Calderone and Fonzi, 2001).
% Morfolojik Degigim (Dimorfizm)

Bolum 2.10.3.2." de aciklandigi gibi, C. albicans tird mikroorganizmalar dimorfizm
gOstermektedir; yani bu mikroorganizmalarda maya formu ile hifsel form arasinda
geri donusumlu bir gecis yapabilme yetenegi s6z konusudur. Bu morfolojik
degisim, cesitli ¢cevresel kosullar altinda sirasi ile; maya (blastospor) olusumu,
germ tlpu (cimlenme tupu) olusumu, yalanci hif ve gergek hif olusumu asamalarini
kapsamaktadir (Molero et al., 1998). Enfeksiyon bolgelerinden alinan orneklerde
hem maya hucrelerine hem de hif olusumlarina rastlanmaktadir. C. albicans
turlerinde hif olusumu; 37°C’de, nétral pH'da ve serum varliginda; yani konak
dokusu kosullari altinda uyarilmaktadir (Abaci ve Haliki, 2004). Germ tipul olarak
adlandirilan bu ipliksi yapilar sayesinde hifli formlar; adhezyon ve virtlans
bakimindan daha gugli hale gelmektedir. Bu baglamda, makrofajlar tarafindan
yakalanan maya hucrelerinin, hif olusturararak makrofaji  pargaladigi
bildirilmektedir (Matthews and Burnie, 1998).

< Biyofilm Olugsumu

Gunumuzde, Ozellikle bagisiklik sistemi zayiflamis veya yuksek miktarlarda
antimikrobiyal ajan icerikli tedaviye maruz kalmis hastalarda bir ¢ok
mikroorganizmanin uzun sureli kolonizasyonu s6z konusu olmaktadir. Bu
baglamda yapilan c¢alismalarda uzun streli enfeksiyonlarin kaynagi olarak,
biyofilm olusumu yapan mikroorganizmalar gdsterilmektedir. Bakterilerden farkl
olarak okaryotik bir organizasyona sahip olan C. albicans tlrd mikroorganizmalar

da, Ozellikle gesitli tibbi cihazlarin Uzerinde biyofilm olusturabilme yetenekleri
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bakimindan tibbi anlamda buyuk bir 6neme sahiptir (Busscher et al., 1994,
Busscher et al., 1997).

1994 yilinda yapilan bir ¢alismada C. albicans turl mikroorganizmalarin, canli
dokularla beraber bir ¢ok cansiz yuzey Uzerinde de kolonize olabildikleri ve
biyofilm olusturabildikleri tespit edilmistir. Bu baglamda biyofilm olusumunun en iyi
sekilde gozlendigi cansiz yuzeylerin; latex veya silikon elastomer yapili yuzeyler

oldugu aciklanmistir (Hawser and Doughlas, 1994).

C. albicans turleri tarafindan olusturulan biyofilmler; maya hucreleri, yalanci hifli
hicreler ve gercek hifli hicreler gibi bir ¢ok hudcre tipinin karigsimindan ve
polisakkarit ile protein igerikli ekstraseliler matriksten meydana gelmektedir
(Kumamoto, 2002; Douglas, 2003). Biyofilm olusturan bakteriyal hticrelerde oldugu
gibi, biyofilm olusturan C. albicans hicreleri de, biyofilm olusturmayan C. albicans
hucrelerine kiyasla antimikrobiyal ajanlara karsi daha dayanikhdir (Hawser and
Douglas, 1995; Ramage et al., 2002; Ramage et al., 2003). Bu baglamda, 1999
yihinda yapilan bir calismada, C. albicans tirlerinde, maya formundan hifli forma
gegisin, biyofilm olusumunda ve gelisiminde ¢cok 6nemli bir yere sahip oldugu

tespit edilmigtir (Baillie and Douglas, 1999).

Laboratuar kosullari altinda uygulanmis olan calismalara goére; C. albicans
turlerinde biyofilm olusumu U¢ asamadan olugsmaktadir (Chandra et al., 2001;
Douglas, 2003). Baslangic asamasinda, maya hucreleri (blastosporlar) belirli bir
dokuya penetre olurlar ve hemen ardindan bodlinmeye baglayarak
mikrokolonilerden olusan bir tabaka meydana getirirler. Boylece, hem cevreden
gelebilecek antifungal ajanlara kargi korunmus olurlar, hem de konak dokusundaki
enfeksiyonu kalici kilmis olurlar.

Bir sonraki asamada, bir yandan maya hucreleri cogalmaya devam etmekte, bir
yandan da bu hacreler tarafindan EPS uretimi s6z konusu olmaktadir. C. albicans
hdcrelerinin yalanci ve gergek hifleri olusturmaya baslamasi, bu asamada

gerceklesmektedir.

Son asamada ise; EPS miktarindaki artisa bagl olarak, yalanci hifler ile gergek

hiflerden olusan ag yapisinin, Ust seviyede gelisim gosterdigi gdézlenmektedir.
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Dolayisiyla en sonuncu asama; “Olgunlagsma Asamasi” olarak nitelendiriimektedir
(Hawser and Doughlas, 1994; Chandra et al., 2001; Ramage et al., 2002).

SEM (Scanning Electron Microscopy) ile yapilan incelemeler sonucunda ylzey
alan Uzerindeki biyofilm olusumunda birincil olarak, blastospor formdaki hlcreler
gOzlenmis olup, hif olusturmus formdaki hlcrelere, biyofilm tabakasinin en Ust
kisimlarinda rastlanmigtir. Bazi durumlarda, biyofilm olusumunun baslangig
bolgesindeki yluzeye hifli formdaki C. albicans hucrelerinin de tutunmasi sz
konusudur; ama yapilan ¢aligmalar, bu kolonizasyonun ¢ok kolay bir sekilde
yuzeyden yok edilebilir nitelikte ve daha gugsuz Ozellikte oldugunu ortaya
koymustur. Dolayisiyla, C. albicans tirlerinin biyofilm olusumunda ve ylizeye hem
gucli, hem de kalici bir sekilde tutunabilmelerinde blastosporlarin roli daha
blyuktir (Baillie and Douglas, 1999).

2002 yilinda yapilmig olan bir ¢calismaya gore; hif olusumunu dizenleyici EFG1
geni, biyofilm olusumu igin gerekli bir gendir (Baillie and Douglas, 1999; Ramage
et al.,, 2002). Benzer bir sekilde, quorum sensing moleklli oldugu bilinen
farnasolin de, hif olusumunu engellemek suretiyle biyofilm olusumunu inhibe ettigi

ortaya ¢ikmistir (Kruppa et al., 2004).
% Fenotipik Degisim

1985 yilinda yapilan bir ¢alismada, duguk dozda ultra viyole 15131 etkisi ile,
C. albicans hucrelerinin ¢ogunun, S tipi diz koloniden R tipi tirtikli koloni
morfolojisine gecis yaptigi gézlenmistir ve bu koloni morfolojisindeki degdisimin,
yuksek frekansta ve geri dontsumlu oldugu tespit edilmistir (Calderone and Fonzi,
2001). Bu baglamda, C. albicans hucrelerinde fenotipik dedisim s6z konusu
olmaktadir. Mevcut degisim sayesinde ise hucreler; yluzey antijenlerini
degistirmekte ve kendilerini konak canlinin immin sisteminden korunur forma
donusturmektedir. C. albicans htcreleri, spesifik vicut bdlgelerine bu sayede
adapte olabilmektedir (Srikantha et al., 1995).

Yapilan bir diger calismada ise; tomurcuklanan hucreleri de icerisine alan S tipi
beyaz koloninin, bilyuk, asimetrik tomurcuklanan opak renkli hicreleri iceren
koloni tipine donustugu tespit edilmistir (Soll, 2002). Bu baglamda, beyaz kolonileri

olusturan hucreler; dizgln ve oval, opak koloniyi olusturan hucreler ise; opak ve
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fasulye seklinde gozlenmektedir. Opak renkli hucrelerin ylizeginde beyaz renkli
hucrelerden farkli olarak sigiller mevcuttur. Ayrica beyaz renkli hiicreler, germ tupu
olusturabilmek igin; 6,7 pH degerine ve 37°C’ ye ihtiya¢g duyarken, opak renkli
hlcreler, insan epitel hucreleri disinda hig bir ortamda, kogullar ne olursa olsun
germ tUpl olusturamamaktadir (Calderone and Fonzi, 2001). ilave olarak; OPA1
ve OP4 genleri opak faz olusumunda gorev almakta, WH11 geni ise; beyaz faz

olusumunda etkili olmaktadir (Srikantha et al., 1995).
s Enzimler

C. albicans turlerinin virilansinda en ¢ok rol oynadigi bilinen enzimler; salgisal

aspartik proteinazlar (SAP) ile fosfolipazlar (PL) dir (Calderone and Fonzi, 2001).

C. albicans hucreleri tarafindan sentezlenen proteinazlar; konak canli tarafindan
ortama salinan immunoglobinleri ve kompleman sistem proteinlerini degrade edici
Ozelliktedir. Bu sayede C. albicans hucreleri, konagin direng mekanizmalarindan
korunmus olur. ilave olarak; C. albicans hiicreleri, sahip olduklari bu enzimler
sayesinde konak bariyerlerinin degredasyonuna da neden olmaktadir. Bu sayede
hicreler, kendilerinin adhezyonlarini ve invazyonlarini da kolaylastirmis olurlar
(Staib et al., 2000).

C. albicans hucreleri tarafindan sentezlenen fosfolipazlar; konak canh hucrelerinin
membran lipitlerini hidrolize ederek hicre membranina zarar vermektedir. Bugune
kadar tanimlanan fosfolipazlar; PLA, PLB, PLC ve PLD olarak bildirilmistir
(Navarro—Garcia et al., 2001).

2.7.3.4. Candida albicans Enfeksiyonlari

Normal kosullar altinda dogal flora elamani olduklar bilinen C. albicans suslari;
Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmig ve viucudu igerisine yabanci bir materyal
yerlestiriimis hastalarda, firsatgi patojen olarak cesitli enfeksiyonlardan sorumiu
olmaktadir. Bu tir Candida bagimli enfeksiyonlara ise; “Kandidiyaz” adi
verilmektedir. (Wroblewska et al., 2002). Bu baglamda, firsatgi patojen olarak da
ifade edilebilen C. albicans turlerinin; insan bagisiklik sistemindeki c¢esitli
modifikasyonlara veya kisinin bulundugu ekolojik ¢evrenin degismesine bagli

olarak, zararsiz halden patojen hale donusebildigi bildiriimektedir (Jenkinson and
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Douglas, 2002). Bu baglamda bu ture ait mikroorganizmalarin; Yogun Bakim
unitesinde bulunan hastalarda siklikla kan yolu enfeksiyonlarina yol acgmakta
olduklari ve ¢ogu hastanin hayatini tehlikeye attiklari bildiriimektedir (Méan et al.,
2008).

Ulkemizde yapilan calismalara goére ise, C. albicans suslari; gebelik, dogum
kontrol hapi kullanimi, uzun sureli antibiyotik kullanimi gibi faktdrler sonucunda,
vajinal ortamdaki sayilarini artirmakta ve siklikla vulvovajinit hastaligina neden
olmaktadir (Sobel et al., 1998; ilkit et al., 1999; Otag et al., 2005).

ilave olarak, C. albicans suslarinin; basta biyomateryal iliskili enfeksiyonlar olmak
Uzere, gastrointestinal, pulmoner ve driner enfeksiyonlar ile Ozefajit ve
endokarditten de sorumlu olduklar bildiriimektedir (Richardson and Warnock,
1997; Morschhauser, 2002).
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3. LABORATUAR GALISMALARI VE YONTEMLERI
3.1. Caismada Kullanilan Mikroorganizmalar

Agustos 2009 — Haziran 2010 tarihleri arasinda, Ankara’da bulunan bir hastanenin
farkh servislerine basvuran hastalara ait; idrar, gaita, yara, abse, balgam, kan,
vajen, trakeal aspirat, burun, vicut — diz eklem sivisi klinik materyallerinden; izole
edilen Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans suslari
calismamizda kullanildi. Bu baglamda; S. epidermidis ve P. mirabilis olarak
tanimlanan susglar, kanl agara inokule edildi ve 37°C’de 24 saat boyunca inkibe
edildikten sonra +4°C’de buz dolabinda saklandi. Candida albicans olarak
tanimlanan suglar ise, Potato Dekstroz Agar’a inokule edildi ve 37°C’de 24-48 saat
boyunca inkiube edildikten sonra +4°C’de buz dolabinda saklandi. Bu sekilde
saklanan tim suslarin pasajlari ayda bir tekrarland. ilave olarak, S. epidermidis ve
P. mirabilis suslarinin uzun sureli saklanimlari; bu suslarin %10 gliserolli BHI
(Brain Heart Infusion) sivi besiyerine ekilip 37°C’de inkube edilmelerinden sonra

-20°C’de gerceklestirildi.
3.2. Staphylococcus epidermidis Suglarinin Tanimlanmasi

S. epidermidis susglari, dncelikle kanli agarda makroskobik olarak ve gram boyama
yontemiyle mikroskobik olarak incelendi. Ardindan; deoksiribonlkleaz, koagulaz,
katalaz, mannitol testleri uygulanarak, bu suslarin fenotipik tanimlanmasi

gerceklestirildi.

3.2.1. Staphylococcus epidermidis Suslarinin Koloni Morfolojisinin

incelenmesi

Kanli Agar, zengin besi igeriginden dolayl pek ¢ok mikroorgnanizmmanin gelisimi
icin oldukga uygun bir besiyeridir. Kanli Agar’a inokile edilen Staphylococcus
epidermidis suslari; yuvarlak, beyaz renkli ve 1-4 mm ¢apinda duzgun (S tipi)
koloniler olusturmakta ve hemoliz yapmamaktadir (Koneman et al., 1997; Kloos
and Bannerman, 1999) (Sekil 3.1.). Bu baglamda, calismamizda kullanilan
S. epidermidis suslari Kanli Agar’a inokule edildi, 37°C’de 24 saat boyunca inklibe

edildi ve uygun 6zelliklere sahip oldugu gozlenen suglar belirlendi.
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Sekil 3.1. S. epidermidis tlrinin Kanh Agar’daki koloni morfolojisi

(http://www.healthhype.com/lab-tests-for-staph.html)

3.2.2. Staphylococcus epidermidis Susglarinin Gram Boyama Yontemi ile

Mikroskobik Olarak incelenmesi

S. epidermidis susglarinin mikroskobik incelemeleri, bakteri hiicre duvarinin fiziksel
ve kimyasal yapisina dayali olarak sonug¢ veren gram boyama yontemi ile yapildi.
Bu baglamda, gram pozitif bir mikroorganizma olan S. epidermidis suglarinin, kanh
agar uzerinde olusturmus olduklar tek bir koloniden 6rnek alindi ve ardindan,
gram boyama (kristal viyole 1’, lugol 1°, alkol 15” bazik fuksin 30”) yapildi. Gram
boyama sonrasinda, mikroskop altinda; gram pozitif, sporsuz, kimeler halinde
toplanmis (Uzim salkimi seklinde) gdzlenen koklar, S. epidermidis olarak
degerlendirildi (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. S. epidermidis trinin mikroskobik gorintisiu

(http://archive.microbelibrary.org/asmonly/details_print.asp?id=2029&lang)

3.2.3. Staphylococcus epidermidis Suslarinin Tanimlanmasinda Uygulanan

Diger Biyokimyasal Testler
3.2.3.1. Deoksiribonikleaz Testi

Deoksiribonikleaz testi; mikroorganizmalarda DNAz aktivitesi tespit etmede
kullaniimaktadir. S. epidermidis tirt ise bu enzime sahip degildir. Bu baglamda
calismamizda kullanilacak olan S. epidermidis suslari, DNA icerigine sahip bir
besiyeri olan DNA Test Agara inokule edildi ve 37°C’de 18-24 saatlik bir
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda tireme gdzlenen bdlgelere 1N HCI
ilave edilmis olup, DNAz aktivitesi olmayan suslar, seffaf zon olusturmamalariyla
ayrildi (Sekil 3.3.) (Koneman et al., 1997; Kloos and Bannerman, 1999).

Sekil 3.3. DNaz testi sonugclar (a; DNaz pozitif, b; DNaz negatif)

(http://vdm-roubaix.com/technobio/)
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3.2.3.2. Koagulaz Testi

Fibrinojenin fibrine dénlismesinde rol oynayan koagulaz proteini, S. epidermidis
suslarinda bulunmamaktadir (Koneman et al., 1997; Kloos and Bannerman, 1999).
Dolayisiyla S. epidermidis susunun plazma ile bir araya gelmesi sonucunda
aglutinasyon olusumu goézlenmez. Bu baglamda, lam Uzerine damlatiimis plazma
ile drnekler muamele edildi ve lam Uzerinde agglitinasyon olusturmayan suslar;

S. epidermidis olarak degerlendirildi (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. Koagulaz testi sonuglari (a; koagulaz negatif, b; koagulaz pozitif)
(http://faculty.mc3.edu/jearl/ML/mI-10.htm)

3.2.3.3. Katalaz Testi

Cogunlugu fakultatif anaerobik 6zellikte olan S. epidermidis suslari, katalaz enzimi
icermektedir ve S. epidermidis suslarinin hidrojen peroksit ile muameleleri oksijen
cikisini gosteren hava kabarcigi olusumu ile sonuglanmaktadir (Koneman et al.,
1997; Kloos and Bannerman, 1999). Bu baglamda o&rnekler, lam (zerine
damlatilmis hidrojen peroksit ile muamele edildi ve hava kabarcigi olusumuna

neden olan suslar; katalaz pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. Katalaz testi sonuglari (a; katalaz pozitif, b; koagulaz negatif)
(http://faculty.mc3.edu/jearl/ML/mI-10.htm)
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3.2.3.4. Mannitol Fermentasyonu Testi

Mannitol Tuzlu Agar besiyeri; karbon kaynagi olarak mannitol, indikator olarak ise;
fenol kirmizisi ve %7.5—10 NaCl igerigine sahip olan bir besiyeridir. icerdigi yiiksek
tuz konsantrasyonu yluzunden Staphylococcus genusu diginda bir ¢ok
mikroorganizma bu besiyerinde gelisim gésterememektedir. icerigindeki fenol red,
mannitolin kullanilmasina ve asidik UrUnlerin agiga ¢ikmasina bagli olarak sari
renge donugmektedir. Bu baglamda, S. epidermidis suglarinin Mannitol Tuzlu Agar
besiyerine inokulasyonlari, bu suglarin bu besi ortaminda Ureyebilmesiyle ve
besiyeri renginin degismemesiyle sonuglanmaktadir (Koneman et al., 1997; Kloos
and Bannerman, 1999). Bu baglamda, S. epidermidis suslari, Mannitol Tuzlu Agar
besiyerine inoklle edilmis olup 37°C’de 24 saatlik bir inkibasyona birakildi.
Besiyeri renginde herhangi bir degdisiklige neden olmadigi gozlenen suglar,

mannitol negatif olarak degerlendirildi (Sekil 3.6.).

Sekil 3.6. Mannitol fermentasyonu testi sonuglari (a; mannitol pozitif, b; mannitol

negatif) (www.MicrobeLibrary.com)
3.2.4. Staphylococcus epidermidis Suglarinda Novobiyosin Duyarliligi

Calismamiz kapsaminda S. epidermidis suslarinin novobiyosin antibiyotigine karsi
olan duyarliliklari; Kirby — Bauer Disk Difizyon yontemiyle arastiriimis olup CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) standartlarina uygun olacak sekilde
belirlendi. Bu baglamda suslar; Kanh Agar’a inokule edildi ve 37°C’de 24 saatlik bir
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inkiibasyona birakildi. inkilbasyon sonrasinda elde edilen taze Kiiltiirlerin
bulanikhdi; 0.5 McFarland standardina uygun olacak sekilde ayarlandi. Daha
sonra bu ortamdan, Mueller Hinton Agar besiyerine inokllasyon yapildi. 10-15
dakika kadar ylzeyin kurumasi beklendikten sonra yiizey lzerine novobiyosin
(5 ng) antibiyotik diski yerlestirildi. Antibiyotik diski yerlesimi tamamlanmig érnekler
37°C'de 24 saatlik inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda ise, petri
yuzeyinde olusan inhibisyon zon caplari milimetrik olarak &lgilmus olup; CLSI
kriterlerine goére duyarlilik, orta derece duyarliik ve direnglilik durumlari
degerlendirildi. Duyarli olduklari gbzlenen suslar; S. epidermidis olarak
degerlendirildi (Sekil 3.7.).

Sekil 3.7. S. epidermidis tlrinde Novobiyosin duyarliligi
3.3. Proteus mirabilis Suslarinin Tanimlanmasi

Klinik materyallerden izole edilen Proteus mirabilis suslari, dncelikle Kanli Agar
Uzerinde makroskobik olarak ve gram boyama yontemiyle mikroskobik olarak
incelendi. Ardindan; indol testi, metil kirmizisi testi, sitrat testi, TSI (Tripple Sugar
Iron-Ug¢ Demirli Seker) testi, tre hidrolizi testi ve laktoz testi gibi cesitli
biyokimyasal testler ile, bu suslarin fenotipik tanimlanmasi gerceklestirildi. ilave
olarak, calismamiz kapsaminda kullanilan bdtin P. mirabilis suslari, VITEK®2

otomatize sistemi ile identifiye edildi.
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3.3.1. Proteus mirabilis Suslarinin Koloni Morfolojisinin incelenmesi

Kanli Agar’a inoklle edilen P. mirabilis suslarinin Kanli Agar tzerinde; kirli beyaz
renkli, bulut gibi dalga dalga yayillan kidmeler olusturduklari ve hemoliz
yapmadiklari bilinmektedir (Belas et al., 1998). Bu baglamda, calismamizda
kullanilan P. mirabilis suslari Kanli Agar’a inokile edildi, 37°C’de 24 saat boyunca
inkibe edildi ve uygun Ozelliklere sahip oldugu gozlenen suslar belirlendi
(Sekil 3.8.).

Sekil 3.8. P. mirabilis turiinde koloni morfolojisi (www.MicrobeLibrary.org)

3.3.2. Proteus mirabilis Susglarinin Gram Boyama Ydntemi ile Mikroskobik

Olarak incelenmesi

Proteus suslarinin gram boyama iglemi, Bolum 3.2.4.’de belirtildigi gibi uygulandi.
Mikroskop altinda; gram negatif, tek, ¢ift veya kisa zincirler halinde dizilimli,
kapsilsiiz ve sporsuz basiller olarak gézlenen hicreler, P. mirabilis htcreleri
olarak degerlendirildi (Sekil 3.9.).
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Sekil 3.9. P. mirabilis turintin mikroskobik gorintusu
(http://student.ccbcmd.edu/courses/biol41/labmanua/labl2/Pmirabilis.html)
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3.3.3. Proteus mirabilis Suslarinin Tanimlanmasinda Uygulanan Diger

Biyokimyasal Testler
3.3.3.1. indol Testi

indol testi, mikroorganizmalardaki triptofanaz enziminin varligini arastirmak lzere
uygulanmakta olan bir testtir. Triptofanaz enzimi olan mikroorganizmalar, triptofani
parcalayarak; indol, pirivik asit ve amonyak gibi Grlnlerin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir (Koneman et al., 1997). P. mirabilis suslarinin indol testine negatif

sonugc verdikleri ve triptofanaz enzimine sahip olmadiklari bilinmektedir.

Bu baglamda, calismamizda kullanilacak olan Proteus suslari; triptofanh
besiyerlerine inokile edildi. 37°C’de 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise, Ureme
gOzlenen kaltarlerin tzerine 0.5 ml kovaks cozeltisi ilave edildi. Bir—iki dakikalk
beklemeden sonra, tipin Ust kisminda kirmizi halka olusmamasi, negatif sonug
olarak degerlendirildi (Sekil 3.10.).

Sekil 3.10. indol testi sonuglari (a; indol negatif, b; indol pozitif)
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3.3.3.2. Metil Kirmizisi Testi

Metil kirmizisi testi, mikroorganizmalarin karisik asit fermentasyonu yapmalarini
ve sonucunda asidik drtunler olusturmalarini tayin etmede kullanilan bir yontemdir.
Bu yontemde indikator olarak Metil Kirmizisi kullaniimaktadir. Metil kirmizisi;
Ph: 6.2'de sari renk olusumuna, Ph: 4,4 ve altinda ise, kirmizi renk olusumuna
neden olmaktadir (Forbes et al., 2002). P. mirabilis suslarinin karisik asit
fermentasyonu yapabildikleri ve metil kirmizisi testine olumlu sonug verdikleri
bilinmektedir (Garrity, 2005). Bu baglamda test edilecek P. mirabilis suslari, glukoz
fosfath besiyerine inokule edildi ve 37°C’de 48 saatlik bir inkibasyona birakildi.
inkiibasyon sonrasinda, tiiplere bir kag damla Metil Kirmizisi indikatér(i damlatildi
ve belirgin bir kirmizi renk olusumu goézlenen suslar, pozitif olarak degelendirildi
(Sekil 3.11.).
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Sekil 3.11. Metil Kirmizisi testi sonuglari

3.3.3.3. Sitrat Testi

Sitrat testi, karbon kaynagi olarak sitrati kullanan mikroorganizmalari tayin etmede
kullanilan bir yontemdir. Sitrat, kaybon kaynadi olarak kullanildigi taktirde, bazik
arinler aciga cikmaktadir. Aciga c¢ikan bazik Uranler ise, ortamin pH’sini

yukseltmektedir. Bu yiuzden, sitrat testi uygulamasinda, ortamda Brom Timol
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Mavisi indikatérinin varhgr séz konusudur. P. mirabilis suslari, sitrati karbon
kaynagi olarak kullanabilmektedir (Garrity, 2005). Bu baglamda, test edilecek
P. mirabilis suslari, Simmons Sitrat Agar’li besiyerlerine inokile edildi ve 37°C’de
24 saatlik bir inkilbasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda, besiyeri iizerinde
Ureme go6zlenmesi ve besiyeri renginin maviye donusmesi pozitif sonug olarak
degerlendiridi (Sekil 3.12.).

Sekil 3.12. Sitrat testi sonuglari

3.3.3.4. TSI (Tripple Sugar Iron — Ug Demirli Seker) Testi

TSI testi; mikroorganizmalarin glukoz, laktoz ve sukroz fermentasyonu yapma
Ozellikleri ile hidrojen sulfur olusturma oOzelliklerini, gbézlemlemek amaciyla
uygulanmaktadir. Karbonhidrat fermentasyonu, besiyeri icerisinde bulunan Fenol
Kirmizisi indikatéri sayesinde anlasiimaktadir. Ferrik amonyum silfat ise;
besiyerinde H2S indikatdrl olarak rol oynar ve siyah renk olusumuna neden olur.
Proteus mirabilis suslarinda TSI testi sonucuna gore; glukoz fermentasyonu ile
hidrojen sulfur olusumuna rastlanildigi bilinmektedir (MacFaddin, 1985). Bu
baglamda, test edilecek P. mirabilis suslarl tuplerdeki TSI besiyerlerine inokile
edildi ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda glukoz
fermentasyonu yaptidi ve H:S olusturdugu gézlenen suslar; P. mirabilis olarak
degerlendirildi (Sekil 3.13).
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' \
Sekil 3.13. TSI testi (a; TSI besiyeri, b; TSI besiyerinde P. mirabilis)
(www.MicrobelLibrary.org)

3.3.3.5. Ure Hidrolizi Testi

Ure hidrolizi testi, mikroorganizmalarin (reyi hidroliz eden, Ureaz enziminin
varhgini tayin etmede kullanilan bir yéntemdir. Urenin hidroliz olmasi sonucunda
Amonyak (NHs) olusmaktadir. Amonyak olusumu ise ortamin pH’sinda artisa
neden olmaktadir. Artan pH, ortamdaki fenol kirmizisi varligi ile tespit edilmektedir.
Ureaz enzimine sahip olan P. mirabilis suslari, bu teste pozitif sonug vermektedir
(Garrity, 2005). Calismamizda, “Christensen Ureli Besiyeri” kullanildi. Bu
besiyerinin bilesiminde bulunan ure, yuksek sicaklikta parcalandigi i¢in, milipor
filtre ile sterilize edildikten sonra diger bilesenlerle bir araya getirildi. Test edilecek
olan P. mirabilis suslari, besiyerlerine inokule edildi ve 37°C’de 24 saatlik bir
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda, iredikleri ortamda pembe renk
olusumu goézlenen suslar; Ure Pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 3.14.).

53



Sekil 3.14. Ure hidrolizi testi (a; tire negatif, b; tre pozitif)

3.3.3.6. Laktoz Testi

P. mirabilis; laktozu fermente edebilen bir mikroorganizma degildir. Laktoz testi
ise; mikroorganizmalarin laktoz fermentasyonu yapma 0Ozelliklerini tayin etmede
kullaniimaktadir. Bu test igin galismamizda, secici—ayirt edici bir besiyeri oldugu
bilinen MacConkey Agar kullanildi.

MacConcey Agar besiyerinin icerisinde; safra tuzlari, kristal viyole boyasi ve notral
kirmizisi indikatori bulunmaktadir. Safra tuzlari ile kristal viyole boyasi; gram
pozitif mikroorganizmalarin ve funguslarin Gremelerini inhibe ederek besiyerine
segici 6zellik kazandirirken, nétral kirmizisi indikatoérd; laktoz fermentasyonu
yapan ve asit olusumuna neden olan mikroorganizmalarin, bulunduklari ortamin
pembe — kirmizi renge donusmesini saglayarak, bu besiyerine ayirt edici 6zellik
kazandirmaktadir (Forbes et al., 2002).

Bu baglamda, test edilecek P. mirabilis suslari MacConcey Agar’li besiyerlerine
inokille edildi ve 37°C’de 24 saatlik bir inkiilbasyona birakildi. inkiibasyon
sonrasinda, herhangi bir renk degigsiminin gozlenmedigi kulturler, P. mirabilis
olarak degerlendirildi (Sekil 3.15.).
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Sekil 3.15. Mac Concey Agar’da laktoz fermentasyonu testi (a; Mac Conkey Agar
uzerinde P. mirabilis gelisimi, b; Mac Conkey Agar Besiyeri)

3.4. Candida albicans Suglarinin Tanimlanmasi
3.4.1. Candida albicans Suslarinin Koloni Morfolojisinin incelenmesi

Potato Dekstroz Agar’a inokule edilen C. albicans suslarinin; beyaz renkli, S tipi
koloniler olusturduklari bilinmektedir. Bu baglamda, c¢alismamizda kullanilan
C. albicans suslari, PDA’ya inokule edilmis olup 37°C’de 48 saat boyunca inklibe
edildi ve uygun makroskobik 6zelliklere sahip oldugu gézlenen suslar; C. albicans

olarak degerlendirildi.

3.4.2. Candida albicans Suslarinin Metilen Mavisi Boyama Ydntemi ile

Mikroskobik Olarak incelenmesi

C. albicans suslarinin, Potato Dekstroz Agar Uuzerinde olusturmus olduklar
kolonilerden 6rnek alindi ve Metilen Mavisi ile 5 dakikallk boyama isleminin
ardindan, mikroskop altinda; mavi renkte boyanmig, buylk ve oval olarak

gozlenen hucreler; C. albicans hucreleri olarak degerlendirildi (Sekil 3.16.).
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Sekil 3.16. C. albicans turtiniin mikroskobik gorintisu
3.4.3.Candida albicans Susglarinin Chromogenic Agar Uzerinde Tanimlanmasi

ChromAgar; segici ve ayirt edici 6zellide sahip bir besiyeridir. Bu besiyeri
icerisinde Candida albicans, Candida tropicalis ve Candida krusei turlerinin ayirt
edilmesini saglayacak Ozellikte kromojenik substratlar yer almaktadir. Bu
substratlarin kullaniimasi sonucunda besiyeri Uzerinde ture 6zgu bir renk ortaya
cikmaktadir. C. albicans turlerinin % 99’unun ChromAgar Uzerinde; yesil renkli, S
tipi koloniler olusturmakta oldugu bildiriimektedir (Odds and Bernaets, 1994). Bu
baglamda test edilecek C. albicans suslari, ChromAgar besiyerlerine inoktle
edildi. Ardindan suglar, 48 saat boyunca 37°C’de inkubasyona birakildi.
inkiibasyon sonrasinda yesil renkli koloniler olusturan suslar; C. albicans olarak
degerlendirildi (Sekil 3.17).

Sekil 3.17. C. albicans turinin ChromAgar tzerindeki géruntusi
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3.4.4. Candida albicans Suslarinda Germ Tup Testi

Germ tup testi; maya tipi fungus htcrelerinin Germ Tup olusturmalarini tayin
etmede kullanilan bir yontemdir. C. albicans suslarinin bu teste pozitif sonug
verdikleri ve bu Ozellikleri sayesinde diger Candida turlerinden ayrildiklari
bilinmektedir. Bu baglamda, test edilecek C. albicans suslari, serum igerisinde
37°C’ de 3 saatlik bir inkiibasyona birakildiktan sonra, mikroskop altinda incelendi.
inkiibasyon sonrasinda, mikroskop altinda yapilan incelemede, mayadan disa
dogru uzanan, eni maya hucresinin yarisi ve boyu hucrenin 3—4 kati olan
olusumlar; “Germ Tup” olarak degerlendirildi (Ozkutuk vd., 2003) (Sekil 3.18.).

10um

Sekil 3.18. C. albicans turiinde Germ Tup testi sonucu
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/12/C_albicans_germ_
tubes.jpg)

3.5. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans
Suslarinin izole Edildikleri Klinik Materyallere Goére Dagilim Oranlarinin

Belirlenmesi

Calismamizda, ayni hastanenin farkli servislerinden toplanan Staphylococcus
epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans suslarinin, izole edildikleri klinik

materyallere gore dagilim oranlari hesaplandi.
X Klinik Materyaline Gére Dagilim Orani:

(X Klinik Materyalinden izole Edilen Ornek Sayisi/Toplam Ornek Sayisi) x 100
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3.6. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans

Suslarinin Farkh Servislere Gore Dagilim Oranlarinin Belirlenmesi

Calismamizda, ayni hastanenin farkli servislerinden toplanan Staphylococcus
epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans suslarinin, toplandiklari

servislere gore dagilim oranlari hesaplandi.
X Servisine Gore Dagilim Orani:
(X Servisinden izole Edilen Ornek Sayisi/Toplam Ornek Sayisi) x 100

3.7. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans
Suslarinin izole Edildikleri Hastalarin Cinsiyetine Gére Dagilim Oranlarinin

Belirlenmesi

Calismamizda, Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans
suglarinin, izole edildikleri hastalarin cinsiyet Ozelliklerine gore dagilim oranlari

hesaplandi.

X Cinsiyetine Gore Dagilim Orant:

(X Cinsiyetindeki Hastadan izole Edilen Ornek Sayisi/Toplam Ornek Sayisi) x 100
3.8. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans

Suslarinin izole Edildikleri Hastalarin Yaglarina Gére Dagilim Oranlarinin

Belirlenmesi

Calismamizda, Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans
suslarinin, izole edildikleri hastalara ait yas bilgileri; 0-15, 16-30, 31-45, 46-60,
61-75 ve 76-90 arasi yas gruplar olacak sekilde siniflandiriidi. Bu baglamda,
suslarin izole edildikleri hastalarin, yas gruplarina goére dagihm oranlari

hesaplandi.

X Yas Grubuna Goére Dagilim Orant:

(X Yas Grubu Hastadan izole Edilen Ornek Sayisi/Toplam Ornek Sayisi) x 100
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3.9. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans

Suslarinda Antimikrobiyal Duyarlilik Deneyleri

Calismamiz kapsaminda Staphylococcus epidermidis ve Proteus mirabilis
suslarinin gesitli antibiyotiklere karsi olan duyarhliklari; Kirby—Bauer Disk Diflizyon
yontemiyle arastirlldi ve CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
standartlarina uygun olacak sekilde belirlendi. Bu baglamda, Bolim 3.2.4. de

aciklanmis olan yontem uygulandi.

Calismamizda, S. epidermidis suslarinin; 11 farkli antibiyotige (Amoksisilin—
Klavulonik Asit; 20/10 ug, Siprofloksasin 5; pg, Gentamisin; 10 pg, Eritromisin; 15
ug, Oksasillin; 1 pg, Penisilin; 10 Unite, Trimetoprim-Silfametoksazol; 1.25 ug,
Vankomisin; 30 pg, Tetrasiklin; 30 ug, Klindamisin; 2 ug ve Nitrofurantoin 300 ug;)
karsi olan duyarhliklari, P. mirabilis suslarinin; 15 farkl antibiyotige (Seftriakson;
30 pug, Trimetoprim/Sulfametoksazol; 1,25/23,75 pg, Sefiksim; 5 ug,
Amoksisilin/Klavulanik asit; 20/10 pg, Gentamisin; 10 ug, Siprofloksasin; 5 ug,
Amikasin; 30 ug , Piperasilin/Tazobaktam; 10 ug, Seftazidim; 30 ug, imipenem; 10
Mg, Tobramisin; 10 pg, Ampisilin; 10 pg; Nitrofurantoin; 300 pg, Sefazolin; 30 pg)
karg! olan duyarliliklari arastirildi. Antibiyotik diski yerlesimi tamamlanmig olan
ornekler 37°C’'de 24 saatlik inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda ise,
petri yuzeyinde olugan inhibisyon zon ¢aplari, milimetrik olarak olgulip; duyarhlik,
orta derece duyarlilik ve direnclilik durumlari, CLSI kriterlerine gore degerlendirildi
(Cizelge 3.1.; Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.1. CLSI tarafindan, Staphylococcus epidermidis igin Onerilen Antibiyotik
Zon Tablosu (CLSI, 2005).

Antibiyotik Adi Kodu Disk igerigi Zon Gapi (mm)

R I S
Amoksisilin/klavulanik asit AMC 20/10 ug <19 - 220
Eritromisin E 15 ug <13 | 14-22 | 223
Oksasilin OX 1 Mg <10 | 11-12 | =213
Siprofloksasin CIP 5 g <15 | 16-20 | =221
Trimetoprim / Sulfametaksazol SXT 1.25 ug <10 | 11-15 | =216

59



Vankomisin VA 30 pg <9 | 10-11| =212
Gentamisin CN 10 ug <12 | 13-14 | 215
Tetrasiklin TE 30 ug <14 | 15-18 | =219
Klindamisin CC 2 ug <14 | 15-20 | =221
Penisilin P 10 Unite <28 - >29
Nitrofurantoin F 300 ug <14 | 15-16 | 217

R: Resistant (Direngli), I: Intermediate (llimh); S: Sensitive (Hassas).

Cizelge 3.2. CLSI tarafindan, Proteus mirabilis igin Onerilen Antibiyotik Zon

Tablosu (CLSI, 2005).

Antibiyotik Adi Kodu Disk Igerigi Zon Capi1 (mm)

R I S
Amikasin AK 309 <14 | 15-16 | 217
Ampisilin AM 10 pg <13 | 14-16 | 217
Imipenem IPM 10 pg <13 | 14-15 | 216
Klindamisin CcC 2 ug <14 | 15-20 | =221
Gentamisin CN 10 pg <12 | 13-14 | 215
Piperasilin / Tazobaktam TZP 100/ 10 pg <17 | 18-20 | =221
Sefazolin Ccz 30 ug <14 | 15-17 | 218
Sefiksim CFM 5 ug <15 | 16-18 | 219
Seftazidim CAZ 30 ug <14 | 15-17 | 218
Seftriakson CRO 30 pg <13 | 14-20 | =21
Tobramisin NN 10 ug <12 | 13-14 | 215
Amoksisilin / Klavulanik asit AMC 20/ 10 pg <13 | 14-17 | 218
Siprofloksasin CIP 5 ug <17 | 18-20 | =221
Trimetoprim / Sulfametaksazol SXT | 1,25/23,75ug | <10 | 11-15 | =16
Nitrofurantoin F 300 ug <14 | 15-16 | 217

R: Resistant (Direncli), I: Intermediate (Ilimh); S: Sensitive (Hassas).
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C. albicans suslarinin antifungal duyarhliklari ise; Micronaut—-AM test sistemi
(MERLIN Diagnostika) ile belirlendi. Bu baglamda; C. albicans suslari, Potato
Dekstroz Agar besiyerlerine inokile edildi ve 37°C’de 48 saatlik bir inkliibasyona
birakildi. inkiibasyon sonrasinda elde edilen taze kiiltiirler, 4ml’lik steril Serum
Fizyolojik ¢ozeltisi icerisine inokile edildi ve C. albicans htcrelerinin bulanikligi 0.5
McFarland standardina uygun olacak sekilde ayarlandi. Bulanikhd: ayarlanmig
olan sivi kiltirden 200 ul alinarak, 4mllik diger Serum Fizyolojik ¢ozeltisine
aktarildi. Bu yeni elde edilmis kiltirden ise, 200 pl alinarak 11 mllik RPMI
(Roswell Park Memorial Institute)-Broth Besiyerine aktarildi ve hemen ardindan
ayni besiyerine, 50 ul AST indikatort ile 50 pl Metilen Mavisi indikatort ilave edildi.
Daha sonra bu ortamdan alinan 100’er pl'lik 6érnekler, teker teker antifungal icerikli
plagin kuyucuklarina inokile edildi. inokilasyon islemi tamamlanan plaklar,
yapigkan bantlar ile kapatildiktan sonra, 37°C’de 24 saatlik bir inkibasyona
birakildi. 24 saat sonrasinda plaklar, MICRONAUT bilgisayar programiyla okundu
ve bu sayede, test edilen suglarin antifungal duyarhliklari saptandi (Sekil 3.19.).
Cahgsmamiz kapsaminda C. albicans suglarinin; 5-Fluorocytosin (FCY),
Amphotericin B (APH), Caspofungin (CAF), Fluconazol (FCA), Posaconazol (POS)
ve Voriconazol (VOR) antifungallerine karsi duyarliliklari belirlendi.

Sekil 3.19. C. albicans suslarinin, antifungal duyarhliklarinin, MICRONAUT

sistemiyle okunmasi

61



3.9.1. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans

Suslarinda Antimikrobiyal Diren¢ Oranlarinin Hesaplanmasi

Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans suslarinin,
calismada kullanilan antimikrobiyal ajanlara karsi direng oranlari hesaplandi. Bu

baglamda, her bir tur icin ayri ayri degerlendirme yapildi.
X Antimikrobiyaline Direng Orani:
(X Antimikrobiyaline Direncli Ornek Sayisi / Toplam Ornek Sayisi) x 100

3.9.2. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans
Susglarinda Antibiyotiplerin Belirlenmesi ve Antibiyotip Oranlarinin

Hesaplanmasi.

Antibiyotipleme igin, mikroorganizmalarin antimikrobiyal duyarhlik paternleri esas
alinmaktadir. Bu baglamda; Staphylococcus epidermidis suslarinin 11, Proteus
mirabilis  suslarinin 15, Candida albicans suslarinin  antibiyotiplerinin
belirlenmesinde ise; 6 farkh antimikrobiyal ajana kargi elde edilen paternler
kargilastirildi. Ayni paterni gosteren suslar, ayni antibiyotip grubuna dahil edilip,
ayni antibiyotip numarasiyla belirtilirken, farkli patern godsteren suslar, farkl

antibiyotip grubuna dahil edilip, farkli antibiyotip numarasiyla ifade edildi.

Olusturulan antibiyotiplerin Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve

Candida albicans suslari igin ayri ayri oranlari hesaplandi.
X Antibiyotipinin Orani:

(X Antibiyotipini Gésteren Ornek Sayisi / Toplam Ornek Sayisi) x 100

3.9.3. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans

Tarlerinde, Coklu Diren¢ Oranlarinin Hesaplanmasi

Calisma kapsaminda incelenen suslarin, gesitli antimikrobiyal ajanlara karsi olan
direng oranlari incelendi ve farkli sayidaki antimikrobiyal ajanlara karsi gelistirilen

direng dagilimlari arastirildi.
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X Tane Antimikrobiyale Karsi Direng Orani:
(X Tane Antimikrobiyale Kargi Direngli Ornek Sayisi / Toplam Ornek Sayisi) X100

3.10. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans

Suslarinda Biyofilm Olugsumu

Biyofilm tayinine gecmeden 6nce mevcut S. epidermidis ve P. mirabilis suslarinin
Kanli Agar’a, C. albicans suslarinin ise Potato Dektroz Agar’a inokulasyonlari

yapllarak, taze kulturleri hazirlandi ve galismaya taze kulturlerle devam edildi.

3.10.1. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans
Suslarinda “Plak Uzerinde Kristal Viyole Boyamal Biyofilm Olgiim Teknigi”
ile Biyofilm Tayini

Calismamiz kapsaminda bitiin suslarinin biyofilm olusumlari; “Plak Uzerinde
Kristal Viyole Boyamali Biyofilm Olgiim(” ile arastiriidi (O’Toole, 1999) ve sonuglar
kalitatif ve kantitatif olarak degerlendirildi. Bu baglamda; S. epidermidis ve
P. mirabilis suslari, Brain Heart Infusion Broth besiyerine, C. albicans suslar ise;
Yeast Pepton Sucrose besiyerine, MacFarland 2.0 (6X10"8 CFU/mL) standardina
uygun olacak sekilde inokiile edildi. inokiilasyonu tamamlanan suslar, 37°C’de 24
saatlik bir inkibasyona birakildi. 24 saat sonrasinda ise, dérnekler 1:100 oraninda
seyreltildi. Daha sonra, dilue edilmis 6rnegin yer aldigi sivi kultirden 1’er ml alindi
ve steril kogullar altinda 24 kuyucuklu polistren plagin kuyucuklarindan birine
aktarildi. Biyofilm deneyinde her bir érnek 3 ayri kuyucuga yuklendi, 2. ve 3.
kuyucuklar ise, kontrol amaciyla incelemeye alindi. Ornekler, kuyucuklara
yuklendikten sonra plagin kapagi kapatildi ve plak 37°C’de inkube edildi.
Calismamiz kapsaminda butin suslarin 24 saat, 48 saat ve 72 saat sonundaki
biyofilm olusumlari tayin edildi; ancak 3 farkli inktiibasyon siresi arasindan sadece;
48 saat sonunda elde edilen sonuglar degerlendirmeye alindi.

Belirli inkibasyon sureleri tamamlanan plaklar, etivden c¢ikarildi ve biyofilm tayini
icin laboratuar ortamina alindi. Oncelikle plaktaki sivi kiiltirler ortamdan alindi ve
plaklar, kuyucuklarda hi¢ kaltir artigi kalmayacak sekilde distile su ile yikandi.
Yikama igslemi tamamlanan plaklar kurumaya birakildi.
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Plak kuruduktan sonra, kuyucuklara %1’lik Kristal Viyole c¢o6zeltisi ilave edildi ve
40-45 dakika boyunca boyama islemi igin beklenildi (Sekil 3.20.).

Sekil 3.20. Kuyucuklarin %1’lik Kristal Viyole ¢ozeltisi ile boyanmasi

Oda sicakliginda 40-45 dakikalik inkibasyon sonrasinda plaklar, negatif
kontrollerin bulundugu kuyucuklarda hi¢ bir boya artidi kalmayincaya kadar,
defalarca distile su ile yikandi. Yikama islemi tamamlanan plaklar, kurutma
islemine tabii tutuldu. Bu asamada, biyofiim olusturmus suslarin yer aldigi
kuyucuklarda gozle gorulur bir boyanma sz konusu oldugu igin, on inceleme
yapildi (Sekil 3.21).

Calismamiz kapsaminda, bu asamadan hemen sonra, biyofiim olusumunun
g06zlendigi kuyucuklar, 1sik mikroskobu altinda (4X) incelendi ve tabakalasma ile

ilgili genel bir gdzlem yapildi (Sekil 3.22.).

Sekil 3.21. ikinci yikama islemi tamamlanan ve 6n incelemeye alinan biyofilm plagi
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Sekil 3.22. S. epidermidis (Se8) ve C. albicans (Ca8) suslarinin, %1’lik kristal
viyole ¢ozeltisi ile boyamasi sonrasinda i1sik mikroskobu altindaki gértntuleri (4X)

(a; S. epidermidis, b; C. albicans)

Makroskobik incelemenin ardindan, kuyucuklara 1’er ml Etanol-Asetik Asit (90:10)
¢cozeltisi ilave edilmig olup, kristal viyolenin ¢6zinmesi saglandi. Daha sonra
Etanol-Asetik Asit solUisyonu igerisinde ¢ozunen kristal viyole miktari, 540 nm’de
spektrofometre cihazinda saptandi (Sekil 3.23.).

Sekil 3.23. Etanol — Asetik Asit sollsyonu icerisinde ¢dzunen Kristal Viyole

miktarinin, 540 nm’de spektrofometre cihazinda saptanmasi
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Son olarak; sonuglar, kontroller ile karsilastirildi. Calismamizin devaminda, 20
adet S. epidermidis, 15 adet P. mirabilis ve 30 adet C. albicans suslari igerisinden;
24, 48 ve 72 saatlik inkibasyon sureleri dahilinde en yiuksek miktarda biyofilm

olusumu gozlenmis olan suslar tespit edildi.

3.11. S. epidermidis, P. mirabilis ve C. albicans Suslarinin, Bir Arada

Bulunmalari Durumunda Biyofilm Olugsumu Tayini

Calismamiza, en yuksek miktarda biyofilm olusturduklari bilinen; S. epidermidis
(Se9), P. mirabilis (Pm15) ve C. albicans (Ca8) suslarla devam edildi. Bu
baglamda, Staphylococcus epidermidis ve Proteus mirabilis tlrlerine ait suslarin
Uretimi icin Brain Heart Infusion Broth besiyeri kullanilirken, Candida albicans
(Ca8) susunun Uretimi icin Yeast Pepton Sucrose besiyeri kullanildi.
S. epidermidis ve P. mirabilis suslari, icerisinde 10’ar ml Brain Heart Infusion
Broth besiyeri bulunan tiplere, C. albicans suslari ise icerisinde 10’ar ml Yeast
Pepton Sucrose Broth besiyeri bulunan tiplere 6X10"8 CFU/mL yogunluguna
uygun olacak sekilde inokiile edildi. inokiilasyonu tamamlanan suslar, 37°C’de 24
saatlik bir inkibasyona birakildi. 24 saat sonrasinda ise ornekler 1:100 oraninda
seyreltildi. Daha sonra, dilie edilmig Ornegin yer aldigi sivi kulturden belirli
konsantrasyonlarda 6rnek alindi ve bu Orneklerin, steril kosullar altinda 24

kuyucuklu polistren plaga inokllasyonu gerceklestirildi.

Calismamizin bu asamasinda; S. epidermidis ile P. mirabilis, S. epidermidis ile
C. albicans, P. mirabilis ile C. albicans turlerinin ve s6z konusu 3 tirdn tamaminin
bir arada bulunmalarinin, biyofilm olusumuna olan etkileri incelendi. inokilasyonu
tamamlanan ornekler, 37°C’de 24, 48 ve 72 saatlik inkibasyon surelerine tabii
tutuldu. Belirli streler sonucunda olusan biyofilmler, Bélim 3.10.1. ‘de aciklanan
sekilde tayin edildi.

Yukaridaki uygulamalarda sergilenen fotograflar; aksi belirtimedikge, Canon 450D

ile, tarafimizdan cekildi.
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4. SONUCLAR
4.1. Calismada Kullanilan Mikroorganizmalar

Ankara’daki bir hastanenin farkl servislerinden toplanan suslardan 20 adet
Staphylococcus epidermidis, 15 adet Proteus mirabilis ve 30 adet Candida
albicans turlerinin fenotipik identifikasyonu gergeklestirildi ve ¢alismaya bu suslarla

devam edildi.

4.2. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans

Tiirlerine Ait Suslarin Teshis Edilmesi

Cahismamiz kapsaminda, Kanli Agarda hemoliz yapmayan ve beyaz renkli
koloniler olusturan, mikroskobik olarak; gram pozitif kok morfolojisinde olan,
biyokimyasal olarak; DNAz, koagilaz, mannitol negatif, katalaz pozitif olan ve
novobiyosin antibiyotigine karsi duyarliik sergileyen suslar; Staphylococcus

epidermidis olarak degerlendirildi (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Staphylococcus epidermidis Suslarinin Bilgileri ve Test Sonuglari

Q ® S |2 |- |s |9
5 > Z18 |3 |0 |0 |E 2
g o 2 ) 8P |- § L |? é b=
= 8 |3 = - F s & [N N g. = >
r4 > |2 = ® N = |= |o |8 |8 S )
= o (0p] < o = s ® O S e}
© @] = Z | c D X |25 c
L c 55|22z |813 82| %
.§ > s | S v ix 2
Fizik Tedavi
Sel |24 | E | Abse ve - + H ANT4
Rehabilitasyon
Kan Kalp — Damar
- ANT1
ez |69 | E Kaltara Cerrahisi * H
Viucut
Diz
- ANT10
Se3 |29 | K Eklem Dermatoloji + H
Sivisi
Se4 |30 | K | rara | Genel Yogun i + H | ANT3
Kaltara Bakim
Y N
Sed> |36 | E "a‘r.a" Noroloji - + H ANT3
Kaltara
Y ,
Se6 | 36 | E "a‘r.a" Genel Cerrahi - + H ANT2
Kaltara
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Kan

Se/7 |12 | E | .o Acil Servis - + H ANT13
Kaltord
Yara | Kalp — Damar

- ANT9

Se8 | 51 |\ E Kaltord Cerrahisi * H

seo | 43| g | Kan | Kalp—Damar - + | n |ANTL4
Kaltord Cerrahisi

se10 | 66 | £ | K@ | Genel Yogun i " 4 | ANTI5
Kaltord Bakim

se11 | 50 | k | rara | Kalp—Damar i + H | ANT16
Kaltord Cerrahisi

Sel2 | 36 | E | Abse | Genel Cerrahi - + H ANT5

se13 |51 | g | rar@ | Kalp-Damar i ' oo | ANTO
Kaltord Cerrahisi

se14 | g5 | £ | Kan | Kalp—Damar i 4 H | ANT6
Kaltord Cerrahisi

se15 55 [k | K" | Noroloj i N H | ANT7
Kaltord

se16 |79 | E| K | Noroloj i N H | ANT11
Kaltord

Sel7 | 35 | E | Abse | Genel Cerrahi - + H ANT4

se18 | 61 | g | r2ra | Kalp—Damar i ' H | ANTS
Kaltord Cerrahisi

se19 | 55 | E Yara Gogus ] N H | ANTI2

Kaltord Hastaliklari

Burun | Cocuk Saghgi ANTS
Se20 | 3 | K Kilturt | ve Hastaliklar i * H

Kanli Agar’da; kirli beyaz renkli, bulut gibi dalga dalga yayilan koloniler olusturan,
mikroskobik olarak; gram negatif basil morfolojisinde olan, biyokimyasal olarak;
indol, laktoz negatif, metil kirmizisi, H2S, sitrat, Ure pozitif sonu¢ veren suslar;

Proteus mirabilis olarak degerlendirildi (Cizelge 4.2.).

Secici-Ayirt edici 06zellikteki ChromAgar besiyerinde; yesil renkli koloniler
olusturan, mikroskobik olarak; maya hiicresi morfolojisinde olan ve germ tup
testine olumlu sonug¢ veren suslar ise; Candida albicans olarak degerlendirildi
(Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.2. Proteus mirabilis Suslarinin Bilgileri ve Test Sonugclari
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PmMO 24 | K Abse Genel. + ANT4
Cerrahi
Cocuk
Pm10 11E idrar | Hastaliklari * ANT2
Cocuk
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Pm15 2 | K idrar | Acil Pediatri * ANT8
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Cizelge 4.3. Candida albicans Suslarinin Bilgileri ve Test Sonugclari
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Kadin

Vajen .
Cal6 31 Kiiltiiri Hastallvklarl ve Yesil ANT1
Dogum
Vajen Kadin
Cal? 43 Kiiltiirii Hastallvklarl ve Yesil ANTL1
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ca26 35 Kiiltiirii Hastallvklarl ve Yesil ANT1
Dogum
Vajen Kadin
Ca27 26 Kiiltiirii Hastallvklarl ve Yesil ANT1
Dogum
Vajen Kulak Burun ve .
cazs | P Kltiiri Bogaz Yesil | ANT1
Vajen Kadin
Ca29 21 Kiiltiiri Hastallvklarl ve Yesil ANT1
Dogum
. Kadin
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Dogum
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4.3. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans
Suslarinin izole Edildikleri Klinik Materyallere Gére Dagiim Oranlarinin

Belirlenmesi

Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans tirlerine ait

suslarin, izole edilmis olduklari klinik materyallere gore dagilim oranlari belirlendi.

Bu baglamda, S. epidermidis suslarinin; 5 farkl klinik materyalden izole edildikleri,
Yara Yeri ve Kan kdlturlerinden izole edilen S. epidermidis suslarinin ise; diger
klinik materyallerden izole edilen S. epidermidis suslarina gore daha fazla sayida
olduklari saptandi (%40; %35) (Sekil 4.1.). ilave olarak, Viicut Diz Eklem Sivisi ve
Burun kultarlerinden izole edilen S. epidermidis suslarinin; esit oranda olduklari
gozlendi (%5) (Sekil 4.1.).

P. mirabilis suslari incelendigi taktirde; bu suglarin izolasyonunun yalnizca 3 farkl
klinik materyalden gercgeklestirildigi, Abse kultirinden izole edilen P. mirabilis
suglarinin ise; Gaita ve idrar kiltiirlerinden izole edilen P. mirabilis suslarina gére
daha az sayida olduklari saptandi (Sekil 4.2.). ilave olarak, P. mirabilis
izolasyonunun en sik gerceklestirildigi klinik materyalin; idrar kultiri (%73.3)
oldugu belirlendi (Sekil 4.2.).

C. albicans suslarinin klinik materyallere gore dagilimi incelendigi taktirde ise; bu
suslarin 4 farkh materyalden izole edildikleri; fakat Vajen kaltiri diginda hig bir
materyaldeki dagilim oraninin; %10'u gecmedigi gozlendi (Sekil 4.3.). Bu
baglamda; Vajen’den izole edilen C. albicans suslarinin oldukc¢a yiiksek oranda
olduklari (%86.7) saptandi (Sekil 4.3.).

Tarlerin izole edilmig olduklari butun klinik materyaller incelendigi taktirde, diger
turlere kiyasla S. epidermidis izolasyonunun daha fazla gesitte klinik materyalden
gergeklestirildigi saptandi (Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3). ilave olarak, Abse
materyalinden S. epidermidis ile P. mirabilis tirda suslarin izolasyonlarinin, Kan’dan
ise; S. epidermidis ile C. albicans turt suslarin izolasyonunlarinin mimkun oldugu
g6zlendi (Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3).
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Sekil 4.1. S. epidermidis suslarinin klinik materyallere gére dagihm oranlari
V.D.E.S.: Viicut Diz Eklem Sivisi

*Klinik materyallere gore dagihm oranlari; Bolum 3.5.’te aciklandigi sekilde hesaplandi.
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Sekil 4.2. P. mirabilis suslarinin klinik materyallere gére dagdilim oranlari

*Klinik materyallere gére dagilim oranlari; Bolim 3.5.’te aciklandidi sekilde hesaplandi.
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Sekil 4.3. C. albicans suslarinin klinik materyallere gére dagihim oranlari
T.A.: Trakeal Aspirat.

*Klinik materyallere goére dagilim oranlari; Bolim 3.5.’te agiklandigi sekilde hesaplandi.

4.4. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans

Suslarinin Farkh Servislere Gore Dagilim Oranlarinin Belirlenmesi

Staphylococcus epidermidis suslarinin  servislere goére dagihm oranlari
hesaplandiginda, bu suslarin 9 farkli servis Unitesinden izole edildikleri; Fizik
Tedavi ve Rehabilitasyon, Dermatoloji, Acil Servis, Gogus Hastaliklar ile Cocuk
Saghgi ve Hastaliklari Unitelerinden izole edilen S. epidermidis suslarinin ise, esit
oranda (%?5) olduklari tespit edildi (Sekil 4.4.). Bu baglamda, bu Unitelerden izole
edilen S. epidermidis susu sayisinin, diger servislerden izole edilen sayiya oranla
daha disik oldugu gdzlendi. ilave olarak, S. epidermidis suslarina en sik
rastlanan servis Unitesinin; Kalp-Damar Cerrahisi (%35) oldugu ikinci sirada ise;
Genel Cerrahi (%15) ile Noroloji (%15) unitelerinin yer aldiklari belirlendi
(Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. S. epidermidis suslarinin servislere gore dagilim oranlari

F.T.R.: Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon; K.D.C.: Kalp ve Damar Cerrahisi; DERM:
Dermatoloji; G.Y.B.: Genel Yogun Bakim; NORO: Néroloji; G.C.: Genel Cerrahi; A.S.: Acil
Servis; G.H.: G6gls Hastaliklari; C.S.H.: Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
*Servislere gore dagihm oranlari; Bélium 3.6.’da agiklandigi sekilde hesaplandi.

Proteus mirabilis suslari incelendigi taktirde; bu suslarin 7 farkli servis Gnitesinden
izole edildikleri; Endokrin ve Metabolizma Hastaliklari, Kulak Burun Bogaz ile
Genel Cerrahi dnitelerinden izole edilen P. mirabilis suslarinin ise; esit oranda
(%6.7) olduklari tespit edildi. ilave olarak, P. mirabilis suslarina en sik rastlanan
servis Unitesinin; Acil Pediatri Unitesi oldugu (%33.3), ikinci sirada ise; Cocuk

Saghgr ve Hastaliklari Unitesinin yer aldigi (%20) belirlendi (Sekil 4.5).

Candida albicans turlerinin servislere gore dagilimi incelendigi taktirde; bu suglarin
10 farkli (initeden izole edildikleri; Acil Servis, Uroloji, Kalp ve Damar Cerrahisi,
Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon, Gastroloji, Gégus Hastaliklari ile Kulak Burun
Bogaz uUnitelerinden izole edilen C. albians suslarinin ise; esit oranda (%3.3)
olduklari ve bu unitelerden izole edilen C. albicans suglari oraninin, diger
servislerden izole edilen oranlara kiyasla ¢ok daha dusuk oldugu saptandi
(Sekil 4.6). Bu baglamda, Kadin Hastaliklari ve Dogum Unitesi disinda hi¢ bir
servis Unitesindeki dagihm oraninin; %10’u gegmedigi gdzlendi (Sekil 4.6.). ilave
olarak, C. albicans suslarina en sik rastlanilan servis Unitesinin; Kadin Hastaliklari
ve Dogum Unitesi oldugu (%63.3) belirlendi (Sekil 4.6).
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Ornek Orani (%)

Servisler

Sekil 4.5. P. mirabilis suslarinin servislere gore dagilim oranlari

A.P.: Acil Pediatri; A.S.: Acil Servis; E.M.H.: Endokrin ve Metabolizma Hastaliklari; URO:
Uroloji: C.S.H.: Cocuk Sagligi ve Hastaliklari; K.B.B.: Kulak Burun Bogaz; G.C.: Genel
Cerrahi.

*Servislere gore dagilim oranlari; Bélim 3.6.’da agiklandigi sekilde hesaplandi.
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Sekil 4.6. C. albicans suslarinin servislere gére dagilim oranlari

K.H.D.: Kadin Hastaliklari ve Dogum; A.S.: Acil Servis; URO: Uroloji; G.Y.B.: Genel
Yogun Bakim; KARD: Kardiyoloji; K.D.C.: Kalp ve Damar Cerrahisi; F.T.R.: Fizik Tedavi
ve Rehabilitasyon; GAST: Gastroloji; G.H.: Géglis Hastaliklari; K.B.B.: Kulak Burun
Bogaz.

*Servislere goére dagilim oranlari; Bolim 3.6.’da aciklandidi sekilde hesaplandi.
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Suslarin servislere gore dagihmi toplu olarak degerlendirildiginde, ¢calismamizdaki
Ug farkl tire ait suslarin; Acil Servis Unitesinde bulunabildigi gézlendi. ilave olarak;
Gogus Hastaliklari, Genel Yodgun Bakim ile Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon
Unitelerinde; S. epidermidis ve C. albicans suglarinin bulunabildigi, Genel Cerrahi
ile Cocuk Sagligi Unitelerinde S. epidermidis ve P. mirabilis suslarinin yer
alabildigi, Uroloji ile Kulak Burun Bogaz nitelerinde bulunan hastalardan ise;
P. mirabilis ve C. albicans suslarinin izolasyonlarinin s6z konusu olabildigi gozledi
(Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil 4.6.).

4.5. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans
Suslarinin, izole Edildikleri Hastalarin Cinsiyetine Gére Dagihm Oranlarinin

Belirlenmesi

Staphylococcus epidermidis ve Proteus mirabilis suglari, izole edildikleri hastalarin
cinsiyetine gore incelendiginde; erkek hastalarda kadin hastalara gore daha fazla
S. epidermidis (%75) (Sekil 4.7.) ve P. mirabilis (%60) (Sekil 4.8.) suslarina
rastlandi. C. albicans suslarinin izole edilmis olduklari hastalar incelendigi taktirde

ise; bu hastalarin gogunlugunun kadin oldugu (%93.3) gozlendi (Sekil 4.9).

M Kadin
H Erkek

Ornek Orani (%)

Sekil 4.7. S.epidermidis suslarinin, hasta cinsiyetine gére dagihm oranlari

*Cinsiyete gore dagilim oranlari; Bolim 3.7.’de agiklandigi sekilde hesaplandi.
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Sekil 4.8. P. mirabilis suslarinin, hasta cinsiyetine gére dagilim oranlari

*Cinsiyete gore dagilim oranlari; Bolim 3.7.’de agiklandigi sekilde hesaplandi.
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Sekil 4.9. C. albicans suslarinin, hasta cinsiyetine gore dagilim oranlari

*Cinsiyete gore dagihim oranlari; Bolim 3.7.’de agiklandigi sekilde hesaplandi.
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4.6. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans
Suslarinin izole Edildikleri Hastalarin Yaglarina Gére Dagilim Oranlarinin

Belirlenmesi

Cesitli hastalardan izole edilen Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve
Candida albicans suslarinin, izole edildikleri hastalara ait yas bilgilerine gore
dagihim oranlari belirlendi. Bu baglamda, 0-15, 16-30, 31-45, 46-60, 61-75 ve
76-90 aras! yas araliklarini icerecek sekilde 6 farkli yas grubu olusturuldu ve

dagilim oranlari bu yas gruplarina gore saptandi.

S. epidermidis suslari en fazla oranda; 31-45 (%25) ve 46-60 (%25) yas
araliginda goézlenirken (Sekil 4.10.), P. mirabilis suslarinin izole edildikleri
hastalarin gogunlugunun 0-15 yas grubunda (% 60); yani ¢ocuk yaslarda olduklari
gézlendi (Sekil 4.11.). ilave olarak, 31-45 ile 76-90 yas araliklarinda olup da
P. mirabilis enfeksiyonu geciren herhangi bir hasta varlhdgina rastlanmadi
(Sekil 4.11.). C. albicans suslarinin izole edildikleri hastalar incelendigi taktirde
ise, bu hastalarin; 31-45 yaslari arasinda; yani orta yaglarda yer aldiklari saptandi
(Sekil 4.12.). ilave olarak, 0—15 yas arali§inda yer alan hastalardaki C. albicans
izolasyonunun minimum seviyelerde oldugu, 61-75 yas araliginda yer alan

hastalarda ise; C. albicans izolasyonunun gergceklesmedigi belirlendi (Sekil 4.12.).
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Yas Araliklan

Sekil 4.10. S. epidermidis suslarinin, hasta yasina gore dagilim oranlari

*Yasa gore dagihm oranlari; Bolum 3.8.’de agiklandigi sekilde hesaplandi.
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Sekil 4.11. P. mirabilis suslarinin, hasta yagina goére dagilim oranlari

*Yasa gore dagilim oranlari; Bolim 3.8.’de agiklandi§i sekilde hesaplandi.

Ornek Orani (%)

0-15 16 - 30 31-45 46 - 60 61-75 76 -90

Yas Araliklari

Sekil 4.12. C. albicans suslarinin, hasta yasina gore dagilim oranlari

*Yasa gore dagilim oranlari; Bolim 3.8.’de agiklandigi sekilde hesaplandi.
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4.7. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans

Suslarinda Antimikrobiyal Direng¢ Oranlarinin Belirlenmesi

Calismamiz kapsaminda; S. epidermidis suglarinin, 11 farkh antibiyotige,
P. mirabilis suslarinin 15 farkli antibiyotige, C. albicans suslarinin ise; 6 farkh
antifungale karsi olan duyarhliklari arastinidi. Bu baglamda, S. epidermidis
suslarinda, en yuksek antibiyotik direnci; Penisilin G (P) antibiyotigine karsi
gozlenirken (%90) (Sekil 4.13.); P. mirabilis suslarin tamaminin, Klindamisin (CC)
antibiyotigine kargi direncgli oldugu (Sekil 4.14.); C. albicans susglarinda ise;
kullanilan butin antifungallerin  yiksek duzeylerde etkili olduklari go6zlendi
(Sekil 4.15.).

S. epidermidis suglarinin en yuksek oranlarda diren¢g goOsterdikleri diger
antibiyotikler incelendigi taktirde, Oksasilin (OX) ile Amoksisilin-Klavulonik Asit
(AMC) antibiyotiklerinin bu baglamda 2. sirada (%70) yer aldiklari saptandi. Tim
antibiyotikler arasindan Vankomisin (VA) antibiyotigine kargi ise; calismadaki

bitin S. epidermidis suslarinin duyarl olduklari tespit edildi (Sekil 4.13.).
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Antibiyotikler

Sekil 4.13. S. epidermidis suslarinda, antibiyotik direng oranlari

CN: Gentamisin; P: Penisilin; OX: Oksasilin; CC: Klindamisin, F: Nitrofurantoin;
VA: Vankomisin; E: Eritromisin; TE: Tetrasiklin; CIP: Siprofloksasin; AMC: Amoksisilin-
Klavulonik Asit, SXT: Trimetoprim Sulfametoksazol.
*Antibiyotik direng oranlari; Bélim 3.9.’da agiklandigi sekilde hesaplandi.
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P. mirabilis Suslarinda Direng

Sekil 4.14. P. mirabilis suglarinda, antibiyotik direng oranlari

F: Nitrofurantoin; SXT: Trimetoprim — Sulfametoksazol; AMC: Amoksisilin — Klavulanik
asit; CFM: Sefiksim; CIP: Siprofloksasin; CC: Klindamisin; AK: Amikasin; CN: Gentamisin;

CAZ: Seftazidim; NN: Tobramisin; AM: Ampisilin; CRO: Seftriakson; CZ: Sefazolin; TZP:

Tazobaktampiperasilin; IPM: imipenem.
*Antibiyotik diren¢ oranlari; Bélim 3.9.’da agiklandigi sekilde hesaplandi.

P. mirabilis suglarindan; Seftriakson (CRO), Sefiksim (CFM), Seftazidim (CAZ),
Amikasin (AK) ve Piperasilin/Tazobaktam (TZP) antibiyotiklerine kargi direngli sug
varligina rastlanmadi. Nitrofurantoin antibiyotiginin ise; bu suslar tarafindan en

yuksek direng gelistirilen ikinci antibiyotik oldugu (%93) gozlendi (Sekil 4.14.).

C. albicans suslarinda ise; Flukanazol (FCA) antifungaline kargi geligtirilen
C. albicans direncinin, diger antifungallere kiyasla daha fazla oldugu belirlendi. Bu
baglamda, bu suslar tarafindan Flukonazol’e karsi geligtirilen direng orani; %13.3
olarak hesaplandi (Sekil 4.15.). ilave olarak, calismamiz kapsaminda kullanilan
C. albicans suslarinin neredeyse tamaminin; Kaspofungin (CAF) ve 5-Florositozin
(FCY) antifungallerine kargi duyarh olduklari, Amfoterisin B (APH) antifungalinin,
bu suglar Uzerindeki etkinliginin ise; Kaspofungin ve 5-Florositozin

antifungallerinin etkinliklerinden daha dusuk degerde oldugu gozlendi (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. C. albicans suslarinda, antifungal direng oranlari
APH: Amfoterisin B; CAF: Kaspofungin; FCA: Flukonazol; FCY: 5 — Florositozin; POS:
Posakonazol; VOR: Vorikonazol.
*Antifungal direng oranlari; Bélim 3.9.’da agiklandigi sekilde hesaplandi.
4.8. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans
Suslarinda Antibiyotiplerin Belirlenmesi ve Antibiyotip Oranlarinin

Hesaplanmasi

Calismamizda; S. epidermidis, P. mirabilis ve C. albicans tirlerinin, antibiyotip
profillerine gdre olusturulan antibiyotip gruplarn incelendi. Bu baglamda;
S. epidermidis suslarinda 11 antibiyotige kargi 16 farkli antibiyotip profili (Cizelge
4.4.), P. mirabilis suslarinda; 15 antibiyotige karsi 8 farkli antibiyotip profili (Cizelge
4.5.), C. albicans suslarinda ise; 6 antifungale karsi 7 farkli antibiyotip profili
(Cizelge 4.6.) belirlendi.

Cizelge 4.4. S. epidermidis Suslarinin Antibiyotik Paternleri ve Antibiyotipleri

o

2 ol s
prd X < L o Q >

4 S| o> |¥ | F|C|o0|2 |5 |4 5
(7] c
<
se1 |H|D|[H|H[H[D[H|H|H|H[H][ ANT4
sep |H|/H|[H|IH|H[H[H[H]|H]|H|H][] ANTL
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Se3 D D D | H D H H D| D | D H ANT10
Se4 H D H H D H H H H H H ANT3
Se5 H D H H D H H H H H H ANT3
Se6 H D H H H H H H H H H ANT2
Se7 H D D | H D D H D| D | D H ANT13
Ses H D D | H D H D | H D | D H ANT9
Se9 D D D | H D D D | D| D | D H ANT14
Se10 D D D | H D H D | D| D | D D ANT15
Sell H D D | H D D D | H D | D D ANT16
Se12 H D D | H H H H H D | H H ANTS
Sel13 H D D | H D H D | H D | D H ANT9
Sel4 H H D | H H D D|D|D|H H ANT6
Sel5 H D D | H H D H H D | H D ANT7
Sel6 D D D | H H D D | H D | D H ANT11
Sel7 H D H H H D H H H H H ANT4
Se1s H D D | H H H D | H D | D H ANTS
Sel9 D D D | H D H D| D | D | H H ANT12
Se20 H D D | H H H H H D | H H ANTS

AMC; Amoksisilin-Klavulonik Asit, CC; Klindamisin, CIP; Siprofloksasin, CN;
Gentamisin, E; Eritromisin, F; Nitrofurantoin OX; Oksasilin, P; Penisilin, SXT; Trimetoprim
Sulfametoksazol, TE; Tetrasiklin, VA; Vankomisin

Cizelge 4.5. P.mirabilis Suglarinin Antibiyotik Paternleri ve Antibiyotipleri

o
S lolels|o N E
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(73] c
<
pmi |H|D|H|[H|[H|[H[D|[H|[H|[H|[H[H|[H|D|[H ANTL
HI D H DI DI H|{D HIH/H|H|D|D|H|D]/|ANT5
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pm3 |H|H[H[H[H[H|[D[H[H[H[H[H[H[D[HJ[ANT2
pma |H|D|[H|H[H[H[D|H[H|[H|D|[H[H]|D|H][ANT6
pms |H|H|[H|H|[H|[H|[D|[H[H[H|H|[H|H|[D|H]|ANT2
pmg |H|D|[H|H|[H|[H|[D|[H[H[H|H|[H|H|[D|H]|ANTI
pm7 |H|H|H|[H|[H[H|[D|[H|H|H[H[H|H|D|H|ANT2
pmg |H|D|H|D|[D|[H|[D|H|[H|H|H|D|D|D|D]|ANT3
pmo |H|D|[H|[D|[H|[H|D[H|H|[H|H|[H|D|[D|D][ANT4
pmio | H|H|[H|H|[H|[H|[D|[H[H|[H|H|[H|H[D[|H][ANT2
pm11 | H|H|[H|H[H[H|[D|[H[H|[H|H[H|H[D|H][ANT2
pmiz |H|D|H|D|[D|[H|[D|H|[H|H|H|[D|D|D|D][ANT3
pm13|H|D|H|D|[H|[H|[D|H|[H|H|H[H|D|D|D][ANT4
pmia| H|[D|H|[D|[H|[H|D|[H|H|H|H[D|D|D|D|ANT?
pmis|H|H|H|H|[D|[D|[D|H|[H|H|H|[D|D|D|D][ANT8

CRO; Seftriakson, SXT; Trimetoprim — Sulfametoksazol, CFM; Sefiksim, AMC;
Amoksisilin — Klavulanik asit, CN; Gentamisin, CC; Klindamisin, CIP; Siprofloksasin, AK;
Amikasin, TZP; Tazobaktampiperasilin, CAZ; Seftazidim, IPM; imipenem, NN; Tobramisin,
AM; Ampisilin; F; Nitrofurantoin, CZ; Sefazolin

Cizelge 4.6. C. albicans Suslarinin Antifungal Paternleri ve Antibiyotipleri

Sus Sayisi
APH
CAF
FCA
FCY
POS
VOR

Antibiyotip

cal ANT2

Ca2 ANT1

Ca3 ANT2

Ca4d ANT1

cas ANT1

I I I T I =T
I I| I I I =T
r T T O I O
I I| I IT| I =T
I I| I IT| I =T
I I| I T I =T

Cab ANT1

85



Ca7 H H H H H H ANT1
Ca8 H H D H D D ANT3
Ca9 H D H H D D ANTA4
calo H H H H H H ANT1
Call H H D H D D ANT3
Cal? H H H H H H ANT1
Cal3 H H H H H H ANT1
cald H H H H H H ANT1
cals H H H H H H ANT1
cal6 H H H H H H ANT1
Cal7 H H H H H H ANT1
Cal8 H H H H H H ANT1
Calo H H H H H H ANT1
Ca20 H H H H H H ANT1
Ca2l H H H H H H ANT1
Ca2? H H H D H H ANT6
Ca23 H H H H H H ANT1
Ccaz4 D H H H H H ANT1
Cazs H H H H H H ANT1
Caz6 H H H H H H ANT1
Ca27 H H H H H H ANT1
Ca28 H H H H H H ANT1
Ca29 H H H H H H ANT1
Ca30 D H H H H H ANTS

APH: Amfoterisin B; CAF: Kaspofungin; FCA: Flukonazol; FCY: 5-Florositozin; POS:

Posakonazol; VOR: Vorikonazol.
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S. epidermidis suglarinda; en sik gozlenen antibiyotip profillerinin; ANT3, ANT4,
ANT5 ve ANT9 olduklari belirlendi (Sekil 4.16.). ilave olarak, bu profillerin dagilim

oranlarinin esit oldugu saptandi.

12 4

=
o
1

S. epidermidis Orani (%)

Antibiyotipler

Sekil 4.16. S. epidermidis suslarinin antibiyotiplere gére dagihmi

*Antibiyotiplere gére dagihm oranlari; Bélum 3.9.2.’de agiklandigi sekilde hesaplandi.

P. mirabilis suslarina bakildigi taktirde, 8 farkli antibiyotip arasindan en sik
karsilagilan antibiyotip profilinin; ANT2 oldugu saptandi (Sekil 4.17.) ve ANT2
grubuna dahil olan suglarin %60’ inin, Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Unitesinden
izole edildikleri gozlendi (Cizelge 4.2., 4.5.).
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Sekil 4.17. P. mirabilis suslarinin antibiyotiplere gére dagilimi

* Antibiyotiplere gére dagihm oranlari; Bélim 3.9.2.’de ac¢iklandidi sekilde hesaplandi.
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C. albicans suslarinda ise, en sik karsilasilan antibiyotip profilinin ANT1 oldugu
(% 76.7) ve ANT1 disindaki hig bir profilin %15’i gecemedigi saptandi (Sekil 4.18.).
ANT1 grubuna dahil olan C. albicans suglarinin antifungal direnglilikleri incelendigi
taktirde ise; tim suslarin 6 farkh antifungale birden duyarli olduklari gdézlendi
(Cizelge 4.6.).
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ANT1 ANT2 ANT3 ANT4 ANT5 ANT6 ANT7
Antibiyotikler

C. albicans Orani (%)

Sekil 4.18. C. albicans suslarinin antibiyotiplere gére dagilimi

*Antibiyotiplere gbére dagilim oranlari; Blim 3.9.2.'de agiklandidi sekilde hesaplandi.

4.9. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans

Tarlerinde, Coklu Antimikrobiyal Dirence Sahip Olan Suslarin Belirlenmesi

S. epidermidis suslar incelendigi taktirde; suslarin %5’inin butin antibiyotiklere
karsi duyarl olduklar saptanirken; 11 antibiyotige birden direncli herhangi bir sus
varligina rastlanmadi. ilave olarak, 7 farkli antibiyotige karsi direng gelistiren
S. epidermidis suglari oraninin en yuksek siklikta oldugu (%20) tespit edildi
(Cizelge 4.7) ve bu suslardan c¢ogunun; Kalp—Damar Cerrahisi Unitesinde
yatmakta olan hastalardan izole edilmis olduklari godzlendi (Cizelge 4.1.,
Cizelge 4.4.).

P. mirabilis suslarinda, batin 15 antibiyotige birden direngli veya bu antibiyotiklerin
hepsine birden hassas herhangi bir sus varligina rastlanmamig olup, 2 farkh
antibiyotige kargi direng¢ gelistiren sus oraninin en yiksek siklikta oldugu (%33)

saptandi (Cizelge 4.7). ilave olarak, 2 farkl antibiyotige karsi direng gelistiren

88



suslarin hepsinin; ANT2 profilinde olduklari ve 15 antibiyotik i¢erisinden sadece,
Klindamisin (CC) ile Nitrofurantoin (F) antibiyotiklerine karsi direngli olduklari
gozlendi (Cizelge 4.5). C. albicans suslarinda ise; suslarin %76.7’sinin buttn
antifungallere karsi duyarl olduklari hesaplanirken, 6 antifungale birden direncli
herhangi bir sus varligina rastlanmadi. Butin suglarin ise; maksimum 3 farkh

sayida antifungale kargi direng gelistirebildikleri saptandi (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. S. epidermidis, P. mirabilis ve C. albicans Suslarinda Coklu
Antimikrobiyal Direng

Direncli Direncli Direncli
Antimikrobiyal Ajan S. epidermidis P. mirabilis C. albicans
Sayisi Suslarinin Suslarinin Suslarinin
Yiizde Degeri Yiizde Degeri Yuzde Degeri

0 5 0 76.7

1 Antimikrobiyal 5 0 10

2 Farkl Antimikrobiyal 20 33.3 3.33
3 Farkli Antimikrobiyal 10 13.3 10
4 Farkli Antimikrobiyal 0 6.7 0
5 Farkli Antimikrobiyal 15 0 0
6 Farkl Antimikrobiyal 10 13.3 0
7 Farkli Antimikrobiyal 20 20 -
8 Farkli Antimikrobiyal 5 13.3 -
9 Farkli Antimikrobiyal 10 0 -
10 Farkh Antimikrobiyal 0 0 -
11 Farkh Antimikrobiyal 0 0 -
12 Farkli Antimikrobiyal - 0 -
13 Farkli Antimikrobiyal - 0 -
14 Farkh Antimikrobiyal - 0 -
15 Farkh Antimikrobiyal - 0 -

*Coklu antimikrobiyal dirence sahip suslar Bolum 3.9.2.’de agiklandidi sekilde hesaplandi.

4.10. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans
Suslarinda Biyofilm Olugumu

Farkli klinik materyallerden izole edilen; Staphylococcus epidermidis, Proteus
mirabilis ve Candida albicans suslarinin; “Plak Uzerinde Kristal Viyole Boyamali
Biyofilm Olcimi” teknigi kullanilarak biyofilm olusumlari incelendi ve elde edilen

degerlere gore suslar, farkh gruplar altinda siniflandirildi.
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4.10.1. Staphylococcus epidermidis Susglarinda Biyofilm Olugsumunun
Belirlenmesi

S. epidermidis suglarinin %25'’inin; BF Tip2 grubunda olup, 0.7-1.0 OD araliginda
biyofilm olusturduklari saptandi (Cizelge 4.8.). Bu baglamda BF Tip2 grubu
suslarin klinik bilgileri incelendi ve bu suslardan %40’'inin; Kalp Damar Cerrahisi
unitesinde bulunan hastalarin, Kan kuilturlerinden izole edilmig olduklari gozlendi
(Cizelge 4.1.). Farkli servislerde yatan hastalara ait Yara Yeri kiltirtinden izole
edilen S. epidermidis suslarinin  ¢ogunun ise; orta duzeylerde biyofilm

olusturduklari gozlendi (Cizelge 4.1., Cizelge 4.8.).

Cizelge 4.8. Staphylococcus epidermidis Suglarinda Biyofilm Olusumu

Biofilm . . Sus Biyofilm
Olusumu OD (540 nm) S. epidermidis Suslan Viizdesi Grubu
++++ 1.0-1.3 - 0 BF Tip1l
Se3, Se9, Sel4, Sels, )
+++ 7-1.
0.7-1.0 Se19 25 BF Tip2
++ 04-0.7 Se4, Seb5 10 BF Tip3
Sel, Seb, Se7,Se8,
+ 0.1-0.4 Sel2, Sel3, Sel6, 45 .
Sel7, Sels BF Tip4
- 0-01 Se2, Sel0, Sell, Se20 20 BF Tip5
1 - —
/é\ 0.9 1
c 0.8 -
S 07
£ 06 -
(D)
= 05 -
7]
S 04 1
0O 03 -
= 02 -
o
O 0.1 -
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S. epidermidis Suslari

Sekil 4.19. S. epidermidis suslarinda biyofilm olusumu
*Biyofilm olusumu; B6lim 3.10.’da agiklandigi sekilde belirlendi.
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Calismamizda kullanilan buatin S. epidermidis suslari arasindan en yuksek
biyofilm olusturan susun; Se9 susu oldugu (Sekil 4.19.) ve bu susun; Kalp—Damar
Cerrahisi Unitesinde bulunan, 43 yasindaki bir hastanin, Kan kiltirinden izole

edilmis oldugu gbzlendi (Cizelge 4.1.).
4.10.2. Proteus mirabilis Susglarinda Biyofilm Olugsumunun Belirlenmesi

P. mirabilis suglarindan, %10’'unun; BF Tip2 grubunda olup 0.7-1.0 OD araldinda
biyofilm olusturduklari saptandi (Cizelge 4.9.). Bu baglamda BF Tip2 grubunda yer
alan suslarin klinik bilgileri incelendi ve bu suslarin ¢ogunun; Acil Pediatri
Unitesinde bulunan hastalarin, idrar kiiltiirlerinden izole edilmis olduklari gozlendi
(Cizelge 4.2.). Farkh servis Unitelerinde yatan hastalara ait Gaita ve Abse
kiltdrlerinden izole edilen P. mirabilis suslarinin ¢gogunun ise; orta diuzeylerde

biyofilm olusturduklari gézlendi (Cizelge 4.2., Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Proteus mirabilis Suslarinda Biyofilm Olusumu

Biofilm - .. . | Biyofilm
Olusumu OD (540 nm) | P. mirabilis Suglari | Sug Yuzdesi Grubu
++++ 1.0-1.3 - 0 BF Tipl
+++ 0.7-1.0 Pm3, Pm8, Pm15 10 BF Tip2
Pm2, Pm4, Pm5,

s Pm6, Pm7, Pm9, BF Tip3

04-07 Pml1l, Pmi2, 33.3

Pm13, Pm14

+ 0.1-04 Pm1, Pm10 6.7
BF Tip4
_ 0-0.1 - 0 BF Tip5

P. mirabilis suslari arasindan en ylksek biyofilm olusturan susun; Pm15 susu
oldugu (Sekil 4.20.) ve bu susun; Acil Pediatri Gnitesinde bulunan, 2 yasindaki bir
hastanin idrar kiiltiriinden izole edilmis oldugu gézlendi (Cizelge 4.2.).
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P. mirabilis Suslari

Sekil 4.20. P. mirabilis suglarinda biyofilm olusumu

*Biyofilm olusumu; Bolim 3.10.’da aciklandi§i sekilde belirlendi.
4.10.3. Candida albicans Suslarinda Biyofilm Olugsumunun Belirlenmesi

Calismamiz kapsaminda kullanilan C. albicans suslarindan %16.7’sinin; BF Tip2
grubunda olup 0.7-1.0 OD araliginda biyofilm olusturduklari ve (Cizelge 4.10.) bu
gruba dahil C. albicans suslarindan ¢ogunun; Kadin Hastaliklari ve Dogum
Unitesinde bulunan, 31-45 yas araligindaki bayan hastalarin Vajinal kiltirlerinden
izole edilmis olduklari saptandi (Cizelge 4.3., Cizelge 4.10). Farkh servis
Unitelerinde yatan hastalara ait Kan ve Trakeal Aspirasyon kulturlerinden izole
edilen C. albicans suslarinin ise; minimum dizeylerde biyofilm olusturduklari
gozlendi (Cizelge 4.3., Cizelge 4.10.).

Cizelge 4.10. Candida albicans Suglarinda Biyofilm Olugumu

Biofilm . . : Biyofilm
Olusumu OD (540 nm) | C. albicans Suglar Sus Yuzdesi Grubu
++++ 1.0-13 Ca8 3.33 BF Tipl
Ca3, Ca5, Call, ,
+++ 0.7-1.0 Cal8, Ca20 16.7 BF Tip2
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++ 04-0.7 Cal6 3.33 BF Tip3

Cal3, Cal4, Calv,
+ 0.1-04 Cal9, Ca23, Ca25, _
Ca26, Ca27, Ca29 30 BF Tip4

Cal, Caz, Ca4, Casb,
Ca7, Ca9, Calo,
0-0.1 Cal2, Cals, Ca2l, BF Tip5
Ca22, Ca24, Ca28, 46.7

Ca30
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C. albicans Suslar

Sekil 4.21. C. albicans suslarinda biyofilm olugumu
*Biyofilm olusumu; Bolim 3.10.’da aciklandidi sekilde belirlendi.

Batin C. albicans suslari arasinda en yulksek biyofilm olusturan susun ise; Ca8
susu oldugu (Sekil 4.21.) ve bu susun; Genel Yogun Bakim Unitesinde bulunan 78
yasindaki bir hastanin Balgam kultirinden izole edildigi goézlendi (Cizelge 4.3.).
ilave olarak, bu susun; ¢alismamiz kapsaminda kullanilan bitiin suslar arasinda
en yuksek Biyofilm OD deg@erine sahip oldugu ve BF Tipl grubuna dahil olan tek
sus oldugu goruldu (Cizelge 4.10.).

93



4.11. Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans
Susglarinin  Biyofilm Olugsumlariyla, Antimikrobiyal Ajanlara Karsi

Direngliliklerinin Karsilagtiriimasi

Calismamizin devaminda, Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve
Candida albicans suslarinin; laboratuar kosullari altinda yapilan antimikrobiyal

testi sonuglari ile, biyofilm olusumlar karsgilastirmali olarak degerlendirildi.

Bu baglamda, S. epidermidis suslari igerisinde en yiksek miktarda biyofilm
olusturdugu tespit edilen Se9 susununun; 11 antibiyotik igerisinden 9’una karsi
direncli oldugu gozlendi (Cizelge 4.11.). Benzer bir sekilde; antibiyotiklerden en az
5 tanesine direncli olduklari saptanan; Se3, Se14, Se15 ve Se19 suslarinin da,
yuksek miktarda biyofilm olusturduklari ve BF Tip2 grubunda yer aldiklari saptandi
(Cizelge 4.11).

Biyofilm olusumu bakimindan BF Tip5 grubunda yer alan ve minimum duizeyde
biyofilm olusturduklari tespit edilen S. epidermidis suslari incelendigi taktirde; Se2
susunun, hi¢ bir antibiyotige karsi direng gelistirmemis oldugu gdézlendi; fakat ayni
biyofilm grubunda yer alan Sel0 ve Se11 suslarinin, mevcut antibiyotiklerden

coguna kargi direncli olduklari belirlendi (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. S. epidermidis Suslarinin, Biyofilm Olusumlariyla Antibiyotik

Direncliliklerinin Karsilastiriimasi

Direnc¢
S. epidermidis _ Gobzlenen
Suslari Direng Gozlenen | Antibiyotik Biyofilm Olusumu
Antibiyotikler Sayisi
Se2 - 0 - BF Tip5
CN, P, OX, E, CC, :
Se3 AMC. SXT 7 +++ BF Tip2
Se4 P, E 2 ++ BF Tip3
Se5 P, E 2 ++ BF Tip3
Se6 P 1 + BF Tip4
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P, OX, TE, E, CC, :
Se7 AMC. SXT 7 + BF Tip4
P, OX, E, CIP, ,
Se8 AMC. SXT 6 + BF Tip4
CN, P, OX, E, TE,
Se9 CIP, CC, AMC, 9 +++ BF Tip2
SXT
CN, P, OX, E, CIP, ,
Sel0 CC. AMC, SXT, F 9 - BF Tip5
P, OX, E, TE, CIP, ,
Sell AMC. SXT, F 8 - BF Tip5
Sel? P, OX, AMC 3 + BF Tip4
P, OX, E, CIP, ,
Sel3 AMC. SXT 6 + BF Tip4
Sel4d OX, TIZ,MCCI:P, cC., 5 +++ BF Tip2
Sel5 P, OX, TE, AMC, F 5 +++ BF Tip2
CN, P, OX, TE, :
Sel6 CIP, AMC, SXT 7 + BF Tip4
Sel7 P, TE 2 + BF Tip4
P, OX, CIP, AMC, ,
Sel8 SXT 5 + BF Tip4
CN, P, OX, E, CIP, :
Sel9 CC. AMC 7 +++ BF Tip2
Se20 P, OX, AMC 3 - BF Tip5

P. mirabilis suslari incelendigi taktirde; maksimum miktarda biyofilm olusturdugu
tespit edilen Pm15 susunun; 15 farkli antibiyotik icerisinden 7’sine karsi direngli
oldugu gozlendi (Cizelge 4.12.). Benzer sekilde, 8 farkli antibiyotige karsi direngli
oldugu tespit edilen Pm8 susunun da; oldukga yuksek miktarda biyofilm
olusturdugu goruldu; fakat yapilan incelemeler, 8 farkl antibiyotige karsi direngli
oldugu gozlenen Pm2 ve Pm12 suslarinin; orta seviyelerde biyofilm olusturmus

olduklarini géstermektedir (Cizelge 4.12.).
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Cizelge 4.12. P. mirabilis Suslarinin, Biyofiim Olusumlariyla Antibiyotik
Direncliliklerinin Karsilastiriimasi
Direng
P. mirabilis _ Gozlenen
Suslar Direng Gozlenen | Antibiyotik Biyofilm Olusumu
Antibiyotikler Sayisi
Pm1 SXT,CC, F 3 + BF Tip4
SXT, AMC, CN, ,
Pm2 CC. NN, AM. CZ 7 ++ BF Tip3
Pm3 CC,F 2 +++ BF Tip2
Pm4 SXT, CC, IPM, F 4 ++ BF Tip3
Pm5 CC,F 2 ++ BF Tip3
Pm6 SXT,CC, F 3 ++ BF Tip3
Pm7 CC,F 2 ++ BF Tip3
SXT, AMC, CN,
Pm8 CC, NN, AM, F, 8 +++ BF Tip2
Cz
SXT, AMC, CC, .
Pm9 AM. F, CZ 6 ++ BF Tip3
Pm10 CC,F 2 + BF Tip4
Pmll CC,F 2 ++ BF Tip3
SXT, AMC, CN,
Pm12 CC, NN, AM, F, 8 ++ BF Tip3
Cz
SXT, AMC, CC, .
Pm13 AM. F. CZ 6 ++ BF Tip3
SXT, AMC, CC, .
Pml14 NN. AM. F, CZ 7 ++ BF Tip3
CN, CIP, CC, NN, :
Pm15 AM. F, CZ 7 +++ BF Tip2
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llave olarak; BF Tip2 grubunda yer aldi§i ve yliksek miktarda biyofilm olusturdugu
gozlenen Pm3 susunun, sadece 2 farkli antibiyotige karsi diren¢ gelistirebildigi ve
bu antibiyotiklerin; Klindamisin (CC) ile Nitrofurantoin (F) gibi son derece disuk
etkinligi olan antibiyotikler olduklari belirlendi (Cizelge 4.12.).

C. albicans susglari incelendigi taktirde ise; cok yuksek biyofilm olusturduklari tespit
edilen Ca8 ve Ca11 suslarinda, farkli antifungallere kargi olan direncin de yuksek
oldugu ve bu suslarin; ¢calismada kullanilan 6 antifungal icerisinden 3’Une karsi
direncli olduklari gbézlendi; fakat calismamizda, 2. en ylksek biyofilm olusturan
Ca3 susunun; sadece Flukonazol (FCA) antifungaline karsi direngli oldugu goruldu
(Cizelge 4.13.). Butun antifungallere tamamen duyarli olduklari saptanan; Cab,
Ca18 ve Ca20 suslarinin ise, yluksek miktarda biyofilm olusturduklari ve BF Tip2

grubunda bulunduklari gozlendi.

Cizelge 4.13. C. albicans Suslarinin, Biyofiim Olusumlariyla Antifungal

Direngliliklerinin Karsilagtiriimasi

Direnc¢
C. albicans Gozlenen

Suslar Direng Gozlenen | Antifungal Biyofilm Olusumu

Antifungaller Sayisi
Cal FCA 1 - BF Tip5
Ca2 - 0 - BF Tip5
Ca3 FCA 1 +++ BF Tip2
Ca4 - 0 - BF Tip5
Ca5 - 0 +++ BF Tip2
Ca6 - 0 - BF Tip5
Ca7 - 0 - BF Tip5
Ca8 FCA, POS, VOR 3 ++++ BF Tipl
Ca9 CAF, POS, VOR 3 - BF Tip5
Cal0 - 0 - BF Tip5
Call FCA, POS, VOR 3 +++ BF Tip2
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Cal2 - 0 - BF Tip5
Cal3 - 0 + BF Tip4
Cal4 - 0 + BF Tip4
Cal5 - 0 - BF Tip5
Cal6 - 0 ++ BF Tip3
Cal7 - 0 + BF Tip4
Cal8 - 0 +++ BF Tip2
Cal9 - 0 + BF Tip4
Ca20 - 0 +++ BF Tip2
Ca2l - 0 - BF Tip5
Ca22 FCY 1 - BF Tip5
Caz23 - 0 + BF Tip4
Ca24 APH 1 - BF Tip5
Caz25 - 0 + BF Tip4
Ca26 - 0 + BF Tip4
Ca27 - 0 + BF Tip4
Ca28 - 0 - BF Tip5
Ca29 - 0 + BF Tip4
Ca30 APH 1 - BF Tip5

ilave olarak; 3 farkh antifungale birden direncli oldugu gdzlenen Ca9 susunun,
minimum seviyelerde biyofilm olusturmus oldugu ve BF Tip5 grubunda bulundugu
gozlendi (Cizelge 4.13.).

4.12.Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis ve Candida albicans

Suslarinin, Bir Arada Bulunmalari Durumunda Biyofilm Olugumu Tayini

Calismamizin son asamasinda; kendi turleri icerisinde en yuksek biyofilm
olusturan; Staphylococcus epidermidis (Se9), Proteus mirabilis (Pm15) ve
Candida albicans (Ca8) suslarinin ayni ortamda kolonize olmalarinin, biyofilm

98



olusumuna olan etkisi arastirildi ve suglar once ikili olarak, ardindan ugu bir arada

olacak sgekilde bir araya getirildi.

Optik Dansite (540 nm)

Sekil 4.22. Staphylococcus epidermidis (Se9), Proteus mirabilis (Pm15) ve
Candida albicans (Ca8) suslarinin bir arada bulunmalari sonucu biyofilm olusumu

*Biyofilm olusumu; Bolim 3.10. ve 3.11.’de agiklandigi sekilde belirlendi.

Elde edilen sonuglar incelendidi taktirde; S. epidermidis (Se9) ile P. mirabilis
(Pm15) suslarinin beraber kolonizasyonlarinin; ylzeydeki biyofilm olusumunu
olumlu yonde etkiledigi tespit edildi; ¢unkl bu iki susun bir arada bulunmasi
sonucunda olusan biyofilm miktarinin; S. epidermidis (Se9) ve P. mirabilis (Pm15)
suslarinin tek baslarina olusturduklari (0.74; 0.75) biyofilm miktarindan daha fazla
oldugu (0.85) tespit edildi (Sekil 4.22.); ancak ayni durum, C. albicans (Ca8) icin
gecerli degildi. Tek basina daha ylksek miktarda biyofilm olusturdugu gézlenen
C. albicans (Ca8) susunun diger suslarla olan kolonizasyonu, biyofilm miktarindaki
disus ile sonuglandi (Sekil 4.22.). Bu baglamda; C. albicans (Ca8) susunun
P. mirabilis (Pm15) susu ile olan kolonizasyonu sonucunda goézlenen dusus, ayni
susun S. epidermidis (Se9) susu ile olan kolonizasyonu sonucu go6zlenen

dususten daha fazlaydi.
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ilave olarak; S. epidermidis (Se9), P. mirabilis (Pm15) ve C. albicans (Ca8)
suslarinin Ggunun bir arada bulunmasi sonucunda olugan biyofilm miktarinin; Ca8
susunun tek basina olusturdugu biyofilm miktarindan daha dusik oldugu
g6zlenirken bu miktarin; Se9 ve Pm15 suslarinin tek baslarina olusturduklar

biyofilm miktarindan daha fazla oldugu goruldu (Sekil 4.22.).
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5. TARTISMA

Teknolojinin ilerlemesi, insan sagligini olumlu yonde etkileyen gelismelerin ortaya
¢ilkmasi agisindan ¢ok onemli adimlar atilmasini dogurmustur. Bu baglamda,
vucut icerisine yerlesimi s6z konusu olan yabanci cisimlerin kullaniminin
yayginlasmasi ve enfeksiyona neden olan mikroorganizmalara karsi cesitli
antibiyotik tedavi yontemlerinin gelistiriimesi, bu olumlu gelismelerden yalnizca bir
kacidir. Tum bu olumlu gelismelere ragmen, mikroorganizmalarin antibiyotiklere
kargi her gegcen gun artan oranlarda direng gelistirmeleri, mortaliteyle sonuglanan
enfeksiyonlara ve buyuk ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bu baglamda;
antibiyotik direngliliginde rol oynadigi dusunulen mekanizmalarin arastiriimasi;
morbiditeyle, mortaliteyle ve ekonomik kayiplarla olan mucadelelerde oldukca

bayuk bir onem tegkil etmektedir.

Biyofilm olusumu, mikroorganizmalarin antibiyotik direngliliginde rol oynadigi
bilinen 6nemli mekanizmalardan biridir. Belirli bir yizey alana ve birbirlerine
tutunmus  mikroorganizma  topluluklari  igerdigi  bilinen  bu  yapilar;
mikroorganizmalarin da igerisinde gomuli olarak bulundugu ekstraselller
polimerik maddeden olusan bir matriks halinde yer almaktadir (O’'Toole et al.,
2000). Bu baglamda; antibiyotigin, biyofilm icerisine dusik oranlarda penetre
olmasi ve biyofilm olusumu olan bdlgede sinirli miktarda besin maddesi bulunuyor
olmasi, bu hucrelerde ¢ok asamali savunma sisteminin gelismesine neden
olmaktadir. Bu durum ise; mikroorganizmalari c¢evresel kosullara karsi daha

direncli hale getirmektedir (Altun ve Sener, 2008).

Biyofilmler; normal vicut dokusu Uzerinde olusabildikleri gibi; kataterler, kalp
pilleri, protez kalp kapakgiklari, ortopedik protezler ve kontakt lensler gibi ¢esgitli
vucut igi kullanimi olan yabanci cisimlerin yluzey alaninda da olugsabilmekte ve
ciddi rahatsizliklara sebebiyet vererek, insan vicudu igin avantajli olan bir yapiyi,

dezavantaj haline donusturebilmektedir (Altun ve Sener, 2008).

Yapilan calismalar; cesitli enfeksiyonlara karsi kullanilan antibiyotik tedavilerinin,
hastalik belirtilerini ortadan kaldirabildigini; ama ortamda olusmus olan biyofilmi
yok edemedigini gdstermektedir (Marrie et al., 1982). Bu sebepten 6tird, biyofilm

kaynakli enfeksiyonlarin, antibiyotik terapilerinden sonra bile tekrarlayici nitelikte
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olduklari (Costerton et al., 1995) ve biyofilm olusturan hucrelerin antimikrobiyal
ajanlarin etkilerine karsi, biyofilm olusturmayan planktonik hicrelere kiyasla gok
daha dayanikh olduklari tespit edilmistir (Mah and O’Toole, 2001).

Gunumuzde, biyofilm iligkili nozokomiyal enfeksiyonlarin ve bu enfeksiyonlarda
bayuk rol oynayan antimikrobiyal direngliligin, ginden gune artisi s6z konusu
oldugundan, biyofilm olusturan ve ayni zamaninda antibiyotik direncliligi sergileyen
tirlere yonelik pek ¢ok calisma s6z konusudur (Hawser and Douglas, 1995;
Aiassa et al., 2010; Qu et al., 2010). Bu baglamda bizim ¢alismamiz kapsaminda;
bir ¢ok hastane enfeksiyonundan ve tekrarlayan enfeksiyonlardan sorumlu
olduklari bilinen c¢esitli klinik izolatlarin, biyofilm olugumlari ile antimikrobiyal

direncliliklerinin belirlenmesi ve bu iki farkl 6zelligin karsilastiriimasi hedeflendi.

Calismamizda kullanilan tirlerin seciminde ise; bu tarlerin dogal flora elemani
olmalarina ragmen mortaliteye ve 6nemli ekonomik kayiplara sebebiyet veriyor
olmalarinin yaninda; hucrelerin, okaryot veya prokaryot olma o&zellikleri ile
prokaryot olan hucrelerin; hiicre duvar yapilarindaki farkhliklar da g6z 6nunde
bulunduruldu. Bu baglamda, calismamiz kapsaminda; prokaryot gram pozitif
Staphylococcus epidermidis suslari, prokaryot gram negatif Proteus mirabilis

suslari ve dkaryot maya olan Candida albicans suslari ile ¢caligiimasi tercih edildi.

Calismamizda; normal kosullar altinda insan vicudunda dogal flora elemani
olarak bulunan; fakat sartlarin uygun hale dénismesiyle, deri-yumusak doku, kan
dolasimi ve yabanci cisim enfeksiyonlarina neden olan, gram pozitif 6zellikteki
Staphylococcus epidermidis suglarinin; uriner sistem, kronik idrar yollari ile yara
yeri enfeksiyonlarina, organ apselerine ve cesitli hastane enfeksiyonlarina neden
olan (Kurtoglu et al., 2008) gram negatif 6zellikteki Proteus mirabilis suslarinin ve
normal kosullar altinda insan viicudunda dogal flora elemani olarak bulunan; fakat
sartlarin uygun hale déntismesiyle, vajinite, konjuktivite, 6zofajite ve gesitli hastane
enfeksiyonlarina neden olan o&karyat Candida albicans suslarinin; Klinik
dagilimlarinin, biyofilm olusumlarinin ve antibiyotik direngliliklerinin incelenmesi ile
bu 6zelliklerin birbirleriyle karsilastirlmasi amaglandi. ilave olarak, calismamiz
kapsaminda kullanilan ug¢ farkli tlrtn bir arada bulunmalari sonucu olusan karisik
kaltarlerin, ortamdaki biyofilm olusumunu ne sekilde etkilediginin belirlenmesi
hedeflendi.
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Calismamizin ilk asamasinda suglarin izolasyonlari ve fenotipik identifikasyonlari
gerceklestirildi. Kanli agar Uzerinde hemoliz yapmayan, beyaz renkli koloni
morfolojisine sahip, gram pozitif, mannitol, DNAz, koagulaz negatif, katalaz pozitif
ve novobiyosin antibiyotigine kargi duyarh olan suslar; Staphylococcus epidermidis
olarak tanimlandi (Cizelge 4.1). Proteus mirabilis suglari ise, kanl agar Uzerinde;
bulut gibi dalga dalga yayilan, kirli beyaz renkli koloni morfolojisine sahip, gram
negatif, metil kirmizisi, sitrat, glukoz, H2S, dre hidrolizi pozitif ve laktoz, indol
negatif olan suslar olarak saptandi (Cizelge 4.2.). ilave olarak; ChromAgar’da yesil
renkli koloniler olusturan ve Germ Tup Testi’'ne olumlu sonug¢ veren suslar da

Candida albicans suslari olarak tanimlandi (Cizelge 4.3).

Klinik materyal; enfeksiyon etkeni olan bir mikroorganizmanin izolasyonunun
gerceklestirildigi  6rnektir. Enfeksiyon etkeni olan bir susun hangi Kklinik
materyalden, ne kadar siklikla izole edildigi bilgisi, o susun bulagsmasina ve
enfeksiyona neden olmasina karsi ciddi onlemler alinmasini saglamasi
bakimindan buyuk bir onem tegkil etmektedir. Bu baglamda, calismamizda
kullanilan suslarin, klinik materyallere gére dagihmi incelendigi taktirde, S.
epidermidis suslarinin en ¢ok Yara Yeri kiltiriinden (%40) izole edildikleri, ikinci

sirada ise; Kan kalturinin (%35) yer aldigi saptandi (Sekil 4.1.).

S. epidermidis suslari, hastanelerden siklikla izole edilmekte ve genellikle; damar
yolu enfeksiyonlari ile kardiyovaskiler enfeksiyonlardan sorumlu tutulmaktadir
(Villari et al., 2000; Vuong and Otto, 2002). ispanya’da yapilan bir arastirmada;
S. epidermidis suslarinin en sik rastlandigi klinik materyalin; Kan kaltri oldugu,
ikinci sirada ise; Yara Yeri kiltirinan yer aldigi belirtiimektedir (Martin-De-Nicolas
et al., 1999). Bu baglamda yapilan arastirmalar, galismamiz sonuglariyla benzerlik
teskil etmektedir.

P. mirabilis suslarinin klinik materyallere gore dagilimi incelendiginde, bu suslarin
izolasyonlarinin en sik gergeklestirildigi 6rnegin; idrar kiltiirii (%73.3) oldugu
belirlendi (Sekil 4.2.). P. mirabilis suslari, idrar yollarinda enfeksiyona sebebiyet
veren birincil mikroorganizmalar olarak bilinmekte olup vicut i¢i kateterlerin de,
P. mirabilis enfeksiyonlarinda, hastalik etmeni olarak rol oynayabildikleri
aciklanmaktadir (Warren et al., 1982; Mobley and Belas, 1995).
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Calismamizda P. mirabilis suslarinin izole edildikleri diger klinik materyallerin;
Abse ve Gaita olduklari gézlendi (Sekil 4.2.). Ulkemizde 2009 yilinda yapilan bir
arastirmada calismamiza benzer olarak; Proteus mirabilis bakterilerinin, izole
edildikleri klinik materyallerin basinda idrar ile Yara Yeri'nin yer aldigi ve bu
suslara; Trakeal Aspirat, Abse ve Kan Kkulturlerinde de rastlanabildigi
belirtiimektedir (Ciftci vd., 2009).

Calismamizda kullanilan C. albicans suslarinin en yuksek miktarda izolasyonun
gerceklestigi materyalin; Vajen kilttrd (%86.7) oldugu goézlendi (Sekil 4.3.). Vajinal
C. albicans enfeksiyonu; Ulkemiz kadinlarinin, siklikla karsilasmakta oldugu bir
enfeksiyon olarak bilinmektedir. Normal kosullar altinda saglikli kadinlarin
%20’sinde dogal flora elemani olarak bulunan C. albicans suslari, ¢esitli faktorler
sonucunda, vajinal ortamdaki sayilarini artirmakta ve vajinit hastaligina neden
olabilmektedir (Faro et al., 1998; Sobel, 2005). Bu baglamda yapilan arastirmalar;
gebelik, dogum kontrol hapi kullanimi, uzun sureli antibiyotik kullanimi gibi
faktorlerin, vajinal C. albicans enfeksiyonlarinda artisa sebebiyet verdigini
gostermektedir (Sobel, 2005).

Ulkemizde 2005 yilinda yapilan bir arastirmada; C. albicans suslarinin, izole
edildikleri klinik materyallerin baginda; Vajinal kiltir ile idrar kiltirinin yer aldig
bildiriimistir (Kogoglu vd., 2005). Pfaller ve arkadaslari tarafindan yapilan bir diger
arastirmaya gore ise; C. albicans suslarinin en fazla izole edildikleri klinik
materyalin; bizim calismamizdan farkli olarak, Kan kultiri oldugu ve C. albicans
enfeksiyonlarina, Yogun Bakim unitesinde yatan direnci dusuk hastalarda daha

yuksek oranda rastlandigi bildiriimektedir (Pfaller et al., 1998).

Calismamiz bulgularina ilave olarak literatiirde, C. albicans suslarinin varlhigina;
orofarinks kilturinde de rastlanabildigi agiklanmig olup bu durum ile en sik; AIDS
hastalarinda kargilasilmak oldugu bildirilmistir (Vazquez et al.,1993; Kocoglu vd.,
2005).

Calismamizda kullanilan 3 farkli ttre ait batin suslarin izole edilmis olduklari klinik
materyaller incelendigi taktirde, S. epidermidis suslar ile P. mirabilis suslarinin

ikisinin birden Abse kultirinde yer alabildkleri ve S. epidermidis suglan ile
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C. albicans suslarinin da ayni sekilde kanda yer alabildikleri g6zlenmektedir (Sekil
4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3.).

Bu bulgular, calismamiz kapsaminda kullanilan 3 farkh tarGn, ayni Klinik
materyalde bir araya gelebildigi gercedini gostermesi bakimindan, buyuk bir
oneme sahiptir; ¢unku farkl tarlerin ayni klinik materyalde bir araya gelmeleri,
biyofilm olusumunun farkh sekillerde etkilenmesine yol agmaktadir. Bu baglamda
calismamizin devaminda, farkl tlirden mikroorganizmalarin ayni ylzey alanda

bulunmalarinin, ortamdaki biyofilm olusumuna olan etkisi arastirildi.

Enfeksiyon etkeni olan suslarin izole edildikleri klinik materyaller, belirli servis
unitelerinde yatmakta olan hastalara aittir. Bu baglamda ayni serviste bulunan
hastalarda; ayni enfeksiyonun ve enfeksiyon sebebi olarak ayni tir
mikroorganizmanin gézlenmesi, unite hakkinda bilgi vermesi bakimindan buyuk bir
dnem teskil etmektedir. ilave olarak, enfeksiyon sebebi olan bir susun hangi servis
unitesinden, ne kadar siklikla izole edildigi bilgisi; belirli servis Unitelerinde,
mikroorganizmalara kargi alinacak onlemlerde dikkate alinmalidir. Bu baglamda
calismamizda, S. epidermidis suslarinin; en ¢ok Kalp—Damar Cerrahisi (%35)
unitesindeki hastalardan izole edildikleri, ikinci sirada ise; Genel Cerrahi (%15) ve
Noroloji (%15) Unitelerinin yer aldiklari saptandi (Sekil 4.4.). Calismamiza benzer
bir sekilde, Brazilya’da yapilmis olan bir galismada da S. epidermidis suglarinin en
sik; Kalp—Damar Cerrahisi ve Genel Cerrahi gibi, farkh Yogun Bakim Unitelerinde
bulunan hastalardan izole edildikleri belirtimektedir (Michelim et al., 2005).
S. epidermidis suslarinin en yuksek siklikta; Cerrahi Yogun Bakim unitelerinde
bulunan hastalardan izole edildikleri bilgisi; bu ture ait suglarin, genellikle direnci
dusuk hastalarda kolonize olduklari gergegini gostermekte olup cesitli cerrahi
mudahalelerde bulunan saglik personellerinin, hijyen konusunda daha dikkatli

olmalari gerekliligini vurgulamaktadir.

Calismamizda Proteus mirabilis suglarinin en sik rastlandiklari servis Unitesinin;
Acil Pediatri Unitesi (%33.3) oldugu ve bu Uniteyi, Cocuk Hastaliklari Unitesinin
takip ettigi (%20) goézlendi (Sekil 4.5.). Calismamiza benzer olarak, Afyon
Kocatepe Universitesi, Tip Fakiiltesi'nde yapilan bir arastirmaya gére, érneklerin
en blyuk kisminin, Pediatri Unitesinden izole edildikleri (%37) belirtilmistir (Ciftci

vd., 2009). Fransa’da yapilan bir diger aragtirmada ise; Cerrahi Unitelerinde yatan
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hastalardan, Pediatri Unitesinde yatan hastalara nazaran daha fazla P. mirabilis
izolasyonunun gerceklestirildigi bildiriimektedir (Champs et al., 2000). Farkl
calismalar incelendigi taktirde; ayni tur mikroorganizmanin, servislere gore dagilim
oraninin Ulkelere gore farkllik tegkil ettigi gdézlenmekte ve buna neden olan
etkenin; sosyolojik farkhliklar oldugu dusunulmektedir. Yetigkin bireylere nazaran
daha dusuk vicut direncine sahip olan ¢ocuklarin; tuvalet aligkanligindan yoksun
olmalari ve hijyenik kosullara dikkat edilmeyen bir ortamda yetistiriliyor olmalari, bu
enfeksiyonlarin Ulkemiz c¢ocuklarinda daha sik gozlendigi gercegini, aciklar
niteliktedir.

Candida albicans suslarinin en sik rastlandigi servis Unitesinin; Kadin Hastaliklari
ve Dogum Unitesi oldugu (%63.3), Kardiyoloji (%6.8) ve Genel Yogun Bakim
(%6.8) Unitelerinin ise; bu baglamda ikinci sirada yer aldiklari saptandi (Sekil 4.6.).
Ulkemizde 2003-2005 vyillari arasinda gesitli maya enfeksiyonlari tizerine yapilmis
olan bir aragtirmaya gore; bizim bulgularimiza benzer olarak Kadin Hastaliklari ve
Dogum unitesinden izole edilen C. albicans suglari oraninin; %62.5 oldugu
aciklanmaktadir (Otag vd., 2005).

Gunumuzde yapilan arastirmalar; cogunlugunu C. albicans suslarinin olusturdugu
bir cok Candida turtnun; kadin hastaliklarina neden olmanin disinda, yogun bakim
Unitelerinde rastlanan nozokomiyal enfeksiyonlara ve ciddi kayiplara da sebebiyet
verdigini bildirmektedir (Spencer, 1996; Fluit et al., 2000; Marchetti et al., 2004).
Bu baglamda, calismamiz kapsaminda; Yogun Bakim udnitesinde yatan bir
hastadan izole edilen C. albicans susunun, hastanin 6limine neden oldugu
bulgusu, bu gercegi dogrulamaktadir. Polonya’da yapilan bir diger calismada ise;
en sik C. albicans izolasyonunun gézlendidi Unitenin; Kadin Hastaliklari ve Genel
Yogun Bakim Unitesinden farkli olarak; Dahiliye Unitesi oldugu (%44.5)
aciklanmaktadir (Wroblewska et al., 2002).

Calismamizda kullanilan Gg farkl tlre ait butlin servis Uniteleri incelendigi taktirde,
Ug farkl tire ait susun birden; Acil Servis Unitesi’nden izolasyonunun sdz konusu
olabildigi gézlendi. Bu baglamda yapilan diger incelemelere goére; S. epidermidis
ve C. albicans suslarinin ikisinin birden; Gogus Hastaliklari, Genel Yogun Bakim
ve Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Unitelerinde yer alabildikleri; S. epidermidis ile

P. mirabilis suslarinin ise, ayni sekilde Genel Cerrahi ile Cocuk Hastaliklari
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Unitelerinde yer alabildikleri, Uroloji ile Kulak Burun Bogaz unitelerinde bulunan
hastalardan ise, P. mirabilis ve C. albicans suglarinin izolasyonlarinin s6z konusu
olabildigi goézlendi (Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil 4.6.). Bu bulgular, ¢alismamiz
kapsaminda kullanilan suglarin ayni servis Unitelerindeki hastalarda bir araya

gelme olasiligini desteklemesi bakimindan buyuk bir 6nem tegkil etmektedir.

Fizyolojik ve genetik olarak bir cok agidan farkli 6zelliklere sahip olan hastalarda
cinsiyet, onemli bir ayirnmdir; ¢unkt kadin ve erkegin sahip oldugu belli basli
ozellikler; onlarin, enfeksiyonlardan farkli sekillerde etkilenmelerine yol agar. Bazi
tur mikroorganizmalarin yol agtigi enfeksiyonlara, kadinlara gore erkeklerde veya
erkeklere gore kadinlarda daha fazla rastlanmasi, tamamen cinsiyete bagl gelisen
fizyolojik 6zellikler ve sosyolojik kosullar ile agiklanmaktadir. Mikroorganizmanin
hangi cinsiyetteki hastalarda daha sik enfeksiyona yol ac¢tigini bilmek, o
mikroorganizmaya kargi alinacak onlemlerin belirlenmesini kolaylastiracagindan,
bayluk bir 6nem teskil etmektedir. Bu baglamda, calismamiz kapsaminda;
identifikasyonu tamamlanmis olan suslar, izole edildikleri hastalarin cinsiyet
Ozelliklerine gore degerlendirildi. S. epidermidis suslarinin cinsiyete gore dagilim
oranlari incelendigi taktirde, bu suslarin; erkek hastalarda (%75) kadin hastalara
(%25) gore daha fazla enfeksiyona neden olduklar tespit edildi (Sekil 4.7.). Bizim
calismamiza benzer olarak, Italya’da yapilan bir arastirmada da; S. epidermidis
enfeksiyonu gozlenen erkek hastalarin, kadin hastalara gére daha fazla sayida
(%56.6) olduklari bulgusuna ulasiimistir (Villari et al., 2000). Yapilan arastirmalar;
kataterler, kalp pilleri, protez kalp kapakg¢iklari ve ortopedik protezler gibi cesitli
vucut i¢i kullanimi olan biyomateryallerin, erkeklerdeki kullanim sikliginin kadinlara
oranla daha fazla oldugunu gdéstermektedir (Cwocn et al., 2002). Bu durum ise;
genellikle cihaz iligkili enfeksiyonlardan sorumlu tutulan S. epidermidis suslarinin

erkeklerde daha sik goérilme nedenini agiklar niteliktedir.

P. mirabilis suslarinin cinsiyete gore dagihm oranlari incelendiginde; bu suslarin
da, S. epidermidis suslarinda oldugu gibi erkek hastalarda (%60) kadin hastalara
(%40) gére daha fazla enfeksiyona neden olduklari belirlendi (Sekil 4.8.). Bu
baglamda, 2006 yilinda, 2-12 yas araliginda yer alan c¢ocuklarla yapilan bir

arastirmada da benzer bir sonugla karsilasildigi ve c¢alismada kullanilan
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P. mirabilis suslarindan ¢ogunun, erkek hastalardan izole edildigi bildiriimektedir
(Aldirmaz et al., 2006).

ingiltere’de, P. mirabilis suslari lizerine yapilan bir arastirmaya gére ise; kadin
hastalarin, erkek hastalara gore daha fazla P. mirabilis enfeksiyonu gecirdikleri
saptanmigtir (Wilson et al., 1997). Sonugclar arasindaki farklihgin, hasta profilleriyle
ilgili oldugu dasunulmektedir; ¢inkl Tarkiye’de P. mirabilis enfeksiyonlarinin en
sik goérlldiglu hastalar; gocuk yastaki hastalardir. ingiltere’de ise P. mirabilis
enfeksiyonundan sikayetci olan hastalarin yas ortalamasi daha yukarilarda

seyretmektedir.

C. albicans suslarinin izole edilmis olduklari hastalar incelendigi taktirde, bu
hastalarin neredeyse tamaminin kadin (%93.3) oldugu goézlendi (Sekil 4.9.).
Ulkemizde, C. albicans kaynakh vajinal enfeksiyonlara vyiiksek siklikta
rastlanmaktadir. Bu baglamda bu ture ait suglar; erkeklere oranla, kadinlarda daha
sik gozlenmektedir; cunkd  kadinlarin vajinal bdlgelerindeki kompozisyon,

C. albicans kolonizasyonu i¢in uygun kosullar igermektedir.

Hastalarin sahip olduklari bazi fizyolojik ve hormonal 6zellikler; mevcut yaslarina
bagl olarak sekillenmektedir. Ornegin, belirli bir yasin ¢ok (izerinde olan
hastalarla, yetiskin yastaki hastalarin hormonal durumlari ayni olmadigi gibi, vicut
direncleri de farklilik teskil etmektedir. Bu baglamda, mikroorganizmanin hangi yas
grubundaki hastalarda daha sik enfeksiyona yol actigini bilmek; o yas gubu
hastalarin enfeksiyon ile karsilasmasina kargi daha fazla 6nlem alinmasini

saglayacagindan énemlidir.

Calismamizda; en sik S. epidermidis izolasyonunun gozlendigi yas arahgi; 31-45
(%25) ve 46—60 (%25) olarak belirlendi (Sekil 4.10.). Bu baglamda, S. epidermidis
suslarinin biyomateryal bagimli enfeksiyonlardan sorumlu olduklari géz éninde
bulunduruldu ve viicut ici biyomateryal bagiml enfekisyonlara ugrayan hastalarin
genel yas ortalamalari incelendi. Bu konu Uzerine yapilan bir arastirmada, protez
kapak endokarditi tespit edilen hastalarin yas ortalamasinin da; 36-61 araliginda
seyrettigi gozlendi (Heper et al., 1997). Bu yas araliginin; bizim sonucumuzdaki
yas araligiyla benzer olmasi, S. epidermidis enfeksiyonlarinin, biyomateryal

kullanimi ile dogru orantili olarak gelistigi tahminimizi kuvvetlendirdi.
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Calismamizda P. mirabilis suslarinin izole edildikleri hastalarin ¢ogunlugunun
0-15 yas grubunda (%60); yani ¢ocuk yaslarda oldugu gozlendi (Sekil 4.11.).
Bizim bulgumuza benzer olarak; 2000 yilinda Amerika’da yapilan bir ¢calismada
da; P. mirabilis suslarinin genellikle, yash kigilerin ve ¢gocuk yastaki hastalarin idrar
kiiltirlerinden izole edildikleri bilgilerine yer verilmistir (Coker et al., 2000). Illave
olarak; 2010 yilinda tamamlanmig bir diger guincel ¢alismanin sonucuna gore de;
P. mirabilis suslarinin en sik gozlendigi yas araliginin; 1-9 oldugu tespit edilmistir
(Feglo et al., 2010). Bu baglamda gozlenen sonuglar; P. mirabilis enfeksiyonlarinin
cocuk yastaki hastalarda, yetigkin bireylere oranla daha sik goruldugu gercegini
destekler niteliktedir. Bu durumun ise; gocuklardaki vicut direncinin, yetigkinlere
gOre daha duguk olmasindan ve tuvalet kullanimi ile hijyen kuralalarina uyma
agisindan, c¢ocuk vyastaki bireylerin yetigkinlere kiyasla daha dikkatsiz
olmalarindan, hatta 0-1 yas arasi c¢ocuklarda tuvalet aligkanliginin henidz

kazanilmamis olmasindan kaynaklandigi digunulmektedir.

C. albicans suslarinin izole edildikleri hastalar incelendidi taktirde ise, bu
hastalarin ¢cogunun; 31-45 vyaglari arasinda; yani orta yaslarda yer aldiklari
saptandi (Sekil 4.12.). Bizim ¢calismamizda C. albicans izolasyonunun neredeyse
tamaminin, kadinlarin Vajen kdltirinden izole edildikleri g6z o©niunde
bulundurulacak olursa, orta yas kadinlardaki enfeksiyon sebebinin, mevcut
hormonal durumlari oldugu dusunulmektedir. Bu baglamda arastirmacilar; genital
floranin surekli degisime ugrayan dinamik bir ekosistem oldugunu ve kadinlardaki
alt genital floranin, mukozadaki Ostrojen konsantrasyonuna ve vajinal pH'ya goére
sekillendigini belirtmektedir (Yorgancigil vd., 2000). Normal vajina florasinin;
patojen mikroorganizma kolonizasyonunu o6nledigi ve kisiyi enfeksiyonlara karsi
korudugu ise, bilinen bir gergektir. Bir ¢ok arastirmaci; Ostrojen hormonu
konsantrasyonunun; yasa bagimh olarak degdismekte oldugunu ve bu
konsantrasyonun degismesine bagl olarak farklilasan vajina florasinin ise; bir ¢cok
vajinal enfeksiyonun gelisimi kolaylastirdigini vurgulamaktadir (Bal, 1993). Bu elde
edilen bilgiler; orta yas kadinlardaki enfeksiyon sebebinin, mevcut hormonal

durumlari ile ilgili olabileceg@i tahminimizi kuvvetlendirmektedir.
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Bu baglamda arastirmacilar; enfeksiyon olusumunun hormonal durum ile baglantili
oldugunu ve bu hormonal durumun, yasa bagh olarak sekillendigini bildirmekte

olup tahminimizi dogrulamaktadir (Segal and Sandovsky—Losica, 1994).

Mikroorganizmalarin dnceden duyarli olduklari antimikrobiyal ajanlara karsi
zamanla diren¢ kazanmalari; antimikrobiyal direnglilik olarak ifade edilmektedir. Bu
durum; cesitli servis Unitelerinde bulunan bir ¢cok hastanin saghgini ve iyilesmesini
olumsuz yonde etkilediginden; direncli suslarin neden olduklari enfeksiyonlari
Oonlemek amaciyla, baskin suslari ve onlarin antibiyotip profillerini belirlemek, ¢ok
onemlidir. Bu baglamda, calismamizda kullanilan S. epidermidis suslarinin; 11,
P. mirabilis suslarinin; 15, C. albicans suslarinin ise; 6 farkli antimikrobiyal ajana

karsi olan duyarliliklari aragtirildi.

Mikroorganizmalar, antimikrobiyal ajanlara kargi her gegcen gin daha da direncli
hale gelmekte, ve bir ¢coguna karsi, ayni anda diren¢ sergilemektedir. Coklu
antimikrobiyal dirence sahip olan bu suglar ise; uniteler ile hastaneler arasi
enfeksiyonel yayilima, tedavilerdeki basarisizliklara, mortalitedeki artisa ve blyuk

ekonomik kayiplara sebebiyet vermektedir (Centers for Diseaese Control, 1992).

S. epidermidis suslarinda, en yiksek antibiyotik direnci; Penisilin G (P)
antibiyotigine karsi (%90) gozlendi (Sekil 4.13.). B-laktamlar grubu igerisinde yer
alan Penisilin G antibiyotigi, bakteri hiicre duvarina zarar vermek suretiyle etki
gostermektedir. Antibiyotik ile tedavili yillarin baslangicinda, Stafilokok grubu
mikroorganizmalar tarafindan enfekte olmus hastalar, Penisilin antibiyotigi ile
tedavi edilmekteydi; fakat 1950°’li yillardan itibaren, Penisilin antibiyotiginin
kullaniminin yayginlasmasi, patojenlerin bu antibiyotige karsi penisilinaz enzimi
uretmelerine ve direng gelistirmelerine neden oldu (Eraksoy, 1989). Bu baglamda,
penisilinaz enzimine dayanikli sentetik Metisilin antibiyotiginin  Uretimi
gerceklestirildi; ama kisa bir zaman sonunda, Stafilokoklarin Metisilin’e kargi da
direng gelistirdikleri anlasildi ve bu suslarla micadele edebilmek icin, yeni

antibiyotik arayiglari igerisine girildi (Eraksoy, 1989).

Calismamiz bulgularina paralel olarak, ¢esitli yillarda yapilmis olan arastirmalar;
klinik materyallerden izole edilen S. epidermidis suglarinin tamaminin veya

tamamina yakin bir kisminin, Penisilin antibiyotigine karsi direngli olduklarini
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gOstermektedir (Schaefler, 1971; Archer and Tenenbaum,1980; Chaieb et al.,
2005).

Calismamizdaki S. epidermidis suslarinin, diger bir Penisilin tirevi olan Oksasilin
(OX) antibiyotigine karsi da yuksek direnglilik sergiledigi; fakat Oksasilin direnci
oraninin, Penisilin G direnci oranina kiyasla, daha duguk degerde oldugu (%70)
g6zlendi. 2005 yilinda yapilan bir arastirma da; S. epidermidis suslarindaki
Oksasilin direncinin ¢ok yuksek oranda oldugu; bu oranin, bizim calismamiza
benzer olarak, Penisilin G direnci oranindan sonra geldigi bildiriimektedir (Michelim
et al., 2005).

Oksasilin antibiyotijinde oldugu gibi, S. epidermidis suslarinin Amoksisilin-
Klavulonik Asit (AMC) antibiyotigine karsi olan direngliliklerinin de ikinci sirada yer
aldigi (%70) saptandi (Sekil 4.13.). Amoksisilin—Klavulonik Asit antibiyotigi; Beta
Laktamaz inhibitéri olan Klavulonik Asit antibiyotigi ile, hlcre duvari inhibitora olan
Amoksisilin antibiyotiginin bir araya gelmesi sonucunda elde edilmektedir.
Ulkemizde 2002 yilinda tamamlanmig bir calismada; bizim calismamiza benzer
sekilde, S. epidermidis suslarinin %67.2 ’sinin, bu antibiyotige karsi direngli oldugu
bildirilmektedir (Hasbek et al., 2002).

S. epidermidis suslari, cok sayida antibiyotige karsi direnc gelistirebilmekte ve bu
yuzden bir cok nozokomiyal enfeksiyondan sorumlu tutulmaktadir. Dolayisiyla bu
suglarla olan mucadelede uygun antibiyotigin, uygun dozlarda kullaniimasi ¢ok
onemlidir. Bu baglamda; S. epidermidis enfeksiyonlari i¢in en etkin antibiyotigin;
diger bir hucre duvari inhibitéru olan; Vankomisin (VA) antibiyotigi oldugu ve in
vitro kosullar altinda yapilan ¢esitli galismalarin sonucuna gore; bu antibiyotige
kargi direng gelistirdigi gb6zlenen S. epidermidis susuna rastlanmadigi
bildiriimektedir (Al vd., 2005; Chaieb et al., 2005). Yapilan galigmalara paralel
olarak, calismamizdaki butun S. epidermidis suslarinin, Vankomisin’e kargi duyarl
olduklari tespit edildi (Sekil 4.13.).

Gunumuzde yapilan galismalar ise; in vivo kosullar altinda, 6zellikle biyomateryal
iligkili endokardit vakalarinda, Vankomisin antibiyotiginin, S. epidermidis suslari
inhibisyonu igin ideal bir antibiyotik olmadigini géstermektedir. Bu durumun baslica

nedeni olarak ise; S. epidermidis suglari tarafindan yiksek miktarda olusturulan
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biyofilmler gosterilmektedir (Juarez-Verdayes, 2006). Biyofilm olugsmus alanda;
enfeksiyon etkenini tamamen ortadan kaldiracagi dusunulen antibiyotige karsi
koruyucu bir tabaka varligi s6z konusudur. ilave olarak; biyofilm olusmus alandaki
yuksek bakteri hiicresi konsantrasyonu ve bu hiicrelerin zamanla lizize ugramalari,
mevcut bolgedeki ekstraseluler DNA miktarininin artisina da neden olmaktadir.
DNA miktarindaki artis ise; hucreler arasi horizontal gen transferini, 6zellikle de;
transformasyonu tetiklemektedir (Parsek and Singh, 2003). Dolayisiyla, biyofilm
icerisindeki S. epidermidis suslari mevcut durumlarindan daha direngli bir hale
donusebilmekte ve en guclu tedavi yontemlerine bile yanit vermeyerek, mortaliteye

ve dnemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir.

Calismamizda P. mirabilis suslarinin antibiyotik diren¢ oranlari incelendigi taktirde;
calismada kullanilan suslarin tamaminin, Seftriakson (CRO), Sefiksim (CFM),
Seftazidim (CAZ), Amikasin (AK) ve Piperasilin/Tazobaktam (TZP) antibiyotiklerine
karg! duyarli olduklari saptandi. Bu suslarin en yiuksek direng gosterdikleri ikinci
antibiyotigin ise; Nitrofurantoin (F) oldugu (%93) gézlendi (Sekil 4.14.).

Sefalosporinler, bakterisidal etkili olmakla beraber, peptidoglikan sentezini
engelleyerek, hucre duvari olusumunu durdurmaktadir. Bu gruba ait antibiyotikler,
sahip olduklari bir takim antimikrobiyal 6zelliklere gore farkl kusaklar altinda
gruplandinimistir. Bu kusaklar arasindan; Ugiincii Kusak Sefalosporin’ler, hastane
kaynakli Enterobacteriacae familyasina ait mikoorganizmalarin tedavisi igin
kullaniimaktadir (Pechere and Laverdierc, 1984; Quintiliani, 1984).

Calismamizda P. mirabilis suslari igin; Uctincti Kusak Sefalosporin’ler arasindan;
Seftriakson (CRO), Sefiksim (CFM) ve Seftazidim (CAZ) antibiyotikleriyle ¢ahlgildi
ve bu antibiyotiklerden UGg¢Unun de, g¢alismamizdaki butin P. mirabilis suglari
tzerinde %100 etkin oldugu saptandi. Bu baglamda ulkemizde yapilan bir ¢alisma
incelendigi taktirde; Ucuincii Kusak Sefalosporin’ler grubundan, Seftriakson
antibiyotiginin; Proteus suslar Uzerinde %87.1 oraninda etkili oldugu bildirilmistir
(Colak vd., 1987). 2003 yilinda ulkemizde yapilmig olan bir diger ¢calismaya gore
ise; poliklinik hastalarindan izole edilen P. mirabilis suglarinin Seftazidim
antibiyotigine kargi duyarlilik orani; %96 olarak, Seftriakson antibiyotigine karsi
duyarlilik orani ise; %100 olarak hesaplanmistir (Ay vd., 2003). ilave olarak,

Baysallar ve arkadaslarina goére; 2001 yilinda Seftazidim antibiyotiginin,
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P. mirabilis suslari Gzerindeki etkinligi; %83 olarak tespit edilmistir (Baysallar vd.,
2002). Bu baglamda, farkh yillarda uygulanmis olan degisik calismalar, bizim
bulgularimizla benzerlikler teskil etmekte ve P. mirabilis enfeksiyonlarinin tedavi
edilmesinde Uclncl kusak sefalosporinlerin kullanilabilirligini desteklemektedir;
fakat bu gruba ait antibiyotiklerin, bilingsizce ve gereginden fazla kullanimi
sonucunda, Sefotaksim ve Seftazidim antibiyotiklerine karsi sergilenen antibiyotik
direncinde de son yillarda artis gdzlenmekte oldugu, saptanan bulgular arasinda

yer almaktadir (Luzzano et al., 1998).

Klindamisin (CC); bakterilerin 50S ribozomal alt birimlere baglanarak protein
sentezini inhibe eden ve bakteriostatik etkinlik gosterdigi bilinen, Linkozamid turevi
bir antibiyotiktir. Yapilan bir ¢alismada; P. mirabilis suslarinin Linkozamid ttrevi
antibiyotiklere karsi dogal direngli olduklar bildiriimektedir (Stock, 2003). Bu
baglamda, calismamizda kullanilan P. mirabilis suslarinin tamaminin Klindamisin
antibiyotigine karsi direncli olmasi, bu bilgiler ile paralellik gostermektedir
(Sekil 4.14.).

Bakteri ribozomlarinin 30S ribozomal alt birimine geri dénlsimsuz bir sekilde
baglanarak, protein sentezini inhibe eden Aminoglikozid turevi antibiyotikler, Gram
negatif basillerin neden olduklar enfeksiyonlarin tedavisinde buyuk rol
oynamaktadir (Turkmen, 2002). Bu baglamda, ¢alismamizda P. mirabilis suslari
icin, Aminoglikozid tlrevi antibiyotikler arasindan; Gentamisin (CN), Tobramisin
(NN) ve Amikasin (AN) antibiyotikleriyle caligildi. S6z konusu antibiyotikler
arasindan en yuksek miktarda direng¢ gelisiminin; Tobramisin antibiyotigine kargi
sergilendigi gozlendi. Diger iki antibiyotik igerisinden ise; Amikasin antibiyotigine
karsi direncli herhangi bir sus varligina rastlanmadi. Cesitli Gram negatif basillerle
ve poliklinik hastalarindan izole edilen P. mirabilis suslari ile yapilan ¢alismalarda,
Gram negatif basillere ve P. mirabilis suglarina en yuksek oranda etkili olan
antibiyotigin; Amikasin antibiyotigi oldugu (%96) bulunmustur (Colak vd., 1987; Ay
vd., 2003).

Sadece c¢ocuk yastaki hastalarin idrar kultirinden izole edilmis P. mirabilis
suslariyla yapilan bir galismada; Proteus turlerinin Amikasin antibiyotigine karsi
olan duyarhliklari %90-95 olarak agiklanmaktadir (Lazarevi¢ et al., 1998). Farkli

calismalarda gdzlenen bulgular; ¢alismamizda kullanilan P. mirabilis suslarinin
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tamaminin Amikasin antibiyotigine kargi duyarh oldugu bulgusuyla benzerlik teskil
etmekte ve Proteus tirleri ile olan micadelede Amikasin antibiyotiginin etkin bir

antibiyotik oldugu gercegdini desteklemektedir.

Tazobaktam/Piperasilin (TZP); Beta—Laktam tirevlerinden olmakla beraber, 2
farkli antibiyotigin bir araya gelmesi sonucu elde edilmektedir. Tek baslarina
antibakteriyal etkileri zayif olan bu iki antibiyotigin bir araya gelmesi sonucunda
ise; guclu bir Beta—Laktamaz inhibisyonu s6z konusu olmaktadir (Sipahi, 2009).
Calismamizda, bu antibiyotige karsi direngli hi¢ bir sus varligina rastlanmamistir.
So6z konusu bulgumuza paralel olarak; 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada da
2001-2005 yillan arasinda izole edilen 1008 adet P. mirabilis susunun TZP
direnci; %2.8 olarak aciklanmaktadir (Mahamat et al., 2006). Ayni ¢alismada;
P. mirabilis suglarinin 2000 yilina ait TZP direncinin %1.5 oldugu, 2004 yilinda bu
oranin %7.3’e yukseldigi, 2005 yilinda ise; direng oraninin tekrar %?2.7’lere

dustugu bildiriimektedir.

in vitro kosullar altinda belirli bir antibiyotige karsi duyarli olduklari saptanan bazi
P. mirabilis suglarinin; in vivo kosullar altinda, ayni antibiyotige karsi direngli
olabildikleri gbzlenmektedir. Bu gibi durumlarda, hastaya uygun doz ve 6zellikte
olan antibiyotigin verilmesi sonucunda; hastalik belirtilerinin sadece gegici bir
sureligine ortadan kalktigi, belirli bir zaman sonunda ise ayni belirtilerin
tekrarlandig1 gozlenmektedir. Yapilan incelemeler, bu durumdan; katater gibi vicut
ici kullanimi s6z konusu olan biyomateryallerin ve bu materyaller Gzerinde olusan

biyofilmlerin sorumlu oldugunu gostermektedir (Morris et al., 1997).

Uzun sureli katater kullanimi s6z konusu olan hastalarin yarisindan fazlasinin
kataterleri Uzerinde biyofilm tabakasi olugsmaktadir (Getliffe and Mulhall, 1991) ve
enfeksiyona neden olan P. mirabilis suslarinin belirli bir kismi, bu tabaka
sayesinde antibiyotiklerden korunmaktadir. Cevresindeki olumsuz kosullardan
korunma firsati bulan P. mirabilis suslari; kendileri igin elverisli kosullar olustugu
taktirde tekrar enfeksiyonlara sebebiyet vermektedir. Bu konuda ¢alisan
arastirmacilar; tekrar eden P. mirabilis enfeksiyonlarinin énine gecgebilmek igin,
uzun sure kullanimi s6z konusu olan kataterin veya mevcut herhangi baska bir
malzemenin, hasta vlcudundan uzaklastiriimasi gerekliligini vurgulamaktadir

(Getliffe, 1994). Bu durum ise; ekonomik kayiplari beraberinde getirmektedir.
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Calismamizda C. albicans suslarinin antifungal direng oranlari incelendiginde;
kullanilan buatin antibiyotiklerin yuksek duzeylerde etkili olduklari gozlendi.
Flukanazol antifungaline kargi geligtirilen C. albicans direncinin ise; %13.7 olup
diger antifungallere kiyasla daha fazla oldugu belirlendi. Calismamiz kapsaminda;
C.albicans suslarinda; Kaspofungin (CAF) ve 5—Florositozin (FCY) antifungallerine
kargi olan direngliligin ¢ok dusuk oldugu (%3.3); Amfoterisin B (APH) direngliliginin
ise; Kaspofungin ve 5—Florositozin direngliliinden daha fazla oldugu (%7)
g6zlendi (Sekil 4.15.).

Antibakteriyel ajanlarin  kullaniminda oldugu gibi, antifungal ajanlarin
kullanimindaki artis da antifungal ila¢ direncine neden olmaktadir. Bu baglamda,
antifungal direng; Primer (intrinsik), Sekonder (kazaniimis) ve Klinik olmak Gzere,

u¢ baglik altinda incelenmektedir.

Primer direng; kalitimla gelen bir 6zellik iken, sekonder direng; antifungalin uzun
sureli kullanimi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir; ¢inkd belirli bir antifungale karsi
onceden duyarli olan bir sus, antifungalin uzun streli kullanimi sonucunda, o
antifungale karsi direncli bir fenotip gelistirmektedir. Klinik direng ise; laboratuvar
testlerine gore belirli bir antifungale karsi hassas oldugu saptanan susun, ayni
antifungal ile tedavi edilememesi durumu olarak tanimlanmaktadir. Bu durumla
ise; kalici rahatsizliklarda, derin immin yetmezlik durumlarinda (AIDS hastaligi
gibi) ve enfekteprostetik materyal varliginda karsilasildigi bildiriimistir (Alexander
and Perfect, 1997).

Amfoterisin B; hidcre membranindaki sterollere baglanmak suretiyle membran
gecirgenligini degistirir ve c¢esitli kicik molekullerin membrandan sizmasina neden
olur. 2005 yilinda, Candida turleriyle yapilan bir ¢alismada; Amfoterisin B
antifungalinin; ¢calismada kullanilan Candida turlerinden ¢gogunun Gzerinde yuksek
etkinlikte bulundugu, ayni izolatlarin Flukonazol antibiyotigine kargi gosterdikleri

direng oraninin ise; %28 oldugu bildirilmigtir (Demirbilek vd., 2007).

5—Florositozin; nikleik asit inhibisyonu yaparak etkili olan bir antifungal ajandir ve
genellikle invaziv Aspergillus vakalarinin tedavisinde, Amfoterisin B ile beraber
kullaniimaktadir (Burch et al., 1985; Karp et al., 1988). Cunkl bu antifungalin,

Amfoterisin B ile beraber kullaniimasi; agir mantar enfeksiyonu geciren hastalarda
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daha iyi sonu¢ vermektedir. Bu baglamda; bu antifungalin; Flukonazol direnci
gozlenen suslarin inhibisyonunda ve mantar enfeksiyonu yuzinden durumu

agirlasmis hastalarin tedavisinde tercih edilmesi 6énerilmektedir.

Kaspofungin (CAS); Ekinokandin tdrevi bir antifungal olup glukan sentezini
engellemek suretiyle, mantar hdcre duvari olusumunu inhibe ederek etki
gostermektedir (Keating and Jarwis, 2001). Genellikle, Aspergillus ve Candida
turlerinde etkili oldugu bildirilen bu grup antifungallerin tedavide ilk sirada
kullaniimalari, FDA tarafindan onerilmemektedir (Keating and Jarwis, 2001;
Maertens et al.,, 2002); ¢unku yapilan aragtirmalar, Kaspofungin etkinliginin
oldukga yuksek oldugunu gdstermektedir. Bu baglamda bu antibiyotigin; ancak ¢ok
agir mantar enfeksiyonu geciren ve Flukonazol antifungaline yanit vermeyen

hastalarin tedavisinde kullaniimasi 6nerilmektedir (Hernandez et al., 2003).

1994 yilinda yapilan bir calismada; 5-Florositozin antifungalinin, C. albicans
suslarl Uzerinde; %97.5 oraninda etkili oldugu (Ruhnke et al., 1994), 2004 yilinda
yapilmis olan bir diger c¢alismada ise, 5-Florositozin ve Amfoterisin B
antifungallerine kargi batln suslarin  duyarh olduklar saptanmistir (Adiloglu vd.,
2004). BuUtin bu sonuglar; Amfoterisin B, Kaspofungin ve 5-Florositozin
antifungallerinin, C. albicans enfeksiyonlarini ortadan kaldirmada, etkin rol

oynadiklarini gostermektedir.

Antimikrobiyal duyarlihk testleri sonucunda elde edilen duyarlihk profilleri,
mikroorganizmalarin fenotipik olarak tiplendiriimelerinde buyuk bir énem teskil
etmektedir; fakat mikroorganizmalar tarafindan vyapilan gen alis verisleri
mikroorganizmalarin duyarlilik profillerinde degiskenliklere neden olacagindan;
“Antibiyotipleme” olarak da ifade edilen “Antimikrobiyal Duyarllik Profillerine Bagli

Tiplendirme” nin ayirim gucu, her zaman yeterli olamamaktadir.

Calismamizda; S. epidermidis, P. mirabilis ve C. albicans turlerinin, duyarlilk
profillerine goére olusturulan antibiyotip gruplar incelendi. Bu baglamda, S.
epidermidis suglarinda 11 antibiyotige kargi 16 farkli antibiyotip profili gdzlendi
(Cizelge 4.4.). 2000 yihnda Tokyo'da yapilan bir galismada, 35 hastadan izole
edilen S. epidermidis suslarininin; 7 farkli antibiyotip profili sergiledikleri
(Nakamura et al., 2000), 2008 yilinda Tunus’da yapilan bir diger arastirmada ise;
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S. epidermidis suslarinin; 17 farkh antibiyotip profili sergiledikleri saptanmistir
(Salah et al., 2008).

P. mirabilis suslari incelendiginde; bu suslarin 15 antibiyotige karsi 8 farkli
antibiyotip profili olusturduklari belirlendi (Cizelge 4.5). C. albicans suglarinda ise;
30 farkh sus tarafindan; 6 antifungale karsi 7 farkli antibiyotip profili elde edildi
(Cizelge 4.6). 1995 yilinda, 482 farkh C. albicans susu ile yapilan bir calismada; 6
antifungale kargi 26 farkh antibiyotip saptandidi bildiriimektedir (Quindds et al.,
1996).

S. epidermidis suslarinda; en sik gozlenen antibiyotip profillerinin; ANT3, ANT4,
ANTS ve ANT9 olduklar belirlendi (Sekil 4.16.). Ayni antibiyotip profiline sahip
olan suslarin, birbirleriyle iligkili olup olmadiklarini saptayabilmek amaciyla;
suslarin Klinik bilgileri incelendi ve 4 farkli antibiyotip profili icerisinden; sadece
ANT9 profiline sahip olan suslarin bilgilerinde benzerlikler gézlendi. Calismamiz
sonucunda elde edilen bilgilere gore; ANT9 profiline sahip suslarin ayni servis
Unitesinde bulunan hastalarin (Kalp—Damar Cerrahisi) Yara Yeri’nden izole edilmis
olduklari saptandi. Bu suglarin benzer klinik bilgilere sahip olmalari, nozokomiyal
bir yayllima sebebiyet verebilecekleri gergegini disundiurdu; fakat ANT9 profiline
sahip sus sayisinin, az bir oran ile sinirli olmasi, bu olasiigin disuk oldugunu

gostermektedir.

P. mirabilis suglarinda; 8 farkl antibiyotip arasindan en sik karsilagilan antibiyotip
profilinin; ANT2 oldugu gozlendi (Sekil 4.17.). Yapilan incelemelerde, ANT2
grubuna dahil olan suslarin %60’Inin, Cocuk Hastaliklari Unitesinden izole
edildikleri gozlendi (Sekil 4.17., Cizelge 4.2.). ilave olarak, bu suslarin izole
edildikleri klinik materyallerden gogunun; idrar Kiltiirii oldugu gorildi.

C. albicans suslarinda ise, en sik kargilagilan antibiyotip profilinin ANT1 oldugu
saptandi (%76.7) (Sekil 4.18.). Bu gruba dahil olan C. albicans suslarinin
antifungal direnglilikleri incelendigi taktirde ise; tum suslarin 6 farkh antifungalin
hepsine birden duyarh olduklari gézlendi. Bu baglamda, C. albicans suslarinda,
P. mirabilis ve S. epidermidis suslarindan farkli olarak, antimikrobiyal ajanlara

kargi duyarlihgin daha fazla oldugu ve Flukonazol disinda batin antifungallere
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kargl duyarh olan suglardan olusan ANT2 grubunun, en sik karsilasilan ikinci

antibiyotip grubu oldugu goruldu (Sekil 4.18.).

Ulkemizde ve tim dinya genelinde, antimikrobiyal direnclilik (zerine yapilan
arastirmalar her gegen gun daha da fazla 6nem kazanmaktadir; c¢lUnku
mikroorganizmalarin diren¢ kazandiklari ilag sayisinda, son zamanlarda onemli bir
artis s6z konusudur. Birden fazla sayida antimikrobiyal ajana karsi direng
sergileyen mikroorganizmalar ise; c¢oklu antimikrobiyal dirence sahip olmalari
bakimindan tedavilere yanit vermemekte ve bir cok anlamda ciddi kayiplara neden
olmaktadir. Bu baglamda ¢alismamizin devaminda; S. epidermidis, P. mirabilis ve
C. albicans suslarinin farkl sayida antimikrobiyal ajanlara karsi olan direncgleri
incelendi. Oncellikle S. epidermidis suslari incelendigi taktirde; suslarin %5'inin
batin antibiyotiklere karsi duyarli oldugu, 7 farkh antibiyotige karsi direng gelistiren
S. epidermidis suglari oraninin ise en yuksek siklikta oldugu (%20) bulundu
(Cizelge 4.7) ve bu suslardan cogunun; Kalp—Damar cerrahisi Unitesinde yatmakta
olan hastalardan izole edilmis olduklari gozlendi (Cizelge 4.1.). Bir diger ¢calismada
ise; coklu antibiyotik direnci sergiledikleri tespit edilen S. epidermidis suslarinin;

Yogun Bakim unitelerinden izole edildikleri agiklanmaktadir (Michelim, 2005).

Calismamizda, birden fazla sayida antibiyotik direncine sahip oldugu saptanan
S. epidermidis suslarinin; hepsinin, Vankomisin’e karsi duyarli olduklari sonucu,
pek ¢ok calisma ile paralellik gdstermektedir (Wenzel, 1997; Jarlow and Hoiby,
1998; Ozkan, 2000; Tolun et al., 2001; Voung and Otto, 2002) (Cizelge 4.4.).

P. mirabilis suslarinda, batun 15 antibiyotige birden direngli veya bu antibiyotiklerin
hepsine birden duyarli herhangi bir sus varlidina rastlanmazken, iki farkh
antibiyotige kars! direng gelistiren sus oraninin en ylksek siklikta oldugu (%33)
saptandi (Cizelge 4.7). iki farkli antibiyotige karsi direng gelistiren bu suslarin
hepsinin; ANT2 profilinde olduklari ve 15 antibiyotik icerisinden sadece,
Klindamisin ile Nitrofurantoin antibiyotiklerine kargi direngli olduklari gézlendi. Bu
baglamda 2010 yilinda Proteus suslari Uzerine yapilan bir arastimada, 2 ve daha
fazla sayida antibiyotie direnc goOsteren sus oraninin; %88.5 oldugu
aciklanmaktadir (Feglo et al., 2010).
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C. albicans suglarinda, tim antifungallere kargi hassasiyet %83.3 olarak
hesaplanirken, butin 6 antifungale birden direngli herhangi bir sus varligina
rastlanmadi. Butun suslarin ise; maksimum 3 farkli sayida antifungale karsi direng
geligtirebildikleri saptandi (Cizelge 4.7). 3 farkli antifungale karsi direng gelistiren
suslardan Ca8 susunun; Yogun Bakim Unitesinde yatmakta olan bir hastadan izole
edildigi ve ayni susun; hastada mortaliteye sebebiyet verdigi gozlendi
(Cizelge 4.7.).

Gegmiste yapilmis olan calismalarin ¢odunda; mikroorganizmalardaki c¢oklu
antimikrobiyal dirence neden olan bir ¢cok farkli mekanizma tzerinde durulmustur.
Bu baglamda bir ¢ok ¢alismada, bilingsiz ila¢g kullanimi yltzinden gunden gine
artmakta olan antimikrobiyal direncin 6nemi vurgulanmaktadir; ¢linkd, bilingsiz ilac
kullaniminin; mikroorganizmalardaki gen alig verigsi mekanizmasini artirdigi ve
suslarin, eskiden duyarh olduklari antimikrobiyal ajanlara kargi zamanla direng
kazanmalarina neden oldugu bilinen bir gergektir (Oztiirk, 2008). Giiniimuzde
yapilan arastirmalar ise; biyofilm olusumunun da, antimikrobiyal dirence neden
olan mekanizmalardan biri oldugunu ve bu mekanizma yuzunden, bir c¢ok
enfeksiyonun ilag ile tedavi edilemedigini gostermektedir. 2010 yilinda Belgika’da
yapilan bir arastirmada; ciddi ekonomik kayiplara ve mortaliteye neden olan
enfeksiyonlarin; %65-80 kadarinin biyofilm iligkili oldugu tespit edilmistir (Coenye
and Nelis, 2010).

Mikroorganizmalarin, bulunduklari ylzey alana iyice sabitlenmelerini ve bir arada
kalmalarini saglayan biyofilmler; hiucreleri basta klor olmak Uzere dezenfektanlara,
besinsizlige, kuruluga, pH dalgalanmalarina, toksinlere ve virUslere karsi da
korumakta ve onlara bir surl avantaj saglamaktadir (Turetgen, 2006). Bu
baglamda onceki bolumlerde de agiklandigi gibi; antimikrobiyal ajanin, biyofilm
icerisine dusUk oranlarda penetre olmasi, ve biyofilm olusmus bdlgenin sinirli
miktarda besin maddesi igeriyor olmasi, mikroorganizmalari gevresel kosullara
karsi daha direncli hale getirmekte (Altun ve Sener, 2008) ve biyofilm olusturan
hicrelerin  antimikrobiyal ajanlara kargi olan direngliligini, 10-1000 kez
artirmaktadir (Mah and O’Toole, 2001).

Calismamizin bu asamasinda, calismada incelenen tum mikroorganizmalarin

biyofilm olugumlari arastirildi. Elde edilen absorbans verilerine gore ise; 5 farkli
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biyofilm grubu (BF Tip1, BF Tip2, BF Tip3, BF Tip4, BF Tip5) olusturuldu. Bu
gruplar icerisinden; 1.0-1.3 OD araliginda biyofilm olusturdugu goézlenen suslar;
en yuksek biyofilm grubu olan BF Tip1’e dahil edilirken, 0-0.1 OD arahginda
biyofilm olusturdugu gézlenen suslar; en dusuk biyofilm grubu olan, BF Tip5e
dahil edildi.

S. epidermidis suslarinin %25’inin; biyofilm olusumu bakimindan 2. en yuksek
sirada olan; BF Tip2 grubunda oldugu saptandi (Cizelge 4.8.). Bu baglamda
BF Tip2 grubu suslarin %40 kadarinin; Kalp Damar Cerrahisi tnitesinde bulunan

hastalarin, Kan kilturlerinden izole edilmig olduklari gozlendi (Cizelge 4.1).

S. epidermidis suslari; insan derisi Uzerinde dogal flora elemani olarak
bulunmaktadir; fakat cesitli biyomateryallerin vicut igerisine yerlestiriimeleri
sirasinda, bu ture ait suslar da vicut icerisine girebilmekte ve enfeksiyonlara
sebebiyet verebilmektedir (Eiff et al., 2002). Yapilan arastirmalar; son 20 yilda,
intravaskuler kataterler, santral kataterler, yapay kalp kapakgiklari, endotrakeal
tupler ve ortopedik araglar gibi ¢esitli vucut ici kullanimi olan biyomateryallerin
kullaniminin yayginlastigini gostermektedir. Bu tur malzemelerin kullaniminin
yayginlasmasi ise; S. epidermidis kolonizasyonuna firsat saglamasi bakimindan,
biyomateryal iligkili enfeksiyonlarin artmasi ile sonuglanmaktadir (Costerton et al.,
1999).

Bizim calismamiz kapsaminda BF Tip2 grubunda yer alan S. epidermidis
suslarindan ¢ogunun, Kalp Damar Cerrahisi Unitesinde yer aliyor olmalari; bu
hastalarin kalp ve damar yollari tedavilerinde biyomateryal uygulaniminin séz
konusu olabilecegi gergegini akillara getirdi; cunki 2001 yilinda Amerika'da
yapilan bir calismada; yapay kalp kapakgiklarinin, biyofilm olugumlari igin oldukca
uygun bir ylzey vyapisina sahip oldugu, bu yuzey alanda yuksek siklikta
S. epidermidis kolonizasyonu go6zlendigi, bu kolonizasyonun ise; endokardit ile
sonuglandidi agiklanmistir (Donlan, 2001). Calismamizda kullanilan S. epidermidis
suslari arasindan en yuksek biyofilm olusturdugu gézlenen Se9 susunun da, Kalp
Damar Cerrahisi Unitesinde yer alan bir hastanin Kan kulturinden izole edilmis
oldugu bulgusu, yukaridaki bilgiler ile paralellik teskil etmesi bakimindan,

tahminimizin dogrulugunu kuvvetlendirmektedir (Cizelge 4.1.)
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P. mirabilis suslarinin ise; %10’unun; biyofilm olusumu bakimindan 2. en yuksek
sirada olan; BF Tip2 grubunda olduklari saptandi (Cizelge 4.9). Bu baglamda
BF Tip2 grubu suslarin gogunun; Acil Pediatri Unite’sinde bulunan hastalarin, idrar

kaltarlerinden izole edilmis olduklari gézlendi (Cizelge 4.2.).

Normal kosullar altinda steril olmasi beklenen idrarda, mikroorganizma varligina
rastlanmasi, idrar yollarinda enfeksiyon oldugunun bir géstergesidir. P. mirabilis
turd mikroorganizmalarin ise; idrar yollarina katater yerlestiriimis olan hastalarda
siklikla enfeksiyona neden olduklari bilinmektedir (Liaw et al., 2000). Bu baglamda
yapilan arastirmalar; idrar yolu enfeksiyonlarinin ¢oguna kateterlerin neden
oldugunu ve nozokomiyal enfeksiyonlarin %40 kadarini kateter iliskili

enfeksiyonlarin olusturdugunu gdéstermektedir (Warren, 1991).

Son yillarda yapilan arastirmalar incelendidi taktirde ise; kataterler Uzerinde
mikroorganizmalar tarafindan olusturulan biyofilmin, enfeksiyon gelisiminde en
onemli rolG Ustlendigi vurgulanmaktadir. Bu baglamda gunimuzde, katater
yuzeyindeki biyofilm olusumunu engelleyici stratejiler gelistiriimektedir (Teke vd.,
2010).

Calismamiz kapsaminda kullanilan C. albicans suslari incelendigi taktirde ise; bu
suslar arasindan yalnizca tek bir tane susun (Ca8), biyofilm olugsumu bakimindan
en yuksek sirada yer alan; BF Tip1 grubunda oldugu saptandi (Cizelge 4.10.). Bu
sus, calismamizda kullanilan butlin suslar arasinda en yiksek OD degerine sahip
olmasi ve galismamiz kapsaminda BF Tip1 grubuna dahil olan tek sus olmasi
bakimindan dikkat ¢ekmektedir. Bu baglamda bu susun; Genel Yogun Bakim
Unitesinde bulunan 78 vyasinda bir hastanin Balgam’indan izole edildigi ve

hastanin bu enfeksiyon sonrasinda vefat ettigi bulgularina ulasildi (Cizelge 4.3.).

Ulkemizde yapilan bir arastirmada da; Candida tirlerinin hastanelerde, yiiksek
morbidite ve mortalite nedeni olduklari agiklanmaktadir (Douglas, 2003). Ayni
calismada, bir ¢cok Candida enfeksiyonunun; katater, prostetik kalp kapakgigi,
endotrakeal tup ve eklem protezi gibi biyomateryal kaynakh oldugu bildiriimekte
olup, Candida turlerince, bu materyaller Uzerinde olugsturulan biyofilmler enfeksiyon

etkeni olarak gosterilmektedir (Dolin, 1995).
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Bizim calismamiz kapsaminda kullanilan C. albicans suslarindan c¢ogunun;
kadinlarda vajinite neden olduklari ve bu enfeksiyonlardan hi¢ birinin mortaliteyle
sonuc¢lanmadigl gozlendi. Yurt disinda yapilan galismalar incelendigi taktirde ise;
Candida turlerinin, nozokomiyal kan yolu enfeksiyonu etmeni olarak Amerika’'da 4.
sirada yer aldiklari, Avrupa’da ise 10. sirada yer aldiklari bildirilmektedir (Marchetti
et al., 1996; Nolla — Salas et al., 1997; Fluit et al., 2000).

Ulkemizde ve vyurt disinda vyapilan arastirmalardan elde edilen sonuglar;
C. albicans suglarinin neden olduklari biyofilm iligkili nozokomiyal enfeksiyonlarin,
yurt disinda daha yaygin oldugu gergegini ortaya koymaktadir. Ulkemizde ise; Kan
kaltirinden izole edilen ve nozokomiyal enfeksiyon etmeni olarak saptanan
C. albicans suslari sayisinin, yurt disina oranla daha dusuk seviyelerde seyrettigi
gozlenmektedir. Bu sonucun altinda ise; vlcut ici kullanimi s6z konusu olan
biyomateryallerin, yurt disinda daha yaygin kullaniliyor oldugu gergeginin yattigi
distunilmektedir. ilave olarak, C. albicans suslarinin, viicut direnci diisiik olan
AIDS hastalarinda da mortaliteye sebebiyet verici enfeksiyonlara neden olduklari
bilinen bir gergektir (Satilmis vd., 2011). Bu baglamda, ulkemizde yurt digsina
kiyasla daha az sayida AIDS vakasi gozlenmektedir. Dolayisiyla AIDS hastaliginin
ve vlcut i¢i kullanimi s6z konusu olan biyomateryal kullaninimin yaygin oldugu
ulkelerde C. albicans kaynakli biyofilm olusumunun da yuksek oldugu; bu durumun
ise; nozokomiyal C. albicans enfeksiyonlarinda artisa neden oldugu

dusunulmektedir.

Biyofilm olusturan mikroorganizmalarin, antimikrobiyal ajanlara karsi daha direngli
olmalarinda gesitli fizyolojik kosullar rol oynamaktadir. Antimikrobiyal ajanlarin,
biyofilm tabakasina etkin bir sekilde penetre olamadiklari gergegdi, bu kosullardan
bir tanesidir (Baillie and Douglas, 1998) ve bu durum, vicut icerisinde tekrarlayan

enfeksiyonlara neden olmaktadir.

Biyofilm tabakasi, mikroorganizmalarin genetik olarak antimikrobiyal direng
kazanmalarinda da etkin rol oynamaktadir; ¢unkl biyofilm yapisi ylztinden belirli
bir ylzey alan tzerinde sabit kalan mikroorganizmalar; diger mikroorganizmalara
kiyasla daha fazla gen aligverisi yapma firsati elde etmektedir (Parsek and Singh,
2003). Bu baglamda, calismamizda, suslarin antimikrobiyal duyarliliklari ile,

biyofilm olusumu sonugclari karsilastirmali olarak degerlendi ve yuksek miktarda
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biyofilm olusturduklari gozlenen suslarda, ¢oklu antimikrobiyal direnclilik kontrol
edildi.

S. epidermidis suglari incelendiginde; en yuksek miktarda biyofilm olusturdugu
belirlenen Se9 susununun, direngli oldugu antibiyotik sayisinin da fazla oldugu ve
bu susun; calismada kullanilan 11 antibiyotik icerisinden 9Quna kargi direncli
oldugu gozlendi (Cizelge 4.11.). Benzer bir sekilde; antibiyotiklerden en az 5
tanesine direngli olduklar saptanan; Se3, Se14, Se15 ve Se19 suslarinin da,
yuksek miktarda biyofilm olusturduklari ve BF Tip2 grubunda yer aldiklar
saptandi. Illave olarak, bitin antibiyotiklere karsi duyarli oldugu saptanan Se2
susunun, biyofilm olusumu bakimindan da ¢ok zayif oldugu ve BF Tip5 grubunda

yer aldidi gozlendi (Cizelge 4.11.).

Bu bulgular; S. epidermidis suslarinda biyofilm olusturma o6zelliginin, antibiyotik
direncliligini olumlu yodnde etkiledigini gostermekte ve literaturdeki bulgularla
benzerlik teskil etmektedir. Yliksek biyofilm olusturma yetenegi olan S. epidermidis
suglarinda yuksek antibiyotik direncliligi sonucuna rastlaniimasinin; yukarida da
belirtildigi gibi, gen alis verisi ilkesine bagl olarak gelistigi (Donlan, 2001) dusuk
biyofilm olugturan suglarda ise; boyle bir durum s6z konusu olmayacagindan, s6z

konusu iki 6zelligin birbirinden bagimsiz olarak gelistikleri sonuglarina varildi.

Calismamiz kapsaminda, yuksek biyofiim olusturan suslarda genetik olarak
yuksek antibiyotik direngliligi gozlendigi gibi, biyofilm olusumu bakimindan c¢ok
zayif olduklar bilinen bazi suslarin da, yuksek sayida antibiyotiklere karsi (Se10
susu; 9 farkh, Se11 susu; 8 farkh) direng gelistirebilmis olduklari gézlendi. Bu
durum ise; biyofilm olusumu disuk olan suslarda, antibiyotik direnci 6zelligi ile
biyofilm olusturma &zelliklerinin birbirinden bagimsiz olarak gelistikleri sonucunu

desteleyici niteliktedir.

2004 yilinda farkh klinik materyallerden izole edilen S. epidermidis suslari ile
yapilan bir galismada; bizim calismamiza benzer sonuglar elde edilmistir. Bu
baglamda, Kan kultirinden izole edilen suslarda; Gentamisin ve Oksasilin
antibiyotiklerine karsi yuksek diren¢ sergilendigi ve bu susglardaki biyofilm
olusumunun da; suslarin antibiyotik direncliliklerini takiben yuksek seviyelerde

seyrettigi gozlenmektedir; fakat ayni c¢alismada idrar yollarindan izole edilen
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S. epidermidis suslari incelendigi taktirde; bu suslarin Oksasilin direnclilikleri ile
biyofilm olusumlarinin birbirinden bagimsiz olarak seyrettikleri gozlenmektedir
(Kozitskaya et al., 2004).

2011 yihinda Misirda yapiimis olan bir diger glincel calismada ise; kanser
hastalarina ait gesitli klinik materyallerden izole edilmis Staphylococcus turleri
icerisinden; yuksek biyofilm olusturma yetenedi oldugu goézlenen suslarin,
antibiyotiklere karsi daha direngli 6zellikte olduklari agiklanmaktadir (El — din et al.,
2011).

P. mirabilis suslari incelendigi taktirde; en ylksek miktarda biyofilm olusturdugu
tespit edilen Pm15 susunun, direncli oldugu antibiyotik sayisinin da ylksek oldugu
ve bu susun; g¢alismada kullanilan 15 antibiyotik igerisinden 8’ine karsi direncli
oldugu goézlendi. Benzer sekilde, 8 farkli antibiyotige karsi direncgli oldugu tespit
edilen Pm8 susunun da; oldukga yuksek miktarda biyofilm olusturdugu ve BF Tip2
grubunda yer aldig1 goruldu; fakat yapilan incelemeler, 8 farkl antibiyotige karsi
direncli oldugu gdézlenen Pm2 ve Pm12 suslarinin; orta seviyelerde biyofilm
olusturmus olup BF Tip3 grubuna dahil edimis olduklarini géstermektedir (Cizelge
4.12).

ilave olarak; BF Tip2 grubunda yer aldi§i ve yiiksek miktarda biyofilm olusturdugu
g6zlenen Pm3 susunun, sadece iki farkli antibiyotige karsi diren¢ gosterebildidi ve
bu antibiyotiklerin; Klindamisin ile Nitrofurantoin gibi, son derece dusuk etkinligi

olan antibiyotikler olduklari belirlendi (Cizelge 4.12.).

2010 yiinda yapilan bir calismada; PB-laktamaz enzimi iceren P. mirabilis
suslarinin biyofilm olusumlari incelenmis olup, B-laktamaz enzimi Uretimi ile
biyofilm olusumu arasinda direkt bir iligki s6z konusu olmadidi anlagiimistir; fakat
her iki mekanizmaya birden sahip olan P. mirabilis suglarinin, diger P. mirabilis
suslarina gore daha patojen olduklari tespit edilmistir. Bu baglamda bu suslar;
kronik ve kalici pek ¢ok idrar yollari enfeksiyonlarindan da sorumlu tutulmaktadir
(Nucleo et al., 2010).

C. albicans suslari incelendigi taktirde; ylksek biyofilm olusturduklari gézlenen
Ca8 ve Ca11 suslarinda, farkl antifungallere karsi olan direncin de yuksek oldugu

ve bu suslarin; ¢alismada kullanilan 6 antifungal igerisinden 3’GUne karsi direngli
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olduklari gozlendi (Cizelge 4.13.); fakat calismamizda, ikinci en yuksek biyofilm
olusturdugu tespit edilen Ca3 susunun; sadece Flukonazol antifungaline karsi
direncli oldugu gorildi. ilave olarak; 3 farkli antifungale birden direncli oldugu
g6zlenen Ca9 susunun, minimum seviyelerde biyofilm olusturmus oldugu; butin
antifungallere karsi tamamen duyarli olduklari saptanan Ca5, Cal8 ve Ca20
suslarinin ise; yuksek miktarlarda biyofilm olugturup BF Tip2 grubunda yer aldiklari
gozlendi (Cizelge 4.13.).

Bu baglamda; C. albicans suslarinda, antifungal direngliligi ile biyofilm olusturma
Ozelliklerinin dogru orantili olarak gelisebildikleri gibi, birbirlerinden bagimsiz
olarak da gelisebilmekte olduklari ve her iki 6zellige birden sahip oldugu gozlenen
Ca8 susunun, diger suslara kiyasla daha patojen olup, hastanin mortalitesinden

sorumlu oldugu belirlendi.

Yapilan arastirmalarin ¢odu; C. albicans suslarinin, normal kosullar altinda duyarli
olduklari antifungallere karsi; biyofilm olusturmaya basladiktan sonra direng
gelistirebildiklerini gdstermekte olup bu direngliligin; antifungal penetrasyonundaki
dususten, biyofilm ortamindaki besin miktarinin azalmasindan veya ayni ortamda
antifungal parcalayici enzimlerin Uretilmesinden kaynaklandigi aciklanmaktadir
(Brown and Gilbert, 1993).

Gunumuzde yapilan arastirmalarda ise; mikroorganizmalar tarafindan “Persister
Cells” adi verilen inatgi hlcrelerin gelisiminin  s6z konusu oldugundan
bahsedilmektedir. Bu hucrelerin; ¢esitli mikroorganizmalardaki ¢oklu antimikrobiyal
direncten sorumlu olduklar bildiriimektedir; ¢unkl “Persister” Hucreler, dormant
halde bulunarak hi¢ bir antimikrobiyal ajandan etkilenmemekte ve her tirll

olumsuz kosula kargi direng gostermektedir (Lewis, 2010).

2006 yilinda C. albicans suslariyla yapilan bir g¢alismada, “Persister’ olarak
adlandirilan ¢oklu ila¢ direncine sahip inat¢i hicrelerin, sadece biyofilm olusturmus
C. albicans suslarinda gelistigi bildirilmistir (La Fleur et al., 2006). Bu durum ise;
biyofilm olusturma 06zelligi olan C. albicans suglarinda, “Persister’ hucrelere
donusme olasiliginin, olusturmayan suslara kiyasla daha yuksek oldugunu, hatta
biyofilm olusturma 06zelligi olmayan C. albicans suglarinda “Persister” hucrelere

olan doénusimin gerceklesmemekte oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla,
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C. albicans suslarindaki ¢oklu antifungal direngliliginin, biyofilm olusturma 6zelligi

ile iligkili olabilecegi gergegi s6z konusudur.

Calismamiz kapsaminda en yuksek biyofilm olusumunun gézlendigi Se9, Pm15 ve
Ca8 susglarinin Ugunun de antimikrobiyal ajanlara karsi oldukca yluksek
derecelerde direncli olduklari gorulmektedir ve yapilan arastirmalar, en yuksek
biyofilm olusumunun go6zlendidi suslarda, c¢oklu antimikrobiyal direngliliginin
beklenen bir 6zellik oldugunu gdstermektedir; ¢linkl biyofilm tabakasi igerisindeki
mevcut ortam, mikroorganizmalar arasi gen alig verigini destekleyici niteliktedir. Bu
durum ise; direngli suslarin olusmasina neden olmaktadir. Gegmisten ginimuze
kadar, biyofilm olugumlari Uzerine yurutilen galismalar neticesinde; biyofilmlerin
canli veya cansiz bir ¢ok yuzey alanda olugabilme 6zelliginde olduklar bildirilmistir
(Donlan, 2001). ilave olarak; biyofilmlerin viicut icerisinde, iki ana durum
sonucunda olusmakta oldugu anlagiimigtir. Bunlardan bir tanesini; cerrahi
islemlerle vlcut icerisine yerlestirilen biyomateryallerin kullanimi olusturmakta,
diger durum ise; kisinin vucut direncinin disuk olmasindan kaynaklanmaktadir.
Her iki durumun da, mikroorganizmalarin kolonizasyonlari ve biyofilm olusturmalari
icin oldukga elverigli oldugu sonucuna varilmistir. Biyofilm olusumu; AIDS hastalari
ve Kistik Fibroz hastalari gibi vucut direnci diguk kimselerde mortalitelere
sebebiyet verirken, vlcudu igerisine biyomateryal vyerlegtiriimis kimselerde;
tekrarlayan enfeksiyonlara neden olmakta ve buyluk ekonomik kayiplari da,

beraberinde getirmektedir.

Vucut icerisine yerlegtirilen ¢esitli biyomateryallerin ylzeyinde veya belirli bir
genetik rahatsizliktan oturd vicut direnci duguk kimselerin bazi dokularinin
tzerinde (Kistik Fibroz hastalarinin akciger dokularinda oldugu gibi) birden fazla
mikroorganizma turunun kolonize olabildigini gostermektedir (Donlan, 2001,
Ozcelik, 2004). Bu durum ise, farkli tirden mikroorganizmalarin ayni ortamda
kolonize olmalarinin, ortamdaki biyofilm olusumunu ne sekilde etkileyecegi

sorusunu akhmiza getirmis bulunmaktadir.

GUnUmuzde, tek bir tartin biyofilm olusumu Uzerine bir ¢ok arastirma varligindan
s6z edilebilirken, karisik kulttrlerin biyofilm olusumlari ile ayni ylzey alanda
bulunan farkli tarlerin birbirlerini ne sekilde etkiledikleri Gzerine yapilan arastirma

sayisi oldukga azinliktadir (Burmglle et al., 2006).
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Bu baglamda, calismamizin son asamasinda; direnci dusuk hastalarin cesitli
dokularinda veya idrar sondalari, yapay kalp kapakgiklari, kataterler gibi vicut igi
kullanimi olan c¢esitli yabanci cisimler GUzerinde biyofilm olusturduklari bilinen
S. epidermidis, P. mirabilis ve C. albicans suslarinin ayni ortamda kolonize
olmalari durumunun, biyofilm olusumuna olan etkisi arastirildi ve suslar dnce ikili

olarak, ardindan ug¢u ayni alanda olacak gekilde bir araya getirildi.

Elde edilen sonuglar incelendigi taktirde; S. epidermidis (Se9) ile P. mirabilis
(Pm15) suslarinin beraber kolonizasyonlarinin; ylzeydeki biyofilm olusumunu
olumlu ybénde etkiledigi gozlendi; ¢unkU bu iki susun bir arada bulunmasi
sonucunda olusan biyofilm miktarinin; S. epidermidis (Se9) ve P. mirabilis (Pm15)
suslarinin tek baslarina olusturduklari biyofilm miktarindan daha fazla oldugu
saptandi (Sekil 4.22.); ancak ayni durum, C. albicans (Ca8) susu icin gecerli
degildi. Tek basina yuksek miktarda biyofilm olusturdugu gézlenen C. albicans
(Ca8) susunun diger suslarla olan kolonizasyonu, biyofilm miktarindaki dusus ile
sonuglandi (Sekil 4.22.).

Bu baglamda c¢alismamiz sonuglarina gore; belirli bir ylzey alan Uzerinde
C. albicans tdrinin tek basina kolonize olmasi ile ayni ylzey alanda
S. epidermidis ve P. mirabilis turlerinin beraber kolonize olmalari durumlarinin,
ortamdaki biyofilm miktarini artiracagi ve hasta tedavilerinde zorluklara neden

olacagi tahmin edilmektedir.

Karisik kultirlerde biyofilm olusumu Uzerine yapilan galismalar; ayni ortamda
kolonize olmus farkli mikroorganizma tarlerinin; birbirlerini  olumlu yénde
etkileyebildikleri gibi olumsuz yonde de etkileyebilecekleri gergegini ortaya
koymaktadir (Burmglle et al., 2006).

Arastirmacilar tarafindan; bazi suslarin belirli nedenlerden 6turt (gesitli enzim
komplekslerine sahip olmamalari veya kimelesme o6zelliginden yoksun olmalari
gibi) tek baslarina biyofilm olusturamadiklan aciklanmaktadir. Bu tur
mikroorganizmalarin, farkli tirden mikroorganizmalarla bir arada ve ayni alanda
kolonize olmalari durumunun ise, ortamdaki biyofilm olusumunu artirici etkide
bulundugu tespit edilmistir (Ghigo, 2001; Palmer et al., 2001; Filoche et al., 2004).

Bakteriyotoksin Uretimi ile ortamdaki pH dususlnin ise; mikroorganizmalarin
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birbirlerini olumsuz yonde etkilemelerine neden oldugu ve bu durumun; biyofilm
olusumunu da olumsuz yonde etkiledigi agiklanmaktadir (Tait and Sutherland,
2002; Rao et al., 2005). Bu baglamda, galismamiz kapsaminda, S. epidermidis ve
P. mirabilis tdrlerinin, C. albicans turunu yukarida anlatilanlara benzer sekilde

olumsuz etkiledikleri tahmin edilmektedir.

Tarkiye’de yapilan bir arastirmada; mekanik kalp kapaklarinin, S. epidermidis,
P. mirabilis ve C. albicans tlrd mikroorganizmalarin Ggunin birden kolonize olup
biyofilm olugsturduklari alanlardan biri oldugu agiklanmaktadir (Oztirk vd., 2008).
Ayni calismada; Uriner sondalarda S. epidermidis ve P. mirabilis tlrlerinin beraber
kolonizasyonlarinin s6z konusu oldugunundan da bahsedilmektedir. Bu baglamda
yapilan diger calismalara gore, santral vendz kataterlerde; S. epidermidis ve
C. albicans turlerinin kolonizasyonlarinin s6z konusu oldugu agiklanmaktadir
(Raad et al., 1992; Montanaro et al., 1999).

Calismamiz boyunca yapilan arastirmalar; biyofilm olusumunun,
mikroorganizmalara bir cok anlamda avantaj saglamasi ve onlari gevresel bir cok
etmene kargi korumasi bakimindan, insan hayatini tehdit edici nitelikte oldugunu
g6stermektedir. Ozellikle; viicut direnci dusiik hastalari ve viicudu igerisinde
yabanci cisim kullanmak zorunda olan kigileri mortaliteyle kargi karsiya getiren bu
tabakalasma yuziinden hastalar, en gucli antimikrobiyal ajanlarla bile tedavi
edilememektedir. ilave olarak; biyofilmler, tek bir mikroorganizma tarafindan
olusturulabildigi gibi birden fazla sayida turin bir araya gelmesiyle de
olusabilmekte ve ayni anda bir ¢ok farkl enfeksiyona sebebiyet verebilmektedir.
Bu durumun ise; saglik kurumlarinda buyuk endiselere neden oldugu ve tedavileri

daha da zorlasgtirdigi bilinen bir gergektir.

Sonug olarak ¢alismamizda bu amacla; Ankara’daki bir hastanenin farkh servis ve
klinik materyallerinden izole edilen S. epidermidis, P. mirabilis ile C. albicans
suslarinin; klinik verilere gore dagilimlari, antimikrobiyal ajanlara kargi direnglilikleri
ve biyofilm olusumlari belirlenerek elde edilen bulgular birbirleriyle karsilastirildi.
Bu uc¢ farkh tGrin bir arada bulunmalari sonucunda gelisen biyofilm miktari
incelendi. Bu baglamda elde edilen bulgular; bir ka¢ defa kullaniimasi gereken
materyallerin ne olursa olsun; biyofilm olusumu acisindan da kontrol edilmeleri

gerektigi gostermektedir. Dolayisiyla, suslarin biyofilm olusturma 6zelligine sahip
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olup olmadiklarina dair uygulanan testlerin, rutin laboratuar testleri igerisine dahil
edilmeleri; hastane enfeksiyonlariyla ve ekonomik kayiplarla olan mucadelelerde

buyuk bir avantaj saglayacaktir.

S. epidermidis suslarinin en sik izole edildikleri klinik materyal ile servis Unitesinin;
Yara Yeri kultart ve Kalp Damar Cerrahisi oldugu; S. epidermidis enfeksiyonlariyla
en sik kargilasan hastalarin ise; 31-60 yas arahidinda olduklari ve bu
enfeksiyonlarin erkeklerde, kadinlara oranla daha fazla siklikta gorildigu
sonugclarina varildi. Bu baglamda P. mirabilis suslari incelendiginde; en sik izole
edildikleri klinik materyal ile servis Unitesinin; idrar kiltiri ile Acil Pediatri oldugu;
P. mirabilis enfeksiyonlariyla en sik kargilasan hastalarin ise; 0-15 yas araliginda
olduklari ve bu enfeksiyonlarin da S. epidermidis suslarinda oldugu gibi;
erkeklerde, kadinlara oranla daha fazla siklikta gorildigu sonuglarina varildi.
C. albicans suglarinda ise; en sik karsilasilan klinik materyalin, Vajen kulttru
oldugu ve bu suslarin neredeyse tamaminin Kadin Hastaliklari ve Dogum
Unitesinden izole edilmis olup 31-45 yas araliindaki kadinlarda enfeksiyona

sebebiyet verdigi saptandi.

Yuksek biyofilm olusturduklari belirlenen S. epidermidis suslarinin, genellikle Kan
kaltarinden izole edilmis olduklari, en yuksek miktarda biyofilm olusturdugu
saptanan C. albicans susunun da, diger C. albicans suslarindan farkh olarak,
Yogun Bakim Unitesinde yatan bir hastadan izole edilmis oldugu gézlendi. Yiksek
biyofilm olusturan suslarin Kan kultirinden ve Yogun Bakim Unitesinden izole
edilmeleri  ise;  biyofilm iligkili  bu  mikroorganizmalarin  nozokomiyal

enfeksiyonlardan sorumlu olabileceklerini gostermektedir.

S. epidermidis suslarinin %90’ inin Penisilin G (P) antibiyotigine karsi direngli
oldugu ve Vankomisin (VA) antibiyotiginin; tim S. epidermidis suslari Uzerinde
%100 etkin oldugu; butlin S. epidermidis suslarinin 11 farkli antibiyotige karsi, 16
farkh antibiyotip profili sergiledikleri ve bu suslarda en sik kargilasilan antibiyotip
profillerinin ANT3, ANT4, ANT5 ve ANT9 olduklari; tim S. epidermidis suglarindan
%35’inin, batun antibiyotiklere karsi duyarl oldugu ve 11 antibiyotige birden direngli
herhangi bir sus varligina rastlanmadigi; ama 7 farkh antibiyotie karsi direng
geligtiren S. epidermidis suslart oraninin en yuksek degerde oldugu (%20)

sonuglarina varildi.
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P. mirabilis suglarinin tamaminin Klindamisin (CC) antibiyotigine karsi direncli,
Seftriakson (CRO), Sefiksim (CFM), Seftazidim (CAZ), Amikasin (AK) ve
Piperasilin/Tazobaktam (TZP) antibiyotiklerine karsi ise duyarl olduklari;
calismamiz kapsaminda kullanilan 15 farkh antibiyotige karsi, 8 farkli antibiyotip
profili sergiledikleri ve bu suglarda en sik karsilasilan antibiyotip profilinin, ANT2
oldugu; batun 15 antibiyotige birden direngli veya bu antibiyotiklerin hepsine birden
duyarl herhangi bir sus varligina rastlanmadigi; ama 2 farkli antibiyotige karsi
direng gelistiren sus oraninin en yuksek siklikta oldugu (%33) ve bu suslarin
hepsinin; ANT2 profiinde olup sadece, Klindamisin ve Nitrofurantoin

antibiyotiklerine karsi direngli olduklari sonuglarina varildi.

C. albicans suslarinin %13.3’4nun Flukonazol antifungaline karsi direncli oldugu
ve Kaspofungin ile 5-Florositozin antifungallerinin, tum C. albicans suslari
uzerinde %100 etkin olduklari; ¢calisma kapsaminda kullanilan batin C. albicans
suslarinin 6 farkli antifungale karsi, 7 farkh antibiyotip profili sergiledikleri ve bu
suslarda en sik karsilagilan antibiyotip profilinin, ANT1 profili oldugu; tim
C. albicans suslarindan %83.3’Unun, butin antifungallere kargi duyarli olduklari ve
6 antifungale birden direngli herhangi bir sus varligina rastlanmadig;; ama
maksimum 3 farkli sayida antifungale karsi direng geligtirebildikleri sonuglarina

varildi.

S. epidermidis, P. mirabilis ve C. albicans suglarinin antimikrobiyal duyarliliklari ile
biyofilm olugsumlari kargilastirmali olarak degerlendirildiginde, genel olarak tum
suslarda; biyofilm olusturma 6zelliginin, antimikrobiyal direnci kazanimini tetikledigi
ve direngliligi artirdid1 sonucuna varildi; giinkt en yliksek biyofilm olugturan 3 farkl
tire ait susun oldukga fazla sayida antimikrobiyal ajana karsi direnglilik
sergiledikleri gézlendi. Yuksek biyofilm olusturma ile ¢oklu antimikrobiyal direng
Ozelliklerinin her ikisine birden sahip olan suslarin ise; diger suslara gore ¢ok daha
patojen olduklari ve C. albicans (Ca8) susunda oldugu gibi hastanin

mortalitesinden sorumlu olabildikleri gozlendi.

S. epidermidis ve P. mirabilis suslarinin bir arada kolonize olmalari biyofilm artigi
ile sonuglanirken, C. albicans susu ile birliktelikleri biyofilm miktarindaki dusus ile
sonuglandi. Bu baglamda bakteri hicrelerinin, maya hucreleri Gzerinde biyofilm

olusumu bakimindan olumsuz bir etkiye sahip oldugu sonucuna varildi.
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S. epidermidis, P. mirabilis ve C. albicans suslarinin tGg¢lnin birden ayni ortamda
kolonize olmalariyla olusan biyofilm miktarinin arastirildigi baska herhangi bir
calismaya rastlanmamasi; ¢alismamizin 6zgun nitelikte oldugunu gostermektedir.
Sonu¢ olarak, calismamizda elde edilen bulgular, biyofilm olusumlarinin
Onlenmesine, biyofilm olusturan patojen suslara karsi gelistirilecek kontrol
stratejilerinin  belirlenmesine ve 0Onemli kayiplarin 6nune gegilmesine katkilar

saglayacaktir.
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