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OZET

Cesitli klinik orneklerden izole edilmis metisiline duyarh Staphylococcus
aureus (MSSA) ve metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinin
biyofilm olusturma 0zelliklerinin konvansiyonel ve molekiler yontemlerle

arastirillmasi

Son yillarda cerrahi girigimlerin, imminsiiprese hasta ve kullanilan implant
sayisinin artmasiyla birlikte biyofilm kaynakli enfeksiyonlar giderek daha ciddi bir
saglik sorunu haline gelmistir. Biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin en sik etkenlerinden
biri Staphylococcus aureus’tur. Biyofilm kaynakli enfeksiyonlar bu bakterinin sahip
oldugu metisilin direnciyle birlestiginde uygun tedavi protokoli belirlemek son derece
gii¢ olmaktadir.

Calismada farkli klinik orneklerden izole edilmis enfeksiyon etkeni olan
metisiline duyarli ve direngli S. aureus’larin biyofilm olusturma potansiyelini ve bu
acidan aralarindaki farki gozlemlemek; biyofilm varliginin tespitinde kullanilacak
kolay uygulanabilir, giivenilir ve etkin yontemleri belirlemek amaclanmaistir.

Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gonderilen yara, kan ve kateter 6rneklerinden izole edilmis toplam
200 S. aureus susu (100 adet MRSA, 100 adet MSSA) ¢alismaya dahil edilmistir. TUm
suglarin biyofilm olusumu modifiye Christensen, MTT, BioTimer ve Congo Red Agar
yontemleri ile incelenmis, ayrica biyofilm olusumundan sorumlu ica operon varligina
PZR ile bakilmistir. Tiim suslarda biyofilm olusturma oranlari ve biyofilm gen
bolgeleri arastirilmis, direngli ve duyarl suslar ile kan ve yara izolatlar1 arasindaki
farkliliklarin  belirlenmesi amaclanmigstir. Ayrica uygulanan tiim biyofilm tespit
yontemlerinin birbiriyle uyumu incelenmistir.

Calismada metisilin direngli suslarin duyarli suslara gére hem daha kisa siirede
hem de daha yiliksek oranda biyofilm olusturdugu, ayrica olusturduklart biyofilm
yapisiin daha yogun oldugu gosterilmistir. Kan ve yara izolatlar1 arasinda biyofilm
olusumu acisindan istatistiksel bir fark bulunmadig1 goriilmiistiir.

Molekiiler yontem referans olarak alindiginda kullanilan konvansiyonel
yontemlerden en duyarli yontemin %84 ile MTT yontemi oldugu, bunu %82,4 ile

modifiye Christensen yonteminin izledigi goriilmiistiir. Biyofilm tespitinde kullanilan



en Ozgiil yontemin ise %86,7 ile BioTimer yontemi oldugu, ikinci siray1 ise %81,3 ile
modifiye Christensen yonteminin aldigi goriilmiistiir. Konvansiyonel yontemler ile
molekiiler yontem karsilagtirildiginda kullanilan konvansiyonel yontemlerde tespit
edilen biyofilm varlig1 ile PZR’deki ica pozitifligi arasinda istatistiksel olarak bir fark
goriilmemistir. Buna ek olarak ica gen pozitiflik sayisi arttik¢a bakterilerin biyofilm
olusturma egiliminin arttig1 goriilmiistir.

Bu bulgulara gére MRSA gibi daha viriilan susglarin biyofilm olusturma egiliminin
daha yiiksek oldugu ve bu iki diren¢ mekanizmasinin birbirini siirekli destekler
nitelikte oldugu goriilmiistiir.

Molekdler yontemlerin kullanilabilirliginin miimkiin oldugu durumlarda ica gen
bolgesinin tespitinin tek basina bile virulan - nonvirulan sus ayrimi1 yapmada 6nemli
bir ayira¢ oldugu, ica varhiginin tespitinin hastayla ilgili alinan tedavi kararlarinda,
korunma stratejilerinin  belirlenmesinde ve biyofilm kaynakli enfeksiyonlarla
miicadelede erken bir belirte¢ olabilecegi goriilmiistiir.

Molekiiler yontemlerin kullanilamadigi durumlarda biyofilm varliginin tespitinde
kullanilacak hizli sonug veren, kolay uygulanabilir ve giivenilir konvansiyonel
yontemlerin varligi son derece 6nem tagimaktadir. Calismamizda kullanilan tiim
konvansiyonel yontemler bu agidan yeterli goziikmektedir. Modifiye Christensen ve
MTT yontemleri biyofilm kantitasyonu da yapmasit agisindan konvansiyonel
yontemler arasinda 6n plana ¢ikmaktadir. BioTimer yontemi ise biyofilm varliginin
tespitinde kullanilan ¢ok yeni ve dikkat ¢ekici bir testtir.

Sonug olarak kolonizasyon veya enfeksiyon etkeni olarak belirlenen bakterilerin
biyofilm olusturma potansiyelini belirlemek ve girisimsel islemlerden 6nce bu
bakterilere yonelik gereken tedbirleri almak biyofilm kaynakli enfeksiyonlar1 ve buna

bagli morbidite ve mortaliteyi azaltacaktir.

Anahtar kelimeler: Staphylococcus aureus, biyofilm, biyofilm sistemleri, metisilin,

stafilokok enfeksiyonlari, genler - ica



ABSTRACT

Conventional and molecular investigations of the biofilm formation of
methicillin-sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) and methicillin-resistant

Staphylococcus aureus (MRSA) strains isolated from various clinical specimens

Biofilm-related infections have become an increasingly serious health problem
with the increasing number of surgical procedures, immunocompromised patients and
the number of implants used in recent years. One of the most common causes of
biofilm-related infections is Staphylococcus aureus. When biofilm-related infections
combine with the methicillin resistance of this bacteria, it would be extremely difficult
to determine the appropriate treatment protocol.

The aim of the study was to determine the biofilm formation potential of
methicillin-susceptible and resistant S. aureus, which is isolated from different clinical
specimens, and to determine the difference between them in this regard and also to
determine easily applicable, reliable and effective biofilm detection methods to be
used.

A total of 200 S. aureus strains (100 MRSA, 100 MSSA) isolated from wound,
blood and catheter samples which were sent to the Baskent University Faculty of
Medicine Hospital Clinical Microbiology Laboratory were included in the study.
Biofilm formation of all strains was examined by modified Christensen, MTT,
BioTimer and Congo Red Agar methods, and the presence of ica operon responsible
for biofilm formation was also identified by PCR. Biofilm formation rates and biofilm
gene segments were sought to determine the differences between resistant and
susceptible strains, blood and wound isolates in all strains. In addition, compatibility
of all biofilm detection methods that were applied was examined.

Studies have shown that methicillin-resistant strains produce biofilms in a shorter
time and at a higher rate than susceptible strains, as well as the biofilm structure,
which was produced by methicilin-resistant strains, was more intense. There was no
statistical difference between blood and wound isolates in terms of biofilm formation.

When the molecular method is accepted as a reference, the most sensitive
conventional method was MTT method with a sensitivity of 84%, followed by the
modified Christensen method with a sensitivity of 82.4%. The most specific method



used for biofilm detection was BioTimer method with a specificity of 86.7% and the
second method was the modified Christensen method with a specifity of 81.3%. When
comparing the molecular methods with conventional methods; there was no
statistically significant difference between the presence of biofilm detected in the
conventional methods used and the ica positivity in the PCR. In addition as the
number of ica gene positivity increases, the tendency of bacteria to form biofilm
Increases.

These findings suggest that more virulent strains, such as MRSA, have a higher
propensity to biofilm formation and that these two mechanisms of resistance support
each other.

Where the availability of molecular methods is possible, the detection of the ica
gene region alone has been found to be an important reagent for discriminating
virulent-nonvirulent strains and it has been shown that detection of the presence of a
ica may be an early marker of patient-related treatment decisions, identification of
protection strategies, and struggle with biofilm-related infections.

In cases where molecular methods cannot be used, the existence of fast-acting,
easy-to-apply and reliable conventional methods to detect the presence of biofilms is
of paramount importance. All conventional methods used in our work seem to be
sufficient in this respect. Modified Christensen and MTT methods are at the forefront
of conventional methods because of their ability to make biofilm quantitation. On the
other hand BioTimer method is a very new and remarkable test used in the detection
of biofilm presence.

As a result; determining the potential for biofilm formation of bacteria identified
as colonizing or infecting and to take the necessary precautions for these bacteria prior
to interventional procedures will reduce biofilm-related infections and associated

morbidity and mortality.

Keywords: Staphylococcus aureus, biofilm, biofilm systems, methicillin,

staphylococcal infections, genes - ica
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1. GIRIS

Giliniimiizde tiim diinyada hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarin basinda
gelen etkenlerden biri olan Staphylococcus aureus, basta impetigo, folikiilit,
karbonkiil, fronkiil, seliilit gibi deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 olmak {izere
bakteriyemi, endokardit, menenjit, perikardit, pnédmoni, osteomiyelit ve septik artrit
gibi yaygin sistemik enfeksiyonlar ve toksik sok sendromu, septik sok, haslanmis
deri sendromu, besin zehirlenmeleri gibi toksijenik sendromlara neden olmaktadir
(1). Stafilokok enfeksiyonlarmin patogenezinde toksin ve ekstraseliller enzim
iiretimi, antibiyotik direnci ve yabanci cisimlerin yiizeyine yapisarak bu yiizeylerde
biyofilm olusumu rol oynar.

Ozellikle hastane enfeksiyonlarinda mikroorganizmanm viicut icine
yerlestirilen malzemelere yapigmasi patogenezde ilk asamayr olusturmaktadir (2,
3). Stafilokoklar bu yiizeylere yapigsmayi kolaylastiran “slime” faktor olusturabilme
yetenegine sahiptirler. Slime veya diger adiyla glikokaliks yapisi; ekzopolisakkarit,
teikoik asit ve bir miktar proteinden olusan ekstraseliiler bir olusumdur. Slime
olusturan mikroorganizmalarin biyofilm olusturmasi kolaylasir; ayrica slime yapisi
bakteriyi fagositozdan korur, opsonizasyon ve kemotaksiyi engeller, notrofil
aktivitesini azaltir ve bakteriye virulans kazandirir (4).

Biyofilm, polisakkarit yapida ekstraseliiler bir organik matriks i¢cinde gomiilii
birbirine ve kati bir taban veya ara yiizeye tutunmus siki ag yapisinda hiicre
toplulugudur. Gerek biiyiime ve gen ekspresyonu, gerekse antibiyotik duyarlilig
acisindan farklilasmis bir yapidir (5, 6). Biyofilm yapisindaki mikroorganizmalar
(sesil hiicreler) antibiyotiklere planktonik (serbest) formlarina gore cok daha
direnglidir ve konakta kronik bir enfeksiyon odagidir (7, 8).

Biyofilm olusumunda ilk agama mikroorganizmanin mikrobiyal adeziv matriks
molekdlleri (microbial surface components recognizing adhezive matrix molecules,
MSCRAMM) olarak bilinen yiizey proteinleriyle uygun yiizeyli yabanct maddeler
veya konak doku ligandlarina tutunmasidir (9, 10).

S. aureus biyofilm olusumunda ikinci ve temel mekanizma ise PIA
(Polisakkarit Interselliiler Adezin) sentezidir. Bu sayede bakteriler birbirlerine
tutunarak ¢ok tabakali biyofilm yapisini olusturmaktadir (11, 12). Poli-N-stksinil-
B-1-6 glikozamin (PIA-PNSG) polisakkarit adezyon matriksinin Gretiminden

icaADBC operonu sorumludur. Biyofilm olusumu ile ica gen varligi arasinda direk



korelasyon oldugunu gosteren c¢esitli ¢alismalar mevcuttur (13-15). Bu nedenle
icaADBC operonu barindiran S. aureus suslar1 potansiyel birer biyofilm iireticisi
kabul edilmektedir (16). Bu operon dort ana par¢adan olusur; icaA, icaD, icaB ve
icaC. TUm bu genler ica R tarafindan kontrol edilir (17).

Biyofilm olusumunu gosteren birgok yontem vardir (18, 19):

Boyama yontemleri: Kristal viyole/safranin, 1,9-dimetil metilen blue (DMMB),
fluorescein-di-acetate (FDA) ile biyofilm tabakasinin komponentleri boyanarak
biyofilm varlig1 tespit edilebilir. Ayrica biyofilm kitle kantitasyonu i¢in boyama
yontemlerine ek olarak CFU (Colony Forming Unit) hiicre sayimu, total protein
miktar1 ve kuru agirlik 6l¢tim yontemleri kullanilabilir.

- Metabolik yontemler: MTT {3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium  bromide}, rezasurin, BioTimer yontemi, l0sin
inkorporasyon ve ATP biyoliiminesans ile biyofilm yapisin1 olusturan canli
bakterilerin sayisi/yogunlugu tespit edilebilir.

- Mikroskopik yontemler: Konfokal Tarayict Lazer Mikroskopi (CLSLM),
Tarayic1 Elektron Mikroskopi (SEM) ve Epiflorasans Mikroskopi ile hem
biyofilm yapisin1 arastirmak hem de bilgisayar programlar1 ile koordine
kullanilarak biyofilm kantitasyonunu yapmak miimkiindiir.

- Molekiler yontemler: PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile biyofilm
olusumundan sorumlu icaADBC operon uyeleri ve . MSCRAMMIar tespit
edilebilir.

Ayrica Congo Red Agar Yontemi ile koloni renk ve morfolojisine gore
bakterideki slime faktor olusumu gosterilebilir.

Calismanin amaci c¢esitli klinik Orneklerden izole edilen MRSA ve MSSA
suslarinin  biyofilm olusturma 6zelliklerinin - molekiler ve konvansiyonel

yontemlerle arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Stafilokoklarin Genel Ozellikleri

Stafilokoklar ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanmis 0,5-1,5
um ¢apinda, yuvarlak, tum hicreleri uniform, sporsuz ve hareketsiz gram pozitif
koklardir. Tek tek hiicreler, tetratlar ve kisa zincirler seklinde goriilebilmesine
ragmen genel olarak {iziim salkimina benzeyen (Yunanca: staphylia - (zim)
kiimeler olustururlar (20).

Stafilokoklar  1986’da  Bergey’in  yaptigt  sistematik  bakteriyoloji
smiflandirmasina  gore  Planokok, Mikrokok ve Stomatokoklarla birlikte
Micrococcacae ailesi iginde yer almistir; ancak daha sonralari yapilan genetik
calismalar ve kemotaksonomik analizler sonucu bu mikroorganizmalarin
birbirlerinden farkli oldugu goriilmiis ve stafilokoklar Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology’nin yeni baskisinda Firmicutes subesi, Bacilli smufi,
Bacillales takimindaki Staphylococcaceae ailesi iginde siniflandirilmigtir (21, 22).
Gunumuzde Staphylococcus cinsi igerisinde tespit edilmis 35 tir bulunmasina
karsin S. aureus butln stafilokoklar icerisinde yer alan en énemli insan patojeni
olarak izole edilmektedir (23).

S.aureus kat1 besiyerinde 18-24 saatte lireyen, genellikle S tipi altin sarisi
pigment olusturan (Latince: aureus - altin), 1-3 mm boyutlarinda, yuvarlak,
yuzeyden hafif kabarik kolonilere sahip ve cogunlugu kanli agarda beta hemoliz
zonu olusturan bakterilerdir. Nonhemolitik S.aureus kolonileri de gormek
mimkundar; ancak alfa hemoliz yapan stafilokok tiriine rastlanmamaistir. Belirgin
kapsul olusturan suslar mukoid goriinimde kolonilere sahip olabilir. S.aureus’un
ozellikle kronik enfeksiyonu olan hastalardan izole edilen formlarinda besiyerinde
kiicik, bazen buyitecle gorilebilen, pigmentsiz, hemolizsiz koloniler seklinde
ureyen kiguk (ctice) koloni gesitleri de tanimlanmustir (20, 24, 25).

S. aureus eriskinlerde %?20-40 oraninda burun tasiyicilifinin yani sira;
intertrijindz yani deri katlant1 bolgeleri, perine, aksilla ve vajende de kolonize
olurlar. Normal insan florasinin bir pargasi da olsa S. aureus l6kosit kemotaksi ve
antikor opsonizasyon defektleri, deri biitiinligiiniin bozuldugu durumlar, yabanci
cisim varligi, kanser ve alkolizm gibi kronik altta yatan hastalik varligi ve
antibiyotik kullanimi gibi durumlarda 6nemli oportunistik enfeksiyonlara yol

acabilir. Bu gibi durumlarda S. aureus lokal cilt enfeksiyonlarindan hayati tehdit



eden sistemik enfeksiyonlara kadar bir¢ok hastaliga sebep olabilir. S. aureus iliskili
enfeksiyonlar Tablo 2.1’de gosterilmistir (1, 22).

Tablo 2.1. S. aureus iliskili enfeksiyonlar

Pirojenik Enfeksiyonlar

Folikalit Bakteriyemi - Endokardit
Fronkdl - Karbonkl Menenjit

Impetigo Perikardit

Siipuratif hidradenit Pnémoni

Mastit Osteomyelit — Septik Artrit
Yara yeri enfeksiyonlari Pyomiyozit

Toksijenik Enfeksiyonlar

Stafilokokkal besin zehirlenmesi

Stafilokokkal toksik sok sendromu

Stafilokokkal haslanmis deri sendromu

S. aureus’un bu genis hastalik spektrumuna sahip olmasinda rol oynayan
viruans faktorleri mevcuttur. Temel virulans faktéri olan A proteini koagilaz
negatif stafilokoklarda (KNS) bulunmaz ve IgG’nin (G1, G2, G4) Fc bdlgesine
baglanarak opsonizasyonu ve kompleman aktivasyonunu engelleyen tek proteindir.

S.aureus‘un sahip oldugu viriilans faktorleri Tablo 2.2°de 6zetlenmistir (24-27).

Tablo 2.2. S.aureus virulans faktorleri

Virulans Faktori Biyolojik Aktivitesi
Yiizeyel Yapilan
Kapsuler polisakkarit Adezyon, antifagositer etki
Protein A IgG (G3 disinda) Fc parcasina baglanma
Teikoik asit Mukozal yiizeylere tutunma
Peptidoglikan Zayif endotoksin benzeri etki
Enzimleri
Katalaz Antifagositer etki
Koagilaz Fibrinojen — fibrin doniisiimii
B - laktamaz B - laktam halkasinin hidrolizi
Hyallronidaz, Lipaz, Fibrinolizin, Nikleaz Bakteri yayilimim kolaylastiran yikici enzimlerdir
Toksinleri

Eksfoliyatif (epidermolitik) toksin (ET-A, ET-B) | Epidermisteki desmosom kdéprilerini parcalar,
haslanmus deri sendromuna neden olur

Enterotoksin (A-E,H,1) Stafilokokkal besin zehirlenmesine sebep olan
stiper antijenlerdir

Sitotoksin (a, B, y, 6, Panton-Valentin Farklt hiicreler o6zellikler 16kositler iizerinde

Lokosidin) sitolitik etkinlik

Toksik Sok Sendrom Toksin-1 (TSST-1) Toksik Sok Sendromuna sebep olan siiper
antijendir




2.2. Staphyloccus aureus Tanisi

Stafilokoklar bir bagka gram (+) kok olan mikrokoklarla gerek hicre
morfolojisi, gerekse katalaz reaksiyonunun pozitifligi sebebiyle siklikla
karigabilmektedir. Bu nedenle laboratuvarlarda stafilokok tanisi koymak igin
oncelikle bu bakteriyi  Micrococcus cinsinden ayirmak  gerekir (22).
Mikroorganizmanin dogru tanimlanmasi; patojenin klinik 6neminin, hasta ve saglik
calisan1 i¢in olusturdugu risklerin belirlenebilmesi, uygun antimikrobiyal tedavi
secimi, mikroorganizmaya ait olagan dis1 duyarlilik profillerinin goriilebilmesi ve
antimikrobiyal diren¢ belirlenmesinde uygun laboratuvar testinin sec¢imi igin
gereklidir (22).

Stafilokok oldugu diisiiniilen bir bakterinin tanimlanmasi i¢in gram boyama,
katalaz testi, furazolidon, lizostafin ve basitrasin duyarlilik deneyleri, glikoz
fermentasyonu deneyi, gliserolden asit olusturma deneyi ve modifiye oksidaz
testleri yapilabilir. Stafilokoklar lizostafin ve furazolidona duyarli, basitrasine
direnclidir. Mikrokoklar ise lizostafin ve furazolidona direncli, basitrasine
duyarlidir. Stafilokoklar anaeorobik kosullarda glikozdan asit olustururken; zorunlu
aerob bir mikroorganizma olan mikrokoklar olusturmaz. 0,4 pg/mL eritromisin
varhiginda 3 giinliik inkiibasyon sonunda stafilokoklar gliserolden asit olustururken,
mikrokoklar asit olusturmadan iirer. Ayrica mikrokoklarin modifiye oksidaz testi
pozitiftir (22). Tablo 2.3’te stafilokok - mikrokok ayriminda kullanilan laboratuvar
testleri belirtilmistir.

Tablo 2.3. Stafilokok - Mikrokok ayriminda kullamilan laboratuvar testleri

Test ad Staphylococcus Micrococcus
Koloni Boyutu 0,6 -1,5um 1-18um
Koloni Morfolojisi kabarik konveks
Ureme Hiz1 Yavas - hizli Cok yavag
Anaerobik Kosullarda Glukozdan Asit Uretme + -
Lizostafin Duyarl Direncli
Eritromisin Varhginda Gliserolden Asit Olusturma + -
Furazolidon Duyarlihig Duyarl Direncli
Basitrasin Duyarlihg: Direngli Duyarh
Modifiye Oksidaz Testi - +

Sitokrom ¢ varligin1 gosteren modifiye oksidaz testinde su yerine dimetil
sulfoksit (DMSO) igcinde %6’lik  TMpPD  (tetrametil-p-fenilenediamin

dihidroklorid) ayiraci kullanilir. Test oksidaz testi ile ayni sekilde uygulanir. TUm




stafilokok turleri igerisinde S. sciuri, S. lentus ve S. vitulinus gibi nadir izolatlar
disinda modifiye oksidaz testi pozitif olan bir tiir belirlenememistir (22).

Stafilokok cinsi icerisinde S. aureus tanisi i¢in koagulaz testi (lamda veya
tipte), mannitol  fermantasyon  deneyi, termostabil endoniikleaz ve
deoksiriboniikleaz (DNaz) testleri kullanilabilir. Koagllaz testi S. aureus’u diger
stafilokoklardan ayirmak icin en yaygin olarak kullanilan ve en degerli testtir. Tiim
Staphylococcus cinsi igerisinde S. intermedius, S. hyicus, S. delphini, S. schleiferi
subspecies coagulans gibi hayvan izolatlar1 disinda koagiilaz reaksiyonu pozitif
olan tek tlr S. aureus’tur. Koagiilaz reaksiyonu pozitif olan diger stafilokok tiirleri
icerisinde VP (Voges - Proskauer) testi pozitif olan iki tur S. aureus ve S. schleiferi
subsp. coagulans’tir. S. aureus PYR testinin negatif olmasiyla S. schleiferi subsp.
coagulans’tan ayrilir (28).

Tum stafilokok tirleri glukoz fermentasyonu yapar ve son urin olarak laktik
asit olustururlar. Ayrica laktoz, silikroz, mannoz, trehaloz ve maltoz gibi
karbonhidratlar1 da fermente edebilirler. Mannitolu ise sadece S. aureus fermente
ederek asit son {iriin olusturur. Ayrica S. aureus diger stafilokok tiirlerinden ayri
olarak niikleik asitleri hidroliz eden DNaz ve 1siya direngli (termostabil)
endoniikleaz olusturur (20, 22).

Stafilokok tanisinda kullanilan alternatif manuel ve otomatize ticari sistemler
de mevcuttur;

- API Staph-IDENT, API Staph ve API ID32 Staph (BioMerieux)

- Minitek Gram Positive Panel (BD Microbiology System)

- RapiDEC Staph ve Vitek Gram-Positive Identification (GPI) card
(BioMerieux)

- MicroScan Rapid Pos Combo Panel ve MicroScan Pos ID panel
(Dade/MicroScan)

- BBL Crystal GP Identification System (BD Biosciences)

- Microbact Staphylococcal 12S (Oxoid)

- Staph-Zym (ROSCO)

bunlar arasinda sayilabilir (20, 22).

MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time of
Flight Mass Spectrometry) son yillarda mikroorganizma tanimlamasinda kullanilan
hizli, ve ucuz bir sistemdir. Bu sistemde mikroorganizmaya ait protein, peptit,

karbonhidrat gibi kiigiik biyomolekiiller ve bunlarin polimeri blylk
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makromolekiiller lazer 1sinlar1 ile iyonize edilerek ortaya ¢ikan iyonlar
elektromanyetik bir tiipten gegirilir. Farkli kiitlelere sahip iyonlar tiipte ilerleyerek
iyon dedektoriine farkli zamanlarda ulasir ve kaydedilen bu degerler veri
tabanindaki  kiitle spektrofotometrileriyle karsilagtirilarak ~ mikroorganizma
tanimlamas1 yapilir. Yiiksek duyarlilikli bu sistemde S. aureus tanist koymak
mimkundar (29).

Ayrica siirveyans ¢alismalarinin bir pargasi olarak kullanilan epidemiyolojik
arastirmalar i¢in antibiyotip, faj ve kapsul tiplendirilmesi, plazmid profili,
ribotipleme, PZR, PFGE (pulsed-field gel electrophoresis), MLST (multilocus
sequence typing), kromozomal DNA restriksiyon analizi gibi testler de
yapilmaktadir (23).

2.3. Staphylococcus aureus Antibiyotik Direnci

Stafilokoklar yaklasik 2800 baz ¢ifti (b¢) uzunlugunda, plazmidler, profajlar ve
transpozonlar iceren sirkiler bir genoma sahiptir. Antibiyotik direnci ve virulanstan
sorumlu genler genellikle kromozomal kaynakli olsa da ekstrakromozomal
yapilardan da kaynaklanabilir. Ekstrakromozomal yapilardan kaynaklanan bu
direng stafilokok tiirleri ve diger gram pozitif bakterilere aktarilabilir (30).

S. aureus antibiyotik direnci ilk kez 1930’1arda kullanima giren siilfonamidlere
karst saptanmistir.  Ozellikle penisilinin  kesfi ve klinik kullaniminin
yayginlagsmasindan dnce S. aureus kaynakli enfeksiyonlarda mortalite hiz1 %80’lere
kadar ulasmistir (31). 1928°de penisilinin kesfi sonrasi stafilokok enfeksiyonlari
biiyiik oranda tedavi edilebilir hale gelmistir; ancak 1944 yilinda ilk beta-laktamaz
(penisilinaz) iireten stafilokoklarin varligi bildirilmistir (32). Gulnimdizde ise
stafilokoklarin biiyiik bir ¢cogunlugu tedavide ilk basamak ila¢ olan penisiline
direnglidir (duyarli sus oran1 <%>5). Penisilin grubu antibiyotiklerin sahip oldugu
beta-laktam halkasin1 pargalayan ve stafilokoklarin %90’indan fazlasinin sahip
oldugu beta-laktamaz plazmidle kodlanan bir virulans faktérudir ve serin proteaz
yapisindadir (33). Bu sebeple giiniimiizde stafilokokkal enfeksiyonlarin tedavisinde
penisilin G’nin rolii son derece kisithdir.

Stafilokoklarin penisilin direncine ¢o6ziim getirebilmek adina beta-laktamaz
hidrolizine direncli metisilin, nafsilin, oksasilin, diklokzasilin gibi semisentetik
penisilinler (antistafilokokal penisilinler) gelistirilmistir. 1lk antistafilokokal

penisilin olan metisilinin 1960 yilinda kullanima girmesinin ardindan ¢ok kisa bir
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stre sonra 1961°de ilk metisilin direngli S. aureus (MRSA) izolatlar1 Avrupa’da
bildirilmeye baslanmis ve ilk epidemik MRSA susu 1980 yilinda Ingiltere’de
tamimlanmustir (34). Bu tarihten itibaren stafilokok suslarinda basta diger beta
laktam antibiyotikler olmak tizere icinde makrolid, tetrasiklin, kinolon, linkozamid,
aminoglikozit grubu antibiyotiklerin de bulundugu ¢oklu antibiyotik direnci giderek
artan siklikta goriilmeye baslanmistir (35).

Coklu antibiyotik direnci gosteren MRSA suslarinin hem toplum hem hastane
kaynakli enfeksiyonlarda ©nemli bir etken olmasi sebebiyle glikopeptit
antibiyotikler tedavide tercih edilir hale gelmistir. 1958’de klinik kullanima giren
vankomisine kars1 uzun yillar boyunca direng saptanmanustir. ilk defa 1996 yilinda
Japonya’da vankomisine azalmis duyarlililk gosteren MRSA  susunun
tanimlanmasinin hemen ardindan (36) kisa siire icerisinde ABD, Fransa ve Uzak
Dogu’dan da gesitli olgular bildirilmistir (37-40).

Ik vankomisin direncli S. aureus (VRSA) susunun 2002 yilinda ABD’de
tanimlanmasindan sonra kisa siirede, icerisinde ABD, Iran ve Hindistan’mn da
bulundugu ¢esitli iilkelerden VRSA olgular1 bildirilmeye baslanmistir (41).

MRSA kaynakli nozokomiyal enfeksiyonlar diren¢ probleminin de giderek
artmastyla beraber tum diinyada giderek ciddiyetini artiran bir saglik sorunu haline

gelmektedir.

2.3.1. Staphylococcus aureus’ta Metisilin Direnci

Metisilin  direnci  beta-laktamaz  hidrolizine direncli  antistafilokokal
penisilinlere (metisilin, oksasilin, nafsilin, temosilin, kloksasilin, diklokzasilin)
karst meydana gelen direngtir. Metisilin direncinin 1961 yilinda tanimlanmasinin
ardindan 6zellikle 80°1i yillardan sonra yeni SCCmec kasetlerinin kazanilmasinin da
etkisiyle farkli direng profillerine sahip nozokomiyal MRSA enfeksiyonlar1 tim
diinyada 6nemli bir epidemiyolojik sorun haline gelmistir. Toplum kokenli MRSA
enfeksiyonlar1 90’11 yillardan itibaren goriilmeye baglanmis ve giiniimiizde goriilme
sikligr giderek artmustir (3, 31, 42).

MRSA enfeksiyonlar1 diinya genelinde yiiksek oranda goriilmesine ragmen
prevelans tlkeler, hastaneler, hatta ayni1 hastanelerin farkli klinikleri arasinda bile
oldukca degiskenlik gostermektedir. Kuzey Avrupa iilkelerinde MRSA prevelansi
%?2’nin altindayken Orta Avrupa’da yaklasik %10, Balkan Ulkeleri ve Turkiye’de



%25, Cin ve bazi Asya Ulkeleri, Amerika ve Afrika’da %50 ve Dogu Asya’da %60-
80’lere varan oranda metisilin direnci gortlmektedir (3, 43).

2.3.1.1. Metisiline Diren¢ Mekanizmalari

2.3.1.1.1. Modifiye penisilin baglayici protein senteziyle olusan direng

MSSA suglarinda bes, MRSA suslarinda 7 adet penisilin baglayan protein
(PBP) bulunur. 78 kDa agirhgmmdaki PBP2a penisilin baglayan proteinin
degisimiyle olusur. Bu degisimi mecA olarak adlandirilan ve stafilokokal kaset
kromozomu (Staphylococcal Casette Chromosome; SCC) uzerinde bulunan gen
kodlar (31). SCC bakteriyel kromozom replikasyon bolgesinin yakininda bulunan
mec ve ccr gen komplekslerinden olusan bir direng adasidir. mec gen kompleksi
metisilin direncine neden olurken ccr kasetin mobilizasyonundan yani; bakteriyel
genoma integrasyon ve eksizyonundan sorumludur (44).

PBP2a ekspresyonu metisilin duyarli izolatlarda goriilmezken; mecA geni tim
direngli  suslarda  bulunmaktadir. Bu modifiye proteinin  ekspresyonu
mikroorganizmada beta-laktam antibiyotiklere kars1 diisiik baglanma ilgisine neden
olur. Beta-laktam grubu antibiyotikler bakteri PBP yapisina baglanir ve hiicre
duvart peptidoglikan sentezini bozarak etki ederler. PBP2a varliginda peptidoglikan
sentezi devam eder ve bdylece mikroorganizma antibiyosidal etkinlikten kurtulmus
olur (42, 45).

2.3.1.1.2. Penisilin baglayict proteinlerin beta-laktam afinitesinin azalmas:
ile olusan direnc

mecA geni tasimadigi halde mikroorganizmada hali hazirda var olan
PBP’lerdeki nokta mutasyonu veya PBP hiperekspresyonu sonucu beta-laktam
antibiyotiklere diisiik baglanma ilgisi gosteren stafilokoklarin varligindan
bahsedilmistir (46). Cok az sayida goriilen bu tiirlerin oksasilin MIK (Minimal
Inhibitér Konsantrasyon) degerleri 8-16 mg/L arasinda bulunmus, bu suslarin bir
kisminda PBP2 ve PBP4’te nokta mutasyonu oldugu, bir kisminda ise PBP4’{in
asir1 uretildigi goriilmiistiir (35, 46).

2.3.1.1.3. Asirt beta-laktamaz enzim iiretimi sonucu olusan direng

Beta-laktamaz enzim iiretimi plazmid kaynakli blaZ geni ile kodlanir. Beta-
laktamaz plazmidine sahip olan bakteride asir1 beta-laktamaz aktivitesi gorulr.
Bunun sonucunda metisilin kismen yikilarak metisiline direngli bakteriler

gortlmesine neden olabilir (47).



2.3.1.2. Metisilin Direncinin Tespitinde Kullanilan Yontemler

MRSA suslarindaki ¢oklu antibiyotik direnci sebebiyle metisilin direngli
izolatlarin dogru teshis edilmesi son derece 6nemlidir. Yanlis MSSA tanisi etkisiz
antibiyotik kullanimiyla tedavide basarisizliga ve direngli suslarin yayilmasina
sebep olur. Aymi sekilde yanlis MRSA tanisi ise tedavide son segenck olarak
saklanmas1 gereken glikopeptid antibiyotiklerin gereksiz yere kullanilmasi ve
bunun sonucunda bu antibiyotiklere diren¢ gelisiminin hizlanmasina neden olur
(48). TUm bu sebeplerle metisilin direncinin dogru tespit edilmesi biiylik bir 6nem

arz etmektedir.

2.3.1.2.1. Genotipik Ydntemler

Gunimuzde MRSA tespitinde PZR ile mecA gen varliginin gosterilmesi altin
standart tan1 yontemi olarak kabul edilmektedir (49). PZR ile g¢ogaltilan mecA
genine ait DNA parcalar1 agaroz jel elektroforezde yiiriitiilerek gosterilebildigi gibi
real-time PZR ile es zamanli olarak hem amplifikasyonun gergeklestirilmesi hem
de mecA genine ait artmig sinyalin gosterilmesi miimkiindjir.

MRSA tanisinda molekiiler yontemler altin standart olarak kabul edilse de her
laboratuvar PZR igin yeterli 6zel donanima ve egitimli personele sahip degildir. Bu

nedenle MRSA tanisinda fenotipik testler hala 6nemini korumaktadir.

2.3.1.2.2. Fenotipik Yontemler

2.3.1.2.2.1. Disk Diflzyon Yontemi: Yakin bir gegmise kadar CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute) MRSA tanisinda hem metisilin diskine oranla
daha stabil olmasi hem de daha yiiksek Ozgiilliikk gostermesi sebebiyle diger bir
antistafilokokal ajan olan oksasilin diskinin kullanimini &nermekteydi; ancak
oksasilin disk difuzyon testinin 6zellikle heterojen diren¢ gosteren MRSA
suslarinin ayrimini yeterince yapamadigi gerckgesiyle glinimizde oksasilin disk
difizyon testinin metisilin direncinin arastirllmasinda tek basma kullanimi
onerilmemektedir (50, 51). Giinimiizde en sik kullanilan fenotipik ydntem
sefoksitin disk difizyon (SDD) yontemidir. Bu yontemde 0,5 McFarland
yogunlugunda bakteri siispansiyonu hazirlanarak Mueller-Hinton Agar (MHA)
yiizeyine steril bir ekiivyon yardimiyla yayilir. 30 png’lik sefoksitin diski yerlestirilir
ve plak 35°C’de 16-18 saat inkiibe edildikten sonra antibiyotik diskinin cevresinde
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ureme olmayan (tam inhibisyonun gozlendigi) zon ¢apt Olgiilerek duyarlilik
belirlenir. Tablo 2.4’te CLSI ve EUCAST tarafindan belirlenen SDD ydntemi
duyarlilik zon ¢aplar1 belirtilmistir (50,51).

Tablo 2.4. SDD yontemi esik simir degerleri

Duyarh (S) Direncli (R)
CLSI >22 mm <21 mm
EUCAST >22 mm <22 mm

Yurti¢i ve yurtdisinda yapilan birgok ¢alisma SDD yonteminin duyarlilik ve
ozgilligiini yiiksek (duyarlilik %98,6 -100; 6zgullik %99,1-100) bulmus ve bu
testin metisilin direncinin tespitinde molekiler yontemlere bir alternatif olarak
kullanilabilecegini belirtmistir (52-54).

2.3.1.2.2.2. Minimal Inhibitor Konsantrasyonunun (MIK) Belirlenmesi:
Oksasilin duyarliligr i¢in siv1 diliisyon yonteminde %2 NaCl iceren katyon ayarl
Mueller Hinton Buyyon, agar dilisyon yonteminde %2 NaCl iceren MHA
kullanilir. Ayrica bir MiK belirleme yontemi olan gradient difiizyon testi de tanida
onemli yer tutmaktadir. Disk difiizyon yontemi ile aymi sekilde hazirlanan plaklara
oksasilin iceren gradient stripleri yerlestirilir ve olusan elips sekilli inhibisyon
zonunun test stribini kestigi nokta MIiK degeri olarak kabul edilir. CLSI MRSA
tamsinda oksasilin MIK degerini >4 pg/ml olarak kabul ederken, EUCAST 2 mg/L
iizeri konsantrasyonlar1t MRSA olarak kabul etmektedir (50, 51). MIK degeri >4
ug/ml olan suslar mecA veya PBP2a yonlinden negatif dahi olsalar MRSA olarak
bildirilmelidir (50).

Yapilan ¢aligmalar gradient difiizyon testinin SDD yontemine oranla duyarlilik
ve Ozgiillikte bir artisa neden olmadigini gostermekle birlikte bu testin yiiksek
Ozgilliigii sayesinde yanlis pozitif sonu¢ verme olasiliginin son derece diisiik
oldugunu goéstermistir (49, 55).

2.3.1.2.2.3. Agar Tarama Yontemi: MRSA tespitinde kullanilan bir diger
ybntem olan agar tarama yonteminde 6 pug/mL oksasilin ve %4 NaCl iceren MHA
besiyeri hazirlanir. Bakteri siispansiyonundan ekim yapilir ve 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan plaklar kontrol edilir. Plakta tek bir koloninin varlig1 bile

MRSA tanis1 lehinedir (50, 56).
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Oksasilin agar tarama yontemi maliyeti diisik ve uygulamasi kolay bir
fenotipik yontemdir. Yapilan g¢aligmalar bu testin duyarhilik ve o6zgiilliigiiniin
%90’ lizerinde oldugunu gostermekle beraber diisiik ekspresyon godzlenen
heterorezistan suglarda kullanildiginda duyarliliginin azaldigin1 gostermistir (57-
59).

2.3.1.2.2.4. Kromojenik Besiyeri: Piyasada ticari olarak bulunabilen ve ¢esitli
enzim substratlar1 igeren bu besiyerleri son yillarda fenotipik tani ydntemleri
icerisinde yerini almistir. Besiyerindeki substratlar enzim varliginda meydana gelen
reaksiyon sonucu renkli son {iriinlerin; dolayisiyla da renkli kolonilerin olugmasina
neden olur.

Kromojenik besiyeriyle ilgili yapilan ¢alismalar farkli duyarlilik ve 6zgiilliik
oranlar1 vermistir (49, 60, 61). Ozellikle 6zgiilliik degerleri baz1 ¢alismalarda diisiik
bulunmustur (48, 62). Bu nedenle her ne kadar pratik ve nispeten hizli bir tam
yontemi de olsa kromojenik besiyerinin yanlis pozitif sonu¢ verme olasilig1r goz
oniinde bulundurulmali ve metisilin direncinin pozitif saptandigi izolatlarda
sonucun diger yontemlerle dogrulanmasi1 gerekmektedir.

2.3.1.2.2.5. Lateks Aglutinasyon: Ticari olarak bulunabilen ve PBP2a
varliginda agliitinasyon olusumuna dayanan bir yontemdir. MRSA tanisinda kolay
uygulanabilen ve hizli sonug veren (yaklagik 20 dakika) testlerdir. Aym1 anda ¢ok
sayida ornek calisma olanagi vardir. Kolay uygulanmasi ve hizli sonu¢ vermesi
sebebiyle gabuk karar verilmesi gereken ciddi enfeksiyonlarin tanisinda veya diger
fenotipik yontemlerle konulan MRSA tanisini dogrulamak amaciyla kullanilabilir
(59, 63).

Yapilan ¢alismalar MRSA tanisinda lateks aglitinasyon testinin ylksek
duyarlilik ve 6zgiilliikkte oldugunu gostermistir (duyarlilik %97-100, 6zgullik %95-
99) (59, 64). Ayrica PBP2a yoklugunda lateks agliitinasyon testleri pozitif sonug
verebilir. Bunun sebebi daha dnce bahsedilen metisilin direng mekanizmalarindan
PBP4’(in hiperekspresyonu veya PBP2 ve PBP4’teki nokta mutasyonlar olabilir
(63).

2.3.1.2.2.6. Otomatize Duyarhlik Sistemleri: Metisilin direncini Kalitatif
veya kantitatif olarak saptayan otomatize sistemler mevcuttur. Vitek (bioMerieux
Vitek, Mo.) ve Phoenix (Becton Dickinson, ABD) gibi bu otomatize sistemler

antibiyotik duyarlilik sonucunu yaklasik 16-24 saat icerisinde verir.
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Yurti¢i ve yurtdisinda MRSA tanis1 koymada otomatize sistemleri birbiriyle
ve diger fenotipik yontemlerle karsilastiran calismalarda 0zgullik degeri %100
olarak gorulirken, duyarlik sonuglarinda farkliliklar gézlenmistir (duyarlilik %80-
97,5) (65, 66). Ayrica 254 MRSA susunun kullanildigi bir ¢alismada Vitek
sisteminin suslarin %14,2’sinde yanlis duyarli sonug¢ verdigi ve MRSA tanisinda
otomatize sistemlerin kullanilmamasi gerektiginden bahseden eski bir caligma da
mevcuttur (67). Otomatize iki sistemin es zamanli olarak metisilin direncini
belirleme oranlarinin karsilastirildigr bir ¢alismada Phoenix Sisteminin duyarlilig:
%99,8 tespit edilmis ve hem Phoenix hem de Vitek otomatize sisteminin metisilin
direncinin saptanmasinda giivenilir oldugu ve rutin laboratuvarlarda kullaniminin

uygun oldugu kanisina varilmistir (68).

2.4. Biyofilm Yapisinin Tanim ve Tarihcesi

Biyofilm kavraminin ortaya atilmasindan 6nce mikrobiyolojik arastirmalar bir
mikroorganizmayr  kiltir ortaminda invitro sartlarda iretmek ve o
mikroorganizmayla ilgili c¢aligmalarin sonuglarin1i hem invitro hem de invivo
formlara genellemek seklindeydi. Ancak konfokal lazer mikroskopi, nukleer
manyetik rezonans goriintiileme ve floresan problar1 gibi yeni tan1 yontemlerinin
kullannrma girmesiyle birlikte mikroorganizmalarin invivo formlarmin invitro
formlarindan ¢ok farkli 6zellikler tasidigi kesfedilmistir. Biyofilm kavrami da bu
invivo mikro-sistemlerden biridir (69).

Leeuwenhoek’un 17. yiizyilda mikroskopu kesfi ve kendi dis plaklarinda ilk
defa mikroskopik canlilar1 gormesinin ardindan 1943 yilinda Zobelli, daha
sonrasinda Characklis ve Costerton bugiin bildigimiz sekliyle biyofilm yapisindan
so6z etmistir (70). Bu tarihten sonra biyofilmin genel yapisi, olusum siireci,
ozellikleri, olusumunu etkileyen faktorler, biyofilm enfeksiyonlarinin tedavisi,
antibiyotik duyarliligi ve diren¢ paternleri ile ilgili ¢alismalar giderek artmistir.
Gunumuzde 6zellikle olusum mekanizmasinda rol alan molekiler temeller ile ilgili
caligmalar halen giincelligini korumaktadir.

Biyofilm  yapist ile ilgili ¢ok sayida tamimlama  yapilmistir.
Mikroorganizmalarin ekzopolimer matriksle olusturdugu yapi, ylizeye yapismis
organik matrikse bakterilerin gomiilmesiyle ortaya ¢ikan organizasyon gibi tanimlar

almistir (71, 72). Post ve arkadaslar1 biyofilm yapisini birbirleriyle haberleserek ve
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belli bir yapisal biitiinliik icerisinde yasayarak devamliligini saglayan hiicresel
organizasyon olarak tanimlamis ve biyofilm yapisini olusturan bakterilerin
“’quorum sensing’’ ozelligine dikkat ¢ekmistir (73). Biyofilm tam tanim olarak;
kendi drettikleri polisakkarit yapida ekstraseliiler organik matriks icinde gomali
birbirine ve kati bir taban veya ara yiizeye tutunmus sik1 ag yapisinda, hareketsiz ve
birbirleriyle iletisim halinde bir hiicre toplulugudur. Gerek biiyiime ve gen
ekspresyonu, gerekse antibiyotik duyarliligi agisindan plaktonik formlarindan

farklilagsmis bir yapidir ve konakta kronik bir enfeksiyon kaynagidir (5, 6).

2.5. Biyofilm Yapisinin Olusumu

Biyofilm olusumu bes asamadan olusan dinamik bir stirectir (3, 70, 73-75):

2.5.1. Yiizey Kosullandirmasi: Mikrobiyal birikimden 6nce makromolekdler
organik komponentlerin yiizeye adsorbsiyonu biyofilm olusumunda ilk asamay1
olusturur. Ornegin damar icindeki bir santral venoz kateter (SVK) hemen
plateletler, plazma ve albumin, kollajen, fibrinojen gibi doku proteinleri tarafindan
kaplanir. Olusan bu yiizey bazi bakteriyel yiizey proteinlerinin tutunmasi igin
uygun bir ortam saglar.

2.5.2. Tutunma: Glikoprotein, misin, aktin ve DNA gibi organik molekdllerin
yuzey adsorbsiyonunun ardindan bu komponentlere mikroorganizmalar baslangicta
tersinir olarak baglanir. Mikroorganizmalarin yiizeye bu tersinir baglanmasi
planktonik bakteri yiki ve aktif bakteri hareketliliginden etkilenir. Ayrica adezyon
bakteri ile yiizey arast spesifik veya spesifik olmayan fizikokimyasal ve
elektrostatik etkilesimler sonucu gergeklesir. Spesifik olmayan etkilesim kuvvetleri
arasinda Van der Waals kuvveti, asit-baz etkilesimleri ve elektrostatik etkilesimler
sayilabilir. Spesifik etkilesimler (6rn. stafilokokkal ylizey proteinleri) bu spesifik
olmayan etkilesimler sonucu olusan ve 1,5 nm’den daha kii¢lik yiizeylerde etkili
olan kuvvetlerdir.

2.5.3. Yapisma: Tutunma isleminin ardindan planktonik bakterilerdeki quorum
sensing mekanizmasiyla fenotipik degisiklikler ve yiizeye geri doniisiimsiiz
tutunma baglar. Yiizeye tutunan bakteriler matriksin ana maddesi olan
ekzopolisakkaritleri sentezlerler ve bdylece hem yilizeye yapisma artar hem de
hlicreler aras1 kopriiler kurulur.

2.5.4. Kolonizasyon ve Olgunlasma: Yiizeye yapisan bakterilerin giderek

cogalmasiyla mikrokoloniler olusur. Mikrokolonilerin biiyiimesi ve ortamdaki
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planktonik bakterilerin de mikrokoloni yiizeyine tutunmasiyla kompleks bir yap1
olusur ve kolonizasyon gergeklesir. Mikrokoloni formasyonuna sekrete edilen
yiizey makromolekiilleri aracilik eder. Bu makromolekillerden en 6nemlisi
PIA’dir. PIA adherans sonrasi hicre-hiicre etkilesiminde rol oynar. PIA negatif
suslarin polimer yiizeylerde birikemedigi ve klasik mikrokoloni yapisinda olmadigi
gosterilmistir.

2.5.5. Kopma ve Ayrilma: Tek bir bakteri veya bakteri agregatlar1 biyofilm
tabakasindan koparak ¢evreye dagilir. Bu ayrilma akiskanlarin uyguladigi kuvvet
veya ekstraseliiler matriksin degradasyonu gibi eksternal faktorlere bagh
olabilecegi gibi ayrilan hiicrelerin embolizasyonu veya biyofilm toplulugunun
ylizey boyunca dalgalanma hareketi gibi aktif biyofilm kaynakli bir siirecten de
kaynaklanabilir. Besin ve oksijen eksikligi, antimikrobiyal ajanlara maruziyet,
bakterilerin sentezledigi siirfaktan gibi kayganlastirict molekiillerin varligi kopma
ve ayrilma siirecini hizlandiran etmenlerdir. Ust tabakadan koparak ayrilan bu
planktonik hiicreler farkli ylizeylerde yeni biyofilm odaklar1 olusturabilirler.
Biyofilm yapisi olgunlastiktan sonra bu siire¢ kalic1 hale gelir. Biyofilm olusum

basamaklart Sekil 2.1°de sematik olarak gosterilmistir (76).

Yuzey Kosullandirmasi ve Etkilesimler

Tutunma (geri doniigiimlii) Yapisma (geri dontisiimsiiz)

R

. il

Kopma ve Ayrilma

\ﬂ - LA
T N O . O
)

Sekil 2.1. Biyofilm olusum basamaklar: (76)
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2.6. Biyofilm Olusumunu Etkileyen Faktorler

Bakteriler canli ve cansiz ¢ok cesitli yiizeylerde biyofilm olusturabilir.
Biyofilm olusumunda bakterinin biyofilm olusturma yetisi, hiicre duvar yapisi,
hareketliligi; biyofilm olusacak yiizeyin 6zellikleri ve ortam pH’1, iyonik denge,
ortamdaki besin kaynaklarinin miktar1 ve igerigi, sicaklik gibi ¢evresel faktorler rol
oynar. Bakterilerin bu yiizeylere tutunmasi yiizey hidrofilikligi ve elektriksel ytikii,
serbest yiizey enerjisi, ylizey piiriizliiliigii ve ylizeyin kimyasal yapisiyla yakindan
ilgilidir (77, 78). Bakteriler ortam kosullari olumsuzlastik¢a biyofilm olusturma
egilimlerini artirirlar. Uygun olmayan ortam kosullarinda iiretilen biyofilmlerin
sertliginin arttig1 ve bodylece mekanik kirilmalara karsi daha dayanikli oldugu
gosterilmistir (6).

Her bakteri farkli yiizeylerde farkli miktarlarda biyofilm olusturabilir. Ornegin
Legionella pneumophila biyofilm olusumu i¢in daha ¢ok lateks ve plastik yiizeyleri
tercih ederken, Aeromonas hydrophila polibiitilen gibi demir ve bakira oranla daha
hidrofobik yizeyleri tercih eder (79, 80). S. aureus’un da 28°C ve (Uzeri
sicakliklarda biyofilm olusumu igin poliproplen yizeyleri daha ¢ok tercih ettigi
gosterilmistir (81). Genel olarak materyalin yiizey hidrofobikligi ile biyofilm ve
yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi arasinda pozitif yonli bir iliski soz
konusudur (77).

Yiizey piiriizliigiiniin de biyofilm olusumda rol oynadigi bilinmektedir. Ancak
yiizey piriizliliigli baslangic adezyonunu artirmaktan ziyade olusan biyofilm
yapisinin ~ ayrilmasim1  zorlastirarak  biyofilm olusumunu destekler. Ylzey
puriizliliigii - bakteriyel adezyon iliskisini inceleyen bir calismada piiriizsiiz
yiizeylerde kolonizasyonunun da piiriizlii yiizeyler kadar kolay oldugu ve yiizeyin
fiziksel 6zelliklerinin bakteri adezyonuna minimal etki ettigi gosterilmistir (82).

Bir diger 6nemli etmen olan serbest yiizey enerjisi termodinamik etkilesimlerle
hem adezyonu artirip azaltarak hem de biyofilm yapisinin geri doniisiimlii veya
doniistimsiiz olusuna sebep olarak biyofilm formasyonunu etkiler. Yiizey
elektriksel ylku de adezyon prosesine etki eder. Pozitif yiikli yiizeyler baglangic
adezyonunu artirmasina ragmen bakterinin yiizeyde c¢ogalmasini inhibe ederek
biyofilm kaynakli enfeksiyon riskini azaltir (77).

Caligmalar adezyon prosesinde bakteri yiizey 6zelliklerinin en az yabanci cisim

yiizey Ozellikleri kadar, hatta bu ara ylizey 6zelliklerinden daha 6nemli oldugunu
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gostermistir. Ornegin hiicre hidrofobikligi arttikca hem hidrofobik hem de
hidrofilik yuzeylere tutunma artar. Hidrofilik 6zellik gosteren bakteriler hidrofobik
yiizeylerden daha kolay ayrilirlar (77).

Son yillarda biyofilm olusumunu inhibe edici gesitli ajanlarla kaplanmis tibbi
malzemeler kullanilarak biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin Oniine ge¢mek
amaglanmistir. Giimiis kapl iiriner kateterlerin kullanimiyla iiriner enfeksiyon
sikliginda azalma olabilecegi, heparin kapli intraven6z kateterler ile tikaniklik ve
biyofilm olusumunun engellenebileceginden bahsedilmistir (83, 84). Siprofloksasin
ve vankomisin ile antikoagiilan madde kombinasyonlarnin, polivinil klorid ve
polietilen gibi polimerlerle yapilmis malzemelerin biyofilm olusumunun ilk
basamagi olan tutunma evresini inhibe ederek biyofilm olusumunun Oniine

gectiginden bahsedilmistir (85).

2.6.1. Biyofilm  Olusumunu  Diizenleyen @ Molekiiler

Mekanizmalar ve ica Operonu

Biyofilm olusumu farkli asamalardan olusan dinamik ve karmasik bir siiregtir.
Biyofilm olusumunda ilk asama mikroorganizmanin mikrobiyal adeziv matriks
molekdlleri yani MSCRAMM’lar olarak bilinen ylzey proteinleriyle uygun yizeyli
yabanci maddeler veya konak doku ligandlarina tutunmasidir (9, 10).

S. aureus farkli protein yapilarina sahip birgok MSCRAMM igerir ve boylece
konakta bir¢cok farkli yapida hiicreye tutunabilir. S. aureus’un sahip oldugu
MSCRAMMIlar;

- elastin baglayici protein (ebpS)

- laminin baglayici protein (eno)

- kollajen baglayici protein (cna)

- fibronektin baglayici proteinler A ve B (finbA - finbB)

- fibrinojen baglayici protein (fib)

- clumping factorler A and B (clfA - clfB)

- kemik siyaloprotein baglayici protein (bbp)’dir (10, 16).

Bu MSCRAMM’lar birden fazla matriks proteinine birden baglanabilir. Bu da
S. aureus’un farkli dokularda biyofilm kaynakli enfeksiyonlar yapma yetenegini
artirir (86, 87).
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S. aureus biyofilm olusumunda ikinci ve temel mekanizma ise PIA sentezidir.
Bu sayede yiizeye tutunan bakteriler birbirine yapisarak ¢ok tabakali biyofilm
yapisini olusturur (interselller adezyon) (11, 12). Poli-N-suksinil-p-1-6 glikozamin
polisakkarit adezyon matriksinin Gretiminden icaADBC operonu sorumludur.
Biyofilm olusumu ile ica gen varlig1 arasinda direk korelasyon oldugunu gosteren
cesitli ¢alismalar mevcuttur (13, 15, 88). Bu nedenle icaADBC operonu barindiran
S. aureus suslar1 potansiyel birer biyofilm iireticisi kabul edilmektedir (16).

S. aureus ve S. epidermidis suslarinda icaADBC operonu bulunmaktadir. Basta
S. lugdunensis olmak Uzere diger KNS tiirlerinde de operonun homolog
sekanslarina rastlanmistir (88, 89).

Bu operon {i¢ ana pargadan olusur; icaA, icaD, icaB ve icaC. Tum bu genler
ica R tarafindan kontrol edilir (17). icaA PIA sentezinden sorumlu olan N-
asetilglukozamil transferaz enziminin sentezinde rol alir. N-asetilglukozamin
biyofilm tabakasinin ana yapitasidir. icaB deasetilasyon asamasinda katalizor
gorevi yaparak PIA’nin olgunlagsmasindan sorumlu iken, icaC deasetilasyon
aktivitesiyle polisakkaritin elongasyonundan sorumludur. icaD geni ise N-
asetilglukozamil transferaz’in maksimal ekspresyonunda rol oynar ve icaA geni ile
koekspresyonu N-asetilglukozamin transferaz aktivitesinde belirgin derecede artisa
yol acar (13, 90-92). icaA her ne kadar N-asetilglukozamil transferaz aktivitesinde
onemli bir role sahip olsa da yalnizca icaA igeren suslarin diisiik ekspresyon
gOsterdigi; ancak icaD ile beraber icaA iceren bakterilerin kapsuler polisakkarit
fenotipinde ve dolayisiyla biyofilm olusumunda artisa neden oldugunu gbsteren
calismalar mevcuttur (13, 92, 93).

icaADBC operonunun &zellikle ortam kosullar1 anaerop yone kaydik¢a
ekspresyonunun arttigi gézlenmistir. Biyofilm yapis1 da mikroorganizmalara nisbi
bir anaerop ortam saglar. Ayrica ortam osmolaritesi ve sicakligi ile ortamdaki
glukoz, etanol ve antibiyotik gibi maddelerin varlig1 ica regtlasyonunda rol alan
diger etmenlerdir (16).

S. aureus suslarinda biyofilm olusumu ve PIA-PNSG (retiminde ica
operonunun Onemli roliine ragmen PIA-bagimsiz biyofilm mekanizmalarinin
varligindan da bahsedilmistir. Bu bakterilerde ica yoklugunda bakterinin biyofilm
olusumu konak ekstraseliiler matriksine tutunmayi saglayan MSCRAMMIar
sayesinde gergeklesmektedir (94, 95). Yapilan bir ¢alismada cilt florasindan izole

edilen saprofitik stafilokok suslarinda ica gen bdlgesinin bulunmadigin
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gostermistir. Hastane calisanlar1 ve saglikli erigkinler {izerinde yapilan bir diger
calismada ise saglik calisanlarinin florasindaki stafilokok tiirlerinin hastane
disindaki saglikli eriskinlerinkinden belirgin derecede yiiksek oranda ica gen
bolgesini igerdigi gozlenmistir (13, 93). Tim bu sebeplerle ica operonu stafilokok
tdrlerinin biyofilm formasyonunda 6nemli bir role sahiptir.

Sekil 2.2’de icaADBC operonunun biyofilm olusumundan sorumlu PIA

biyosentezindeki rolt gérilmektedir (90).

PIA

N-asetilglukozaminil

'fICaE ? \\ oligomerleri arasi $-1,6

\&__, _.-*/ baglari (-130 rezidii) .
o —— Hiicre digi

Hiicre igi

N-asetilglukozaminil oligomerleri arasi

\ B-1,6 baglari (10-20 rezidii)

UDP-N-asetiIquk;-z_amin ﬁ
lcaA / lcaD

Sekil 2.2. icaADBC operonu ve PIA sentezi (90)

IcaC

2.7. Biyofilm Yapisinin Organizasyonu ve Genel Ozellikleri

Dogada bakteriler planktonik olarak da adlandirilan ve diger bakterilerden
bagimsiz, tek baslarina dolasan serbest formda veya bir ylizeye tutunup diger
bakterilerle birlikte bir tabaka olusturarak ‘‘sesil form’’ yani baghh formda
bulunabilirler. Planktonik form bakterinin ¢ogalip yayilmasi i¢in énemliyken sesil
form bakteriyi antimikrobiyal ajanlardan ve c¢evre kosullarindan koruyarak bakteri
popiilasyonunun kaliciligini saglar (6).

Bir biyofilmin kitlece %97’si sudan olusur. %2-5 mikroorganizma, %1-2
ekzopolisakkarid, %1-2 protein (litik enzimler ve diger proteinler), %1-2 DNA
(niikleik asit, fosfolipid) ve yapiyr c¢evreleyen iyonlar biyofilm yapisinin diger
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bilesenleridir. Bu degerler ve dolayisiyla matriks dansitesi bakteri turd ve ortam
ozelliklerine gore az miktarda degiskenlik gosterebilir (8, 96).

Biyofilm yapisinin ana komponentlerinden biri olan ekstraseliiler matriks
biyofilmi olusturan mikroorganizmalar tarafindan sentezlenir. Biyofilmler tek bir
mikroorganizma kokenli olabildigi gibi birden fazla mikroorganizma c¢esidini de
icerebilir. Heterojenik biyofilmlerde her mikroorganizma kendi mikrokolonisini
olusturur ve biyofilm yapis1 genellikle diizensiz olur (96). Farkh
mikroorganizmalardan salgilanan ekzopolisakkaritler kimyasal ve fiziksel olarak
farkli 6zellikler gosterebilirler ve bunun sonucunda farkli matriks yapilar1 ortaya
cikar. Ornegin gram negatif bakterilerin olusturdugu biyofilmler daha ¢ok nétral
veya anyonik yapidayken, gram pozitif bakteriler katyonik tabiatta biyofilmler
olustururlar (97).

Kalin ve hiicre yiizeyini bir ag gibi 6ren bu ekstraseliiler matriks hiicrelerin su
ve besin ihtiyacini karsilamak amaciyla su kanallarn icerecek sekilde organize
olmustur. Mikrokoloniler birbirinden bu kilcal yapidaki su kanallariyla ayrilmig
durumdadir. Biyofilmin mevcudiyetini devam ettirmesi i¢in gerekli olan besin, su
ve oksijen bu gozenekli yap1 sayesinde biyofilm tabanina taginir. Primitif kilcal
damarlara benzeyen bu yap1 sayesinde toksik metabolitler de biyofilm yiizeyine
taginarak uzaklastirilir (82, 96).

Biyofilm yapisinin %90’indan fazlasim1 olusturan ekstraseliiler matriks
sayesinde bakteriler hem fagositozdan ve oksidatif mekanizmalardan korunur hem
de konak immiin sisteminden saklanmis olur. Biyofilm icerisindeki bakterilerin
planktonik formlarina gore antibiyotiklere 200-500 kat daha direngli oldugunu
gosteren invitro ¢alismalar mevcuttur (5, 8, 98). Biyofilm antijenine kars1 antikor
olugsa da bu antikorlar yalnizca planktonik formlar1 elimine etme oOzelligine
sahiptir; ¢linkii ekstraseliiler matriksi ge¢ip biyofilm olusturan hiicrelere ulagamaz.
Benzer sekilde antimikrobiyal ajanlar da biyofilm tabanina ulagsmakta yetersiz
kalarak yalnizca planktonik formlara etki ederler. Boylece semptomlar bir miktar
baskilanir ve yetersiz tedavi sonucu antibiyoterapi sonrasi tekrarlayan kronik
enfeksiyonlar meydana gelir (82, 99).

Bakteri yiizeyini kalin bir katman olarak saran bu ekstraseliiler matriks
yalnizca antimikrobiyal ajanlara degil, kimyasal maddelere kars1 da mekanik kalkan

gorevi yapar. Biyofilm tabakasi i¢indeki sesil bakteriler dezenfektanlara planktonik
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formlarma gore 10 ila 100 kat daha direnglidir. Dezenfektanlara direngli biyofilm
iireten sus kaynakli salginlar bildirilmistir (5

Biyofilmin bu diren¢ paterninde aktif efliiks, ilact modifiye eden enzim sentezi
ve hedef bolge degisikligi gibi klasik diren¢ mekanizmalar1 primer olarak rol almaz.
Biyofilmde antimikrobiyal ve antibiyosidal ajanlara kars1 direncte su mekanizmalar
tanimlanmuastir (5, 6, 100, 101):

2.7.1. Biyofilm icerisindeki hlcrelere penetre olamama: Kalin ve hidrate
matriks yapisinin  bariyer gorevi Ustlenmesiyle antimikrobiyal ajanlar ve
dezenfektanlar bu matriks yapisinin altindaki bakterilere niifuz edemez. Ayrica
antimikrobiyal ajanlar biyofilm yapisinin sahip oldugu elektriksel yiik sayesinde
adsorbe edilerek hiicrelere ulasamadan ekstraseliiller matriks polimerlerince
baglanmis olur. Matriks yapis1 antimikrobiyal ajanlarin diflizyonuna karst kesin
gecilmez bir engel olusturamaz; ancak penetrasyonu geciktiren bir baslangic
bariyeri gorevini iistlenir. Biyofilm kalinlig1 ile antimikrobiyal direnci arasinda
pozitif yonlii bir korelasyon vardir.

2.7.2. Biiyiimenin duraksamasi ve stres cevabi: Biyofilmin mevcudiyetini
devam ettirmesi icin gerekli olan besin maddelerinin eksikligi biyofilm biiylime
hizin1 yavaglatir. Logaritmik biiyiimeden yavas biiylimeye gecis veya biiyiimenin
duragan faza gegmesi antibiyotik direncini de beraberinde getirir. Ozellikle olgun
biyofilmler diisiikk biiyiime hizina ve dolayisiyla antimikrobiyal direncine sahiptir.
Diisiik ireme hiziyla antibakteriyel etkinlik arasinda pozitif yonlii bir korelasyon
vardir.

2.7.3. Heterojenite: Biyofilmin farkli kisimlarinda bulunan bakteriler farkli
mikrocevre kosullarina maruz kalirlar. Katmanin dis kisimlarinda bulunan
bakteriler derindeki hicrelere oranla besin ve oksijenden daha zengin bir
mikrocevreye sahiptir. Bunun sonucu olarak biyofilm yapist farkli biiyiime
hizlarina sahip bir bakteri popiilasyonu ve dolayisiyla da bir heterojeniteye sebep
olur. Bu heterojenite de farkli antimikrobiyal duyarlilik paternlerine neden olur.
Ozellikle biyofilmin yiizey katmanlarindan asag1 dogru inildikce oksijen yogunlugu
azalir ve aminoglikozid gibi bazi antibiyotik gruplarinin etkinligi de oksijen
miktariyla korele olarak azalir.

2.7.4. Persiste hiicrelerin olusmasi: Biyofilmi olusturan bakterilerin biiyiik
bir kismi uzun siireli antibiyoterapiyle eradike edilir; ancak o6zellikle apoptoz

yetenegi olmadigi diisiiniilen hiicrelerden olusan kiiciik bir bakteri popiilasyonu
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canliligim1 koruyarak persiste olur, yani elimine edilemez. Persiste olan bu
hiicrelerin biyofilmlerin canliliklarin1 siirdiirmesinde ve direngli biyofilmlerin
olusmasinda énemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir.

Goriildiigii gibi biyofilm yapisinin antimikrobiyal direncinde klasik direng
fenotiplerinin aksine farkli multifaktdriyel diren¢ mekanizmalar etkilidir. Ayrica
biyofilm ortami yapisi itibariyle bakterilerin kendi aralarinda plazmid aktarimi ve
ekstrakromozomal DNA degisimi sonucu antibiyotik direncinde artmaya sebep olan

mikroortamlardir.

2.8. Biyofilm Yapisiin Klinik Onemi

Fosil kayitlar1 prokaryotlarin 3 milyar yildan fazladir biyofilmler igerisinde
yasadigin1  gdstermistir.  Glinlimiizde biyofilm yapismin  yabanct  cisim
enfeksiyonlart basta olmak {izere canlilarda bir¢ok kronik infeksiyona sebebiyet
vermesinin yaninda derin yer alt1 sulari, okyanus derinlikleri gibi asir1 oligotrofik
ortamlar diginda tiim dogal ekosistemde de olusabildigi kabul edilmektedir (69, 73,
82).

Biyofilm yapis1 bu yapiin aletler tizerinde meydana getirdigi hasarlar, buna
bagl enerji kayiplar1 ve {irlin kontaminasyonlar1 nedeniyle endiistriyel sistemlerde;
neden olduklar1 enfeksiyonlar sebebiyle de tip alaninda 6nemli bir sorun halini
almistir. Enfekte olmus cihazlarin ¢ikarilmasi hem hasta morbiditesini hem de
tedavi maliyetini biiyiik 6lgiide artirir. Ornegin sadece 2000 yilinda tikanmis ve
enfekte olmus {iiriner cihazlarin tedavi maliyeti yalnizca Bati Avrupa ve Kuzey
Amerika’da bir milyar dolardan fazla zarara sebebiyet vermistir (102). Yapilan
calismalar nozokomiyal infeksiyonlarin yaklasik %65’inin biyofilm kaynakl
oldugunu ve bu durumun tedavi maliyetinde biiyiik oranda artisa neden oldugunu
gostermistir. Biyofilm yapisinin tedavi maliyetini artirict  etkisi  yalnizca
olusturdugu kronik enfeksiyonlar sebebiyle degil, ayni zamanda kalic1 tibbi
cihazlarda mekanik fonksiyon kaybina neden olmasindan da kaynaklanmaktadir
(5).

Biyofilm insan viicudunda kullanilan {iriner ve santral vendz kateter (SVK),
ortopedik protez, kontakt lens, protez kalp kapak¢ig1, koroner stent, rahim ici arac,
endotrakeal tiip ve koklear implant gibi tibbi malzemeler ile bobrek ve safra tasi,

digler, akciger dokusu ve safra yollar1 gibi canli yilizeylerde de olusabilir (78).
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Ozellikle tibbi girisimlerin ve kalic1 protezlerin artmasi biyofilm enfeksiyonlarmin
sikliginda bir artisa neden olmustur (5).

Tablo 2.5’te farkli biyomedikal cihazlardaki biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin
insidans1 ve bu bolgelerdeki enfeksiyonlarin en sik etkeni olan mikroorganizmalar
gortlmektedir (75).

Tablo 2.5. Biyofilm kaynakl enfeksiyonlarin farklhi biyomedikal cihazlardaki insidansi ve bu
bolgelerde biyofilm kaynakl enfeksiyonlarin en sik etkenleri

Vicut Bolgesi Biyomedikal Cihaz Insidans (%) Mikroorganizma
Uriner Sistem Kateter 10-20 Escherichia coli
Perkiitan SVK 4-12 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus aureus
Gegici pacemaker 4 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus aureus

Periton diyalizi 3-5 Staphylococcus epidermidis

Ortopedik civiler 50 Staphylococcus aureus
Subkitan Kardiyak pacemaker 1 Staphylococcus epidermidis
Yumusgak Doku Meme protezi 1-7 Staphylococcus aureus

Intraokiiler lens 0,13 Pseudomonas aeruginosa
Dolasim Sistemi Prostetik kalp kapagi 1,88 Staphylococcus aureus

viridans streptokoklar

Vaskdiler greft 1,5 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus aureus

Kemikler Prostetik kalca 2,6-4 Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus

Total diz protezi 3,5-4 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus aureus

Biyofilm ile iligkili enfeksiyonlarin azaltilmasi amactyla bazi antimikrobiyal
ajanlar ve biyofilm olusumunu inhibe eden kimyasallar ile kaplanmig tibbi
malzemeler denenmektedir. Bu calismalarin bir kisminda kaplanmis malzemelerin
bakteri tutunmasim1 engelleyerek biyofilm iligkili enfeksiyonlar1 azalttig
gosterilmistir (103); ancak yapilan bircok calisma piyasadaki antibiyotik, giimiis,
karbon, platin gibi malzemelerle kapli kateterlerin bakteri kolonizasyonu ve

bakteriyemi miktarinda anlamli bir azalma olusturmadigini, sistemik enfeksiyon
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oranlarinda standart kateterlere gore istatistiksel olarak anlamli bir etkisinin
bulunmadig gosterilmistir (104, 105).

Gunumizde biyofilm iligkili enfeksiyonlarin 6niine ge¢gmek amaciyla
kullanilacak etkili ve biyolojik yonden uyumlu biyoteknoloji iiriinleriyle ilgili

arastirmalar devam etmektedir (106).

2.9. Biyofilm Olusturmanin Bakteriye Kazandirdig1 Avantajlar

ve Konak Immiin Sisteminin Yamt:

Biyofilm olusturan bakteriler invivo ve invitro ortamlarda biyofilm
olusturmayan bakterilere gore bir takim avantajlara sahiptir. Biyofilm igerisinde
gomulu  bakteriler fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkilerden korunmakta,
reepitelizasyonu bozmakta ve bdylece kronik bir enfeksiyon odagi haline
gelmektedir (7, 82). Ozellikle enfeksiyon klinigi olan hastalarda kiiltiiriin negatif
bulunmasi, direk mikroskopide bakteri goriilmesi; ancak kiltiirde ireme olmamasi,
iiremenin ¢cok az miktarda olmasi, tireyen mikroorganizmalarda yiiksek antibiyotik
direnci goriilmesi gibi durumlarda biyofilm enfeksiyonlar1 akla gelmelidir.

Biyofilm olusumu bakterilerin konak immiin mekanizmalarina kars1 direngli
olmasimi saglar; ¢iinkii bakterilerin kalin matriks yapisiyla kapli biyofilmlerde
toplanmast hem onlar1 fagosite edilemeyecek kadar biyiitir, hem de humoral
immiin sistem komponentlerinin bakterilere erigilebilirligini azaltir. Matriks yapisi
sayesinde antimikrobiyallerin ve antiseptik maddelerin de bakterilere ulasimi
kisitlanir; ylzeydeki bakteriler bu ajanlardan etkilenirken derindekiler kronik bir
enfeksiyon odagi olarak persiste olur (3, 73). Ayrica biyofilm yapisi igerisindeki
mikroorganizmalar duragan biiyiime fazinda oldugu ve yavas iiredigi icin
antibiyotik etkisine daha az maruz kalirlar (100).

Biyofilmler birtakim potansiyel immiinmodiilatér 6zelliklere sahiptir. T ve B
lenfositleri gibi mononiikleer hiicrelerin olusumunu inhibe ederek hem sitotoksik
hem de humoral immun sistem Gzerinde baskilayic etkilere sahiptir (74).

Konak immdin sistem hiicreleri biyofilme penetre olsa dahi bakterileri fagosite
etmekte yetersiz kalir. Ayni susun planktonik formlar1 konak polimorfonukleer
I0kositlerini (PMNL) uyararak yikimin baglatilmasina sebep olurken biyofilm
olusturan formlar fagositik etkiden korunur. Yuksek ¢Ozunurlikli videolarla

yapilan c¢alismalar stafilokok biyofilmlerinde PMNL’lerin immobilize oldugunu;
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ancak fagositozun yalmizca yakin ¢evredeki bakterilerle sinirli  oldugunu
gostermistir (107).

Bu fiziksel bariyer etkisine ek olarak biyofilm yapisindaki PIA fagositik
hiicrelerden lizozimlerin erken salimimini da inhibe eder. PIA ayrica bakterilerin
antikorlar tarafindan taninmasini ve kompleman birikimini inhibe ederek hucreleri
immiinglobiilin atagindan korur. Kompleman sistemi sesil hiicrelere kars1 daha az
aktive olur (74).

Biyofilm icerisindeki bakterilerin yakin konumu hiicre-hiicre etkilesimlerini de
biiyiik oranda artirir. Biyofilm yapisinin kapali ortami sayesinde bakteriler arasinda
kolaylikla gen transferi gergeklesebilir. Bu horizontal gen aktarimi ¢oklu ilaca

direncli bakterilerin olusmasina sebep olur (108).

2.10. Hiicrelerarasi Iletisim (Quorum Sensing)

Kati1 bir yiizeye tutunmus mikroorganizmalarin olusturdugu her yapi1 biyofilm
demek degildir. Biyofilm yapisinda olmayan mikroorganizmalarin olusturdugu bu
topluluklar planktonik hicreler gibi davranmaya devam ederler; yani biyofilm
yapisinin karakteristik geri doniistimsiiz baglanma ve direng gibi 6zelliklerini
tasimazlar. Bu mikroorganizmalar ekstraseltiler polimerik bir matriks icerisinde
gomiilli olarak bulunmazlar ve biyofilm yapisi igerisindeki bakterilerin tirettigi
genlerin transkripsiyonunu yapamazlar. Bu biyofilm olmayan topluluklar, 6rnegin
agar ylizeyinde {ireyen bakteri kolonileri ylizeye batirilmis planktonik formlar gibi
davranirlar ve gercek biyofilmlerin dogal direng 6zelliklerinden higbirini
sergilemezler (6).

Biyofilm yapisini olusturan bakterilerin ise zamanla ekstraseluler matriksten
koparak ayrimasiyla olusan planktonik formlarinin ayrildiklart toplulugun tiim
direng 6zelliklerini tagidigi gosterilmistir (6).

Dogrudan mikroskobik gozlem ve cesitli incelemeler ile farkl yiizeylerde
olusmus bu bakterilerin % 99,9'dan fazlasinin biyofilm yapisi igerisinde tiredigi
gosterilmistir. Biyofilmlerin bu iistiinliigl tiim dogal ekosisteme yayilmig haldedir
(98).

Biyofilm yapisinin rasgele bir araya gelmis bakteri topluluklarindan
ayrilmasini saglayan temel mekanizma quorum sensing yani sinyal molekdlleri
vasitastyla hiicrelerarasi iletisim sistemidir. Bu mekanizmayla mikroorganizmalar

ylizeye yapisan her bir bakterinin iirettigi sinyal molekdlleri sayesinde ¢evredeki
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bakteriyel popiilasyonun yogunlugunu algilayabilir ve bu bilgiyi diger
mikroorganizmalara iletebilir. Cevresinde yogun mikroorganizma toplulugu olan
bir bakteri o topluluga katilma egilimi gosterir. Tiirler aras1 veya tiir i¢i iletisimi
saglayan bu kompleks regiilatuar sistem sayesinde mikroorganizmalar degisen
cevre kosullarina uyun gostermelerini saglayan virulans genlerini eksprese eder ve
biyofilm yapisinin ¢evre adaptasyonu ve patojenitesini diizenler. Quorum sensing
sayesinde iireme hizi ve koloni olusumu kontrol edilir, toksin iiretimi ve invaziv
ozellikler belirlenir. (109, 110).

S. aureus'ta haberlesmeyi saglayan temel mekanizma kendiliginden sinyal
uretebilen ve iiretildigi hiicrenin metabolizmasi tizerinde diizenleyici etkinligi olan
auto-inducer (Al) olarak adlandirilan peptid yapida molekullerdir. Gram negatif
bakterilerde ise Acil-homoserin lactonlar (AHL) quorum sensing sisteminde daha
on plandadir. Biyofilmi olusturan mikroorganizma sayisi arttik¢a Uretilen Al sinyal
molekdllerinin lokal konsantrasyonu da artar. Konsantrasyon belli bir esik degeri
astig1 zaman viriilans faktorleri de dahil olmak tizere birtakim genlerin ekspresyonu
duzenlenir (109). Boylece bakteri viriilans faktorlerini diizenleyerek degisen
kosullara uyum saglar ve enfeksiyonun seyri sirasinda konak immiin yanitindan
korunabilir (111).

Al sinyal molekadlleri hiicre zarindaki reseptor kinazlara baglanir ve hiicre
icinde gen ekspresyonunu diizenleyici birtakim transkripsiyonel degisikliklere
neden olur veya kendisi oligopeptid permeazlarla direk hiicre igine girerek hiicre igi
reseptorlerle etkilesime gecer. Gram pozitif bakterilerde farkli aminoasit sekansina
sahip Al sinyal molekiilii igeren ¢ok sayida quorum sensing sistemi tanimlanmistir
ve bu sistemlerin reseptorleri genellikle hiicre zarinda bulunmaktadir (110, 112).

Sonug olarak; sinyal molekiilleri spesifik fizyolojik sartlar veya ¢evresel
degisikliklere karsi ortaya ¢ikan, hiicre digina salgilanan ve diger hiicrelerdeki
spesifik reseptorlerine baglanarak etki eden ve belli bir esik konsantrasyon
degerinin iizerinde istenilen fizyolojik yanitin ortaya ¢ikmasini saglayan bakteriler
arasi Ozellesmis bir haberlesme sistemi, bir cogunlugu algilama mekanizmasidir (7,

111).
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2.11. Biyofilm Tespit Yontemleri

Biyofilm tespit yontemleri ideal olarak kolay uygulanabilir, tekrar edilebilir ve
invivo biyofilm fenotipini temsil edebilir nitelikte olmalidir. Ayni bakterinin farkli
sistem veya calisma yontemlerinde biyofilm olusumu baslangi¢ bakteri ve besin
konsantrasyonu, inkiibasyon sicakligi ve siiresi, biyofilme uygulanan sivi basinci
gibi etmenlerle degiskenlik gosterebilir. Bu sebeple farkli biyofilm tespit
yontemleri birbirini tamamlar (74). Biyofilm olusumunu gosteren birgok yontem
vardir (18, 19, 70, 99):

2.11.1. Boyama yontemleri: Mikrotitrasyona dayali bu statik yontemler
biyofilm arastirmalarinin ilk zamanlarindan beri Ozellikle uygulama kolayligi,
kullanilan malzemelerin ulasilabilir olmas1 ve diisiik maliyetli testler olmalarindan
dolay1 giinlimiizde halen yaygin olarak kullanilmaktadir.

Biyofilm tabakasinin komponentleri asagidaki kimyasallar ile boyanarak
biyofilm varligi tespit edilebilir;

- Kristal viyole

- Safranin

- 1,9-dimetil metilen blue (DMMB)

- Alcian Blue

- Syto9

- Fluorescein-di-acetate (FDA)

Bu yontemlerle kesin bakteri sayisi veya canliligi bilinemez; ancak biyofilm
kitlesi hakkinda bilgi sahibi olunur. Ayrica biyofilm kitle kantitasyonu i¢in boyama
yontemlerine ek olarak sonikasyon iglemi sonrasi koloni olusturan birim hcre
sayimi, total protein miktar1 ve kuru agirlik 6l¢iim yontemleri kullanilabilir.

Mikroplaklarda olusan bu biyofilmlerin minimal biyofilm eradikasyon
konsantrasyonunun o6l¢imii igin Calgary Biyofilm Cihaz1 gelistirilmistir ve
duyarlilik i¢in nispeten kolay uygulanabilir ve tekrarlanabilir bir yontemdir (98).

2.11.2. Metabolik yontemler: Metabolik yontemlerle canli hiicrelere zarar
vermeyen ve bu hiicreler tarafindan metabolit olarak kullanilan biyolojik boyalar
kullanildigindan direk biyofilmdeki canli hiicre sayis1 hakkinda bilgi sahibi
olunabilir.

Asagidaki cesitli yontem ve kimyasallar ile biyofilm yapisini olusturan canli

bakterilerin say1 ve yogunlugunun tespit edilebilmesi mimkunddr;
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- MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]

- XTT [2,3-bis(2-methyloxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5
carboxanilide]

- CTC [5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chloride]

- Rezasurin (alamar blue)

- BioTimer yontemi

- Losin Inkorporasyon

- ATP biyoliiminesans

2.11.3. Mikroskopik yontemler:

e Konfokal Tarayict Lazer Mikroskopi (CLSLM) (Syto9 floresan
boyasiyla)

e Tarayici Elektron Mikroskopi (SEM)

e Konfokal Raman Mikroskopi (CRM)

e Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM)

e X-ray Mikroskopi

e Epiflorasans Mikroskopi ile hem biyofilm yapisini aragtirmak hem de
bilgisayar programlari ile koordine kullanilarak biyofilm kantitasyonunu
yapmak mimkuindr.

2.11.4. Molekuler yontemler: PZR ile biyofilm olusumundan sorumlu
icaADBC operon uyeleri ve MSCRAMM’lar tespit edilebilir. Ayrica ““Floresans in
situ hibridizasyon’’ (FISH) yontemiyle biyofilmi olusturan canli hiicreler floresan
boyayla boyanarak gortnur hale getirilebilir.

2.11.5. Slime olusumunun tespiti: Stafilokoklarin yiizeylere kolay yapismasi
ve biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin 6énemli bir etkeni olmasi bu bakterilerin hiicre
disina salgiladiklart slime faktor iiretimi ile yakindan iliskilidir. Slime faktorl
ekzopolisakkarit, teikoik asit ve proteinlerden olusan viskdz bir glikokaliks
yapisidir. Slime faktor sayesinde bakterilerin adherans ve yuzey kolonizasyonu
kolaylasir (4). Christensen’in biyofilm kavraminin tam olarak oturmasindan once
ortaya attigi ve slime faktor olusumunu gosteren testi giiniimiizde birtakim
degisikliklerle Modifiye Christensen Yodntemi olarak biyofilm boyama ydntemleri
icerisinde sayilmaktadir (113). Congo Red Agar Yontemi (CRA) ile olusan koloni

renk ve morfolojisine gore bakterideki slime olusumu gosterilebilir. CRA ilk olarak

28



stafilokoklardaki slime olusumunu gosteren, uygulamasi kolay, hizli, tekrarlanabilir

ve nitel bir fenotipik yontem olarak gelistirilmistir (85, 114).
3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu
tarafindan 11.08.2016 tarithinde KA 16/264 proje numarasiyla onaylanmis ve
Baskent Universitesi Arastirma Fonunca desteklenmistir.

3.1. Bakteri izolatlar

Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gonderilen 107 adet yara, 72 adet kan ve 21 adet kateter
orneginden izole edilmis toplam 200 S. aureus susu (100 adet MRSA, 100 adet
MSSA) calismaya dahil edildi. Hastalarin cinsiyet, yas, yattii servis gibi
demografik bilgileri kayit edildi. Suslar ¢alisilincaya kadar “*Skim Milk’” saklama
besiyeri iceren mikrosantrifij tiplerinde -80°C’de saklandi.

Izolatlarin saf koloni olup olmadiklarmin kontrolii amaciyla Gram boyasi
yapild1 ve sirasiyla katalaz ve koagiilaz aktivitelerine bakildi. Lamda koagulaz testi
siipheli sonug veren suslara ayrica tiipte koagiilaz testi uygulandi.

3.1.1. Katalaz Testi: Gram pozitif kok olarak boyanan tiim suslara katalaz testi
uygulandi (22, 115).

3.1.1.1. Temel Prensip: Katalaz enzimi Ureten bakteriler metabolizmalarinin
son triinii olarak ortaya ¢ikan hidrojen peroksiti (H2O,) su ve oksijene parcalar.
Olusan oksijen lam iizerinde koplik veya gaz kabarciklar seklinde gozlenir.

3.1.1.2. Gerekli Malzemeler:

e %3’lik H,0, (Merck, Almanya)
e Cam lam (Citotest Labware, Cin)
e Steril plastik 6ze (Looplast, LP Italiana SPA, Italya)

3.1.1.3. Testin Uygulamsi: Temiz bir lam Gzerine birka¢ damla H,0,
damlatild1. Taze kultirden steril plastik 6ze ile alinan koloniler hidrojen peroksitle
karistirildi. Eritrositlerde var olan katalaz aktivitesi nedeniyle yanlis pozitif sonug
almamak icin bu testte kanl agar besiyeri kullanilmada.

3.1.1.4. Sonuclarin Yorumlanmasi: Saniyeler igerisinde olusan hava
kabarcig1 varlig1 gozlendi.

3.1.1.5. Kalite Kontrol: Staphylococcus aureus ATCC 25923 - pozitif kontrol

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 - negatif kontol
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3.1.2. Koagulaz Testi: Katalaz testi pozitif olan tiim suslara koagtilaz testi
uygulandi (22, 116).

3.1.2.1. Lamda Koagulaz Testi:

3.1.2.1.1. Temel Prensip: Stafilokoklar icerisinde S. aureus koagilaz
reaksiyonunun pozitif olmasiyla diger tiirlerden ayrilir. Koagtilaz fibrinojenin fibrin
pihtisina donilismesini saglayan, trombine benzeyen, termostabil bir enzimdir.
Olusan fibrin yapisi kiimelesme olarak gozlenir.

3.1.2.1.2. Gerekli Malzemeler:
EDTA’l1 tavsan plazmasi (BD, ABD)

Cam lam (Citotest Labware, Cin)

Steril 6ze

Distile su

3.1.2.1.3. Testin Uygulamsi: Temiz bir lam (zerine 1 damla distile su
damlatildi ve siipheli kolonilerle homojenize edildi. Bakteri siispansiyonunun
iizerine bir damla 1/5 oraninda sulandirilmis EDTA’l1 tavsan plazmasi damlatildi ve
10-30 saniye elde ¢evirme hareketi uygulandi. Mannitol tuz agar gibi ylksek tuz
oranma sahip olan besiyerindeki koloniler otoagliitinasyon sonucu yanlig pozitif
sonug verebilir; bu nedenle koagiilaz testi i¢in koloniler kanli agar gibi nonselektif
bir besiyerinden alind.

3.1.2.1.4. Sonug¢larin Yorumlanmasi: Islemin sonunda bakteriyel kiimelesme
olusturdugu goriilen suglar lamda koagiilaz testi pozitif olarak kabul edildi.

3.1.2.1.4. Kalite Kontrol: S. aureus ATCC 25923 - pozitif kontrol

S. epidermidis ATCC 12228 - negatif kontrol

3.1.2.2. Tupte Koagilaz Testi: Lamda koagulaz testi negatif veya siipheli
bulunan her bakteride serbest koagiilaz varliginin arastirilmasi igin tiipte koagilaz
testi yapilmalidir. Bazi stafilokok suslarinin 6zellikle de MRSA suslariin kapsiil
yapisinin hiicre duvarindaki protein A’y1 maskeledigi ve bu yolla agliitinasyonun
engellendigi belirlenmistir. Bu nedenle 6zellikle MRSA siipheli kolonilerde tiipte
koaglaz testinin kullanilmas1 onerilmektedir.

3.1.2.2.1. Temel Prensip: S. aureus identifikasyonu icin referans yoéntem
olarak kabul edilen tiipte koagiilaz testi lamda koagiilaz testi ile ayni g¢alisma

prensibine sahiptir.
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3.1.2.2.2. Gerekli Malzemeler:
EDTA’l1 tavsan plazmasi (BD, ABD)

Diiz kapaksiz cam tiip (S&H Labware, Tiirkiye)

Steril 6ze

Distile su

3.1.2.2.3. Testin Uygulanisi: Steril bir tlip icerisine 1/5 oraninda sulandirilmig
EDTA’l1 tavsan plazmasindan 0,5 ml konuldu. Maksimum 24 saatlik taze koloniler
ozeyle almip plazma icerisine inokiile edildi. 35-37°C’de 4 saat inkiibasyonun
ardindan tiipler kontrol edildi. 4 saat sonunda agliitinasyon gozlenmediyse tupler
22-25°C oda sicakliginda 20 saat daha bekletildi ve tekrar kontrol edildi.

3.1.2.2.4. Sonuglarin Yorumlanmasi: Uygun inkibasyon siresinin sonunda
tip calkalanmadan hareket ettirilerek pithti olusumuna bakildi. 24 saat icerisinde
olusan herhangi bir miktardaki agliitinasyon varlig1 pozitif olarak kabul edildi.

3.1.2.2.5. Kalite Kontrol: S. aureus ATCC 25923 - pozitif kontrol

S. epidermidis ATCC 12228 - negatif kontrol

3.1.3. Metisilin Direnci: Metisilin duyarliliginin tespiti i¢in Phoenix (Becton
Dickinson - BD, ABD) otomatize sisteminde oksasilin MIK degeri >2 mg/L olan
suslar MRSA olarak kabul edildi. Phoenix’te oksasiline duyarli ve direngli ¢ikan
tim suslara ayrica sefoksitin disk diflizyon (SDD) testi uygulanarak sonuglar
dogruland1 (117).

3.1.3.1. Temel Prensip: McFarland 0,5 bulaniklik &lglisiindeki S. aureus
bakteri stispansiyonlar1 Mueller Hinton Agar (MHA) tizerine uygun sekilde siriiliir.
30 g sefoksitin igeren antibiyotik duyarlilik diskleri agar iizerine yerlestirilerek bir
gecelik inkiibasyonun ardindan olusan zon ¢aplar1 6l¢iilerek belirlenen standartlara
gore duyarli, orta duyarl, direngli seklinde degerlendirilir.

3.1.3.2. Gerekli Malzemeler:

¢ %5 Koyun Kanli Agar (BD, Almanya)

e Phoenix Spec Nephelometer (BD, ABD)
Steril %0,9 NaCl ¢ozeltisi (Polifarma, Tlrkiye)
Mueller Hinton 1l Agar (MHA) (BD, ABD)

Steril plastik petri plaklar1 (Firatmed, Tiirkiye)
Sefoksitin antibiyotik duyarlilik diskleri (30 ug) (BD, ABD)
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Otoklav (HMC - Hirayama, Japonya)
Ettv (Nlve EN 500, Turkiye)

Steril ekiivyon ¢ubugu (Tru Medikal, Tiirkiye)

Diiz kapaksiz cam tiip (S&H Labware, Tiirkiye)

3.1.3.3. Testin Uygulamisi: SDD testi igin 1 L distile su igerisine 38 g Mueller
Hinton 1l Agar tartildi ve otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edildi. Soguduktan
sonra petri plaklarina dokiildii. Derin dondurucuda -20°C’de saklanan sefoksitin
diskleri kullanmadan 10-15 dakika 6nce oda sicakligina ¢ikarildi. %5 koyun kanli
agarda tiremis 24 saatlik saf kolonilerinden alinarak %0,9 NaCl (SF) icerisinde bir
siispansiyon hazirlandi. Siispansiyon yogunlugu Phoenix Spec Nephelometer ile
iiretici firmanin hazirladigi hazir eselerle kalite kontrolii yapildiktan sonra
spektrofotometrik olarak 0,5 McFarland bulaniklik derecesine ayarlandi ve
hazirlanan silispansiyon MHA besiyeri yiizeyine steril bir ekiivyonla yayildi.
Besiyeri plagina steril bir pens yardimiyla sefoksitin diskleri yerlestirildi ve
iizerlerine hafifge bastirilarak besiyeri ylizeyiyle tamamen temas etmesi saglandi.
Hazirlanan plaklar 35-37°C’de 18-24 saat sure ile inkibe edildi(51).

3.1.3.4. Sonuglarin Yorumlanmasi: Inkiibasyon siiresinin sonunda test
sonuglart European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
tarafindan Onerilen esik sinir degerlere gére zon ¢ap1 <22 mm olan suglar MRSA,
>22 mm olan suslar ise MSSA olarak tanimlandi (51).

3.1.3.5. Kalite Kontrol: S. aureus ATCC 43300 (MRSA) - pozitif kontrol
S. aureus ATCC 25923 - negatif kontrol

3.2. Biyofilm Deneyleri

3.2.1. Konvansiyonel Biyofilm Tespit Yoéntemleri

3.2.1.1. Modifiye Christensen Yontemi

3.2.1.1.1. Temel Prensip: Bu yontemde biyofilm tabakay1 olusturan bakteri ve
ekstaselltler matriksin negatif ytkli molekilleri bazik bir boya olan kristal viyole
ile boyanarak spektrofotometrik olarak degerlendirilir. Bu yontemde canli ve 6lii
hiicrelerin yan1 sira biyofilm yapisim1 olusturan diger komponentler de
boyanmaktadir. Christensen ve arkadaslarimin tanimladigi ilk ydntemde yalnizca

kuyucuk tabaninda olusan biyofilm tabakasi Ol¢iilmekteydi (113). Modifiye
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Christensen Yontemi’nde ise kullanilan boya ¢oziilerek kuyucugun hem tabani hem
de duvarinda olusan biyofilm 6lgiilmiis olur (118).
3.2.1.1.2. Gerekli Malzemeler:
¢ %S5 Koyun Kanli Agar (BD, Almanya)
e Triptik Soy Broth (BD, Fransa)
e Diiz kapaksiz cam tiip (S&H Labware, Tiirkiye)
e Otoklav (HMC - Hirayama, Japonya)
e Etiv (NUve EN 500, Turkiye)
e Distile su
e Phoenix Spec Nephelometer (BD, ABD)
e 96 kuyucuklu U tabanli mikroplak (Biosigma, Italya)
e PBS tablet pH 7,2 (AppliChem, Almanya)
e Metanol (Merck, Almanya)
e Etanol (Merck, Almanya)
e ELx Universal Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc.,
ABD)
e Steril ekiivyon ¢ubugu (Tru Medikal, Tiirkiye)
e (Cok kanall1 pipet (Eppendorf, Almanya)
o Steril pipet ucu (Eppendorf, Almanya)
e pH metre (Inolab pH 7110 - WTW, Almanya)

3.2.1.1.3. Testin Uygulamisi: 1 L distile suya 30g liyofilize Triptik Soy Broth
eklendi ve 121°C'de 15 dakika sterilize edildikten sonra pH 7,2 degerine
ayarlanarak taze olarak kullanildi.

%35 koyun kanli agarda iiremis olan S. aureus kolonilerinden tek bir koloni
almarak Triptik Soy Buyyon (TSB) besiyerinde 24 saat 35 - 37°C’de inkiibe
edildikten sonra 0,5 McFarland bulaniklik derecesinde bakteri siispansiyonu
hazirlandi. 96 kuyucuklu U tabanli mikroplaklarda kuyucuklara 20 ul bakteri
stispansiyonu, 180 pl deney ortami (TSB) konuldu ve boylece yaklasik 1x10’
CFU/ml bakteri konsantrasyonuna ulasildi. Her bir bakteri icin tcer kuyucuk
kullanildi. Hazirlanan mikroplaklar 37°C’de 24 saat inkibe edildikten sonra
kuyucuklar bosaltilip uygun mikropipet kullanilarak steril fosfat tampon soliisyonu
(PBS) (pH: 7,2) ile 3 kez yikandi. Her yikamanin sonunda kuyucuklarda kalan PBS
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nazik¢e vurularak bosaltildi. Plaklar kurutulduktan sonra fiksasyon igin her bir
kuyucuk 200ul metanol ile 20 dakika muamele edildi. 15 dakika %2’lik kristal
viyole ile boyama igleminden sonra plaklar tekrar yikandi. %95’lik etanol ile
kuyucugun taban ve duvarlarindaki boya ¢oziildii ve mikroplaklarin optik
dansiteleri 570 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢uldi (119, 120).
3.2.1.1.4. Sonug¢larin Yorumlanmasi: negatif kontrol kuyucuklarindan (steril
TSB buyyon) elde edilen ortalama degerlerin (OD) tizerine 3 standart degerin (SD)
eklenmesiyle sinir deger (cut-off/ODc) belirlendi ve buna gore her bir bakteri icin
hazirlanmis olan iicer kuyucuktan elde edilen OD degerlerinin ortalamasi sinir
degerin lizerinde olan suslar biyofilm pozitif olarak kabul edildi. OD degeri sinir
degerle bunun 2 kat1 arasinda olanlar hafif (+), 2-4 kati arasinda olanlar orta (++), 4
kat1 lizerinde olanlar ise kuvvetli biyofilm pozitif (+++) olarak simiflandirildi. Sinir

deger hesaplama ve biyofilm yogunluk kategorileri Tablo 3.1°de gosterilmistir
(118).

Tablo 3.1. Siir deger (ODc) ve biyofilm yogunluk kategorileri

ODc= OD (negatif kontrol) + 3xSD (negatif kontrol)

OD < 0ODc - biyofilm negatif
ODc <OD <2x0ODc - hafif diizeyde biyofilm pozitif (+)
2x0Dc < OD <£4x0Dc - orta duizeyde biyofilm pozitif (++)

4x0Dc < OD - kuwvvetli diizeyde biyofilm pozitif (+++)

3.2.1.1.5. Kalite Kontrol:
S. aureus ATCC 6538 ve S. epidermidis ATCC 35984 - pozitif kontrol
S. aureus ATCC 29213 ve S.epidermidis ATCC 12228- negatif kontrol

3.2.1.2. MTT Yontemi

3.2.1.2.1. Temel Prensip: Bir tetrazolium tuzu olan MTT’nin [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide] NADH  bagimli
dehidrogenaz enzimleriyle suda ¢6ztinmeyen mor renkli formazana indirgenme

diizeyinin kantitatif olarak 6l¢lildiigii kolorimetrik bir yontemdir. Bu renk degisimi
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metabolik aktivitenin, dolayisiyla biyofilmdeki canli bakteri hiicre varligmin bir
gostergesidir (121).
3.2.1.2.2. Gerekli Malzemeler:

¢ %S5 Koyun Kanli Agar (BD, Almanya)

e Triptik Soy Broth (TSB) (BD, Fransa)

e Diiz kapaksiz cam tip (S&H Labware, Turkiye)

e Otoklav (HMC - Hirayama, Japonya)

e Etiv (NUve EN 500, Turkiye)

e Distile su

e Phoenix Spec Nephelometer (BD, ABD)

e 96 kuyucuklu igne kapakli U tabanli mikroplak (Nunc-TSP:
Transferable Solid Phase Screening System) (Thermo Scientific,
Danimarka)

e Orbital calkalayici (RotoMix Orbital Shaker Type 50800,
Barnstead International, ABD)

e PBS tablet pH 7,2 (AppliChem, Almanya)

e DMSO (Sigma, Fransa)

e ELx Universal Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc.,
ABD)

e Steril ekiivyon gubugu (Tru Medikal, Turkiye)

e (Cok kanall1 pipet (Eppendorf, Almanya)

o Steril pipet ucu (Eppendorf, Almanya)

e pH metre (Inolab pH 7110 - WTW, Almanya)

3.2.1.2.3. Testin Uygulamsi: 1 L distile suya 30g liyofilize Triptik Soy Broth
eklendi ve 121°C'de 15 dakika sterilize edildikten sonra pH 7,2 degerine
ayarlanarak taze olarak kullanildi.

%35 koyun kanli agarda iiremis olan S. aureus kolonilerinden tek bir koloni
alinarak TSB besiyerinde 24 saat 37°C’de inklbe edildikten sonra 0,5 McFarland
bulaniklik derecesinde bakteri siispansiyonu hazirlandi. Biyofilm olusturmak igin
steril igne kapakli 96 kuyucuklu U-tabanli mikroplaklara 20 pl bakteri
siispansiyonu, 180 pl deney ortami (TSB) konuldu ve béylece yaklasik 1x10’

CFU/mI bakteri konsantrasyonuna ulasildi. Igne kapagim tiim yiizeyinde homojen

35



bir biyofilm olusumu i¢in igne kapakli mikroplaklar 20 salinim/dakika olacak
sekilde orbital calkalayicida 35 - 37°C’de 24 saat inkibe edildi. Her bir bakteri icin
iicer kuyucuk kullanildi. Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasindan sonra igne kapak
200 pl steril PBS iceren 96 kuyucuklu mikroplakta {i¢ kez ¢alkalanarak yikanip
planktonik hiicrelerin uzaklasmasi saglandi (122).

Her calisma oncesi steril PBS igerisine 250 ug/ml konsantrasyonunda MTT
solusyonu taze olarak hazirlandi. Her kuyucuga 200 pl MTT solisyonundan
eklenerek Uizerine igne kapaklar kapatildi ve karanlik ortamda 37°C’de 3 saat daha
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda canli bakteri varliginda olusan formazan
kristalleri DMSO igerisinde ¢6ziildii ve renk degisimi hem ¢iplak gozle kayit edildi
hem de sonuclar 570 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6lculdi (121).

3.2.1.2.4. Sonuclarin Yorumlanmasi: Negatif kontrol kuyucuklarindan (steril
TSB buyyon) elde edilen ortalama degerlerin (OD) iizerine 3 standart degerin
eklenmesiyle sinir deger belirlendi ve bu degerlere gore her bir bakteri igin
hazirlanmis olan {iger kuyucuktan elde edilen OD degerlerinin ortalamasi sinir
degerin lizerinde olan suslar biyofilm pozitif olarak kabul edildi. OD degeri sinir
degerle bunun 2 kati1 arasinda olanlar hafif (+), 2-4 kat1 arasinda olanlar orta (++), 4
kat1 lizerinde olanlar ise kuvvetli biyofilm pozitif (+++) olarak siniflandirildi (118).

3.2.1.2.5. Kalite Kontrol:

S. aureus ATCC 6538 ve S. epidermidis ATCC 35984 - pozitif kontrol

S. aureus ATCC 29213 ve S.epidermidis ATCC 12228- negatif kontrol

3.2.1.3. BioTimer Yontemi

3.2.1.3.1. Temel Prensip: Biyofilmin yapisindaki canli bakterilerin sayisini
belirlemede kullanilan bir diger kolorimetrik yontemdir. Belirteg olarak fenol
kirmizist igeren BT-PR besiyeri kullanilir. Bakterinin fermentatif metabolizmasi
sonucu belirtecin rengi kirmizidan sartya donmektedir. Renk degisimi i¢in gegen
stire bakteri konsantrasyonu ile iliskilidir (123).

3.2.1.3.2. Gerekli Malzemeler:
Mueller Hinton Broth (MHB) (BD, Fransa)
Phenol Red (Sigma Aldrich, ABD)

D(+)-glukoz-monohidrat (Merck, Almanya)

Otoklav (HMC - Hirayama, Japonya)
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e Etiv (NUve EN 500, Turkiye)

e Distile su

e (Cok kanall1 pipet (Eppendorf, Almanya)

e Steril pipet ucu (Eppendorf, Almanya)

e 96 kuyucuklu U tabanli mikroplak (Biosigma, italya)

e Steril plastik ekiivyon ¢ubugu (Tru Medikal, Tiirkiye)

e Diiz kapaksiz cam tiip (S&H Labware, TUrkiye)

e Phoenix Spec Nephelometer (BD, ABD)

e Mueller Hinton Il Agar (BD, ABD)

e 96 kuyucuklu igne kapakli U tabanli mikroplak (Nunc-TSP:
Transferable Solid Phase Screening System) (Thermo Scientific,
Danimarka)

e Triptik Soy Broth (TSB) (BD, Fransa)

e Orbital calkalayici (RotoMix Orbital Shaker Type 50800,
Barnstead International, ABD)

e PBS tablet pH 7,2 (AppliChem, Almanya)

e pH metre (Inolab pH 7110 - WTW, Almanya)

3.2.1.3.3. Testin Uygulamsi: 1 L distile suya 21 g Mueller Hinton Broth
(MHB), 25 mg fenol kirmizisi ve 10 g D(+)-glukoz-monohidrat eklenerek
hazirland1 ve pH 7,2 degerine ayarlanarak taze olarak kullanildi.

Oncelikle bakteri sayis1 - renk degisim zamani korelasyon egrisini ¢izmek igin
hazirlanan bakteri siispansiyonu (S. aureus ATCC 6538) BT-PR besiyeri iceren
tiiplere eklenerek seri diliisyon yapildi. Tiipler uygun araliklarla kontrol edilerek
her bir tiipiin renginin kirmizidan sariya dondiigi siire tespit edildi. Bunun i¢in 900
ul BT-PR besiyeri iceren ilk tipe 100 ul 0,5 McFarland bulanik derecesinde
ayarlanmig olan bakteri siispansiyonu eklenerek 1/10 dilisyona ulasildi ve seri
diliisyon ile 10° konsantrasyona kadar ulagildi. Diliisyon isleminden sonra her
kuyucuktan 10 ul alinarak MHA besiyerlerine ekildi ve steril ekivyon ile plak
yiizeyine yayildi. 35 - 37°C’de 24 saat inkiibasyon islemi sonrasi Kkati
besiyerlerindeki koloniler sayilarak besiyerinin renk degistirdigi siireye karsi gelen

bakteri log1oCFU grafigi ¢izildi. (124).
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Sekil 3.1’de BioTimer yontemi i¢in kullanilan bakteri sayisi - renk degisim

zamani korelasyon egrisi ve BT-PR besiyerinin renk degisimi gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Bakteri sayisi (logoCFU) - Zaman (dKk) egrisi ve BT-PR besiyeri renk degisimi

Biyofilm deneyleri MTT yonteminde oldugu gibi U tabanli 96 kuyucuklu igne
kapakli mikroplaklarda gergeklestirildi. Her izolattan tek koloni alinarak 4 ml TSB
besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra her bir
kuyucuga 200 ul 1x10° CFU/ml bakteri stispansiyonu eklenerek orbital
calkalayicida 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Her bir bakteri icin lger kuyucuk
kullanilds. Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasindan sonra igne kapak 200 ul steril
PBS igeren 96 kuyucuklu mikroplakta ii¢ kez g¢alkalanarak yikanip planktonik
hiicrelerin uzaklagsmasi saglandi. 200 pl BT-PR besiyeri dagitilmis yeni bir
mikroplaga igne kapak kapatildi.

3.2.1.3.4. Sonuclarin Yorumlanmasi: Yeni mikroplaga igne kapak
kapatildiktan ~ sonra  besiyerindeki  dakikalik renk degisimi  gdzlendi.
Olusturdugumuz zaman/logioCFU egrisi kullanilarak, igne kapakta olusan
biyofilmde bulunan mikroorganizma sayisi hesaplandi (123, 124).

3.2.1.3.5. Kalite Kontrol:

S. aureus ATCC 6538 ve S. epidermidis ATCC 35984 - pozitif kontrol

S. aureus ATCC 29213 ve S.epidermidis ATCC 12228- negatif kontrol
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Her (¢ biyofilm tespit yonteminde de olasi kontaminasyonu ekarte etmek
amaciyla iireme olan kuyucuklardan 10’ar pl 6rnek almip koyun kanli agar

besiyerine ekim yapildi. Biyofilm olusumunun saf S. aureus kaynakli oldugu teyit
edildi.

3.2.1.4. Congo Red Agar (CRA) Yontemi
3.2.1.4.1. Temel Prensip: Kongo kirmizisi benzidin ve naftionik asitten
meydana gelen bir sodyum tuzudur. Polisakkarit, seliloz, amiloid ve sialik asit gibi
organik polimerlere afinite gosterir. Kongo kirmizisi bakterilerin ekzopolisakkarit
yapisindaki slime faktorii ile birleserek koyu bir renk olusturur ve boylece
bakterilerdeki slime olusumunu gosterir (114).
3.2.1.4.2. Gerekli Malzemeler:
e Sikroz (Merck, Almanya)
e Brain - Heart Infusion Agar (BD, Fransa)
e Congo Red (AppliChem, Almanya)
e Distile su
e Otoklav (HMC - Hirayama, Japonya)
e Etlv (Nuve EN 500, Turkiye)
e Steril 0ze
3.2.1.4.3. Testin Uygulamsi: 1 litre distile suya 36 g siikroz, 52 g beyin kalp
infuzyon agar ve 0.8g Kongo kirmizisi boyasi eklenerek CRA hazirlandi.

Izolatlarn CRA besiyerinde olusturduklari kolonilerin gériiniim farkliliklarna
dayanan Congo Red Agar yontemiyle tiim izolatlarin slime faktor olusumlari
arastirildi. Bu amacgla %5 koyun kanli agarda tiremis saf kolonilerden CRA
besiyerine tek koloni ekim yontemiyle ekildi ve 35 - 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilerek sonuclar degerlendirildi. Sonuglar not edildikten sonra plaklar 24 saat daha
22 - 25 °C oda sicakhiginda bekletilerek 48 saatin sonunda plaklardaki renk
degisimi tekrar incelendi. Her agara en az bir pozitif kontrol, bir de negatif kontrol
ekimi yapildi.

3.2.1.4.4. Sonuglarin Yorumlanmasi: Koyu kirmizi - siyah renkli veya purizli
- kuru koloni olusturan suslar slime faktorl pozitif; pembe - kirmizi, bordo veya
yalnizca orta kisimlart koyu renkte koloni (6kiiz gozi paterni) olusturanlar slime
faktorl negatif olarak degerlendirildi (85, 95).
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3.2.1.4.5. Kalite Kontrol:
S. aureus ATCC 6538 ve S. epidermidis ATCC 35984 - pozitif kontrol
S. aureus ATCC 29213 ve S.epidermidis ATCC 12228- negatif kontrol

3.3. Biyofilm Genlerinin Varhginin Arastirilmasi

3.3.1. DNA Ekstraksiyonu
3.3.1.1. Gerekli Malzemeler:

%35 Koyun Kanl1 Agar (BD, Almanya)

1 ul’lik steril plastik 6ze (Looplast, LP Italiana SPA, italya)

DNA ekstraksiyon kiti (NucleoSpin Tissue, Macherey-Nagel,
Almanya)

Etlv (NUve EN 500, Turkiye)

Orbital galkalayic1 (RotoMix Orbital Shaker Type 50800, Barnstead
International, ABD)

Kuru blok 1sitic1 (Biosan, Bio TDB-100, Letonya)

Santrifiij cihazi1 (Hettich Zentrifugen, mikro200R, Almanya)
Santrifuj thpd (1,5 ml, DNA-RNA free, flat cap, PCR use) (Isolab,
Almanya)

Pipet (Eppendorf, Almanya)

Steril filtreli pipet ucu (epT.l1.P.S., Eppendorf, Almanya)

3.3.1.2. DNA Ekstraksiyon Yonteminin Uygulanisi

Her bir sus koyun kanl1 agar besiyerinde bir gecelik inkiibasyonu takiben bir 0ze

(1 pl’lik) dolusu koloni 200 ul’lik ““proteinaz k’” igeren lizis sollisyonu icerisine
toplandi. Sollisyon 56°C’de orbital galkalayicida bir gece inklbe edildikten sonra
sonra ekstraksiyon islemine gram pozitif bakteriler igin uyumlu DNA ekstraksiyon

Kitiyle tiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda devam edildi.

3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
3.3.2.1. Gerekli Malzemeler:

10X Tampon (buffer) (NH4)2SO, (New England Biolabs, Birlesik
Krallik)

e dNTP (New England Biolabs, Birlesik Krallik)
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e MgCI; (Thermo Fisher Scientific, Danimarka)

e icaA, icaD, icaB veya icaC forward primer (Sentegen, Turkiye)

e icaA, icaD, icaB veya icaC reverse primer (Sentegen, Turkiye)

e Taq polimeraz (New England Biolabs, Birlesik Krallik)

e Pipet (Eppendorf, Almanya)

o Steril filtreli pipet ucu (epT.1.P.S., Eppendorf, Almanya)

¢ Reaksiyon tupt (0,2 ml, DNA-RNA free, flat cap, PCR use) (Isolab,
Almanya)

e PZR Kabini (EN 12469, Bilser, Turkiye)

e Thermal Cycler Cihazi (Multigene Optimax, Labnet International,
Inc., ABD)

e Deiyonize distile su (ddH,0)

3.3.2.2.Reaksiyon Karistimimin Hazirlanmasi: Kullanilan reaksiyon karigimi

total hacim 50 pl % N olacak sekilde asagidaki gibi hazirlandi:

e ddH,O xN

e 10X Tampon (buffer) (NH4),SO4 x N

e 200 pM dNTP x N

e 3mMMgCIl, xN

e 20 pmol icaA, icaD, icaB veya icaC forward primer x N
e 50 pmol icaA, icaD, icaB veya icaC reverse primer x N
e 15U Taqgpolimeraz x N

e 5SuLDNA xN

3.3.2.3. PZR Programa:
Baslangig denatiirasyonu --- 94°C’de 3 dakika
Denatiirasyon asamasi --- 94 °C’de 45 saniye 30 dongi
Primer yapismasi1 (anneling) --- ** °C’de 45 saniye 30 déngu
Sentez (uzama) asamasi --- 72 °C’de 1 dakika 30 dongii
Son uzama --- 72 °C’de 7 dakika
** jcaA: 53°C, icaB: 55°C, icaC: 46°C, icaD: 47°C
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3.3.3. Biyofilm Gen Bolgelerinin Agaroz Jel Elektroforezde Gosterilmesi
3.3.3.1. Gerekli Malzemeler:
e EDTA disodium salt molecular biology grade (AppliChem,
Almanya)
e Tris molecular biology grade (AppliChem, Almanya)
e Borik asit molecular biology grade (AppliChem, Almanya)
e Agarose D-1 Low Eeo (Conda, Ispanya)
e Mikrodalga firin (Argelik, Tiirkiye)
e Ethidium bromide (AppliChem, Almanya)
e Blue Loading Dye (SNP Biyoteknoloji, Turkiye)
e Elektroforez tanki ve jel taragit (Owl EasyCast B2, Thermo
Scientific, Danimarka)
o Elektroforez gii¢ kaynagi (Cleaver Scientific, Birlesik Krallik)
e UV transilluminator (Apollo Instruments, ABD)
o Steril filtreli pipet ucu (epT.1.P.S., Eppendorf, Almanya)
e Pipet (Eppendorf, Almanya)
e 100 bp DNA ladder (Bioron, Almanya)
e Deiyonize distile su (ddH,0)
e pH metre (Inolab pH 7110 - WTW, Almanya)

3.3.3.2. 5x TBE Solusyonunun Hazirlanmasi ve PZR Urlnlerinin
Kuyucuklara Yuklenmesi

4,68 g EDTA, 54 g Tris ve 27,5 g Borik asit 1 L deiyonize distile su igerisinde
cozllerek pH 8,3 olacak sckilde ayarlandi. TBE 0,5x solisyonu TBE 5x
soliisyonunun 1/10 oraninda deiyonize distile su ile seyreltilmesiyle hazirlandi.

%1’lik agaroz jel icin 0,9 g agaroz 90 ml 0,5x TBE igerisinde mikrodalga firinda
kaynatilarak bir miktar soguduktan sonra Uzerine 3ul etidyum bromid eklenerek
uygun tarak yerlestirilmis jel kiivetine dokuldu. Jel donduktan sonra elektroforez
tank1 0.5x TBE solusyonuyla jelin (st ylzeyini de kapatacak sekilde dolduruldu.

PZR drtnlerinden 4 ul alinarak temiz bir parafilm Uzerinde 2 ul blue loading dye
(bromofenol) ile karistirilarak her bir kuyucuga yiiklendi. 1,5 saat 100V elektrik
gerilimi altinda jel elektroforez uygulandiktan sonra 312 nm’de UV

transilliminatdr ile degerlendirilip fotograf makinesi ile goruntilendi.
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Amplifikasyon iiriinlerinin biiyiikliiklerinin degerlendirilmesinde 100 b¢’lik DNA
blyuklik belirteci (DNA ladder) kullanilda.

3.3.3.3. Biyofilm Genlerinin Saptanmasinda Kullanilan Primerler (14, 95)

icaA: F:5-CCT AAC TAACGA AAG GTAG -3 - (1315 bp)
R:5- AAG ATATAG CGATAAGTGC-3’

icaB: F:5- ATC GCT TAA AGC ACACGACGC-3° - (526 bp)
R:5’- TAT CGG CAT CTG GTG TGA CAG -3’

icaC: F:5-ATAAACTTG AAT TAG TGT ATT -3’ - (989 bp)
R:5- ATATAT AAAACT CTC TTAACA -3’

icaD: F:5- AGG CAATAT CCAACG GTAA -3 - (371 bp)
R:5-GTC ACGACCTTTCTT ATATT -3’

3.3.3.4. Kalite Kontrol:
S. epidermidis ATCC 35984 - pozitif kontrol
S. aureus ATCC 29213 ve S.epidermidis ATCC 12228- negatif kontrol

3.4. Istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler i¢in SPSS 18.0 programi kullanildi. P degeri <0,05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Veriler sayi, ylzde ve ortanca (25-75. persentil) olarak gosterildi. Nimerik
verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk
testleri ile kontrol edildi. Normal dagilima uymayan niimerik verilerin bagimsiz
gruplar arasi karsilagtirmasinda Mann-Whitney U testi; bagimli gruplar arasi
karsilagtirmada Wilcoxon Signed Rank testi kullanildi. Nominal degerlerin
karsilagtirmasinda bagimsiz gruplar i¢in Ki-Kare testi, bagimli gruplar ig¢in
McNemar testi uygulandi.

Modifiye Christensen yontemine karst diger yontemlerin ve PZR’ye karsi
konvansiyonel yontemlerin duyarlilik, 6zgiillik ile pozitif ve negatif prediktif
degerleri capraz tablolar yapilarak hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. Staphylococcus aureus Izolatlar

Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Ankara Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gonderilen 107 yara (% 53,5), 72 kan (% 36) ve 21 kateter (%
10,5) 6rnegi olmak iizere toplam 200 S. aureus susu calismaya dahil edildi. 200
sugun 100’0 metisiline direngli iken, 100’i metisiline duyarli idi. 100 MRSA
izolatinin 56’s1 yara, 34’1 kan ve 10’u kateter orneklerinden izole edilirken; 100
MSSA izolatinin 51’1 yara, 38’1 kan, 11’1 kateter drneklerinden izole edildi. Sekil

4.1’de metisilin direncine gore izolatlarin dagilimi gosterilmistir.

MRSA MSSA

B YARA B YARA
m KAN m KAN
KATETER KATETER

Sekil 4.1. MRSA ve MSSA suslarinin érneklere gore dagihm

Hastalarin kliniklere gore dagilimma bakildiginda 100 MRSA izolatinin 18’i
dahiliye yogun bakim (DYB), 16’s1 geriatri, 14’{i ortopedi, 10’u dahiliye, 9’u gocuk
cerrahisi (CC) ve ¢ocuk kalp damar cerrahisi (Cocuk KVC), 9°u erigkin kalp damar
cerrahisi (Eriskin KVC), 8’i genel cerrahi, 8’i anestezi - cerrahi yogun bakim
(ACYB), 4’0 plastik, rekonstriktif ve estetik cerrahi (PREC), 2’si yenidogan yogun
bakim (YYB) ve 2’si de acil serviste yatmakta olan hastalardan izole edildi. Genel
olarak toparlandiginda izolatlarin %46’s1 cerrahi, %26’s1 dahili kliniklerden izole
edilirken; %281 yogun bakim unitelerinden izole edildi.

100 MSSA izolatinin 22’si erigkin kalp ve damar cerrahisi, 19’u geriatri, 17’si
dahiliye, 10’u genel cerrahi, 9’u ortopedi, 8’i anestezi - cerrahi yogun bakim, 7’si
cocuk cerrahisi ve ¢ocuk kalp damar cerrahisi, 5’1 dahiliye yogun bakim ve 3’

yenidogan yogun bakim {initesinde yatmakta olan hastalardan izole edildi. Genel
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olarak bakildiginda izolatlarin %48’i cerrahi, %36°si dahili kliniklerden; %16’s1 ise

yogun bakim iinitelerinden izole edildi.

Sekil 4.2°de MRSA ve MSSA suslarinin izole edildikleri boliimlere gore

dagilimi goérulmektedir.

Acil Servis YYB
YDYB OYB
PREC
ACYB CC ve Cocuk KVC
Genel Cerrahi ACYB
Eriskin KVC Ortopedi
¢C ve Gocuk KVC Genel Cerrahi
Dahl|lye' Dahiliye
Ortopedi
Geriatri Geriatri
DYB Eriskin KVC
0 5 10 15 20 0 10 20 30

Sekil 4.2. MRSA ve MSSA suslarmin izole edildikleri bélimlere gore dagihim

Metisilin duyarli ve direngli tiim suslar bir arada degerlendirildiginde 6rneklerin
izole edildigi klinikler siklik sirasina gore; cerrahi Klinikler 94 (%47), dahili
Klinikler 62 (%31) ve yogun bakim initeleri 44 (%22) seklinde bulundu. Sekil
4.3’te caligmaya alinan tiim bakterilerin izole edildikleri servislere gore dagilimi

gosterilmistir.

Orneklerin Alindigi Klinikler

Yogun Bakimlar

0 20 40 60 80 100

I
N

Sekil 4.3. Calismaya alinan tiim bakterilerin izole edildikleri servislere gore dagilimi (n)
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MRSA ve MSSA suslarinin izole edildikleri kaynak (yara veya kan-kateter) ve
gonderildikleri klinikler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi

(p>0,05). iki grup istatistiksel olarak karsilastirilmaya uygun bulundu.

4.2. Biyofilm Tespit YOontemleri

4.2.1. Konvansiyonel Yontemler

4.2.1.1. Modifiye Christensen Yoéntemi

Calismaya alinan toplam 200 S. aureus izolatinin 83’4 (%41,5) modifiye
Christensen yontemine gore biyofilm olusturdu, 117°si (%58,5) ise olusturmadi.
Kantitatif olarak bakildiginda biyofilm olusturan 83 bakteriden 62’sinin zayif
(%31), 18’inin orta (%9), 3’Unun kuvvetli (%1,5) derecede biyofilm olusturdugu
gozlendi. Sekil 4.4°te ¢aligmaya alinan tiim bakterilerin biyofilm olusturma oranlari
ve biyofilm pozitiflik dereceleri gortilmektedir.

mnegatif ®zayif pozitif orta pozitif ~ mkuvvetli pozitif

9% 1,5%

Sekil 4.4. Modifiye Christensen yontemine gore biyofilm pozitiflik oranlari

Biyofilm olusturan 6rneklerin 49°u (%59) MRSA, 34’0 (%41) ise MSSA idi. Bu
sonuglara gore Christensen yonteminde MRSA suslarinin biyofilm olusturma orani
MSSA suslarina gore anlamli yiiksek bulundu (p = 0,031). Buna ek olarak kuvvetli
derecede biyofilm olusturan 3 bakterinin tamami: MRSA iken, orta derecede
biyofilm olusturan 18 bakteriden yalnizca 2’si MSSA idi. Tablo 4.1’de MRSA ve
MSSA suslarindaki biyofilm pozitiflik oranlar karsilastirilmistir.
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Tablo 4.1. Biyofilm olusumu ac¢isindan MRSA ve MSSA suslarinin karsilastirilmasi

MSSA MRSA
2 *
(n=100) (n=100) X P
Sayr % Sayr %
Modifiye () 66 660 51 510 4634 0,031

Christensen (1) 34 49

“Ki-kare testi ile

Kan (kan + kateter) ve yaradan izole edilen suslar iki ayr1 alt grup olarak
belirlenip biyofilm olusturma oranlart karsilastirildiginda yaradan izole edilen
suglarin kandan izole edilenlere gore istatistiksel olarak anlamli bigimde daha
yiiksek oranda biyofilm olusturdugu goézlendi (p=0,029). Tablo 4.2°de Modifiye
Christensen yontemine gore kan ve yara izolatlarinin biyofilm pozitiflikleri

gorilmektedir.

Tablo 4.2. Kan ve yara izolatlarimin biyofilm olusturma oranlar1 (Modifiye Christensen)

Yara Kan
2 *
(n=107) (n=93) X P
Say1 % Sayr %
Modifiye ) 55 51,4 62 66,7 4,775 0,029

Christensen (+) 52 31 @

*Ki-kare testi ile

Kateterden izole edilen suslari kan izolatlarindan ayr tutarak kan, kateter, yara
seklinde ii¢ alt gruba ayirip ikili karsilastirmalar yapildiginda ise kateter/yara ile
kateter/kan ornekleri arasinda biyofilm olusumu bakimindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark gortilmedi (p>0,05).

Sekil 4.5’te 96 kuyucuklu mikroplakta olusturulan 24 saatlik biyofilmlerin optik
okuyucu oncesi %2’lik kristal viyole ile boyanma igleminden sonraki makroskopik

gOrinima gorilmektedir.

47



Sekil 4.5. Modifiye Christensen yontemiyle biyofilm olusumunun gosterilmesi
*Her bakteri ticer kuyucukta ¢alisilmigtir. Sag alt kdse son 6 kuyucuk negatif kontroldr.

4.2.1.2. MTT Yontemi

Modifiye Christensen yontemi uzun yillardir rutin laboratuvar uygulamalarinda
giivenilirligi kabul edilmis bir konvansiyonel yontem oldugundan, biyofilm
varhigimi gosteren diger konvansiyonel yontemler modifiye Christensen yontemine
gore degerlendirildi. Sonrasinda tlim konvansiyonel yontemler PZR gen pozitifligi
standart kabul edilerek kendi i¢lerinde bir kez daha karsilastirildi.

Biyofilm varligin1 gostermede kullanilan bir metabolik yontem olan MTT
yontemine gore calismaya alinan toplam 200 S. aureus izolatinin 74’14 (%37)
biyofilm olusturdu, 126’s1 (%63) ise olusturmadi. Kantitatif olarak bakildiginda
biyofilm olusturan 74 bakteriden 56’s1 zayif (%28), 17’si orta (%8,5) ve 1’i ise
kuvvetli (%0,5) derecede biyofilm olusturdu. Sekil 4.6’da MTT yOntemine gore
caligmaya alinan tiim bakteriler igerisindeki biyofilm olusturma oranlar
gorilmektedir.
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mnegatif ®mzayif pozitif = orta pozitif ®kuvvetli pozitif

8,5% 0,5%

Sekil 4.6. MTT yontemine gore biyofilm pozitiflik oranlari

Biyofilm olusturan orneklerin 47°si (%63,5) MRSA, 27’si (%36,5) ise MSSA
idi. Bu sonuclara gére MTT yonteminde MRSA suslarinin biyofilm olusturma
oran1 MSSA suslaria gore anlamli derecede yiksek bulundu (p = 0,003). Ayrica
kuvvetli derecede biyofilm olusturdugu gozlenen bakteri ile orta derecede biyofilm
olusturan 17 bakteriden 16’st MRSA idi. Tablo 4.3’de MTT yoOntemine gore
MRSA ve MSSA suslarindaki biyofilm pozitiflik oranlar karsilastirilmistir.

Tablo 4.3. Biyofilm olusumu ac¢isindan MRSA ve MSSA suslarinin karsilagtirilmasi1 (MTT)
MSSA MRSA , .
(n=100) (n=100) X P
Say1 % Say1 %

MTT Negatif 73 73,0 53 53,0 8580 0,003

Pozitif 27 47

*Ki-kare testi ile

Kan ve yaradan izole edilen suslar iki ayr1 alt grup olarak belirlenip biyofilm
olusturma oranlar karsilastirildiginda kandan izole edilen suslarla yaradan izole
edilenler arasinda biyofilm olusumu bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
g6zlenmedi (p>0,05). Tablo 4.4’de MTT ydntemine gbre kan ve yara izolatlarinin

biyofilm pozitiflikleri goriilmektedir.
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Tablo 4.4. Kan ve yara izolatlarinin biyofilm olusturma oranlari

Yara Kan
(n=107) (n=93) x° P
Say1 % Say1 %
MTT () 61 57 65 69,9 3,543 0,060
(+) 46 43 28 30,1

*Ki-kare testi ile

Yine kateter alt grubu kandan ayr1 bir grup olarak degerlendirildiginde kateter-
yara ile kateter-kan ornekleri arasinda biyofilm olusumu bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark gortilmedi (p>0,05).

Christensen yontemi referans yontem olarak kabul edildiginde Christensen
yontemine gore biyofilm olusturmadigi gozlenen 117 sustan 3’inin MTT
yonteminde pozitiflik verdigi gozlendi. Christensen yontemine gore biyofilm
olusturdugu gozlenen 83 sustan ise 12’sinin MTT ydntemine gore negatif sonug
verdigi gozlendi. Buna gore biyofilm varligini tespit etme agisindan iki yontem
arasinda anlamli bir fark gorildi (p=0,035). Christensen ve MTT yontemleri
biyofilm kantitasyon derecelerine gore (zayif, orta, kuvvetli) karsilastirildiginda
aralarindaki farkin daha da belirgin oldugu gézlendi (p<0,01). Tablo 4.5’te biyofilm
yogunluk dereceleri baz alinarak Christensen ve MTT yoOntemlerinin pozitiflikleri

karsilastirtlmistir.

Tablo 4.5. Christensen ve MTT ydéntemlerine gore biyofilm yogunluk derecesi karsilagtirmasi

Christensen
Negatif Zayif (+) Orta (+) Kuvvetli (+)

Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) P
Negatif 114 (97,4) 12 (19,4) 0(0,0) 0(0,0)
MTT Zayif (+) 3(2,6) 49 (79,0) 4(22,2) 0(0,0) 0,003
Orta (+) 0(0,0) 1(1,6) 14 (77,8) 2 (66,7)
Kuvvetli (+)  0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(33,3)

“Wilcoxon Signed Rank Testi ile

Sekil 4.7°de 96 kuyucuklu mikroplakta 24 saatlik inkiibasyon sonrasi biyofilm
olusturan bakterilerin DMSO’da ¢oziinmesinin ardindan makroskopik gorinimi

gorilmektedir.
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Sekil 4.7. MTT yontemiyle biyofilm varhigimin gosterilmesi
*Her bakteri tiger kuyucukta ¢alisilmigtir. Sag alt kose son 6 kuyucuk negatif kontroldir.

4.2.1.3. BioTimer Yontemi

Biyofilm varligini tespit etmenin yani sira yapisindaki canli mikroorganizma
kantitasyonu da yapma olasiligi saglayan BioTimer yontemine gore caligmaya
alman 200 S. aureus susundan 88’i biyofilm olustururken (%44), 112’sinde
biyofilm olusumu goézlenmedi (%56). Biyofilm olusumu goézlenen 88 6rnekten 40
tanesi (%45,5) MSSA iken, 48 tanesi MRSA idi. BioTimer ydntemine gore
biyofilm olusturan bakteriler arasinda karsilastirma yapildiginda metisilin direngli
grubun duyarli gruba gore istatistiksel olarak anlamli bicimde hem daha erken
siirede hem de daha yogun biyofilm olusturdugu gozlendi.

Tablo 4.6’da biyofilm olusturan MRSA ve MSSA suslarinin BioTimer
yontemiyle biyofilm olusturma zamanlar1 ve biyofilm yapisindaki koloni
sayllarinin karsilagtirilmasit  gosterilmistir. Buna goére metisilin direngli suslar
duyarli suglara gore anlamli diizeyde yogun ve hizli biyofilm formasyonu

olusturmaktadir (p=0,011).
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Tablo 4.6. BioTimer yontemiyle metisilin duyarh ve direncli stafilokok suslarinin biyofilm
olusturma zamanlari ve koloni sayillarimin karsilagtirilmasi

MSSA MRSA
(n=100) (n=100) P
25. 75. 25. 75.

Median Persentil  Persentil Median Persentil  Persentil

BioTimer(dk) /480 360 480 360 480 0,011

(logCFU) 5 5 6 6 8 0,011

“Mann-Whitney U testi ile, P<0,05

Kan ve yaradan izole edilen suglar iki ayr1 alt grup olarak belirlenip biyofilm
olusturma oranlart karsilastirildiginda BioTimer yonteminde modifiye Christensen
yonteminde oldugu gibi yaradan izole edilen suslarin kandan izole edilenlere gore
istatistiksel olarak anlamli bigimde daha yiiksek oranda biyofilm olusturdugu
gozlendi (p=0,005). Tablo 4.7°de BioTimer yontemine gore kan ve yara

izolatlarinin biyofilm pozitiflikleri gériilmektedir.

Tablo 4.7. Kan ve yara izolatlarimin biyofilm olusturma oranlar: (BioTimer)

Yara Kan
(n=107) (n=93) x P
Say1 % Say1 %
BioTimer ) 50 46,7 62 66,7 8,027 0,005
(+) 57 53,3 31 33,3

*Ki-kare testi ile

Kateter alt grubu kan grubunun igerisinden ayrilip ayr1 olarak
degerlendirildiginde kateter-yara ile kateter-kan ornekleri arasinda biyofilm
olusumu bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05).

Modifiye Christensen yontemi referans yontem olarak kabul edildiginde bu
yonteme gore biyofilm olusturmadigi gozlenen 117 sustan 9’unun BioTimer
yonteminde pozitiflik verdigi gozlendi. Christensen yontemine gore biyofilm

olusturdugu gozlenen 83 sustan ise 4’liniin BioTimer yontemine gore negatif sonug
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verdigi gozlendi. Buna gore biyofilm varligini tespit etme acisindan iki yontem
arasinda anlamli bir fark olmadigi gorildi (p>0,05). Tablo 4.8’de BioTimer ve
modifiye  Christensen  yontemleri  biyofilm  pozitiflikleri ~ bakimindan

karsilastirilmistir.

Tablo 4.8. Modifiye Christensen ve BioTimer yontemleri biyofilm pozitiflikleri karsilastirmasi

Modifiye Christensen
Negatif Pozitif P
Say1 % Say1 %
BioTimer Negatif 108 92,3 4 4,8 0,267
Pozitif 9 7,7 79 95,2

“McNemar testi ile

Sekil 4.8’de BT-PR besiyeri doldurulmus 96 kuyucuklu mikroplakta biyofilm
olusturan suslardaki renk degisimi goriilmektedir (840. dk).

Sekil 4.8. BioTimer yontemiyle biyofilm varhigimin arastirilmasi
*Her bakteri ticer kuyucukta ¢alisilmigtir. Sag alt kdse son 6 kuyucuk negatif kontroldiir.

4.2.1.4. Congo Red Agar (CRA)Yontemi

Giiniimiizde halen kullanilmaya devam edilen CRA yoOnteminde agar
icerisindeki kongo kirmizist bakterilerin ekzopolisakkarit yapisindaki slime
faktoriiyle birlesir ve koyu renk olusumuna sebep olur. Calismada cesitli
konvansiyonel yontemlerle biyofilm olusumunun arastirilmasinin  yaninda
bakterilerdeki slime faktor olusumu CRA yontemiyle arastirilmistir.
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Kismen subjektif bir metot olmasi sebebiyle plak okumalar1 ayr1 ayr iki kisi
tarafindan yapilmis ve plaklar 37°C’de 24 ve ardindan oda sicakliginda 48 saat
inkiibasyon sonrasi iki kere degerlendirilmistir.

CRA 24. saat degerlendirmesinde ¢alismaya alinan 200 sustan 128 tanesinin
(%64) slime faktor olusturmadigi, 72 susun (%36) ise plakta slime faktor
olusumunu destekler nitelikte koyu kirmizi, kahverengi - siyah renkli veya pirizli,
kuru koloniler olusturdugu gozlendi. Ayni plaklar bir giin daha oda sicakliginda
bekletilip tekrar degerlendirildiginde slime faktorii yoniinden pozitif olan suslarda
bir degisiklik gozlenmedigi; ancak 24. saat sonunda slime faktOr negatif olarak
okunan 20 susun 48. saat sonunda pozitiflestigi gézlendi. Buna gére CRA 48. saat
degerlendirmesinde 108 sus (%54) slime faktor olusturmazken, 92 (%46) susun
olusturdugu goruldu.

CRA 24 ve 48. saat okumalar1 karsilagtirildiginda iki degerlendirme arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,001). Tablo 4.9’da CRA ydntemi 24

ve 48. saat degerlendirme sonuclari karsilastirilmistir.

Tablo 4.9. CRA yontemiyle 24. ve 48. saatlerdeki slime faktor pozitiflik oranlarmin
karsilastirilmasi

CRA 24. Saat
Negatif Pozitif
Say1 (%) Say1 (%) P
CRA 48.Saat  Negatif 108 (100,0) 0(0,0) <0,001
Pozitif 20 (21,7) 72 (78,3)

“McNemar testi ile

CRA 24. saat degerlendirmesinde slime faktorii pozitif olan 72 sustan 41’1
(%57) MSSA, 31’i (%43) MRSA iken 48. saat degerlendirmesinde pozitif olan 92
sustan 5171 (%55,4) MSSA, 41’i (%44.6) MRSA idi. Buna gore slime olusumu
bakimindan MRSA ve MSSA suslar arasinda 24. ve 48. saat degerlendirmelerinde
anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05).

Kan ve yaradan izole edilen suslar iki ayri alt grup olarak belirlenip slime
faktor olusturma oranlar1 Kkarsilastirildiginda hem 24. hem de 48. saat
degerlendirmelerinde kandan izole edilen suslarla yaradan izole edilenler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir (p<0,05). Tablo 4.10°da CRA
yontemi 24 ve 48. saat degerlendirmelerine gore kan ve yara izolatlarmin slime

faktor pozitiflikleri goriilmektedir.
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Tablo 4.10. Kan ve yara izolatlarin slime faktor pozitiflikleri (CRA 24 ve 48. saat)

Yara Kan
(n=107) (n=93) e P
Say1 % Say1 %
) 63 58,9 65 69,9 2,620 0,106
CRA 24. saat (+) 44 41,1 28 30,1
) 51 47,7 57 61,3 3,719 0,054
CRA48.saat (+) 56 52,3 36 38,7

*Ki-kare testi ile

Kateter alt grubu kan grubundan ayrilarak ti¢ grup halinde degerlendirildiginde
kateter-yara ile Kateter-kan ornekleri arasinda biyofilm olusumu bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05).

Modifiye Christensen yontemi referans yontem olarak kabul edildiginde CRA
24. saat degerlendirmesinde Christensen yontemine gore biyofilm olusturmadigi
gozlenen 117 sustan 25’inin pozitiflik verdigi gozlendi. Christensen yontemine
gore biyofilm olusturdugu goézlenen 83 sustan 36’s1 negatif okundu. CRA 48. saat
degerlendirmesinde ise biyofilm negatif olan 117 sustan 35’1 pozitif olarak
okunurken, biyofilm olusturdugu gozlenen 83 sustan 26’smin slime faktorl
olusturmadig1 goriildii. Christensen yontemi ile saptanan biyofilm pozitifligi ile
CRA 24. ve 48. saat degerlendirmelerinde gozlenen slime faktor pozitifligi arasinda
anlamli bir fark olmadigi goriildii (p>0,05). Tablo 4.11°de CRA slime faktor

pozitifligi ile Christensen yontemi biyofilm varligi karsilastirilmistir.

Tablo 4.11. CRA 24 ve 48. saat slime faktor pozitifligi ve Christensen yontemi biyofilm varhgi

Christensen

Negatif Pozitif P
Say1 % Say1 %
CRA 24. saat Negatif 92 78,6 36 434 0,200
Pozitif 25 21,4 47 56,6
CRA 48. saat Negatif 82 70,1 26 31,3 0,306
Pozitif 35 29,9 57 68,7

“McNemar testi ile

Sekil 4.9°da CRA besiyerinde slime faktoriin fenotipik olarak ifadelenmesi
gorulmektedir.
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1. Slime pozitif sus

2. Slime negatif sus

Sekil 4.9. CRA besiyerinde slime faktor olusumu

Christensen yontemi esas alinarak diger konvansiyonel yontemlerin duyarlilik ve

Ozgullukleri degerlendirildiginde; duyarliligt en yiksek yontemin BioTimer

yontemi oldugu gozlenirken (%95,2), duyarliligi en diisiik yontemin CRA 24. saat

degerlendirmesi oldugu goriildii. Ozgiilliigii en yiiksek yontemin MTT yontemi

(%97,4), en diisiik 6zgiilliige sahip yontemin ise CRA 48. saat degerlendirmesi

oldugu goriildii (%70,1). Tablo 4.12°de Christensen yontemi esas alindiginda diger

konvansiyonel yontemlerin duyarlilik, 06zgiillik, pozitif ve negatif prediktif

degerleri goriilmektedir.

Tablo 4.12. Christensen yontemi baz alindiginda diger konvansiyonel yontemlerin duyarhhk,

Ozgullik, pozitif ve negatif prediktif degerleri
P

P

D Christensen

P Duyarhihk Ozgulluk PPD NPD
6]

z (%) (%) (%) (%)
|

U BioTimer 92,3 89,8 96,4
1

£ MTT 85,5 95,9 90,5
» CRA24.saat 56,6 78,6 65,3 71,9
r CRA48.saat 68,7 70,1 62,0 75,9
e
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4.2.2. Molekuler Biyofilm Tespit Yontemleri
S. aureus biyofilm olusumundaki temel mekanizma olan PIA sentezinde rol alan

4 gen bolgesi ayri ayr1 ve birlikte degerlendirilmistir.

4.2.2.1. icaADBC Operonu

PIA sentezinden sorumlu olan N-asetilglukozamil transferaz enziminin
sentezinde rol alan icaA, biyofilm tabakasinin ana yapitas1 olan N-asetilglukozamin
sentezini saglar. icaB PIA olgunlasmasindan, icaC polisakkarit elongasyonundan
sorumludur. icaD geni ise N-asetilglukozamil transferaz’in  maksimal
ekspresyonunda rol oynar ve icaA geni ile koekspresyonu N-asetilglukozamin
transferaz aktivitesinde belirgin artisa sebep olur (13).

Calismaya katilan 200 S. aureus susu bir arada degerlendirildiginde icaADBC
gen bolgeleri pozitifligi sirasiyla icaA %35,5, icaD %6,5, icaB ve icaC %1 olarak
bulundu.

Biyofilm formasyonunda anahtar rol oynayan icaA ve icaD gen bdlgelerinden
yalnizca birini igeren bakteri sayis1 66 (%33), tek basina icaA pozitifligi gosteren
bakteri sayis1 62 (%31), hem icaA hem de icaD gen bolgelerini birlikte igeren
bakteri sayis1 ise 9 (%4,5) olarak tespit edildi. Her 4 gen bolgesini birlikte igceren 2
bakteri (%]1) oldugu goriildii. Tek bagina icaD gen bolgesi igeren 4 sus (%2) tespit
edilirken; icaA icermeksizin icaB ve C gen bdlgelerini bulunduran higbir sus
bulunmadi.

Sekil 4.10°da ¢alisilan tiim suslar i¢erisindeki icaADBC pozitiflikleri, Sekil 4.11-
14°de sirasiyla icaA, icaB, icaD ve icaC PZR amplifikasyon drlnlerinin agaroz jel

elektroforez gorintileri gortlmektedir.

icaA icaD

icaB ve C

Sekil 4.10. S. aureus suslarindaki icaADBC pozitiflikleri
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1. DNA ladder
2. Negatif kontrol
(S. epidermidis ATCC 12228)
3. icaA negatif izolat
4. Pozitif kontrol
(S. epidermidis ATCC 35984)
5,6,7. icaA pozitif izolatlar (1315 bp)

Sekil 4.11. icaA gen bdlgesine ait PZR amplifikasyon drinlerinin agaroz jel elektroforezde

gosterilmesi

F2 = -4 %% -7 -8

1. DNA ladder
2. Pozitif kontrol

(S. epidermidis ATCC 35984)
3. Negatif kontrol

(S. epidermidis ATCC 12228)
4. icaB pozitif izolat (526 bp)

5-8. icaB negatif izolatlar

Sekil 4.12. icaB gen bdlgesine ait PZR amplifikasyon drinlerinin agaroz jel elektroforezde

goOsterilmesi
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1. DNA ladder
2. Pozitif kontrol

(S. epidermidis ATCC 35984)
3. icaD pozitif izolat (371 bp)
4. Negatif kontrol

(S. epidermidis ATCC 12228)

5. icaD negatif izolat

Sekil 4.13. icaD gen bolgesine ait PZR amplifikasyon urtnlerinin agaroz jel elektroforezde
goOsterilmesi

1. DNA ladder
2. Pozitif kontrol

(S. epidermidis ATCC 35984)
3. icaC pozitif izolat (989 bp)
4. Negatif kontrol

(S. epidermidis ATCC 12228)

5,6,7. icaD negatif izolatlar

Sekil 4.14. icaC gen bdlgesine ait PZR amplifikasyon Grinlerinin agaroz jel elektroforezde
goOsterilmesi

Operondaki gen bolgeleri ayr1 ayr1 degerlendirildiginde en fazla pozitiflik icaA
lokusunda gorildi (%35,5). Metisilin direngli ve duyarli suslar arasinda icaA
pozitifligi bakimindan anlamli bir fark saptanmadi (%35/%36). icaD pozitifligi
MRSA grubunda MSSA grubuna oranla anlamli derecede yliksek bulundu
(%11/%2) (p=0,01). icaB ve C gen bolgelerinin tek basma pozitifligi
g6zlenmezken; icaA ve D pozitifligi de gosteren 2 susta icaB ve C gen bolgelerinin

de pozitif olduklar1 goriildii. icaB ve C pozitifligi gosteren her iki sus da MRSA idi.
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icaA ve D gen bdlgelerini birlikte igceren suslarla, icaAADBC operonu yonlinden
negatif olan suglar karsilastirildiginda MRSA grubunda her iki gen bdlgesinin
birlikte pozitifliginin MSSA grubuna gore anlamli yiiksek olmasinin etkisiyle
(%11/%]1) iki grup arasinda icaA ve icaD birlikte pozitifligi bakimindan anlamli
fark oldugu gozlendi (p<0,05). Sekil 4.15’de icaADBC operonunun metisilin

duyarl ve direncli suglardaki pozitifligi goriilmektedir.

EMRSA EMSSA
36 36
e I i — _,
icaA icaD icaB icaC

Sekil 4.15. MRSA ve MSSA suslarindaki icaADBC pozitiflikleri

Kan ve yara izolatlarinin tek tek icaADBC operonuna ait gen bdlgeleri
bulundurmasi bakimindan karsilastirilmast sonucunda; icaA pozitifliginin yaradan
elde edilen izolatlarda, kandan elde edilenlere kiyasla anlamli yiiksek oldugu
bulundu (p=0,005). icaD, icaB ve icaC gen pozitifligi bakimindan kan ve yaradan
elde edilen izolatlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklihlk gdézlenmedi
(p>0,05). icaADBC pozitifligi
gorilmektedir.

Tablo 4.13’te kan ve yara izolatlarinin

Tablo 4.13. Kan ve yara izolatlarinin icaADBC pozitiflikleri

Yara Kan
(n=107) (n=93) 2 P
Say1 % Say1 %

icaA () 60 56 69 74,2 7,840 0,005
(+) 47 44 24 258

icaD O] 102 95,3 85 91,4 1,264 0,261
(+) 5 4,7 8 8,6

icaB O] 107 100 91 97,8 2,324 0,127
+) 0 0,0 2 2,2

icaC O] 107 100 91 97,8 2,324 0,127
+) 0 0,0 2 2,2

*Ki-kare testi ile
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Kan ve yara izolatlart icaAADBC operonuna ait herhangi bir ica gen bdlgesi
bulundurmalarina gore karsilagtirildiginda ise icaA lokusundan kaynakli olarak yara
izolatlarinda kan izolatlaria gore ica bulundurma orani anlamli derecede yiiksek
bulundu (%45,8/%29) (p=0,015). Tablo 4.14’te herhangi bir ica gen bolgesi
bulundurma oran1 agisindan kan ve yara izolatlarmin karsilastiriimasi

gorilmektedir.

Tablo 4.14. Kan ve yara izolatlarinin herhangi bir ica gen bélgesi icermesi bakimindan
karsilastirilmasi

Yara Kan
Say % Say1 % x P
icaA, B, C 0 58 54.2 66 71,0 5,934 0,015
veya D (+) 49 QE”D 27 Q9@

“Ki-kare testi ile

Konvansiyonel yontemler icerisinde referans olarak aldigimiz modifiye
Christensen yontemi ile biyofilm olusumunun temel bileseni olan icaA gen bolgesi
varligi karsilastirildiginda; icaA pozitifligi gosteren 71 sustan 13 tanesinin (%18,3)
modifiye Christensen yontemine gore biyofilm olusturmadigi, 58’inin (%81,7) ise
cesitli derecelerde biyofilm formasyonu gosterdigi goriildii. Buna gore PZR’de
icaA pozitifligi saptanan suslar ile modifiye Christensen yontemine gore biyofilm
olusturdugu goézlenen suslar arasinda anlamli bir fark olmadigi gézlendi (p>0,05).

Modifiye Christensen yontemiyle herhangi bir ica gen bdlgesi varligi
karsilastirildiginda icaADBC operonuna ait herhangi bir gen bolgesini bulunduran
75 bakteriden 13’Unun (%17,3) biyofilm olusturmadigi, 62°sinin (%82,6) ise gesitli
derecelerde biyofilm olusturdugu gozlendi. PZR ile icaADBC operonuna ait
herhangi bir gen bolgesini igeren suslarla modifiye Christensen yontemine gore
biyofilm olusturan suslar arasinda da anlamli bir fark g6zlenmedi (p>0,05).

Modifiye Christensen yontemine gore biyofilm olusturdugu gozlenen 83 sustan
25 tanesi (%30,1) icaA negatifken, 19’unun (%22,8) hicbir ica gen bolgesi
icermedigi goriildi. Tablo 4.15°te modifiye Christensen yontemine gore biyofilm
olusturdugu belirlenen suslar yalnizca icaA gen lokusu ve herhangi bir ica

bulundurma durumlarina gére karsilastirilmistir.
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Tablo 4.15. PZR’de saptanan biyofilm gen bolgeleri pozitifligi ile modifiye Christensen
yOntemine gore biyofilm varhginin karsilagtirilmasi

Modifiye Christensen Yontemi

Negatif Pozitif P
Say1 % Say1 %
icaA ) 104 88,9 25 30,1 / 0,074\
(+) 13 11,1 58 69,9
icaABCD ) 104 88,9 21 25,3 W
(+) 13 11,1 62 74,7

"McNemar testi; siitun yiizdeleri verilmistir

Kullanilan diger konvansiyonel yontemler ile icaADBC operonuna ait
herhangi bir gen pozitifligi iliskisine bakildiginda herhangi bir ica gen bolgesi
bulundurdugu bilinen 75 bakteriden 19’u (%25,3) MTT yonteminde biyofilm
olusturmazken, 56’s1 (%74,7) cesitli derecelerde biyofilm olusturdu. Buna gore
PZR’de ica gen pozitifligi saptanan suslar ile MTT ydntemine gore biyofilm
olusturdugu gozlenen suslar arasinda anlamli bir fark olmadigi gozlendi (p>0,05).

BioTimer yonteminde ica pozitifligi gosteren 75 sustan yalnizca 10 tanesi
(%13,3) biyofilm olusturmazken, 65 sus (%86,7) c¢esitli derecede biyofilm
olusturdu. Buna gore PZR’de ica gen pozitifligi saptanan suslar ile BioTimer
yontemine gore biyofilm olusturdugu gozlenen suslar arasinda anlamli bir fark
olmadig1 gozlendi (p>0,05).

ica pozitifligi gosteren 75 sustan 20’sinde (%26,7) CRA’da slime olusumu
gozlenmezken, 55 (%73,3) susta slime yapisina rastlandi. Buna gore PZR’de ica
gen pozitifligi saptanan suslar ile CRA’da slime yapis1 olusturdugu gozlenen suslar
arasinda anlamli bir fark olmadig1 gézlendi (p>0,05).

Christensen yoOntemi ile olusan biyofilm formasyonu kantitatif olarak
degerlendirildiginde icaADBC operonundaki gen bdlgelerinden iki ve daha
fazlasinin  birlikte pozitifliginin olusan biyofilm yapisin1 anlamli derecede
kuvvetlendirdigi goriildii (p<0,05).

Tek bir ica lokusu igeren suslarin hi¢ ica gen bolgesi icermeyenlere gore
anlamli derecede kuvvetli biyofilm olusturmasinin yani sira, iki ve daha fazla ica
lokusu igeren suslarin da yalnizca tek bir ica pozitifligi gosteren suslara gore
anlamli derecede kuvvetli biyofilm olusturdugu goriildi (p<0,05).

Pozitif ica gen sayisinin artigina paralel olarak Christensen yontemi ile

gosterilen biyofilm yapisinin da giderek daha kuvvetli pozitiflik verdigi gozlendi.
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Bunun yani sira tim ica operonunun pozitif oldugu iki sus da orta derecede
biyofilm olustururken, Christensen yonteminde kuvvetli pozitiflik veren her 3
susun da yalnizca tek bir ica (icaA) yoniinden pozitif olanlar oldugu goriildii. Buna
gore 2 ica pozitifligi gosteren suslar ile 2’den fazla ica gen bolgesi igeren suslar
arasinda biyofilm yogunluk derecesi agisindan anlamli bir fark olmadig goriildii
(p>0,05).

2’den fazla ica iceren suslar hem 2 ve daha fazla ica lokusu igerenler seklinde
gruplandirildiginda, hem de ayr1 bir grup olarak degerlendirildiginde ica negatif
olan ve yalniz 1 ica pozitifligi gosteren suslara oranla anlamli derecede kuvvetli
yogunlukta biyofilm olusturdugu goriildii (p<0,05). Tablo 4.16’da ica pozitiflik
sayisi ile (ica negatif, 1 ica pozitif, 2 velveya daha fazla ica pozitif) biyofilm

formasyonundaki kuvvetlenme dereceleri arasindaki iliski goriilmektedir.

Tablo 4.16. ica pozitifligi ile biyofilm yogunluk derecesi iliskisi

Modifiye Christensen Yontemi
Negatif Zayif (+) Orta (+) Kuvvetli(+)
Sayi % Sayt1 % Say1 % Say1i %
ica (-) 103 831 19 153 2 1,6 0 0,0

ica pozitifligi 1 jc, (+) 13 194 40 597 11 164 3 45 (0008

2 ve Gstijca 1 111 3 333 5 55,6 0 0,0
(+)
ica (-) 103 824 20 160 2 1,6 0 0,0
ica pozitifligi 1 ica (+) 13 19,7 39 591 11 16,7 3 4,5
2ica (+) 1 143 3 429 3 42,9 0 0,0
icaADBC (+) 0 0,0 0 0,0 2 1000 0 0,0

*Wilcoxon testi; satir yiizdeleri verilmistir.

TUum ica gen bolgelerinin negatif oldugu 125 sus disarida birakilarak yalniz 1 ica
pozitif olan ve birden fazla ica pozitifligi gosteren suslarda konvansiyonel
yontemlerin biyofilm varligini tespit etme diizeyleri arastirildiginda kullanilan tiim
yontemlerin birden fazla ica pozitifligi gosteren suslarda anlamli derecede yiiksek
pozitiflik verdigi goriildi (p<0,001). Tablo 4.17°de bir ve birden fazla ica
pozitifligi gosteren suslarda konvansiyonel yontemlerin biyofilm pozitiflikleri

gorilmektedir.
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Tablo 4.17. Bir ve birden fazla ica gen pozitifligi bulunan suslarda biyofilm yontemlerinin
pozitifliklerinin karsilastirilmasi

Bir ica geni (+) Birden fazla ica

geni (+) P
(n=66) (n=9)
Say1 % Say1 %

Christensen ) 13 92,9 1 7,1 <0,001
(+) 53 86,9 8 13,1

MTT ) 20 95,2 1 4,8 <0,001
(+) 46 85,2 8 14,8

BioTimer ) 9 90,0 1 10,0 <0,001
(+) 57 87,7 8 12,3

CRA 24. st ) 32 94,1 2 59 <0,001
+ 34 82,9 7 17,1

CRA 48. st ) 20 90,9 2 9,1 <0,001
(+) 46 86,8 7 13,2

“McNemar testi ile

Tiim konvansiyonel yontemlerin duyarlilik ve 6zgiilliikleri PZR’de herhangi bir
ica gen bolgesi pozitifligi altin standart kabul edilerek degerlendirildiginde en
duyarli konvansiyonel biyofilm tespit yonteminin MTT, en 6zgiill yontemin ise
BioTimer yontemi oldugu goriildi. Bunun yani sira CRA disindaki tiim
konvansiyonel yontemlerin duyarlilifinin %80’in {izerinde oldugu tespit edildi.
Hem duyarlilik hem de ozgillik bir arada degerlendirildiginde modifiye
Christensen ve BioTimer yontemlerinin MTT yonteminin disik o6zgilligd,
CRA’nin ise hem diisiik 6zgiillik hem de diisiik duyarlilifi sebebiyle biyofilm
varligmin tespitinde diger yontemlere gore daha etkili oldugu goriildii. Tablo
4.18’de PZR altin standart kabul edilerek konvansiyonel yontemlerin biyofilm

tespitindeki duyarlilik ve 6zgiilliikleri goriilmektedir.

Tablo 4.18. Biyofilm tespitinde Kkullanilan konvansiyonel yoéntemlerin duyarhhk ve
ozgullukleri

Herhangi bir ica geni pozitifligi

Duyarhhk (%) Ozgullik (%)
Christensen 82,4 81,3
MTT 84 72
BioTimer 81,6 86,7
CRA (48. saat) 68,8 70,7
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5. TARTISMA

S. aureus impetigo, folikiilit, karbonkiil, fronkiil, seliilit gibi deri ve yumusak
doku enfeksiyonlar1 ile bakteriyemi, endokardit, menenjit, perikardit, pndmoni,
osteomiyelit, piyomyozit ve septik artrit gibi yaygin sistemik enfeksiyonlara
sebebiyet veren, tim dinyada ylksek morbidite ve mortalite nedeni toplum ve
hastane kokenli patojenler arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Ozellikle cerrahi
alan enfeksiyonlar1, kutanoz abseler ve piiriilan seliilitte en sik goriilen etkendir (1).

S. aureus insanda deri, sindirim sistemi ve solunum yollarinin normal flora iiyesi
olmasi sebebiyle genis bir hastalik spektrumuna sahip olsa da yumusak doku
adezyonunu saglayan basta slime faktor olusumu, kapsiller polisakkarit ve hicre
duvarindaki teikoik asit yapilar1 sebebiyle en sik deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarina neden olmaktadir (24, 125).

Diinyada ve Tirkiye’de yapilan pek ¢ok siirveyans calismasinda Ozellikle
giderek artan MRSA prevelansiyla birlikte toplumsal ve hastane kaynakli deri ve
yumusak doku enfeksiyon etkenleri igerisinde S. aureus’un en c¢ok one cikan
patojen oldugu saptanmistir. Diinyada yapilan galismalar incelendiginde deri ve
yumusak doku enfeksiyon etkeni olarak S. aureus’un Kuzey Amerika’da %44,6,
Guney Amerika’da %33,5 ve Avrupa genelinde ise %37,5°lik bir oranla ilk sirada
yer aldig1 goriilmustiir (126). ABD ile Avrupa tlkelerini igine alan toplumsal ve
hastane kokenli deri ve yumusak doku enfeksiyonu sebebiyle hospitalize olan
hastalarda yapilan bir calismada S. aureus Fransa, Almanya ve Italya’da en sik,
ABD ve Ispanya’da ikinci en sik etken olarak goriilmiistiir (24). Uzak doguda
toplumsal kaynakli deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda S. aureus’un tim
patojenler icerisinde %42,3 ile en sik enfeksiyon etkeni oldugu tespit edilmistir
(127). ABD’de 11 biiyiik eyalette yapilan bir ¢alismada deri ve yumusak doku
enfeksiyonu sebebiyle acil servise basvuran hastalardan en sik izole edilen etkenin
S. aureus oldugu belirtilmistir (128).

Ulkemizde yapilan galigmalar da diinyadakilere paralel sekilde en sik deri ve
yumusak doku enfeksiyon etkeninin S. aureus oldugunu gostermistir. 2175 yara
kiiltiirlintin degerlendirildigi bir caligmada izole edilen bakterilerden %21,8’inin
gram pozitif bakteri kaynakli oldugu; bunlar igerisinden de en sik izole edilen
etkenin S. aureus (%18) oldugu gorilmiistir (129). Yine Turkiye'de cesitli

sebeplerle hastanede yatan hastalarin yara kulturlerinden en sik izole edilen
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mikroorganizmanin S. aureus oldugu (%36); ayrica cerrahi alan enfeksiyon
etkenleri arasinda da ilk sirada yine S. aureus’un bulundugu (%29,1) gosterilmistir
(130, 131).

Hospitalize hastalarda intravaskuler kateter kullanimi %50-60’lar civarindadir.
Bu oran yogun bakim (nitelerinde daha da artmaktadir. Hospitalize hastalarda
gelisen bakteriyemilerin  yaklagik 9%40°1 kateter kaynaklidir. Nozokomiyal
bakteriyemiler yiuksek morbidite ve mortaliteye sahiptir ve nozokomiyal enfeksiyon
kaynakli 6lUmler arasinda ilk siralarda yer almaktadir (74, 132).

Bakteriyemiler primer ve sekonder kaynakli olabilir. Viicudun bagka
bolgelerinde ayni patojen bakteriyle olusan bir enfeksiyon odagi bulunmaksizin
primer bakteriyemi seklinde veya ayni patojen bakterinin viicutta baska bir
anatomik bolgede bulunan bir enfeksiyon odagindan embolizasyonuyla gelisen
sekonder bakteriyemi seklinde meydana gelebilir (132).

Kateter yiizeyi biyofilm olusumunun ilk basamagi olan Yyuzey
kosullandirmasim kolaylastirir. Intravendz bir kateter damar icerisinde hizla
plateletler, plazma ve albumin, kollajen, fibrinojen gibi doku proteinleri tarafindan
kaplanir. Bu yizey bakteriyel yiizey proteinlerinin tutunmasini artirir (70, 75). Bazi
bakteriler bu tutunmanin ardindan hiicre disina slime faktort yani glikokaliks
salgilayarak hizla biyofilm formasyonu olusturur ve konak savunmasi ile
antikemoterap6tik ajanlardan korunur (133). Bu nedenle S. aureus’a bagh
bakteriyemilerde kateter kullanim1 etyolojide biiyiik onem tasimaktadir.

S. aureus bakteriyemileri kateter disinda siklikla deri, yumusak doku ve cerrahi
alan enfeksiyonlari, pulmoner enfeksiyonlar, infektif endokardit ve osteoartikiler
enfeksiyon odaklarindan kaynaklanir (1).

Calismamizda tum bu nedenlerden dolayr S. aureus’un en sik enfeksiyon
etkeni oldugu deri ve yumusak doku yara Ornekleriyle, ozellikle biyofilm
olusumunun bir gostergesi olan kateter kiiltiir 6rnekleri ve cesitli sebeplerle S.
aureus bakteriyemisi olan hastalarin kan kiiltiir 6rnekleri kullanilmstir.

Kan ve yara izolatlarinin biyofilm pozitiflikleri karsilastirildiginda
konvansiyonel yontemler igerisinde kullanilan MTT, BioTimer ve CRA
yontemlerinde her iki grup arasinda anlamli bir fark goriilmemistir; modifiye
Christensen yonteminde ise yara izolatlarinin kan izolatlarina oranla daha yiiksek

oranda biyofilm olusturdugu tespit edilmistir.
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Saglikl1 erigkinlerin burun kiiltiirlerinden izole edilen ve kan kiiltiiriinde tireyen
S. aureus suslariin biyofilm olusumunun karsilastirildig: bir ¢alismada her iki grup
arasinda anlamli bir fark olmadig1 gézlenmistir (134). Turkiye’de kan kilttrinden
ve saglikli erigkinlerin el kiiltiiriinden izole edilen KNS tiirlerinde yapilan bir
caligmanda iki grup arasinda biyofilm olusumu agisindan bir fark saptanmamaistir
(106). Yine lokal enfeksiyon, bakteriyemi ve endoprotez enfeksiyon etkeni MRSA
ve MSSA suglarmin karsilastirildigir bir ¢alismada biyofilm olusumu ile neden
olunan enfeksiyon ¢esidi arasinda bir iligki bulunamamustir (11).

S. aureus’un sahip oldugu kalin teikoik asit yapist sayesinde kolaylikla cilde
tutunma, eksfoliatif toksin ve hemolizinleriyle deride porlar agma ve invaze olma,
salgiladigr antiopsonizan proteinlerle fagositozu engelleyerek dissemine olma
ozelligi yara ve kan kiiltiirlerinden izole edilen S. aureus’larin kii¢tik farkliliklarla
beraber klonal olarak ayni soydan geldigini gosterir niteliktedir (3, 134). Ayrica
Ozellikle diyabetik ayak, vendz staz ve basi yaralart gibi kronik iilseratif
lezyonlarda S. aureus biyofilmlerinin 6nemli rolii oldugu bilinmektedir. Yapilan
calismalar kronik yara ve iilserlerin %88-93,5’inde S. aureus iiredigini géstermistir
(16, 135). Ayrica yaralardaki iyilesme gecikmesi ve reepitelizasyonun spesifik
olarak biyofilm yapisina bagh oldugu gosterilmistir (7). Bu durum calismamizda
kullanilan hospitalize hastalarin yara kiiltiirlerinden izole edilen suglarla,
bakteriyemi etkeni olan suslarin biyofilm olusturma karakteristigi acgisindan iki
grup arasinda bir fark bulunmamasini agiklamaktadir.

Yapilan caligmalar hastane kaynakli infeksiyonlarin yaklasik %65’inin
biyofilm kaynakli oldugunu ve infekte olmus cihazlarin ¢ikarilmasinin hem tedavi
maliyetini hem de hasta morbiditesini blyiik oranda artirdigini gostermistir.
Biyofilm yapisi dogal dokularin yani sira ¢esitli Kateterler, ortopedik protez,
kontakt lens, protez kalp kapake¢igi, koroner stent, rahim i¢i arag, endotrakeal tiip ve
koklear implant gibi insan vicudunda kullanilan tibbi cihaz ve malzemelerde
olusabilir. Olusan biyofilm yapisinin bu tibbi cihaz ve malzemelerde fonksiyon
kayb1 yapmasinin yani sira sebep oldugu kronik enfeksiyonlar da tedavi maliyeti ve
hasta morbiditesini artiric1 bir etkendir (5, 75, 78).

Cilt florasindan izole edilen saprofitik stafilokok suslarinda ica gen bdlgesinin
bulunmadigin1 ve hastane c¢alisanlarinin cilt florasindaki stafilokok tiirlerinin
saglikli erigkinlerinkine gore belirgin derecede yiiksek oranda ica gen bolgesi

igerdigini gosteren caligmalar mevcuttur (13, 93). Calismada kullandigimiz
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izolatlarin tamami1 hospitalize hastalardan, bunlarin %69’u ise cerrahi ve yogun
bakim iinitelerinde yatmakta olan hastalardan izole edilmistir. Boylece ¢aligmada
ica operonu barindirma olasiligi daha diisiik olan saprofit ve toplum kdkenli
tirlerdense tibbi malzemelere tutunma ve biyofilm olusturma yetenegi daha fazla
olan suslarin kullanilmas1 amag¢lanmastir.

Biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin tedaviye direngli olmasi ve insanda hastalik
yapmasinin ardinda biyofilm formasyonunun ¢esitli 6zellikleri bulunur. Bunlardan
biri antimikrobiyal ajanlarin kalin matriks yapisim1 gecerek alt tabakada bulunan
hiicrelere ulasamamasi, ulagsa dahi belli bir olgunluga erismis biyofilm yapisindaki
bakterilerin biiylimesinin duraksamasiyla olusan antimikrobiyal direngtir. Bir diger
mekanizma biyofilm yapisin1 olusturan bakterilerin heterojenitesi ve farkh
antimikrobiyal duyarlilik paternlerine sahip olmasi; ayrica biyofilm yapisinin alt
katmanlarinin kismi anaerob yapisina bagli olarak bazi antikemoterapotiklerin
etkinliginin azalmasidir. Ayrica biyofilm yapisindan ayrilan planktonik bakteriler
viicudun ¢esitli yerlerinde farkli enfeksiyon odaklar1 da olustururlar (8, 100).

Biyofilm ortami organizasyonu itibariyle bakterilerin birbirleriyle kolaylikla
plazmid, transpozon, insersiyon sekans aktarimi ve ekstrakromozomal DNA
degisimi yapabildigi multifaktdriyel direng mekanizmalariin bir arada goriildiigii
bir mikroortamdir (6). Metisilin direnci S. aureus’ta zaten 6nemli bir saglik
problemiyken metisilin direngli suslarin biyofilm olusturarak ekstra direng
paternleri kazanmasi ciddi bir saglik tehdidi olusturmaktadir.

Metisilin direngli suslara ait biyofilmlerin metisilin duyarli olanlara oranla
daha dayanikli bir biyofilm yapisi olusturdugu bilinmektedir (78). Bunun yani sira
biyofilm pozitifligi daha yiiksek bulunan suslarin antikemoterapotik ajanlara karsi
da daha direngli oldugunu gosteren g¢aligmalar mevcuttur (136). Bunun sebebi
metisilin direngli suslarin diger antikemoterapotik ajanlara karsit da daha direngli
olma egilimlerinin yan1 sira MRSA kokenli biyofilm yapilarinin MSSA kdkenlilere
gore daha kalin (yogun) olmasindan da kaynaklanmaktadir (122, 136, 137).

Kalin biyofilm tabakasinin alt katmanlarindaki hiicreler ilacin penetrasyon
yetersizliginden dolayr siirekli MIK degerinden diisiik bir antibiyotik
konsantrasyonuna maruz kalir ve bu da bakterinin diren¢ kazanma ihtimalini
arttirir. Ayrica antibiyoterapi sirasinda biyofilmin alt katmanlarinda hayatta kalan

hlcrelerin ek biyofilm tabakas1 gelistirme olasilig1 vardir (78, 136).
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Antibiyotik direnci - biyofilm olusumu iliskisine diger yonden bakildiginda
bazi antibiyotiklerin subinhibitér konsantrasyonlarinin stafilokoklarda ica gen
ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir (138, 139). Bdylece stafilokoklarda
antibiyotik direnci - biyofilm olusumu iliskisi degerlendirildiginde her iki sistemin
de birbirlerini kaskat seklinde tetikledigi sdylenebilir.

Metisilin direnci ve biyofilm olusumu arasindaki iliski MRSA suslarinin
metisiline diisiikk seviyeli heterojen direng veya yiksek seviyeli homojen direnc
gosterebildiginin gozlemlenmesiyle ile daha da karmagsik hale gelmistir. PBP2a
ekspresyonunun biyofilm olusumu iizerinde dogrudan veya hilicre duvar yapisini
degistirerek dolayli yoldan etkileri olup olmadig: belirlenmeye devam edilmektedir
(140). Yiikselmis PBP2a ekspresyonunun quorum sensing operonlarina etki ederek
biyofilm olusumuna pozitif yonde etki ettigini gosteren caligmalar da mevcuttur
(42, 140).

Calistigimiz 100 MRSA, 100 MSSA susu biyofilm olusturma orani ve olusan
biyofilm kantitasyonu bakimindan Kkarsilastirildiginda konvansiyonel biyofilm
tespit yontemlerinden referans olarak kullandigimiz modifiye Christensen
yonteminde MRSA suslarinin olusturdugu biyofilm orami ve olusan biyofilm
yapisinin derecesi MSSA suslarina gore anlamli yuksek bulunmustur. Kullanilan
diger konvansiyonel yontemlerden MTT yonteminde MRSA suslarinin MSSA
suslara gore daha yuksek oranda biyofilm olusturdugu, BioTimer yonteminde ise
hem daha erken siirede hem de daha yogun biyofilm olusturdugu goézlenmistir.
Buldugumuz tiim bu sonuglar biyofilm olusumu - metisilin direnci iliskisini
inceleyen hem diinya hem de Turkiye’deki diger calismalar1 destekler niteliktedir
(78, 141-144).

ica varligi stafilokok tiirlerinin biyofilm olusumunda tanimlanmis temel
mekanizmadir; ancak KNS tirlerinde, daha az olarak da S. aureus’ta
““MSCRAMM?”” ad1 verilen yiizey proteinlerinin varligr gosterilmistir. Bu
proteinleri iceren ica negatif oldugu halde biyofilm olusturan suslar da goriilebilir
(9). Calismamizda kullanilan MRSA suslarinin MSSA suslarina gore daha yiiksek
oranda ica gen bolgesi igerdigi goriilmiistiir. Her iki bakteri grubunda da ica
bagimsiz biyofilm olusturan suslar goriilse de biyofilm olusumunda temel rol alan
ica operonuna ait gen bolgesi pozitifligi arttik¢a biyofilm yapisinin yogunlugunun

da arttigr goriilmiistiir (13). Yalnizca ica gen bolgeleri bakimindan daha zengin
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olmas1 dahi MRSA suslarinin MSSA suslarina oranla daha yogun ve kalin biyofilm
olusturmasinin nedenlerinden biri olarak géziikmektedir.

Yapilan ¢alismalar invaziv suslarin biiyilk kisminda mecA ve ica gen
boélgelerinin bir arada bulundugunu gostermistir (93, 145). ica gen varlig
bakterinin degisen c¢evresel kosullarina daha iyi adaptasyonunu saglar; boylece
bakteri invazyonunu artirict bir etkisi vardir. Bu sebeple ica gen bolgelerinin
arastirilmasi virulan - nonvirulan suslarin belirlenmesinde tek basina bile 6nemli bir
belirtectir (143).

Biyofilm kavraminin tam olarak yerlesmesinden oOnce Christensen ve
arkadaglarinin bakterilerdeki slime yapisin1 géstermek igin ortaya attigi Christensen
yontemi (113) willar igerisinde ¢esitli degisikliklerle modifiye edilmis ve
giiniimiizde biyofilm tespitinde kullanilan temel bir yontem olmustur. Modifiye
Christensen yonteminde biyofilm tabakayi olusturan bakteri ve ekstaselliiler
matriksin negatif yukli molekulleri bazik bir boya olan kristal viyole ile boyanarak
spektrofotometrik olarak degerlendirilir. Bu yontemle hem canli hem 6li hiicreler,
hem de biyofilm yapisini olusturan diger komponentler boyanmaktadir (19, 118).

Christensen ve arkadaslarinin tanimladigi ilk yontemde yalmizca kuyucuk
tabaninda olusan biyofilm tabakasi kalitatif olarak degerlendirilmekteydi (113).
Modifiye Christensen yonteminde ise kullanilan boya ¢6ziilerek kuyucugun hem
taban1 hem de duvarinda olusan biyofilm ol¢giilmiis olur (118). Olusan biyofilm
yapist gozle degerlendirilebildigi gibi spektrofotometrik olarak Olciilerek
kantitasyonu da yapilmasi saglanabilir.

Calismamizda modifiye Christensen yontemi ile biyofilm olusumunun temel
bileseni olan icaA gen bolgesi varligi karsilastirildiginda PZR’de icaA pozitifligi
saptanan suslar ile Christensen yontemine gore biyofilm olusturdugu goézlenen
suslar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi gozlenmistir (p>0,05).
Ayrica modifiye Christensen yontemiyle herhangi bir ica gen bdlgesi varligi
karsilastirildiginda PZR ile icaADBC operonuna ait herhangi bir gen bdlgesini
igeren suslarla modifiye Christensen yontemine gore biyofilm olusturan suslar
arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir (p<0,05). Bu
sonuclara gore modifiye Christensen yontemi  molekiler  ydntemlerin
kullanilamadigr durumlarda biyofilm varliginin tespiti agisindan giivenilir bir

yontem olarak gozukmektedir.
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Yapilan cesitli caligmalar da modifiye Christensen yonteminin biyofilm
olusumunu gostermekte giivenilir bir yontem oldugunu; ayrica icaADBC
pozitifligiyle yiiksek korelasyon gosterdigini ortaya koymustur (10, 120, 134).
Benzer olarak kateterden izole stafilokoklarda yapilan bir c¢alismada ica gen
bolgelerinin varligr ile mikroplakta biyofilm olusturma oranlar karsilastirilmis ve
iki yontem arasinda %97,7 gibi yiiksek bir korelasyon oldugu saptanmistir (92).

152 stafilokok susunda yapilan bir bagka calismada modifiye Christensen
yontemi stafilokoklarda biyofilm olusumunun saptanmasi i¢in en hassas, dogru ve
tekrarlanabilir konvansiyonel bir tarama yontemi olarak tanimlanmigstir. Ayrica
biyomedikal cihaz ve malzemeler Gizerindeki stafilokok yapismasini incelemek icin
niceliksel bir model olma avantajina sahip oldugu belirtilmistir (146).

Modifiye Christensen yontemi ile olusan biyofilm formasyonu kantitatif
olarak degerlendirildiginde icaADBC operonundaki gen bolgelerinden iki ve daha
fazlasinin birlikte pozitifliginin mikroplakta olusan biyofilm yapisin1 anlamh
derecede kuvvetlendirdigi goriilmistiir. Bu sonuclara gore ica gen bdlgesi
varligiyla modifiye Christensen yontemindeki biyofilm pozitifligi arasinda anlamli
bir korelasyon mevcuttur (p<0,05). Calismamizda ayrica tek bir ica gen bolgesi
iceren suslarin hi¢ ica gen bolgesi icermeyenlere gore anlamli derecede kuvvetli
biyofilm olusturmasinin yani sira, iki ve daha fazla ica lokusu igeren suslarin da
yalnizca tek bir ica pozitifligi gosteren suslara gore anlamli derecede kuvvetli
biyofilm olusturdugu gézlenmistir (p<0,05).

10 tanesi saglikli erigkinden izole edilen toplam 91 stafilokok tiiriinde yapilan
bir biyofilm ¢alismasinda izolatlardaki ica gen bolgesi varligi arttikga biyofilm
kalinliginin da arttigi goriilmistiir (13). Dice ve arkadaslar1 biyofilm kantitasyonu
ve ica gen bolgesi arasinda pozitif yonlii bir korelasyon oldugunu, ica varliginin
biyofilm birikim derecesini pozitif yonde etkiledigini; ancak bunun her zaman
genel geger bir kural olmadigini belirtmistir (17).

Calismamizda pozitif ica gen sayisiyla biyofilm kalinlig1 arasinda pozitif bir
korelasyon goriilmesine ragmen her dort ica gen bdlgesinin pozitif oldugu iki sus
da orta derecede biyofilm olusturmustur. Ayrica modifiye Christensen yonteminde
kuvvetli pozitiflik veren 3 susun da yalnizca icaA pozitifligi gosterdigi goriilmUstir.
Yapilan baz1 yayimlar da ica gen pozitifligi daha fazla olan suslarin ica negatif veya

tek bir ica pozitif olan suslara gore her zaman daha fazla biyofilm birikimi
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olusturmadigint gostermistir (17, 94). Bu durumun temel sebebini anlamak igin
biyofilm olusumunda icaADBC operonunun gorevini bilmek gerekir.

Calismamizda her dort ica gen bolgesini i¢eren suslarla yalnizca icaA ve icaD
gen bolgelerini i¢eren suslar arasinda biyofilm yogunluk derecesi acisindan anlamli
bir fark olmadigi goriilmistiir (p>0,05). Bunun sebebi stafilokoklarda biyofilm
olusumunda esas ve en iyi anlasilmis mekanizma olan ica bagimli biyofilm
olusumunda icaADBC operonundaki icaA ve icaD gen bdélgelerinin kilit 6nemidir
(90, 120). icaA hiicre - hiicre adezyonunu saglayan PIA sentezinden sorumlu olan
N-asetilglukozamil transferaz enziminin sentezinde rol alirken icaD geni bu
enzimin maksimal ekspresyonunu saglar. icaB ve icaC ise deasetilasyon
asamasinda rol oynayan ve biyofilm formasyonuna daha minimal etkileri olan
genlerdir (91). icaD’nin icaA geni ile koekspresyonunun N-asetilglukozamin
transferaz aktivitesinde belirgin derecede artisa yol agtigi ve buna bagli olarak
biyofilm olusumunda artisa neden oldugunu gdsteren galismalar mevcuttur (13, 93,
94).

Calismamizda her dort ica gen bolgesini igeren suslarla yalnizca icaA ve icaD
gen bolgelerini iceren suglar arasinda biyofilm yogunluk derecesi acisindan anlaml
bir fark olmamasimin sebebinin hem yukarida bahsedilen ica bagimli biyofilm
olusum mekanizmasi sebebiyle hem de her dort gen bolgesinin pozitif oldugu
yeterli sayida sus bulunmamasindan kaynaklandigi diisiintilmektedir.

Calismamizda ica gen pozitifligi ile modifiye Christensen yontemindeki
biyofilm varlig1 istatistiksel olarak uyumlu bulunsa da PZR’de herhangi bir ica gen
bolgesi icerdigi tespit edilen suslarin %18,3’0 modifiye Christensen yonteminde hig
biyofilm olusturmamustir. in-vivo kosullarda bu durum mikrobiyal adeziv matriks
molekdllerinin varlhig: ile agiklanabilse de in-vitro yontemlerde mikrobiyal adeziv
matriks molekdillerinin bu yiizeylere tutunmast miimkiin olmadigindan bu durumu
“MSCRAMM”’lar ile agiklamak s6z konusu degildir. Stafilokoklarda PIA Uretim
paterninin arastirildigi bir c¢alismada ica geni bulundurdugu halde biyofilm
olusturmadig1 gozlenen suslarda ica gen bolgesindeki nokta mutasyona bagli olarak
PIA sentezinde negatif yonde bir diizenlenme meydana geldigi ve buna bagli olarak
biyofilm yapisinin olusamadigi gosterilmistir (147).

ica regiilasyonunda rol alan bir takim genler de ica pozitif oldugu halde
biyofilm olusturmayan sus varligin1 agiklar. ica gen transkripsiyonunda aktivator

gorevi oldugu bilinen major regulatorlerden biri olan stafilokokkal aksesuar
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regulator proteini sarA biyofilm olusumunun erken asamalarinda niikleolitik ve
proteolitik ekstraseliiler enzimleri baskilayarak tutunmayi, dolayisiyla biyofilm
olusumunu artirict etkiye sahiptir (16). sarA’yt kodlayan aymi isimli genin
mutasyonunda S. aureus’larda biyofilm olusturma yeteneginin belirgin derecede
diistiigti gosterilmistir (87, 148).

Bir diger ¢aligma 112 S. aureus susuyla yapilmis ve degisen ¢evresel kosullara
adaptasyon icin ica gen kimesinin heterojen ekspresyonunun alternatif bir
transkripsiyon faktori olan SigB kontroliinde oldugu gosterilmis, ayrica belirli
cevresel kosullarda SigB varliginin biyofilm olusumunda rol oynayan temel
faktOrlerden biri oldugundan bahsedilmistir (149). SigB operonu defektif S. aureus
suglarinda erken donem biyofilm olusum basamaklarinin gergeklesemedigi;
dolayisiyla biyofilm olusumunun baskilandig1 gésterilmistir (16, 138).

S. aureus’un virulans faktorleri ve yuzey proteinlerinin sekresyonunda
duizenleyici rolu olan bir diger faktor olan aksesuar gen regulatorii agr, S. aureus’a
ait hemen hemen tiim toksinlerin; ayrica proteaz, lipaz, niikleaz gibi ekzoenzimlerin
sentezinde aktivator gorevi Ustlenir. agr bu diizenlemeyi belli miktarda hilicrenin bir
arada oldugu biyofilm gibi yapilarda quorum sensing mekanizmasiyla gen
ekspresyonunda degisiklikler yaparak saglar (27, 150). agr aracili proteaz
indiiksiyonunun biyofilm olusumunu smirlandirdigi ve olusan biyofilm yapisinin
dagilmasina sebep oldugunu belirten birgok c¢alisma vardir (27, 148, 151). agr
lokusunun ayrica in vitro kosullarda genetik olarak labil oldugu bilinmektedir
(150). Biyofilm tespitinde kullanilan konvansiyonel yontemlerde de agr
aktivasyonu olusmus, boylece ica pozitif oldugu halde biyofilm olusturmayan
suslar meydana gelmis olabilir.

Tim bu faktorler; ica gen bolgesindeki nokta mutasyonlar, sarA ve agr
genlerindeki genetik degisiklikler ve SigB gibi transkripsiyon faktorlerinin yoklugu
caligmamizdaki ica pozitif oldugu halde biyofilm olusturmadigi gozlenen az
sayidaki susun varligim1 agiklamaktadir. Bu gibi degiskenlere baglh olarak ica gen
varligi ile in vitro biyofilm olusumu arasinda her zaman uyum olmadigini gosteren
caligmalar bulunmaktadir (15, 88, 152).

Konvansiyonel biyofilm tespit yontemlerinden MTT yontemi bir tetrazolium
tuzu olan MTT’nin NADH ve NADPH bagimli dehidrogenaz enzimleriyle suda

¢cozinmeyen mor renkli formazana indirgenme dizeyinin Kkantitatif olarak
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ol¢iildiigi kolorimetrik bir yontemdir. Bu renk degisimi metabolik aktivitenin,
dolayisiyla biyofilmdeki canli bakteri hiicre varliginin bir gostergesidir (18, 121).

Tipki modifiye Christensen yontemi gibi biyofilm kantitasyonu yapmaya
olanak saglayan MTT yonteminde biyofilm yapisini olusturan polisakkarit, protein,
DNA gibi ekstraseliiler matriks gibi komponentler degil; direk MTT’yi indirgeme
kapasitesine sahip enzimatik aktivitesi olan canli hiicre sayis1 tespit edilebilir (99).

Calismamizda MTT yonteminde modifiye Christensen yonteminde oldugu
gibi MRSA suslarinin biyofilm olusturma oran1 MSSA suslarina gore anlamli
derecede yuksek bulunmustur (p<0,05). Bu sonuglar PZR’de MRSA suslarinin
MSSA suslarina oranla istatistiksel olarak daha yiiksek oranda ica gen bdlgesi
icermesiyle uyumlu bulunmustur.

Herhangi bir ica gen bolgesi bulundurdugu bilinen 75 bakteriden 19’u
(%25,3) MTT yonteminde biyofilm olusturmazken, 56’s1 (%74,7) cesitli
derecelerde biyofilm olusturmustur. Buna gére PZR’de ica gen pozitifligi saptanan
suslar ile MTT yontemine gore biyofilm olusturdugu gozlenen suslar arasinda
anlamli bir fark olmadig1 gozlenmistir (p>0,05). Bu sonuglara gére MTT yontemi
molekiiler yontemlerin kullanilamadigi durumlarda biyofilm varliginin tespiti
acisindan giivenilir bir yontem olarak goziikmektedir.

Referans konvansiyonel yontem olarak kullandigimiz modifiye Christensen
yontemiyle karsilastirildiginda modifiye Christensen yodntemine gore biyofilm
olusturdugu gozlenen 83 sustan ise 12’sinin MTT yontemine gore negatif sonug
verdigi gozlenmistir. Buna gore biyofilm varligini tespit etme agisindan iki yontem
arasinda anlaml bir fark goriilmustiir (p=0,035). Iki yontem biyofilm kantitasyon
derecelerine gore (zayif, orta, kuvvetli) karsilastirildiginda aralarindaki farkin daha
da belirgin oldugu gozlenmistir (p<0,01). Literatirde her iki ydntemin biyofilm
tespiti bakimindan karsilagtirilmasinin yapildigi pek fazla ¢aligma bulunmamakla
beraber, MTT ve modifiye Christensen yonteminin karsilastirildigi bir ¢alismada
MTT yonteminin modifiye Christensen yontemine goére daha az givenilir bir
yontem oldugundan bahsedilmistir (153).

MTT yoénteminin modifiye Christensen yontemiyle uyumsuzluguna ragmen
kullanilan her bir konvansiyonel yontemin PZR’deki sonuglar ile uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Tiim konvansiyonel yontemlerin duyarlilik ve 6zgiilliikleri PZR’de
herhangi bir ica gen bolgesi pozitifligi altin standart kabul edilerek

degerlendirildiginde en duyarli konvansiyonel biyofilm tespit yonteminin %84 ile
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MTT yontemi oldugu tespit edilmistir. Buna gore MTT yonteminin biyofilm
varliginin tespiti agisindan diger konvansiyonel yontemlere oranla yanlis negatif
sonug verme olasilig1 daha diisiik bulunmustur.

Cesitli bakterilere ait biyofilmlerde blylyen mikrobik popiilasyonlarin
boyutunu degerlendirmek i¢in MTT ydnteminin basarili oldugunu gosteren yayilar
mevcuttur (154, 155). Ayrica bakteriyel popiilasyonun biiyiikliigiinii belirlemede
agar diliisyon yontemine gore daha hizli ve giivenilir bir yontem oldugundan
bahsedilmistir (155).

Tiim bunlarin yant sira MTT yontemi canli bakteri sayis1 hakkinda fikir
verdiginden oOzellikle biyofilm inhibisyon deneyleri, degisen cevresel kosullar
karsisinda biyofilm dayanikliligr ve cesitli antibakteriyel ajanlarin planktonik ve
sesil hiicreler tlizerindeki etkinligini aragtirmada siklikla kullanilan bir yontemdir.
Yapilan ¢alismalar MTT ile galisilan mikroplaklardaki spektrofotometride olgtlen
formazan konsantrasyonuyla bakteri koloni sayisi arasinda miikkemmel derecede
uyum oldugu goésterilmistir (99, 101).

Biyofilmin yapisindaki canli bakterilerin sayisin1 belirlemede kullanilan bir
diger kolorimetrik yontem BioTimer yontemidir. Belirteg olarak fenol kirmizisi
iceren BT-PR besiyeri kullanilir. Bakterinin fermentatif metabolizmasi sonucu
belirtecin rengi kirmizidan sariya donmektedir. Renk degisimi i¢in gecen siire
bakteri konsantrasyonu ile iligkilidir (123).

Biyofilm kantitasyonu yapmaya yarayan modifiye Christensen, MTT, Calgary
biyofilm cihazi gibi yontemler biyofilm igerisindeki ger¢cek bakteri sayisini tespit
etmede yetersizdir. Inokulum miktarindaki bakteri sayisindaki degisiklikler de
biyofilm inhibisyon testlerinin sonuglarini etkileyebilir (123).

BioTimer yontemi, BT-PR ortaminin renk degistirme zamani ile planktonik
bakterilerin baslangic konsantrasyonu arasindaki zamani iliskilendiren cins spesifik
bir korelasyon cizgisi ile deney ortamindaki bakteri sayisini tespit etmektedir.
Yaptigimiz ¢alismada MRSA suslarinin MSSA suslarina gore hem daha erken
sirede hem de daha yogun biyofilm olusturdugu gozlenmis ve aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu sonuglar PZR’de MRSA suslarinin
MSSA suslarina oranla istatistiksel olarak daha yiiksek oranda ica gen bolgesi
icermesiyle uyumlu bulunmustur.

PZR’de ica pozitifligi gdsteren 75 sustan yalnizca 10 tanesi (%13,3) BioTimer
yonteminde biyofilm olusturmazken, 65 sus (%86,7) cesitli derecede biyofilm
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olusturmustur. Buna gore PZR’de ica gen pozitifligi saptanan suslar ile BioTimer
yontemine gore biyofilm olusturdugu gozlenen suslar arasinda anlamli bir fark
olmadig1 gozlenmistir (p>0,05). Bu sonuclara goére BioTimer yontemi molekdler
yontemlerin kullanilamadigr durumlarda biyofilm varhigmin tespiti agisindan
guvenilir bir yontem olarak gozikmektedir.

Referans konvansiyonel yontem olarak kullandigimiz modifiye Christensen
yontemi ile karsilastirildiginda biyofilm varligini tespit etme agisindan iki yontem
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 gériilmistiir (p>0,05).

Yapilan calismalar da bizim sonuc¢larimizi destekler nitelikte olup BioTimer
yontemini biyofilm varligimi ve duyarliligini 6lgmek i¢in kolay uygulanabilir,
tekrarlanabilir ve glvenilir bir ydontem olarak tanimlamislardir (123, 156).

BioTimer yonteminin bakterileri dogrudan biyofilm yapisinin i¢inde sayan ilk
yontem oldugundan bahsedilmistir. Ustelik tipki MTT yéntemi gibi biyofilm
duyarliligin1 birkag¢ saat igerisinde verebilme kapasitesine sahiptir; ancak bunu
yapabilmek icin test edilen her bakteri cinsine spesifik ayr1 bir korelasyon ¢izgisi
cizmek gerekir (121, 156).

Calismamizda PZR’de herhangi bir ica gen bolgesi pozitifligi altin standart
kabul edilerek 6zgiilliikk ve duyarliliklart degerlendirilen konvansiyonel yontemler
icerisinde biyofilm tespiti icin en 0Ozgil yoéntem BioTimer yontemi olarak
bulunmustur (%86,7). Direk biyofilm igerisindeki canli hiicreler tespit edildiginden
testin yanlis pozitiflik verme olasilig1 ¢ok diisiiktiir. Konvansiyonel yontemlerin
duyarliligina bakildiginda ise modifiye Christensen yonteminden sonra en duyarl
ikinci yontemin yine BioTimer yontemi oldugu goriilmiistiir.

Calgary biyofilm cihazi ve BioTimer yonteminin karsilastirildigi bir ¢calismada
BioTimer yonteminin Calgary biyofilm cihazina gore daha giivenilir bir yontem
oldugundan bahsedilmistir (157). Biyofilm olusturmus bakterilerin sonikasyon gibi
bir islemle manuplasyona ihtiya¢ duymamasi, testin ¢alisilmasi icin ayrica gelismis
teknolojik cihaz gereksinimi olmamasi bu yontemin avantajlar1 arasinda sayilabilir
(156-158).

Yontemin kullanim kisithiliklarindan biri BT-PR  besiyerinin inkiibasyonu
sirasinda renk degisiminin gozlenebilmesi zorlugudur; ancak giiniimiizde testin
eksiksiz otomasyonunu saglayabilen bilgisayarli sistemler gelistirilmistir (156).

Yontemin bir diger kisitliligi biyofilm yapisindaki sesil bakterilerin planktonik

formlarma gore farkli metabolik aktivite diizeyine sahip olmasidir. Genellikle
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biyofilm analizleri metabolik hizlarin benzer oldugu varsayimiyla ayni
mikroorganizmanin planktonik kultiirlerine kars1 kalibre edilir; ancak bakterilerin
metabolik hizlarimin planktonik ve sesil formlar1 arasinda biiyiik farklilik
gOsterebilecegini gosteren yayinlar da mevcuttur (6, 98, 100). S. aureus suslarinin
aktivitesinin rezasurin ile oOlgiildiigli bir ¢aligmada planktonik formlarin ayni
konsantrasyonlardaki sesil formlara gore daha fazla sinyal olusturdugu
gorilmiistiir. Bu durum planktonik formlara gore ¢izilen kalibrasyon egrisinin sesil
formlar icin hatali sonuglar verebilecegini gostermektedir (159).

BioTimer yontemi biyofilm inhibisyon testlerinde ve nano partikillerin
mikrobiyolojik kalitesinin tespitinde kullanilabilme 6zelligine sahip; heniiz referans
kabul edilen bir yontem olmasa bile sivi veya kat1 fazdaki biyolojik ve abiyotik
yiizeylere tutunarak biyofilm formasyonu olusturmus bakterileri saymada yararh
bir ara¢ olarak diisiiniilmek ve bir “’biyosensdr’” olarak tanimlanmaktadir.
Gunimuzde bu yontem biyofilme karsi antibiyotik bakterisit konsantrasyonlarini
belirlemekle kalmayip antibiyotik tedavilerine direngli bakteri sayisin1 da belirleyen
ilk yontemdir. BioTimer yontemi bu yoniiyle biyofilmin ortadan kaldirilmasinda
antibiyotik tedavisinin etkinligini degerlendirmek icin yararli bir yontem olabilir
(8).

Son yillarda BioTimer yonteminin nano malzemelerle kaph yiizeylere yapisan
bakterilerin kantitatif degerlendirmesinde giivenilir bir yontem oldugu belirtilmistir.
Tip sektoriinde kullanilacak nano malzemelerin gelecekte sayisinin artmasiyla
birlikte mikrobiyolojik risk degerlendirmesinde BioTimer yonteminin daha aktif
kullanilacagi 6ngoriilmektedir (158).

Simdilik bu yontemin asil dezavantaji giivenilirligi, verimliligi ve duyarliliginm
referans yontemlerle karsilastirma imkanini kisitlayan gegerli bir referans yontemin
eksikligidir (158). Literatiirde bizim ¢aligmamizdaki gibi diger konvansiyonel ve
molekiiler yontemlerle BioTimer yoOnteminin uyumunu Kkarsilagtiran yayin
bulunmamaktadir.

Biyofilm kavraminin tam olarak anlasilmasindan once bakterilerdeki slime
yapisinin varligini gosteren bir diger yontem ise Kongo Red Agar’dir. Besiyerinin
icindeki kongo kirmizis1 benzidin ve naftionik asitten meydana gelen bir sodyum
tuzudur. Polisakkarit, seliloz, amiloid ve sialik asit gibi organik polimerlere afinite
gosterir. Kongo kirmizisi bakterilerin ekzopolisakkarit yapisindaki slime faktor ile

birleserek koyu bir renk olusturur ve bdylece bakterilerdeki slime olusumunu
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gosteren hizli, duyarli ve tekrarlanabilir bir yontem olarak tanimlanmistir (11, 85,
114).

Calismalarda biyofilm ve slime kavramlari birgok yerde birbirinin yerine
kullansa da biyofilm tam tanim olarak slime yapisindaki matriks igine gémiilii ¢ok
katli hiicre tabakas1 anlamina geldiginden calismamizda CRA plagindaki fenotipik
degisiklik biyofilm olarak degil slime yapisi olarak tanimlanmistir (160).

CRA 24. saat degerlendirmesinde ¢alismaya alinan 200 sustan 72 tanesinin
(%36) koyu kirmizi veya kahverengi - siyah renkli koloniler olusturdugu, yani
slime faktor pozitif oldugu; 48. saat degerlendirmesinde ise 92 susun (%46) susun
slime olusturdugu gorilmistiir. Yapilan yaymlar S. aureus’un CRA’da koagllaz
negatif stafilokoklara gore daha yavas slime drettigini gostermistir (13). CRA
karbonhidrat kaynagi olarak siikroz ig¢erdiginden ve S. aureus slime Uretiminde
diger KNS tiirlerinden farkli daha fazla glukoz bagimli bir metabolik yolak
kullandigindan ¢alismamizda CRA testinde 48. saat okumalar1 esas alinmigtir.

Literatiirdeki yayinlara paralel olarak bizim ¢alismamizda da CRA 24 ve 48. saat
okumalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmistiir (p<0,001). Yapilan
yayinlar 48. saatten daha fazla inkiibasyonun slime olusumu {izerine bir etkisi
olmadigini da gostermistir (95).

MRSA ve MSSA suslar1 slime Uretimi yoniinden karsilastirildiginda CRA
yontemine gore her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. Hatta MSSA suslarinin sayisal olarak MRSA suslarina oranla daha
fazla pozitiflik gosterdigi tespit edilmistir (31’¢ karsin 41). MRSA ve MSSA
suslarinin biyofilm olusumunun ¢esitli yontemlerle karsilastirildigi bir caligmada
MRSA suslarimin CRA plaginda MSSA suslarina goére daha belirsiz ve karar
vermesi gii¢ koloniler olusturdugundan bahsedilmistir. MSSA suslarinin slime
ireten tiirlerinin genellikle belirgin bigimde siyah koloni olusturdugu, iglerinden
yalmz %]1 oraninda bakterinin karar vermede gii¢lilk yasanacak koloniler
olusturdugundan bahsedilmistir. MRSA kolonilerinin ise siyah, mor, kahverengi,
bordo, koyu ve acik kirmizi gibi c¢esitli renklerde koloniler olusturdugu ve bu
grupta slime olusumu bakimindan %13,9 gibi ylksek bir oranda g¢eliski
bulunmustur (11).

Yapilan bagka ¢alismalar CRA plaklar1 degerlendirilirken yalnizca renge degil,

koloni yapisina da bakilmasi gerektiginden bahsetmistir. Yalnizca renkle tam
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olarak yorumlamanin dogru olmayacagi; 6zellikle yiizeyi piiriizlii kolonilerin slime
pozitif olarak degerlendirilmesi gerektiginden bahsedilmistir (17, 85, 161).

CRA yonteminin subjektif degerlendirilme problemine ragmen PZR’de ica
pozitifligi gosteren 75 sustan 20’si (%26,7) CRA’da slime negatif olarak tespit
edilirken, 55 (%73,3) susun slime tirettigi goriilmiistiir. Buna gore PZR’de ica gen
pozitifligi saptanan suslar ile CRA’da slime yapisi olusturdugu gozlenen suslar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 gézlenmistir (p>0,05).

Yapilan ¢ok sayida c¢alisma ica operon varligiyla CRA’daki slime olusumunun
pararelliginden bahsetmistir (13, 17, 88, 95). Literaturde ica operonu bulundurdugu
halde CRA’da slime olusturmayan bakterilerin varligin1 gosteren caligmalar da
mevcuttur; ancak bu ¢alismalardaki fenotipik degisikligin sebebi olarak daha 6nce
yukarida bahsedilen, ica gen regiilasyonunda rol oynayan gesitli gen ve
mutasyonlarin varligi gosterilmistir (10, 160).

Modifiye Christensen yontemiyle CRA’da slime olusumu arasindaki uyum
karsilastirildiginda Modifiye Christensen yontemine gore biyofilm negatif oldugu
tespit edilen 117 sustan 35’1 (%29,9) slime pozitif olarak yorumlanmis, biyofilm
olusturdugu gozlenen 83 sustan 26’s1 (%31,3) CRA’da slime negatif olarak
degerlendirilmistir.  Modifiye Christensen yontemi ile CRA 48. saat
degerlendirmelerinde gozlenen slime faktor pozitifligi arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmadig1 goriilmistir (p>0,05). Bu sonu¢ modifiye Christensen
yontemiyle CRA yonteminin karsilastirildigi ¢alismalarla uyumlu bulunmustur.

MRSA ve MSSA suslarindan olusan toplam 570 bakteriyle yapilan bir biyofilm
calismasinda her iki yontem arasindaki uyumlulugun %96 civarinda oldugu
gosterilmistir (11). Ortopedik protez kaynakli lezyonlardan izole edilmis 80
stafilokok susuyla yapilan bir baska calismada CRA yontemiyle modifiye
Christensen yontemi arasinda %80’lik bir uyum oldugu goriilmistiir (161).

Yapilan galismalar CRA yonteminin slime olusumunun tespitinde kullanigl,
kolay uygulanabilir ve ucuz bir yontem oldugundan bahsetmistir (11, 161).
Ozellikle biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin tanisinda fenotipik diizeyde dogru
tanimlama yapabilen bir test oldugu gosterilmistir (17, 93).

Tiim bu sonuglar géze alindiginda her ne kadar slime faktorii biyofilm kavramini
tam olarak agiklamasa da molekiiler yontemlerle taninin miimkiin olmadig1 ve diger

cok basamakli ve 06zel hazirlik gerektiren konvansiyonel ydntemlerin
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kullanilamadigi durumlarda CRA yontemi bakterilerdeki slime olusumunu tespit
etme bakimindan kullanilabilir bir yontem olarak géziikmektedir.

Kullanilan tiim konvansiyonel yontemlerde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
az sayida, ica negatif oldugu halde fenotipik olarak biyofilm veya slime
olusturdugu gozlenen suslara rastlanmistir. BioTimer ve CRA yontemindeki
subjektif yorumlama bdyle bir sonuca neden olmus olabilir; ancak daha muhtemel
teori yine ica gen regiilasyonu ile agiklanabilir.

ArIRS biyofilm olusumu tiizerinde negatif regiilatuar etkinligi olan bir gen
sistemidir. ArIRS mutasyonunda bakteri adezyonu ve PIA-PNSG iiretiminin arttig1
ve biyofilm olusumunun pozitif yonde diizenlendigi gosterilmistir. ArIRS mutant
suslarin ica bagimsiz Dbiyofilm olusturabildikleri ve ica delesyonundan
etkilenmedikleri bildirilmistir (87, 162).

ica negatif oldugu halde CRA plaginda slime pozitif oldugu gozlenen suslarin
tekrarlayan pasajlar sebebiyle {izerinde c¢ikintilar olan kirmizi  koloniler
olusturabildiginden bahsedilmistir (13). Bu sekilde farkli fenotipik goriintiilerin
yalniz bir ica gen bélgesi veya tum ica lokusunun delesyonuna bagli olabildigi de
sOylenmistir (95)

IS256 olarak bilinen 1332 baz ¢iftlik sekans elemaninin varligir da ica negatif
oldugu halde fenotipik olarak biyofilm firettigi gozlenen bakteri varligin1 agiklar.
I1S256 bakterilerin biyofilm ve slime olusumunu diizenleyen mobil bir elemandir.
Molekiiler olarak nasil diizenlendigi tam olarak bilinmemekle birlikte biyofilm
olusumunu etkileme kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir (14, 136). 1S256’nin
kromozomal yeniden dizenlenme ile S. epidermidis’deki biyofilm olusumunu
degistirdigi gosterilmis, stafilokok tiirlerinin genotipik ve fenotipik adaptasyonu,
cevre kosullarina dayaniklilign ve gen ekspresyonunda rol oynadigindan
bahsedilmistir (143).
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6. SONUC

Biyofilm kaynakli enfeksiyonlar giiniimiizde en Onemli antibiyoterapi
basarisizlig1r ve tedavi maliyet artist nedenlerinin baginda gelmektedir. Yapilan
caligmalar tiim mikrobiyal enfeksiyonlarin yaklasik %65’inin biyofilm kaynakli
oldugunu, bu oranin nozokomiyal enfeksiyonlarda ¢ok daha yliksek oldugunu
gostermistir (5). Cerrahi girisimlerin, immiinsiiprese hastalarin ve kullanilan
implant sayisinin giderek arttigr goz Oniinde bulundurulursa 6zellikle hospitalize
hastalarin kiltiir 6rneklerinde kolonizasyon veya enfeksiyon etkeni olarak tespit
edilen bakterilerin biyofilm olusturma potansiyelini belirlemek ve bu bakterilerin
girisimsel prosediirlerden 6nce planktonik formlarmi elimine edici girisimlerde
bulunmak biyofilm kaynakli enfeksiyon sayisini, dolayisiyla buna bagli morbidite
ve mortalite oranlarin1 diistirecektir sonucuna varilmaistir.

Calismamizda ayrica MRSA gibi virulan suslarin daha az virulan suslara oranla
anlaml derecede yiiksek oranda biyofilm olusturma potansiyeli oldugu, antibiyotik
direnciyle biyofilm olusumu iliskisinin bir kaskat gibi birbirleriyle iligkili oldugu
gozlenmistir.

Bu etkenler g6z onilinde bulunduruldugunda biyofilm varliginin tespiti hastalik
prognozunu 6ngérmekte son derece dénemli gdziukmektedir. Bu nedenle biyofilm
varhi@inin tespitinde kolay uygulanabilir, tekrar edilebilir ve givenilir bir
yonteminin rutin laboratuvar hizmetlerine adapte edilebilmesi gereklidir.
Calismamizda biyofilm varliginin tespitinde Kkullanilan tiim konvansiyonel
yontemlerin duyarlilik ve 6zgiilliikleri biyofilm olusumunu gdsterme ve biyofilm
kaynakli enfeksiyon tanisi koymada klinik olarak kullanilabilir diizeyde
bulunmustur.

Modifiye Christensen ve MTT yontemlerinin ayrica biyofilm kantitasyonu
hakkinda da bilgi vermesi ek bir avantaj olmakla beraber nispeten zahmetli
yontemler olmasi, mikroplak kontaminasyon riski ve her calismada sinir deger
hesaplanmasi gibi zorluklari mevcuttur.

Biyofilm varliginin tespitinde en 6zgiil konvansiyonel yontem olan BioTimer
yontemi biyofilm yapis1 icerisindeki bakteri sayisim1 vermesiyle adeta bir
biyosensor gorevi yapar; ancak her bakteri tird icin spesifik korelasyon egrisinin
cizilmesi, renk degisiminin gozlenmesindeki zorluklar ve kontaminasyon riski

yontemin kisitlilig1 olarak belirtilebilir.
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Uygulanmasi en kolay ve pratik yontem gibi goziken CRA yodnteminde ise
Ozellikle S. aureus turlerinde en az iki giin inkubasyona ihtiya¢ duyulmasi, MRSA
gibi yiiksek virulan suslarin belirsiz sonuclar verebilmesi ve nispeten subjektif
yorumlanabilme 6zelligi gibi kisitliliklari mevcuttur.

ica gen bolgelerinin arastirilmasi virulan - nonvirulan suslarin belirlenmesinde
tek basma bile Oonemli bir belirtegtir. Klinik izolatlarin saprofitik stafilokok
suslarina gore ¢ok daha yiiksek oranda ica gen bolgesi igerdigi ve ica varliginin tek
basina bile bir virulans gostergesi oldugundan bahsedilmistir (95, 120). Gerek
CRA’daki slime olusumu, gerek mikroplaklardaki biyofilm formasyonu in vitro
kosullara son derece duyarlhidir. Hem bu gerekgeyle, hem de S. aureus’lardaki ica
bagimsiz biyofilm olusum mekanizmalarinin varligi nedeniyle biyofilm varligini
ortaya koyarken genotipik ve fenotipik yontemlerin bir arada kullanilmas1 gerektigi
sonucuna varilmistir.

Klinik S. aureus izolatlarindaki ica gen boélgesinin tespiti tedavi secenekleri ve
korunma Onlemleri icin alinan klinik kararlara yon verebilir. Ayrica ica
lokusundaki her bir gen bdlgesinin islevini, klinik 6nemini ve bulunma sikligim
bilmek tibbi ekipmanlar1 kolonize eden ve gesitli biyofilm kaynakli enfeksiyonlara
yol acan bakterilerle miicadelede yeni stratejilerin gelistirilmesini destekleyecektir.

ica gibi adezyon genlerinin varlig1 ve ifadelenmesine yonelik ¢alismalarin tibbi
cihaz ve yabanci cisim iligkili enfeksiyonlarin patogenezindeki farkli tutunma

mekanizmalarinin da 6nemini agiga ¢ikaracagina inantyoruz.
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