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IRAK'IN SALAHUDDIN VILAYETINDE KOAGULASE-NEGATIF
STAPHYLOCOCCUS SPP’NIN YARA IZOLATLARINDA BiYOFiLM OLUSUMU
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Stafilokok tiirleri, gida zehirlenmesinden sorumlu en yaygin bakterilerden biridir. Bu
calismada kullanilan ornekler Salah EI-Din Genel Hastanesinin acil servisinde
yaralanan hastalardan temin edilmistir. Kasim 2020 ile Ocak 2021 tarihleri arasinda
toplamda 94 6rnek alinmistir. Bu ¢alismada, cesitli cilt lezyonlarindan Staphyloccoccus
spp'yi izole etmek, tanimlamak, biyofilm olusumu ile beta-laktamaz ve hemolizin
iretiminin degerlendirilmesi amaglanmistir. Ayrica izolatlarin antibiyotik direng
paternleride incelenmistir. Elde edilen veriler incelendiginde, toplumda tasiyicilar ve
hastalar arasinda Metisiline direngli Stafilokoklarin yiiksek prevalansinin oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, Metisiline direngli Stafilokoklarda ¢oklu ilag direnci bulunmustur.
Ayni zamanda hem MRSA hem de MR-CoONS izolatlar1 yiiksek ve giiclii biyofilm
olusumu gozlemlenmistir. Bunlara ek olarak, lokal Staphylococcus spp izolatlarinda
mecA geninin saptanmasi i¢in molekiiler yontemlerin kullanilmasi 6nerilmistir. En son
olarak bu genin, diger antibiyotiklere karsi ¢oklu ilag direncini veya enzimler ile
toksinler gibi bazi viriilans faktorlerinin liretimini yoneten diger genlerle veya mecA
geninin icaADBC operonu ile korelasyonu arastirilmstir.
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BIOFILM FORMATION AND HEMOLYSINS PRODUCTION IN WOUND
ISOLATES OF COAGULASE-NEGATIVE STAPHYLOCOCCUS SPP IN
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Staphylococcus species are known to be among the most common bacteria responsible
for food poisoning outbreaks. The samples used in this study were obtained from
patients injured in the emergency department of Salah EI-Din General Hospital. A total
of 94 samples were taken between November 2020 and January 2021. In this study, it
was aimed to isolate and identify Staphyloccoccus spp from various skin lesions, and to
evaluate biofilm formation and beta-lactamase and hemolysin production. In addition,
antibiotic resistance patterns of the isolates were also investigated. When the data
obtained were analyzed, it was determined that there was a high prevalence of
Methicillin-resistant Staphylococci among carriers and patients in the community. In
addition, multidrug resistance has been found in Methicillin-resistant Staphylococci. At
the same time, both MRSA and MR-CoNS isolates were high and strong biofilm
formation was observed. In addition to these, it has been suggested to use molecular
methods for the detection of mecA gene in local Staphylococcus spp isolates. Finally,
the correlation of this gene with other genes that govern multidrug resistance to other
antibiotics or the production of certain virulence factors such as enzymes and toxins, or
the icaAADBC operon of the mecA gene was investigated.
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1. GIRIS

Koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS), bagisiklig1 baskilanmis bireylerde, uzun stireli
hastanede yatan hastalarda, prematiire yenidoganlarda, kalici veya ¢esitli implant
polimer gévdeleri olan hastalarda ¢ok ¢esitli enfeksiyonlara neden olan organizmalar
olarak tanimlanmaktadir (Soumya et al. 2017, Azih and Enabulele 2013, Nanoukon et
al. 2017).

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus ve Staphylococcus
saprophyticus, hastane enfeksiyonlarinin biiyilk ¢ogunlugundan sorumlu oldugu
dogrulanan KNS tiirleri olarak bilinmektedir. Birgok hastane izolat1 klinik olarak ¢esitli
antimikrobiyal ilaglara karsi 6nemli diren¢ oranlarina sahiptir. Bu nedenle KNS

enfeksiyonlarin tedavisi daha zor hale gelmektedir. (Xu et al. 2015).

CoNS'nin icaADBC ile kodlanmig polisakkarit hiicreler arasi adhezin ve kimyasal
olarak gesitli biyofilmler olusturabildigi belirtilmistir (Bowden et al. 2005). Biyofilmler,
hiicreleri konak¢inin savunma sistemi i¢in daha az erisilebilir hale getirerek ve
antibiyotiklerin etkinligini azaltarak organizmanin hayatta kalmasma yardimci
olmaktadir. Biyofilm olusturma yetenegi, CoNS'nin en temel viriilans 6zelligi olarak

bilinmektedir (Franca et al. 2021).

Biyofilm olusturmanin adimlari; baglanma, birikim, olgunlasma ve ayrilma olarak
siralanmaktadir. Bhp, AtIE ve diger hiicre duvar1 baglayici proteinler, ilk yapismaya
aracilik eden proteinlerdir. Hiicreler arasi bir yapistirici olan Fbe'nin yani sira icaADBC
ile kodlanmig olan polisakkarit hiicreler, hiicreler arasi adezin sentezi ve birikim
asamasin1 Kkarakterize eden proteinlerdir. KNS'de PIA'dan bagimsiz olarak biyofilm
gelisiminde hiicre yiizeyi ile iliskili Aap (birikimle iligkili protein) ve Embp (hiicre dis1
matris baglayici protein) gibi iki 6nemli proteinin dahil oldugu yapilan ¢alismalar ile
ortaya c¢ikarmistir. Bu proteinler, fibronektine bakteri baglanmasini kolaylastiran ve
biyofilm olusumuna katkida bulunan Bap protein ailesinin iiyeleri olarak bilinmektedir
(Bowden et al. 2005). Proteinler; DNA, lipidler, organik bilesikler, makromolekiiller,
biyofilmlerde bulunur ve ii¢ boyutlu, yiiksek diizeyde organize bir yapiya sahiptir.



CoNS ayrica diger enfeksiyonlara gegebilen direng genleri kaynagi olarak kabul edilir.
Metisiline direngli koagiilaz- negatif CoNS izolatlar1 nozyomasiyal enfeksiyonlarin
%80-90'm1 olusturmaktadir. Antibiyotik diren¢ genlerinin ¢ogu plazmidler {izerinde

tasinir ve metisiline direngli bakterilerde daha yaygindir (Shrestha et al. 2017).

CoNS, konak hiicrelerin istilasindan sorumlu olan hemolizinler gibi Staphylococcus
aureus ile baglantili ¢esitli toksinler ve enzimler tiretebilmektedir (Moraveji et al. 2014,
Gemmell and Roberts 1974). Staphylococci hemolizinler dort tipe ayrilir: alfa (o), beta
(B), gama (y) ve delta (3d). -toksin, ¢ok ¢esitli insan hiicrelerine kars1 etki eden ve hla
geni tarafindan ifade edilen gozenek olusturan bir sitotoksindir (PFT). Bu toksinin
hemolitik, dermonekrotik ve norotoksik Ozellikleri patojenikligine katkida
bulunmaktadir (Qiu et al. 2012, Berube and Wardenburg 2013, Oliveira et al. 2018).
Mg?* bagimli sphingomyelinaz, hlb geni tarafindan kodlanan bir toksindir. Toksinin
sitolitik etkisi 10°C'nin altindaki sicakliklarda inkiibe edildiginde artar ve bu durum
'sicak-soguk' hemolizin olarak bilinmektedir (Burnside et al. 2010, Zhang et al. 2003).
Delta (6) hemolizin, hld geni tarafindan kodlanan 26 amino asitli bir peptittir. Bu toksin
deterjan gorevi gorerek eritrositleri yok etmektedir. Delta toksini, akut ishalden siddetli
enterite kadar ¢esitli bagirsak bozukluklarina sebep olmaktadir (Marconi et al. 2005,
Nasaj et al. 2020).

Bu tez calismasinda, Staphylococcus spp. bakterilerinin farkli lezyonlarindan
izolasyonu ve biyofilm olusturma bilesimleri, beta- laktamaz ve hemolizin desen

muayenesi ile izolatlarin antibiyotik paterninin incelenmesi amaglanmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Staphylococcaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Staphylococcaceae, 0,5-1,5 um ¢apinda, ¢iftler halinde, tetradlarda, kisa zincirlerde (3-
4 hiicre) bulunabilen ve diizensiz iizim benzeri kiimeler iiretmek icin birden fazla
diizlemde boliinen bakteriyel bir ailedir. Peptidoglikan ve teikoik asit, Gram-pozitif,
nonmotil, nonflajel ve spor olusturmayan bakterilerin hiicre duvarinda bulunmaktadir.
Kapsiil olusumu genellikle yoktur veya kisitlanmigstir. Staphylococcacea, %10 NaCl
iceren bir ortamda iyi yetisen ancak %15 NaCl igeren bir ortamda zayif biiyiiyen

aerobik bir familyadir (Wu et al. 2018).

2.2 Staphylococcus sp. Simiflandirmasi

Sube: Bakteri

Alem: Obakteri

Filum: Firmicutes

Smf: Basil

Takim: Bacillales

Familya: Stafilokoksiya

Cins: Stafilokok (Botelho et al. 2016)

2.3 Stafilokok spp Genel Ozellikleri

Stafilokok bakterileri, hareketli olmayan, anaerobik fakiiltatif, spor olusturmayan ve tek
basina, ¢iftler halinde ve kiimeler halinde var olan Gram-pozitif toksiklerdir. %10 NaCl
ortaminda iyi bilyiir, ancak %15 NaCl ortaminda ¢ok iyi biiylime gostermezler (Wu et
al. 2018). Alkali fosfataz, katalaz (Kesmen et al. 2014), koagiilaz (Nasaj et al. 2020),
hyaluronidaz ve hemoliz i¢in olumlu reaksiyonlar gosterirler. Oksidaz, B-glucuronidaz
icin negatiftirler. Fruktoz, maltoz ve sakkarozdan aerobik halde asit tiretirken arabinoz,

selobioz, melezitoz, raffinoz, salisin, ksilitol ve ksiloz asit {iretmez.



2.4 Koagiilaz Negatif Stafilokoklar (CoNS)

Koagiilaz Negatif Stafilokoklar (CoNS), nonmotil (hareketsiz), spor olusturmayan ve
capt 0,5-1,0 um olan Gram-pozitif toksiklerdir. Tek tek, ¢iftler halinde veya kiimeler
halinde bulunabilirler. Koloniler yiikseltilmis, pliriizsiiz, piril piril, yar1 saydam ve tam
kenarlara sahiptir. Pigmentlerin rengi griden sariya-turuncuya kadar degisiklik

gostermektedir.

Triterpenoid karotenoidler ve tiirevleri hiicre zarinda bulunan pigmentlerdir. Koloninin
capr>5 pm'den fazladir. Kapsiil iiretme potansiyeline sahiptir. Kapsiillenmis suslar
tarafindan iretilen koloniler genellikle daha kiigiik ve daha digbiikeydir. N-asetil-d-
aminogalakturonik asit, N-asetil-d-fukozamin ve taurin N-asetil-d-aminogalakturonik
asidin ornek olarak verilebilir. Glikolipidler, mono ve diglukosildigliserit fosfolipidler,
lisillfosfatidilgliserol ve kardiyolipin hiicre zarlarinda bulunmaktadir. Anaerobik

fakiiltatiftir ancak aerobik ortamlar i¢inde de 30-37 °C ideal biiyiime gosterirler.

Hem mikro hem de aerobik ortamda yetismektedirler. Aerobik bir sekilde glikozdan I-
laktat, asetat ve siiksinat {iretirler. Kanli agar iizerinde, koloniler beyaz, opak,
parildayan, eksiksiz, piriizsiz ve digbiikey olarak tespit edilmistir. Kanli agar
inkiibasyonunda iki giin sonra koloni ¢ap1 1-3 mm arasinda degigsmektedir. Biiyiime i¢in
ideal sicaklik araligi 30—40°C'dir. 20°C veya 45°C'de biiylime ger¢eklesmez. Tim
suslar %10 NaCl konsantrasyonunu tolere eder. Ancak, %15 NaCl konsantrasyonunda
yasama belirtisi gostermezler. Pigment ve topaklanma faktoriiniin eksikliginin yan1 sira
anaerobik mannitol fermantasyonunun yapilamamasi, 45°C'de biiyiimesi, glikozdan
asetoin iiretmesi, nitrat1 azaltmasi, b- glukozdaz iiretmesi ve galaktoz, laktoz ve diger

sekerlerden asit liretmesi bakimindan S. aureus subsp. aureus tiiriinden ayrilir.

2.5 Patojenlik

CoNS ¢ok g¢esitli enfeksiyonlarin nedeni olarak bilinmektedir. 1950'lerin sonunda ve

1960'larin basinda hastanede yatan hastalarin nozomyal enfeksiyonu olarak, CoNS



onemli morbidite ve mortaliteye neden olmustur. Insanlarda gériilen, Furunkiil (kan
¢ibani), karbonkiil (sirpenge), impetigo ve toksik epidermal nekroliz bu tiir tarafindan
iretilen hastaliklarindan sadece birkag1 olarak bilinmektedir. Akut endokardit,
miyokardit, perikardit, enterokolit, mastitis, sistit, prostatit, serviksit, serebrit, menenjit,
bakteriyemi, toksik sok sendromu ve kas, deri, lirogenital sistem, merkezi sinir sistemi
ve ¢ok sayida karmn i¢i organin apselerinde de bu baktaerilerle karsilasilmaktadir

(Yeboah-Manu et al. 2013, Cheung et al. 2021).

Ayrica, gida zehirlenmesi stafilokok enterotoksinden kaynaklanmaktadir. 1980'lerde
CoNS suglari hastanelerde dnemli bir klinik ve epidemiyolojik tehlike haline gelmistir.
Aym zamanda Insanlara ek olarak, Staphylococcus aureus bir dizi memeli ve kuslar1 da
enfekte etmektedir (AL-Kazaz et al. 2014).

2.5.1 Koagiilaz negatif stafilokok patojeni

Koagiilaz negatif stafilokoklarin (CoNS) var olan cesitli gruplari, S. aureus ile
nonpathojenik olarak smiflandirilan stafilokoklar arasinda ayrim yapmak i¢in
kullanilmaktadir. CoONS, hasta ve tedavi ile ilgili degisikliklerin bir sonucu olarak en
yaygin nozomyal enfeksiyonlardan biri haline gelmistir. S. epidermidis ve S.
hemolitikus en yaygn tiirleridir. Prematiire bebeklerde yabanci cisim enfeksiyonlarinin
ve hastaliklarinin 6nemli bir kismini olusturmaktadirlar. S. saprophyticus akut {iretrit ile
baglantili iken, S. lugdunensis, S. aureus'a benzer sekilde bulasict endokardite neden
olur. Diger bircok CONS tiirii, insanlarin ve hayvanlarin deri ve mukoza zarlarini
kolonlastirmaktadir. Ancak gida ile iliskili saprofitler haricinde klinik olarak belirgin
hastaliklara daha az katilim saglamaktadir. Cesitli konakg¢1 savunma taktikleri, tiirlere ve
suslara 6zgii viriilans faktorlerinin evrimi patojenite derecesini yansitmaktadir. CONS,
S. aureus'tan daha az viriilans 6zelligine sahip olmasi nedeniyle farkli bir hastalik
spektrumu gostermektedir. Bu gibi durumlarda, konagin duyarlilig1 ¢cok daha 6nemlidir.
CoNS’lerin, metisiline direncli suslarinin ¢ok sayida olmasi ve glikopeptitlere daha az

duyarl olan izolatlar1 nedeniyle tedavi edilmesi zordur (Becker et al. 2020).



2.6 Koagiilaz Negatif Stafilokok Epidemiyolojisi

2.6.1 Normal yasam alani

CONS, hizli bir sekilde kendini gosteren bir gastroenterit tiirii olan stafilokok gida
zehirlenmesine neden olan bakterilerdir. CONS genellikle ¢evrede (toprak, su ve hava)
ve insanlarin burunlarinda ve derilerinde bulunmaktadir. Et ve et iriinleri, kiimes
hayvanlari ve yumurta iriinleri, siit ve siit iiriinleri, salatalar, krema dolu pasta {iriinleri
ve sandvi¢ dolgular stafilokok gida zehirlenmesi salginlariyla baglantilidir (Argudin et

al. 2010).

2.6.2 Hastaneler

CoNS, implante edilmis cihaz ve cihazlara sahip bireylerde, 6zellikle yaslilar, ¢ok
kiiciik ¢ocuklar ve bagisiklik sistemi bozulmus kisilerde siklikla enfeksiyona neden
bakterilerdir. Insan viicudunda iyi huylu olarak tanimlanan ve hastalik olusturmayan
tiirlerinden ciddi bozukluklara neden olanlara kadar ¢ok ¢esitli CoNS vardir (Gautam et
al. 2017). Kommensal stafilokoklarin, invaziv patojenlere doniismesi genlerin

kazanilmas1 nedeniyle meydana gelmektedir (Yu et al. 2017).

CoNS  enfeksiyonlar1  vakalarin  biliyllkk  ¢ogunlugunda  hastaneye yatisla
sonuglanmaktadir ve nozomyal enfeksiyonlarda ilk bes patojenden biri olarak karsimiza
cikmaktadir. Stafilokok enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in kullanilan antimikrobiyaller
tipik olarak birgok CoNS tiiriine kars1 direnglidir (Szczuka et al. 2016). Hastanelerde
antibiyotik kullanimi, antimikrobiyal diren¢ suslarinin bir rezervuarini saglayarak ilaca
direngli CoNS suslarinin yayilmasina yardimci olmaktadir. CoNS tiirleri arasinda
metisilin direncinin siklig1 ve CoNS ile S. aureus arasindaki genetik degisim onemli bir

halk saglig1 sorunu olarak bilinmektedir (Yu et al. 2017).



2.6.3 Toplum

Genellikle koagiilaz negatif stafilokok enfeksiyonlar geng ve cinsel olarak aktif olan
kadinlarda idrar yolu enfeksiyonlarinin énemli bir nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Ayrica bu enfeksiyonlara en yaygin neden olan tiir S. saprophyticus’tur (Sousa et al.
2013). Bununla birlikte halk arasinda goriilen CNS enfeksiyonlari, eklemler, kalp
kapakgiklar1 ve intrakardiyak yamalar gibi protez implantlarin yerlestirilmesi sirasinda
veya hastaneden taburcu edilen hastalarda ortaya ¢ikabilir. Bu enfeksiyon genellikle
hastanede edinilmis enfeksiyonun gecikmis bir ifadesi olarak bilinmektedir. Bununla
birlikte, son zamanlardaki siirekli ambulatuvar periton diyalizindeki (CAPD) arts,
hastalarin hastaneden daha erken taburcu edilmesi ve ev i¢i ilag tedavisine olan ilgi
nedeniyle toplum i¢inde CNS enfeksiyonlarinin artacagi diisiiniilmektedir (Peacock
2006).

Shittu vd. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, hastanelerde ve halk arasinda direngli
bir S. haemolyticus tiiriiniin yaygin oldugu belirlenmistir. Ayrica, bu bakterinin tibbi
personel veya taburcu edilen hastalar araciligiyla bulasan bir hastane klonu olabilecegi
diistiniilmektedir. Halk arasinda veya ayakta tedavi goren hastalarda bulunan stafilokok
enfeksiyonlar genellikle hastaneden taburcu edilen hastalardan veya tibbi personelden
yayilmaktadir. Bu nedenle, CNS hastaliginda insan rezervuarlarinin islevini belirlemek,
hastane ve toplum ortamlarinda CNS enfeksiyonunun epidemiyolojisini anlamak

amaciyla ayrintili caligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir (Shittu et al. 2004).

2.7 S. aureus Virilans Faktorleri

CoNS, hem toplum kdkenli hem de hastane kaynakli enfeksiyonlar arasinda en sik izole
edilen bakteridir (Baba-Moussa et al. 2008). CoNS, cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlarin'dan pnomoni ve bakteriyemi gibi toksin aracili hastaliklara kadar ¢ok

cesitli bulasici hastaliklara sebep olan patojendir (Holtfreter et al. 2007).
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CoNS'nin klinik 6nemi, viriilans faktorlerine, yiizey proteinlere, toksinlere, enzimlere
ve ila¢ direncinin hizli gelisimine baghdir (Sekil 2.1) (Arvidson and Tegmark 2001,
Sabouni et al. 2014). Bu mikroorganizma ile en ¢ok iliskili; hemolizinler (o, B, v, 9),
l16kosidinler (Panton-Valentine 16kosidin; PVL, LukE/D) (Sina et al. 2013), sporadik
gida zehirlenmesi sendromuna veya gida kaynakli salginlara neden olan 1s1ya dayanikl
stafilokokal enterotoksinler (SE'ler), eksfolyatif toksinler (ETA ve ETB), gida
zehirlenmesine, enterokolite, haslanmis cilt sendromuna neden olan toksik sok
sendromu-1 (TSST-1) (Kérouanton et al. 2007, Pereira et al. 2009) ve toksik sok olarak
adlandirilan viriilans faktorlerdir (Larkin et al. 2009).
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Sekil 2.1 CoNS'nin virulans faktorleri (Choi et al. 2014)

2.8 Antibiyotik Direnci

Bulasict enfeksiyonlar diinyada ikinci 6liim nedenidir. CONS; cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlar1, endokardit, osteomiyelit, bakteriyemi ve 6liimciil pndmoni gibi ¢esitli
bulasici hastaliklari tetikleyebilen ¢ok yaygin patojenik mikroorganizmadir (Kong et al.
2016).

Son yillarda, bakterilerin evrimi ve antibiyotiklerin kotiiye kullanilmasi nedeniyle,

CoNS'nin ilag direnci giderek artmistir. Buna bagli olarak CoNS'nin enfeksiyon orant
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diinya ¢apinda artmis ve CoNS'nin klinik anti-enfektif tedavisi daha zor hale gelmistir
(McGuinness et al. 2017). CoNS'nin diren¢ mekanizmalarinin, 6zellikle ¢ok ¢esitli
antibiyotiklere direngli olan CoNS i¢in olduk¢a karmasik oldugunu gosteren kanitlar

tespit edilmistir (Gnhanamani et al. 2017).

Sonug olarak, CoNS ilag¢ direncini zamaninda belirlemek ve ilag diren¢ mekanizmasini
molekiiler diizeyde aydinlatmak CoNS enfeksiyonu tedavisi icin kritik éneme sahip
olmustur. Cok sayida aragtirmaci, CoNS'nin molekiiler 6zelliklerinin incelenmesinin,
CoNS'nin neden oldugu hastane enfeksiyonlar1 dnleme ve tedavi stratejileri gelistirmeye
yani viriisiin ilerlemesini takip etmeye yardimeci olabilecegine inanmaktadir. CoNS
arastirmalari, mevcut durumu, dogustan gelen ve edinilmis antibiyotik direncinin varligi
ile CoNS tedavisi i¢in potansiyel terapotik segenekleri ortaya koymaya calismaktadir
(Guo et al. 2020). Antibiyotige direngli organizmalar 1940'lardan bu yana ortaya ¢ikip
diinyaya yayilmistir. Ayn1 zamanda antimikrobiyal diren¢ yirmi birinci yiizyilda insan
sagligina yonelik en bilylik tehditlerden biri haline gelmistir. Antibiyotik direncinin
altinda yatan mekanizmalar karmagiktir. Bu durum, antibiyotik hedeflerini kodlayan
genlerdeki mutasyonlari, bakteriyel antibiyotik duyarliligimi etkileyen proteinlerin
iiretimini kontrol eden faktorleri ve patojenik olmayan bakteriler de dahil olmak iizere

suslar ve tiirler arasindaki gen transferini igermektedir.

Bakterilerin en yaygin kullanilan antibiyotiklerin bazilarina maruz kalarak hayatta
kalabilmelerinin ve molekiiler mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi i¢in g¢alismalar
yapilmalidir. Bir ilacin antibakteriyel etki gostermesi icin hedefine ulasmasi ve
baglanmas1 gerekmektedir. Antibiyotik diren¢ mekanizmalari bakterilerde ¢esitli

sekillerde gelismistir. Bunlar dort gruba ayrilir;

1. Bakterinin hiicre i¢ine girmesini engelleyerek veya yok ederek kullanilacak ilag
miktarini azaltmak.

2. Hedefe ulagsmadan 6nce ilact hiicre dis1 veya hiicre ici olarak etkisiz hale getirmek
veya degistirmek.

3. Hedefi, ilag baglanamayacak sekilde degistirmek.

4. Tlacin bloke ettigi biyolojik eylemi gerceklestirmenin baska bir yolunu bulmak.



Antibiyotik direncinin molekiiler nedenleriyle miicadele etmek i¢in ilacin hiicre igi
konsantrasyonunun azaltilmasi gerekmektedir. Tiim bakteri genomlarinda ¢oklu akis
pompalart kodlanmistir ve bunlar hiicreden ¢esitli maddeleri digar1 atmaktadir. Akis
pompalari, belirsiz islevleri olan nesiller boyu devam eden proteinlerdir. Bununla
birlikte, bazilarmin hiicreler icin tehlikeli olan dogal olarak olusan kimyasallar1 ihrag
ettigi bilinmektedir (Piddock 2006). Ayrica, islevsel akis pompalarinin, patojenite ve
biyofilm gelisimi dahil olmak {iizere diger hiicresel faaliyetler icin rol aldig
bilinmektedir (Webber et al. 2009, Alvarez-Ortega et al. 2013). Disa akis pompalari, bir
bakteri tiiriiniin belirli bir ilaca kars1 i¢sel duyarlilik diizeyini belirlemede 6nemlidir
ancak bu durum antibiyotik direncine de yol agabilir. Ayn1 zamanda yerel
diizenleyicilerdeki mutasyonlar da buna neden olabilir (Alekshun et al. 2000, Webber et
al. 2005). Bunun sonucunda alternatif olarak, digar1 akis pompasi genlerinin yukari
akisinda giiclii promotorler olarak c¢alisan yerlestirme dizisi (IS) elemanlar1 elde
edilebilir (Boutoille et al. 2004). Makrolid tasiyicilar1 kodlayan Gram pozitif
bakterilerdeki mef ve msr genleri gibi mobil genetik elemanlarda da yeni akis genleri
bulunabilmektedir (Luna et al. 1999, Butaye et al. 2003). Yiiksek diizeyde tetrasiklin
direnci veren Tet pompalar1 gibi belirli akis pompalar1 dar bir 6zgiilliige sahipken
bazilar1 daha genis bir 6zgiilliige sahip olabilmektedir (Thaker et al. 2010). Diger
taraftan, ¢oklu ilag akis sistemleri, goklu antibiyotikler de dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli
substratlar1 ihra¢ edebilmektedir.

Antibiyotik direnci florokinolonlar1 tasiyan Streptokok pneumoniae'den (pnomokok)
PatAB ve E. coli'den makrolid ihra¢ eden MacAB gibi birkag ATP baglama (ABC)
tastyicist tarafindan saglanmaktadir (Marrer et al. 2006, Garvey et al. 2011). ABC
tagiyicilari, yasamin ii¢ asamasinda da bulunabilen bir tasiyici tliriidiir. Bunlar iki
membrana yayilan etki alani ile iki ATP baglama etki alanindan olusur. Substrat
ithracatinda yer alan ABC transporter ailesi normalde her biri bir membran yayilan etki
alanina ve bir niikleotid baglama alanina sahip olan iki yarim transporterin
homodimerlerinden veya heterodimerlerinden olusmaktadir (Dassa and Bouige 2001,
Higgins 2001). ABC pompalari birincil tasiyicilardir, yani iyon tagimaciligi yerine ATP
hidrolizi ile ilag tasirlar. Tasiyici familyalar arasinda molekiiler tasima mekanizmalari

farklilik gosterir ve bunlarin ¢cogu bilinmemektedir. MDR atim sistemleri ¢cok sayida
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substrat baglar, potansiyel enerjiyi gii¢ tasimaciligina doniistiirtir ve alt tabakalar1 tek

yonlii olarak ¢alismaktadir.

2.8.1 Koagiile negatif stafilokoklarin genel 6zellikleri ve tanimlanmasi

Koagiilaz negatif stafilokoklar, Micrococcaceae familyasina ait olan Stafilokok cinsinin
50'den fazla benzersiz spektrometre grubu olarak tanimlanmaktadir (Becker et al.
2020). Koagiilaz negatif stafilokoklar, hepsi kiimeler olusturan fakiiltatif anaeroblardir.
Ayn1 zamanda hareketsiz ve spor olusturmayan gram pozitif koklardir. Kat1 ortam
tizerindeki kolonileri, S. aureus 'un kolonilerinden daha kiigiik ve gri-beyaz renklidir.
Ancak bazilar1 hafif pigmentli, genellikle krem veya sari olabilen kiigiik koloniler
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Al-Kobaisi et al. 2007, Becker et al. 2020, Noshak et al.
2020). Genellikle katalaz enzimi tiretirler. Hemen hemen tiim stafilokoklar, anaerobik
kosullar altinda glikozdan asit iiretirler. Ayn1 zamanda yiiksek glisin icerigine sahip
interpeptid kopriileri bulunan bir peptidoglikan igerirler ve bu da onlari lizostafin
boliinmesine duyarli hale getirir. Bunlara ek olarak Sitokrom-oksidaz negatif olan S.
sciuri tiirleri diginda hiicre duvarlarinda teikoik asitler icerirler (Griiner et al. 2007).
Koagiilaz negatif stafilokok tiirlerinin tanimlanmasi olduk¢a zordur. Ancak bu durum,
epidemiyolojik egilimleri belirlemek, tedavi basarisizliklarin1 dogrulamak veya spesifik
enfeksiyonlarin nedenini belirlemek (De Paulis et al. 2003, Azih and Enabulele 2013)
ve klinisyenlerin klinik 6rneklerde mevcut CNS cesitleri hakkinda bilgi edinmelerine
izin vermek ve bunlar1 enfeksiyon siirecinin etiyolojik ajanlart olarak kabul etmek icin
gereklidir. Her tiiriin potansiyel patojenitesini veya antibiyotik duyarliligini belirlemek
icin CNS'nin dogru bir sekilde tanimlanmasi gerekmektedir (Nasaj et al. 2020).
Stafilokok tiirleri baslangigta koagiilaz testi ile ayirt edilir ancak koagiilaz iiretmeyen
stafilokoklar koagiilaz negatif stafilokoklar olarak adlandirilir (Abdeen et al. 2021).

CNS’ler, kolonyal morfoloji, fosfataz iiretimi gibi ¢esitli 6zelliklere bagh olarak farkli
tirlere ayrilmistir (Pfaller and Herwaldt 1988, Becker et al. 2020). S. warneri, S.
capitis, S. simulans ve S. hominis gibi daha az yaygin suslar1 belirlemek igin daha
kapsamli biyokimyasal testler gerekmektdir (Al Wohoush et al. 2011, Lamers et al.
2012). Lizostafin izolasyonu (Schindler and Schuhardt 1964), stafilokoklarin
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mikrokokiisten ayrilmasi i¢in basit ve hizli bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Ancak lizostafin lizisi, cinsler arasindaki farklar1 belirlemede anaerobik glukoz
fermentasyonundan daha etkili ve uygundur (Geary and Stevens 1986). Bir¢ok ¢alisma,
lizostafinin giliglii bir anti-stafilokokal aktiviteye sahip oldugunu ve stafilokoklarin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi icin diisiiniilebilecegini ortaya koymustur

(Blazanovic et al. 2015).

Ayrica, novobiyosine duyarlilik, koagiilaz negatif stafilokoklar1 gruplamak igin
kullanilan bir 6zellik olarak bilinmetedir (Collee et al. 1996).

CNS calismalarinda birkag farkli epidemiyolojik tipleme yontemi uygulanmistir ve

bunlar asagida belirtildigi gibidir.

e Antimikrobiyal duyarlilik profilleri (antibiyogram)

e Biyokimyasal profiller (biyotip)

e Serolojik tipleme

e Bakteriyofaj duyarlilik modelleri (faj tiplemesi)

e DNA tipleme yontemleri (plazmit profilleme, plazmit ve kromozomal DNA'nin

restriksiyon endoniikleaz analizi ve DNA hibridizasyonu) (Pfaller and Herwaldt
1988)

2.8.2 Biyofilm ve patogenezdeki rolleri

Mikrobiyal biyofilmler, insanlarda kalic1 hastaliklarin gelismesinde 6nemli bir faktordiir
(Joo and Otto 2012). Yabanci cisim enfeksiyonlarina ve tibbi cihaza bagh
enfeksiyonlara neden olan en yaygin bakteriyel patojenler stafilokoklardir. Bakterilerin
onlar1 konak¢idan koruyan biyomalzemeler iizerinde biyofilm olusturma kapasitesi bu
hastaliklarda ¢ok onemli bir unsurdur (Lim et al. 2004). CoNS, biyofilm gelistiren
klinik olarak en 6nemli gram-pozitif bakteriyel patojenler arasindadir ve intravendz
kateterle iligkili enfeksiyonlarin %50 ile %70'ine neden olmaktadir (Cotter et al. 20009,
Joo and Otto 2012). Son yirmi yilda S. aureus gibi biyofilm olusturan Stafilokoklarin S.
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aureus'a kars1 duyarli oldugu gosterilmistir. Onde gelen bir tiir olarak S. epidermidis,
"kronik polimerle iligkili enfeksiyon" olarak bilinen yeni bir enfeksiyon yaratmaktadir.
Sonug olarak enfeksiyonlar, genis bir yelpazedeki cerrahi ve tibbi tedavileri karmasik
hale getirirken ayni1 zamanda saglik hizmetleri kaynaklarin1 da zorlastirmaktadir. Basta
CoNS olmak {izere antibiyotige direngli Stafilokoklarin varlig1 sorunun daha da vahim
olmasina neden olur (O'Neill et al. 2008). Biyofilm, iirettikleri hiicre dis1 polisakkarit
(balgik) matrisine gomiilii ¢ok katmanli hiicre kiimeleri olusturmak i¢in canli veya
cansiz bir alt tabakaya geri dontlisiimsiiz olarak baglanan hiicreler tarafindan karakterize
edilen, bu mikroorganizmalarin yiizeylere yapismasinmi kolaylastiran ve onlar1 konakgi

patojenlerden koruyan, yiizeyle iliskili mikroorganizmalarin sabit bir toplulugudur

(Curtin and Donlan 2006, Jabra-Rizk et al. 2006, Mathur et al. 2006).

Potansiyel bir patojenite gostergesi olarak bal¢igin klinik 6nemini belirlemek i¢in ¢ok
caba harcanmistir. Bir¢cok calisma, balgik olusumunun koagiilaz negatif Stafilokokun
biyopolimerlere yapigmasina yardimci oldugunu ve bunun koétii tedavi nedeniyle

olabilecegini one siirmektedir (Mempel et al. 1996).

PIA, bakteri hiicrelerinin etkilesimini kolaylastirarak ¢ok katmanli bir biyofilm
olusumuna neden olur. S. epidermidis, yaygin olarak polimerle iligkili enfeksiyonlara
neden olan bakterilerdir. Ayni1 zamanda S. aureus ve bir dizi bagka stafilokok tiiriinde
de bu enfeksiyonlar tespit edilmistir. PIA (ica operonu tarafindan kodlanir), S.
epidermidis'in 6nemli bir viriilans faktorii oldugu 6ne siiriilmiistiir ve ica operonunun
polimerle iligkili enfeksiyonlara neden olan S. epidermidis izolatlarinda yaygin oldugu
bilinmektedir. Biyofilmler, giinlimiiziin saglik bakim ortaminda tiim bakteriyel
hastaliklarin %65'inden fazlasinda goriilmektedir. Bu durum cihazla ilgili ve ilgili

olmayan kronik enfeksiyonlari kapsamaktadir (Del Pozo et al. 2009).

2.8.3 Biyofilm olusum mekanizmasi

Son on yilda stafilokoksik biyofilm mekanizmalarina olan ilgi yogunlagmistir.
Baslangicta bu durum fenotipin S. epidermidis'de bir viriilans belirleyicisi olarak

oneminden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, diger CoNS wusta bir biyofilm
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olusturucudur ve bu durum karsimiza viriilans kapasitesini artiran bir 6zellik olarak

cikmaktadir.

Aslinda hiicrelerin fizikokimyasal etkilesimler yoluyla bir yiizeye yapigmasi (erken
yapigma), bakteriyel biyofilm topluluklarinin yapilandirilmis yasam tarzini karakterize
etmektedir (Payne and Boles 2016). Bu durumu, hiicreler aras1 yapisma, glikokaliks
gelisimi, biyofilm olgunlasmasi ve c¢ok katmanli hiicre kiimelerinde (hiicreler arasi
yapisma) bakterilerin biiylimeye bagli hiicreler arasi toplanmasi izlemektedir (Archer et
al. 2011). En son olarak, bakteriler biyofilmden ayrilabilmektedir (Dotto et al. 2021).

Bakteriyel tutunmayi, ylizey proteinleri, polisakkaritler, fizikokimyasal etkilesimler,
hidrofobik etkilesimler, konak¢1 proteinlerin varligi ve kapsiiler polisakkarit adhezin,
otolizin AtlA ve diger Stafilokok ylizey proteinleri gibi spesifik bakteriyel proteinleri ve
polisakaritler etkilemektedir (Flemming and Wingender 2010, Houston et al. 2011).
Biyofilm olusumundaki birikim asamasi, ilk baglanmadan sonra PIA olusumuna
baglidir (Speziale et al. 2014). PIA, ¢ogalan hiicrelerin hiicreden hiicreye yapismasina
aracilik ettigi i¢in bakteri hiicresi birikimi igin gereklidir (Foster et al. 2014).

Hiicreler aras1 yapisma (ica operonu), PIA sentezi i¢in gerekli olan enzimleri kodlar. Ica
operonu iki genden olusur: icaR (diizenleyici) ve icaADBC (biyosentez) (Archer et al.
2011). PIA diretimi her zaman biyofilmlerin olusturulmasiyla baglantili degildir. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda Stapylococcus spp'de (CoNS) biyofilm gelisiminin en
az iki mekanizmas1 oldugu netlik kazanmstir. Ilk olarak polisakkarit hiicreler arasi
adhezin (PIA) olarak bilinen hiicre dis1 bir polimerin gelistirilmesi gerekmektedir. ica
gen kiimesi, PIA iiretimi ve PIA {ireten suslarda biyofilm olusumunda en Onemli
etmendir (O'Neill et al. 2008). Yapilan caligmalarda, ¢oklu CoNS tiirlerinde ica
lokusundaki mutasyonlarin biyofilm kapasitesini bozmadigi belirlenmistir. Ayrica,
icadan bagimsiz biyofilm olusum mekanizmasinin var oldugu ortaya cikarilmigtir

(O'Neill et al. 2008, Archer et al. 2011).

Teikoik asitler, Staphylococcus spp'nin 6nemli bir pargasi olan yiizeye maruz kalan

yiikli polimerlerdir. Hiicre duvari, ilk yapismada islev goriir ve biyofilm matrisinin
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bilesenidir (Speziale et al. 2014). Biyofilmle iliskili protein Bap ve S. epidermidis‘den
elde edilen agregasyonla iligkili protein Aap gibi yiizey yapiskanlari, ica'dan bagimsiz
mekanizmalar icin gereklidir (Archer et al. 2011). Biyofilm kalinlig1 arttikga, cesitli
boyutlarda tek hiicreler ve/veya bakteri kiimeleri dagilir ve bunlar, bulasict siirecin ana
destekleyicileri olarak kabul edilebilir. Bakteriler kan dolagimina yayildiginda

metastatik enfeksiyonlar ve sepsis olusmaktadir (Donelli et al. 2007).

Biyofilm gelisiminin temel genetik unsurlarini ve diizenleyici siireglerini tanimlamaya
yonelik caligmalar yapilmasina ragmen, bakterinin olgun biyofilmden dagilmasi
hakkinda c¢ok az sey bilinmektedir. 1S256 ekleme dizisinin icaADBC operonuna
eklenmesi/gikarilmasinin, ¢ok sayida arastirmada biyofilm olusturma kapasitesinin
"agma-kapama" gecisinde dogrudan bir rol oynadigi tespit edilmistir (Tormo et al.
2005, Valle et al. 2007).

2.9 Biyofilm Olusumunu Etkileyen Genetik Diizenleme ve Cevresel Faktorler

Yapilan caligsmalar, Stafilokokal biyofilm olusumunun hem diizenleyici siire¢lerden
hem de faz varyasyonlari, mutasyonlar ve kromozomal yeniden diizenlemeler gibi
genetik mekanizmalardan etkilenen oldukg¢a degisken bir faktoér oldugunu gostermistir

(Kozitskaya et al. 2004, Penesyan et al. 2019).

Biyofilm olusumunun diizenlenmesi karmasiktir ve ¢esitli diizenleyici sistemlerden
etkilenmektedir. Alternatif stres sigma faktérii oB, S. epidermidis’de biyofilm
olusumunda 6nemli bir etkendir. Ancak S. aureus'da kii¢iik bir rol oynamaktadir (Jager
et al. 2009). Stafilokokal yardimc1 diizenleyici SarA, gesitli CoNS tiirlerinde biyofilm
olusumu igin esastir (Jager et al. 2009). PIA sentezi ayrica, S. epidermidis 'in faz
varyantlarinda bir a¢gma-kapama modu diizenlemesine tabidir, bu kismen, bir IS
0gesinin ica lokusuna alternatif olarak yerlestirilmesinden kaynaklanmaktadir (Tormo et
al. 2005, Valle et al. 2007).
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Ica operonuna bitisik bulunan icaR geni, ica lokusunun bir transkripsiyonel
baskilayicisin1 kodlamaktadir. IcaR'nin ifadesi sirayla alternatif strese duyarli sigma
faktorii 6B tarafindan dolayli olarak bastirilir. Bdylece, oB'yi aktive eden c¢evresel
kosullar, icaR geninin baskilanmasi ve icaADBC operonunun deregiilasyonu ile

sonuglanmaktadir (Tormo et al. 2005, Cotter et al. 2009).

S. epidermidis'de PIA/PNAG iiretimi ve biyofilm olusumu, NaCl'ye yiiksek ozmolarite,
etanol, glukoz, anaerobik kosullarda biiyiime, yiiksek sicaklik ve bazi antibiyotiklerin
alt inhibitér konsantrasyonlar1 da dahil olmak {izere ¢esitli ¢cevresel faktorler tarafindan
diizenlenmektedir (Cue et al. 2012). Bu alt-inhibitér kosullar altinda ica operonunun
transkripsiyonunun yukar1 dogru diizenlendigi ve biyofilm gelisiminde 6énemli bir artisa
neden oldugu tespit edilmistir (Cue et al. 2012). Biyofilm olusumunda sekerlerin
(rafinoz) var olmasi 6nemli bir rol oynamaktadir. Anoksik kosullar (Anaerobiosis)
altinda, S. epidermidis'de ica operonunun ve PIA iiretimi artan transkripsiyona neden
olmaktadir (Dobinsky et al. 2003).

Ayrica demir, biyofilm gelisiminin diizenlenmesinde 6nemlidir. Biyofilm olusumunda,
diisiik demirli bir ortamda indiiklenir ve demir ilavesiyle baskilama yapilir. Ayrica
diistik sitrat konsantrasyonlar1 biyofilm olusumunu gii¢lii bir sekilde uyarmaktadir.
Bunlara ek olarak Alfa-hemolizin ve salgilanan diger toksinler, biyofilm olusumunda

rol oynayabilir (Trentin et al. 2013).

Cekirdek algilama olarak bilinen hiicreler arasindaki kimyasal sinyal aligverisi,
biyofilmin karmasik yapilara donlismesini diizenlemektedir. Nisap algilama, bulasici
stire¢ i¢in ¢ok onemli sonuclar1 olan asir1 kalabaliklasmay1 ve besin rekabetini azaltarak
biyofilm topluluguna fayda saglayan bir hiicreden hiicreye iletisim stratejisi olarak

bilinmektedir.

CoNS ¢ekirdek algilama (QS) sistemi, bu proteini kodlayan yardimci gen
diizenleyicisidir  (Cosgriff et al. 2019). Bir QS, RAP (TRAP) hedefinin
fosforilasyonunu indiikleyen 33-kDa otoindiikleyici RNAIII aktive edici proteini (AEP)
kullanilmaktadir (Sekil 2.2). Diger QS, AgrC'yi fosforile eden ve RNAIII ve toksin
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tretimi ile sonuglanan otoindiikleyici peptit AIP'yi kullanmaktadir (Balaban et al.
2007).

RAP
14— RIP

IH.A.P TRAP-P

Early-nud
Exponential

Mid-post
Exponential

TOXINSE

AlIP

TRAP TRAP-P

Sekil 2.2 TRAP-RAP etkilesimi ve agr diizenlemesi yoluyla 6nerilen S. aureus QS
mekanizmasi ve toksin tiretimi (Ciulla et al. 2018)

2.10 Antimikrobiyal Ajanlara Kars1 Biyofilm Direnci

Olgun bir biyofilmde bulunan bakteriler, planktonik benzerlerinden oldukca farkli
davranirlar; ozellikle biyofilm organizmalari, antimikrobiyal maddelere karsi
stispansiyon halindeki organizmalardan ¢ok daha direnglidir. Baz1 durumlarda, yapisik
organizmalara kars1 bakteri aktivitesi elde etmek igin gereken antibiyotik
konsantrasyonu, tiir-ilag kombinasyonuna bagli olarak planktonik bakterilerden ii¢ ile

dort kat daha yiiksek olabilmektedir (Roy et al. 2018).

2.10.1 Bakteriyel biyofilmlerde antibiyotik direnci mekanizmasi

Biyofilm bakterilerinin antimikrobiyal ajanlara karsi var olan direng mekanizmalarinin
kapsami1 hala belirsizligini korumaktadir. Ancak bu durumun difiizyon smirlamasina
bagl oldugu diisiiniilmektedir. Bakteriler, diisiik biiylime oranlar1 ve bu hiicrelerdeki
tipik fenotiplerle iliskili olarak fizyolojilerini degistirmistir. Antimikrobiyal molekiiller,

kaplanmig hiicreleri etkisiz hale getirmek igin biyofilm matrisi boyunca yayilmak
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zorundadir. Bu matrisi olusturan hiicre dis1 polimerik madde, molekiillerin biyofilm i¢
kismina taginma hizini etkileyerek bu molekiiller igin bir bariyer olusturmaktadir (Park

etal. 2011).

Bakteri hiicrelerinin, besin ve oksijen eksikligi nedeniyle yavas gelistigi veya duragan
faz durumuna gectigi diisiiniilmektedir. Yavas biiyliyen bakteriler, nemli 6l¢lide daha
diisiik metabolik aktiviteye sahiptir ve bu da antibiyotik direncinde bir azalmaya neden
olur. Diger bir olasilik da biyofilmin yilizey tabakasindaki bakterilerin, etkilerini
kaybettikten ¢ok sonra ilaglar1 parcalayip degistirmeleri, daha derinlere yerlesmis
komsu hiicrelerini  tehlikeli antimikrobiyal bilesiklerden korumalari olarak

distiniilmektedir.

2.10.2 Biyofilm tedavisi

Implante edilmis tibbi cihazlara veya hasarli dokuya yapisan bakteriler, kalici
enfeksiyonlarin odagi haline gelebilmektedir. Bu bakteriler, iginde korunduklar
biyofilmlerde biiyiiyerek konak¢1 savunmalar1 ve antimikrobiyal kemoterapi tarafindan
temizlenmeden kagmaktadir (Vestby et al. 2020). Tibbi cihazla iliskili enfeksiyonlar
yok etmeye yonelik antibiyotik tedavileri, ekzopolisakkarit matrislerinde bulunan sesil
bakterilerin planktonik organizmalardan daha ilaca direncli olma yetenekleri nedeniyle
genellikle basarisiz olmaktadir (Khatoon et al. 2018). Biyofilm bakterilerindeki
antimikrobiyal direng, biyofilm olmayan bakterileri 6ldiirmek i¢in gerekenden 500 ile

5.000 kat daha yiiksektir (Del Pozo et al. 2009).

Biyofilm, cok hiicreli bir organizmanin toplu olarak tek bir hiicreyi o6ldiirecek
antimikrobiyal tedavilere direndigini ve antimikrobiyal diren¢ kazandigini
belirtmektedir. Buna ragmen, bazi antimikrobiyal ajanlar, alt inhibitor
konsantrasyonlarda  biyofilm tabakasini  6nemli Olgiide azaltabilir.  Farkh
antibiyotiklerin, alt inhibitér konsantrasyonlarda CoNS biyofilmlerinin iiretimini hem
uyardigt hem de oOnledigi gosterilmistir. Bu etkilerin, ¢alisilmakta olan sus ve
antimikrobiyal ajan kombinasyonuna bagli oldugu goriilmektedir. Ornegin, diisiik

dozlarda eritromisin, klindamisin ve siprofloksasinin KNS'de biyofilm olusumunu
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tesvik ettigi gosterilmistir (Tahaei et al. 2021). Diger taraftan p-laktam antibiyotik
Dikloxacillin'in alt inhibitor konsantrasyonlari, S. haemolyticus ve S. epidermidis
tarafindan iretilen biyofilm miktarin1 azaltmistir. Ayrica Rifampin, diger
antibiyotiklerle kombinasyon halinde, hastane cihaziyla iligkili enfeksiyonlar1 tedavi

etmek i¢in siklikla kullanilmaktadir.

Antimikrobiyal kilit tedavisi (AKT), biyofilmlerin ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda
antimikrobiyallere uzun slire maruz birakilmasinin, biyofilm bakterilerinin goreceli
antimikrobiyal direncinin lstesinden gelebilecegi beklentisine dayanmaktadir. Bunu
belirlemek igin Glikopeptitler ve Aminoglikozitler dahil olmak ftizere ¢esitli ajanlar
kullanilmistir. Bu yontem son zamanlarda biyofilme yerlestiren KNS'nin dnlenmesi ve
tedavisinde kullanilmaktadir (Curtin et al. 2003). Oritavancin, ayrica CoNS
biyofilmlerini sterilize etmek igin de kullanilabilmektedir (Belley et al. 2009).

Biyofilme gomiilii CoNS'nin antimikrobiyal temizlige dayanma kapasitesi, bu biiyiime
modunda bakterilere kars1 etkili olan yeni antimikrobiyal ilaglar1 aramaya devam etme
ihtiyacin1 vurgular veya mevcut antimikrobiyal varligi ile calisir (Jabra-Rizk et al.
2006). Ornegin sodyum salisilatin Vankomisin gibi antibiyotiklerin aktivitesini
iyilestirdigi bulunmustur. S. epidermidis’in biyofilm gelisimi bu ilagla inhibe
edilmektedir. Ayrica Feng vd. (2018) yaptiklar1 ¢aligmada, Nacetylsistein-Tigesiklin'in
biyofilm ile iligkili tiim canli bakterileri 6nemli 6l¢lide azalttigini ve CoNS igin sinerjik
oldugunu gostermistir (Feng et al. 2018). Cekirdek algilama inhibit6rii RNAIII inhibe
edici peptit (RIP) olan TRAP, hedef proteininin fosforilasyonunu azaltarak Stafilokok
biyofilmlerinin iiretimini azaltir, bu da Staphylococci tarafindan {iretilen viriilans
faktorlerinin inhibisyonu ile sonuglanmaktadir. RIP'nin, CoNS tiirleri gibi ilaca direngli
suslarin neden oldugu enfeksiyonlar da dahil olmak iizere Stafilokok enfeksiyonlarini
onlemede giiclii aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Antibiyotiklerin varliginda, RIP

%100 inhibisyon elde etmistir (Balaban et al. 2007).

Del Pozo vd. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada, elektrik akiminin (EC)
aminoglikozitlerin, kinolonlarin ve oksitetrasiklin'in bakteri biyofilmlerine karsi

aktivitesini iyilestirmekte oldugu ortaya konmustur. Bulgular, EC'nin biyofilm
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organizmalarina (MRSA gibi) karsi antimikrobiyal ilaglarin etkinligini gelistirdigini

gostermektedir.

Bunun yani sira, kateterlerde antiseptik ve antibiyotik kaplamalarin kullanilmasi gibi
Staphylococci tarafindan iiretilen biyofilmi dnlemek ve yok etmek i¢in farkli tedaviler
bulunmaktadir (Jaskiewicz et al. 2019). Hiicre zar ile iliskili makromolekiillere karsi
tiretilen antikorlar, litik fajlarin kullanimi (Curtin and Donlan 2006), ayrica dispersin B
(bir N-asetilglukozaminidaz olan) gibi enzimlerin kullanimi (Dobrynina et al. 2015
biyofilmin hiicre dis1 matrisleri olarak kabul edilmektedir (Kokai-Kun et al. 2009).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Laboratuvar ekipmanlari ve aparatlari

Bu c¢aligmada kullanilan tiim ara¢ ve gerecler Cizelge 3.1'de belirtilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan alet ve ekipman tiirleri

Alet veya ekipman Uretim sirketi

Otoklav Certoclave/ CV-EL 18L/ Avusturya
Santrifiij Jouan / Fransa

Damitici Aquatron / Bibby
Inkiibator Nave/ Tirkiye

Firin Memmert/ Almanya

pH metre Hanna/ Romanya

Plastik doku kiiltiirii plakasi (96 oyuklu BioTek/ ABD

diiz dipli)

Buzdolab1 Philips/ Hollanda

Hassas terazi Sartorius/ Almanya

Vitek2 kompakt sistem Biomeriux/ABD

Laminer hava akigi1 (davlumbaz) Labtech (Kore)

Mikro pipetler Brand-W(Almanya)

3.1.2 Kimyasallar

3.1.2.1 Kimyasal ve biyolojik bilesikler

Bu calismada kullanilan kimyasallar Cizelge 3.2'de gosterilmistir. Ayrica ¢alismada
kullanilan antimikrobiyal diskler Cizelge 3.3’te ve B-laktam antibiyotik diskleri ise
Cizelge 3.4°de belirtilmistir.
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Cizelge 3.2 Kimyasal ve biyolojik olan bilesikler

Kimyasal Uretim sirketi

NaH2PO,4 Cin

Na;HPO,4 Cin

Kristal viyole Ingiltere

Glikoz " Ingiltere

Tavsan plazmasi Tikrit Universitesindeki hayvan evi LAP

Cizelge 3.3 Antimikrobiyal diskler tablosu
Antimikrobiyal disk Sembol Disk Uretim sirketi
Konsantrasyonu
pg/disk

Vankomisin VA 30 Bioanalyse/Tiirkiye
Azitromisin AZM 15 Bioanalyse/Tiirkiye
Tobramisin TOB 10 Bioanalyse/Tiirkiye
Metisilin ME 10 Bioanalyse/Tiirkiye
Sefotaksim CTX 30 Bioanalyse/Tiirkiye
Novobiyosin NV 10 Al-Razi center
Gentamisin CN 10 Bioanalyse/Tiirkiye
Metronidsol MET 30 Bioanalyse/Tirkiye

Cizelge 3.4 B-laktam antibiyotik diski

Antimikrobiyal disk Sembol Disk Uretim sirketi
Konsantrasyonu
pg/disk
Seftazidim CAZ 30 Bioanalyse/ Tiirkiye
Sefotaksim CFM 30 Bioanalyse/ Tiirkiye
Augmentin AUG 30 Bioanalyse/ Tiirkiye
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3.1.2.2 Kiiltiir ortami

Hazir ortam Cizelge 3.5'te gosterilmistir.

Cizelge 3.5 Hazir ortam

Kiiltiir ortam Uretim sirketi
Manitol Tuz Agar Himedia/ Hindistan
Mueller-Hinton agari Himedia/ Hindistan
Besin Agari Oxoid/ Ingiltere

Besin Siv1 Besiyeri Himedia/ Hindistan
Tripton soya besiyeri Himedia/ Hindistan
Beyin-Kalp Infiizyon besiyeri Himedia/ Hindistan
Beyin-Kalp Infiizyon Agari Himedia/ Hindistan

Cizelge 3.6’da caligmada kullanilan diger bazi1 materyaller gosterilmektedir.

Cizelge 3.6 Calismada kullanilan diger materyaller

Araclar Uretim sirketi
Petri kaplari Biozek(isvigre)
Tiipler, beherler, siseler -

Pamuklu gubuklar AFCO (Urdiin)
Halka Himedia (Hindistan)

3.1.3 Kiiltiir ortaminin hazirlanmasi

Bu caligmadaki kullanima hazir ortamlarin tiimii, {reticinin talimatlarina gore
hazirlanmstir. Diger yandan hazirlanan tiim ortamlar, 121°C'de 15 dk boyunca 15 Ib/g?

basingta otoklavlanir.
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3.1.3.1 Besin agari

Bu ortam 28 g toz besin ortamini 1 L distile suda erittikten sonra pH 7,2'ye ayarlanarak
121 °C'de otoklavda sterilize edilmesi ve son olarak 15 dk’ lik bir siire i¢in 15 Ib/g?
basing uygulanarak hazirlanmaktadir. Bu ortam, saf numunelerin izolasyonunda ve

muhafazasinda kullanilmaktadir.

3.1.3.2 Besin sivi1 besiyeri

Bu ortam 13 g toz besin besiyerini 1 L distile suda eritilip pH 7,2'ye ayarlanarak
hazirlanarak, steril tiiplerle bosaltilmis ve otoklavda sterilize edilmistir. Izolatlar:
biiylitmek ve berrak bakterileri biyokimyasal testler i¢in hazirlamak i¢in 121°C ve 15
Ibs/g2 basing 15 dk boyunca kullanilmistir.

3.1.3.3 Kan agari

35 g kanli agar ortam1 1 L distile suda ¢oziilerek hazirlanmis ve 121°C'de 15 dk buhar
sterilizasyonu ile sterilize edilmistir. Daha sonra kompozit 45°C'ye kadar sogutulmus ve
%7'lik steril insan kani eklenmistir. Bu yontem, hemolitik aktiviteyi ve hemoliz tipini
tespit etmek igin bakteriyel izolasyon ve enkiiltiirasyon i¢in uygun kabul edilmektedir
(Collee et al. 1996).

3.1.3.4 Manitol tuz agar

1119/ 1L distile suda ¢oziilerek hazirlanmigtir. Elde edilen kompozitin pH's1 7,2'ye
ayarlanarak otoklavda sterilize edilmistir. Daha sonra, kompozit 121°C sicaklikta ve 15
dk boyunca 15 lbs/g2 basingta otoklavlanmistir. Bu ortam, stafilokoklar1 izole etmek ve
teshis etmek i¢in kullanilmaktadir (Collee et al. 1996).
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3.1.3.5 Muller hinton agari

239/1L besiyeri distile suda ¢oziilerek pH's1 7,2'ye ayarlanarak hazirlanmistir. Besiyeri
121°C'de 15 dk otoklavda sterilize edilerek 45°C'ye kadar sogutulmustur. Bu ortam

bakteri izolatlarinin antibiyotiklere duyarliliini test etmek i¢in kullanmistir.

3.1.3.6 Beyin-kalp infiizyon besiyeri

Bu ortam, tedarik eden sirketin talimatlarina dayanilarak hazirlanmistir. Kompozit, sivi
ortamda besiyerinin 37 graminin ¢6ziilmesi daha sonra tiiplere dagitilmas1 ve otoklavda
sterilize edilmesi ile hazirlanmaktadir. Bu ortam, bakterileri gelistirmek ve uyarmak

amactyla kullanilmistir.

3.1.3.7 Beyin-kalp infiizyon agari

Bu ortam, tedarik eden sirketin talimatlarima goére hazirlanmistir. Buna gore, 1L distile
su icerisinde bulunan 52 g orta sivi besleyicinin ¢dzilindiiriilmesini ve otoklavda
121°C'de 15 dk sterilize edilmesini igermektedir. Hazirlanan ortam, bakterileri

gelistirmek ve uyarmak amaciyla kullanilmigtir.

3.1.3.8 Ure agar ortam

Ure bazli agar 95 mL Ure +soliisyon ve 5 mL Christensen ortamu ile iiretici firmanin
talimatina gore hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerinin pH’s1 6,8 — 6,9'a ayarlanarak
121°C'de 15 dk otoklavlanarak sterilize edilmistir. Daha sonra 50°C'ye kadar
sogutulmustur. Ardindan her 95 mL'ye aseptik olarak 5 mL steril su ve %40 {ire
soliisyonu eklenerek iyice karigtirlmistir. En son steril tiiplere (egik) olarak
dagitilmigtir. Bu ortam, bakterilerin iireaz enzimi iiretme kabiliyetini saptamak i¢in

kullanilmistir (Collee et al. 1996).
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3.1.4 Bakteri izolatlarinin korunmasi

Kisa sreli koruma; bakteri izolatlarini igeren besin agar besiyerini igeren tiipler 37 °C'de
22 saat inkiibe edilmistir. Izolatlar aylik olarak yenilenmektedir. Uzun siireli koruma;
bu islemde 5 mL o6nceden hazirlanmis beyin ve kalp infiizyon broth igeren tiiplere
aktarilmistir. Daha sonra bu tiip gruplar1 37 °C'de 24 saat inkiibe edilmistir ve tiipler
kullanilana kadar -21 derecede tutulmustur. Katalaz reaktifi %3 hidrojen peroksit
(H20>) olarak hazirlanmistir. Oksidaz reaktifi ise 1 g N, N, N, N, -tetra metil-Pfenilen-
diamin dihidrokloriirin 100 mL damitilmis su i¢inde ¢Oziilmesiyle hazirlanmistir.

Hazirlanan ortamlar koyu renkli sisede saklanarak kullanilmaktadir.

3.1.5 Cozeltinin hazirlanmasi

Kristal ihlal ¢coziimii

Cozelti, 100 mL damitilmis suda 1 g ihlal eden Kristal tozunun c¢oziilmesiyle
hazirlanmistir. Bu islemi tamamlamak i¢in c¢ozelti, 0,22 pL gegirgen caph
mikrofiltrasyon initeleri kullanilarak filtrelenmis ve kullanilana kadar buzdolabinda
saklanmigtir. Hazirlanan ihlal ¢6ziimii, bakteri izolatlarinin biyofilm olusumunu tespit

etmek i¢in kullanilmistir.

Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS)

Bu ¢ozelti, 8 g NaCl, 0,2 KCI, 1,4 g Na2HPO4 ve 0,25 KH2PO4'tin kii¢iik bir hacimde bir
litre damitilmis suyu igeren distile su icinde ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. pH 2,7'ye
ayarlanarak otoklavda sterilize edilmistir. Bu ¢o6zelti, incelenecek olan izolatlar

tarafindan biyofilm olusumunu tespit etmek i¢in kullanilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Bakteriyel numune toplama

Bu calismada kullanilan Ornekler Salah EI-Din Genel Hastanesinin acil servisinde
yaralanan hastalardan temin edilmistir. Toplamda 94 &rnek alinmistir. islem, acil
serviste gdrev yapan doktor ve uzmanlarin gdzetiminde gergeklestirilmistir. Ornekler
steril bir ortamda toplanmistir. Ekiivyon cubuklari 1 ile 80 yas arasindaki farkli
yaslardaki yarali hastalardan ve her iki cinsiyetten alinmistir. Ekiivyon ¢ubuklarinin
alinma siireci Kasim 2020'den Ocak 2021'e kadar siirmiistiir. Steril ekiivyon gubuklari
besiyeri igeren steril test tiiplerine aktarilmistir. Alinan tiipler 24 saat 37°C sicaklikta

tutularak Salah EI-Din Genel Hastanesi'ndeki mikrobiyoloji laboratuvarina aktarilmistir.

3.2.2 izolatlarin tanimlanmasi

Koagiilaz negatif stafilokoklar, API-Staph kullanilarak yapilan biyokimyasal testler ve
kiiltiir ortamindaki morfolojik Ozelliklerine bakilarak asagida belirtilen iki baglikla
tamimlanmustir (Nasaj et al. 2020).

Mikroskobik incelemeler, Izolatlarin lekeye tepkilerini, formlarim ve dizilislerini
belirlemek igin gram boyama kullanilmistir. Koloni morfolojisi, Koloniler kanli agar
lizerinde biiyiitiilmiis ve daha sonra sekilleri, boyutlari, renkleri ve kan hemolizleri de

test edilmistir.

3.2.3 Biyokimyasal testler

Katalaz testi

Tahta bir aplikatdr ¢ubugu ile kiiltiir plakasindan tek bir izole bakteri kolonisi
cikarilarak 1-2 damla %3’likk H2O> ile karistirilmistir. Daha sonra cam slayt {izerine

yerlestirilmistir. Gaz kabarciklarinin olusumu tesitin pozitif oldugunun bir gostergesidir.
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Oksidaz testi

Tek izole bakteri kolonisi tahta aplikatér cubugu ile bir parga filtre kagidina
aktarilmigtir. Ardindan filtre kagidina hazirlanan 2-3 damla oksidaz reaktifi eklenmistir.
Renkteki mora doniisiim pozitif bir sonug¢ oldugunu gostermektedir. Oksidaz negatif

olan bakterilerde renk degisikligi meydana gelmemektedir.

Tiip koagiilaz testi

Serbest plazma pihtilagsmis enzim (pithtilagmadan bagimsiz), beyin ve kalp inflizyon
suyundan 0,2 mL kan plazmasina 0,8 mL kan plazmasi eklenerek hazirlanmaktadir.
Gelismekte olan bakteri izolatlar1 kiigiik tiiplerde inokiile edilir ve daha sonra 4 saat
sicaklikta 37°C inkiibe edilmistir. Bu siire zarfinda, muayenenin olumlu oldugunu
gosteren pihtilasma ortaya cikacaktir. Oda sicakliginda pihtilagsma gostermeyen tiipler

ertesi giline kadar birakilmastir.

3.2.4 Biyofilm olusturma testi

Bu test bakterilerin biyofilm olusturma yetenegini belirlemek amaciyla yapilmaktadir.
Bu test tiip yontemi kullanilarak yapilmis olup, tiiplerin i¢ duvarlarinda ve altlarinda
mor bir tabaka seklinde biyofilmler olustugunda olumlu bir sonug¢ ortaya ¢ikmaktadir.
Geligsmekte olan bakteri kolonilerine %1 konsantrasyonda Glikoz sekeri eklenerek
(Triptik soya suyu) besiyeri igeren cam test tiiplerine aktarilmistir. Elde edilen tiipler
kulugka siiresinin bitiminden sonra 37°C sicaklikta ve 24 saat inkiibe edilmistir. Daha
sonra tiipler fosfat tamponlu tuzlu su ile yikanarak kurutulmalidir. Daha sonra ¢ dk
boyunca %1'lik konsantrasyonda kristal viyole boya ile boyanmistir. Biyofilmler
tiplerin alt kisminda ve i¢ duvarlarinda menekse tabakasi seklinde olustugundan,

kurumasi i¢in bas asag1 bigimde konumlandirilmustir.
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3.2.5 Kongo kirmizi agar yontemi

Kongo kirmizi agar (CRA) ortamini kullanarak (Freeman et al. 1989) biyofilm olusumu
belirlenmistir. Beyin kalp infiizyon suyu (Oxoid, UK) 37 g/L, sakaroz 50 g/L, agar No.
1 (Oxoid, UK) 10 g/L ve Kongo Kirmizi indikatér (Oxoid, UK) 8 g/Il. CRA ortamini
yapmak icin kullanilmistir. {lk olarak Kongo kirmizisi boyasi konsantre sulu ¢dzelti
hazirlanmistir ve diger ortam elementlerinden ayr1 olarak 15 dk boyunca 121°C
otoklavlanmistir. Daha sonra 55°C'de otoklavlanmis ve beyin kalp inflizyonlu sukroz
agarina konulmustur. 5 CRA plakasi, test organizmalari ile enfekte edilerek aerobik
olarak 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Biyofilm olusumu kuru kristal kivamli siyah

koloniler ile tanimlanmistir (Reid 1999).

Kapsiil boyama yontemi

- Kuru ve temiz bir slaytta, bir 6ze dolusu bakteri kiiltlirii aktarilmistir. Ardindan
nigrosin lekesi ile hafifce karigtirilarak suyla durulanmadan 6nce havada kurumaya

birakilmustir.

- Slayt metilen mavisi ile boyanarak suyla durulanmadan once havada kurumaya

birakilmustir.

- Daha sonra, mikroskop altinda inceleme yapilmistir. Nigrosin lekesi, leke
birakmayan kapsiile koyu bir arka plan verirken, metilen mavisi lekesi hiicrelere

mavi bir renk vermektedir.

Izole bakteri testinin antibiyotiklere duyarlihg

Bakterilerin  antibiyotik  duyarliligini  belirlemek i¢in difiizyon disk testi

kullanilmaktadir.

1-  Siv1 bakteri kiiltiirii iceren tiipler 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir.
2-  Siv1 kiiltiiriin bir kismu (0,1 mL) fizyolojik salin igeren tiiplere aktarilmistir. Daha

sonra tiiplere 0,5 mL McFarland standart karsilagtiritlmistir.
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3- 100 pL bakteri siispansiyonu mikropipet kullanilarak cam difiizor ile Muller-
Hinton agar merkezinin ¢atisina esit olarak yayilmistir ve kaplar 10-15 dk oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir.

4-  Antibiyotik haplar1 steril forseps kullanilarak plaklara yerlestirilerek plaklar
37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir.

5- Antibiyotik haplarinin etrafindaki inhibisyon bdlgelerinin ¢ap1 milimetre olarak

olgiilirek not alinmustir.

Novobocin duyarhlik testi (5 png/disk)

Bu test Stafilokokus tiirlerini ayirt etmek i¢in kullanilmistir. Mueller-Hinton agar
tizerine bir gece bekleyen bakteri kiiltiirii besiyerini yaymak i¢in steril bir siiriinti
kullanilmistir. Daha sonra agar ortami {izerine 5 pg Novobiocin diski konularak
plakalar daha sonra 24 saat 37°C'de inkiibe edilmistir. Diski ¢evreleyen tiim Stafilokok
tirlerinin inhibisyon bolgesi 6lglilmiistiir ve ¢ap1 15 mm'nin tizerinde olanlar genis bir

engelleyici bolgeye sahip olarak not edilmistir (Collee et al. 1996).

Beta-laktam direnc testi

Iki veya ii¢ taze ve gen¢ koloni izolasyonu bir giin boyunca 37 °C'de besleyici
besiyerine enjekte edilmistir. Daha sonra, MacFarland'in standart tiipii kullanilarak

kiiltiire alinan besin suyunun bulaniklig1 ayarlanmistir.

Mueller-Hinton agar plakalari, sterilize edilmis bir ekiivyon ¢ubugu kullanilarak bakteri
siispansiyonu ile kaplanmistir. Tabletler, bir (30 pg) biiyiitme diski, bir (30 pg)
seftazidim diski ve bir (30 pg) sefotaksim diski ile, merkezden Augmentin diskinin
merkezine 15 mm mesafeyle yerlestirilmistir. Plaka daha sonra bir giin 37°C'de inkiibe
edilmistir. Inhibisyon bélgesi Augmentin diskine dogru hareket ederse, bu genisletilmis

spektrumlu beta-laktamaz tiretiminin iyi gittiginin gostergesi olarak degerlendirilmistir.
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Hemolizin iiretim testi

Bakteriyel izolatlar hazirlanan kanli agar igeren plaklara yerlestirilmistir. Kaplar
kullanimdan 6nce 24 saat 37 °C'de inkiibe edilmistir. Sonuglar dissosiyasyon tipi (alfa,

beta, gama) gozlemlerine dayanarak belirlenmistir.

Ureaz iiretimi

Bakteri izolat1 hazirlanan {ire agar besiyerinin tiim egim ylizeyi iizerine gelecek sekilde
yogun bigimde asilanmis ve 37 °C'de inkiibe edilmistir. Tipler inkiibasyondan 4 saat
sonra ve tiim gece boyunca incelenmistir. Ureaz pozitif kiiltiirler besiyerinin rengini

mor-pembeye degistirmistir (Collee et al. 1996).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Cinsiyete Gore Hastalarin Dagilimi

Calisma, Salah E1-Din Genel Hastanesi acil servisinde bulunan yaralilardan toplanan 94
ornegi kapsamaktadir. Staphylococcus cinsi igin segici ve ayirict bir besiyeri olan
manitol tuzlu agarda sadece 41 (%43,6) ornek iireme kabiliyetine sahip olmustur ve
diger 53 (%56,4) 6rnek manitol tuzlu agarda kiiltiirleme i¢in negatif bulunmustur (Sekil
4.1).

41 (43.6%)

B Staphylococcus spp

53 (56.4%)

W other causative
agent

Sekil 4.1 Klinik 6rneklerden izole edilen bakteri olusumu

4.2 Numune ile Yas ve Cinsiyet Arasidaki Tliski

4.2.1 Yas

Hastalarin yagina gore 21- 30 yas grubunun toplam 38/94 (%40,4) hasta ile en yiiksek
sikliga sahiptir. 10- 20 yas arast grubun 28/94 (%29,8) ile toplam hasta grubunda ikinci
sirada oldugu goriilmektedir. 31 — 40 ve 41/50 yas gruplari sirasiyla 20/94 (%21,3) ve
8/94 (%8,5) hasta ile en diiiik sikliga sahip gruplardir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Numunelerin yas gruplarina gore dagilimi

4.2.2 Cinsiyet

Hastalarin cinsiyet 6zellikleri Sekil 4.3'te gortildiigii gibi kadinlarda en yiiksek sikligin
57 (%60,6), erkeklerde ise 55 (%39,4) oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Sekil 4.3 Numunelerin cinsiyete gore dagilimi
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Bakteriyel izolasyon ve Tanimlama

4.2.3 Gram pozitif bakteri izolatlar

Staphylococcus izolatlarinda, tiziim salkimlarina benzer kiiresel kiimeler olusturan
Gram pozitif bakteri oran1 41/94 (%43,6) olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Pozitif
bakteri tiirleri 25°C sicaklikta hareket edemezken, 37°C sicaklikta iireme yetenegi

gostermistir.

Staphylococcus aureus'un tiim izolatlari, oksidaz testi i¢in negatif bir sonug gosterirken
katalaz testi i¢in pozitif sonug goéstermistir. Ayrica plazma koagiilaz testinde tiim
izolatlar i¢in sonug pozitiftir. Sonuglar ayrica tiim izolatlarin ortamin rengini pembeden

sartya degistirerek mentol sekerini fermente edebildigini gostermistir.

Staphylococcus epidermidis, Gram pozitif, oksidaz testi i¢in negatif, katalaz ve
hemolitik olmayan iireaz testi i¢in pozitif sonuc¢lar vermistir. Koagiilaz testi i¢in negatif

olarak karakterize edilen tek veya cift kok veya zincirler halinde ortaya ¢ikmustir.

Sonuglar, Staphylococcus sciuri'nin tiim izolatlarinin katalaz testi i¢in pozitif ve oksidaz
A ve plazma koagiilaz enzimi i¢in yapilan test i¢in negatif oldugunu gostermistir. Bu
durum, Kwok and Chow (2003) tarafindan belirlenen sonuglar ile uyumludur. Sonuglar
ayrica bakterilerin iireaz enzimini iretemediklerini, katalaz testi i¢in pozitif olma
egiliminde olduklarin1 gdstermistir. Buna ek olarak, hemolitik bir ortamda
biiyiitiildiigiinde hemoliz yetenegi agisindan degisken olma egiliminin oldugu tespit

edilmistir.

S. aureus tipindeki biiyiik koloniler, %7-10 arasinda degisen sofra tuzu
konsantrasyonlarda biiyiime gostermislerdir. Ozellikle manitol tuzlu agar iizerinde
bliyiimiislerdir. Buna bagli olarak S. aureus suslar1 i¢in manitol tuzlu agar segici
besiyeri olarak tanimlanmistir. Staphylococcus grubunun diger tiirleri Katalaz tahlili i¢in
olumlu bir sonug gostermistir. Ayrica, manitol sekerini fermente edici olmasi ve

ortamin rengini kirmizidan sariya ¢eviren asit iiretmesi Ve oksidaz enzimini liretmemesi
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ile karakterize edilmistir. Bunun sonucunda, Ortamin renginin koyu kirmiziya

cevrilmesi, pozitif test gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Bakteri kolonilerinin sekli ve sekerleri fermente etme yetenekleri bakimindan meydana
gelen farkliliklar Cizelge 4.1'de gosterilmistir. Hemoliz yetenegi, 37°C sicaklikta
iireme, duyarlilik ve antibiyotik Novobiocin'e direng, tip S. aureus koagiilaz testi negatif

disinda tiim tipler gram pozitif olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.1 Konvansiyonel biyokimyasal testin sonucunun yontem okuma semast

Bakteri tiirii | Numara| 37°C] Oksidaz | Katalaz | Ureaz | No MSA Pihtilastiricl

Tiip
S. aureus 11 + _ + + R F +
S. epidermidis 14 + i + + R NF _
S. sciuri 16 + + + R NF

MSA: manitol tuzlu agar ortamini; +: pozitif, -:negatif, R: direng, F: ferment6r, NF: fermentdr olmayan

4.2.4 Tiip yontemiyle koagiilaz tespiti

Morfolojik ozelliklere, biyokimyasal testlere ve koagiilaz testi sonuglarma gore; 41
stafilokok izolattan 11 (%26,8) koagiilaz pozitif stafilokok (CoPS) ve 30 (%73,1)
koagiilaz negatif stafilokok (ConS) izolat olarak tespit edilmistir. Staphylococcus
aureus izolatlarnin tiimii koagiilaz pozitif olarak tanimlanmigtir. Biyokimyasal testler
ve Vitek 2, sistemi ve CoNS izolatlarii tanimlamamiza yardimci olmustur. Buna ek
olarak kullanilan S. sciuri 16 (%39,2), S. epidermidis 14 (%34,14) olmak iizere Cizelge
4.2’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2 Koagiilaz negatif ve pozitif bakteriyel izolatlar

NO. Bakteriyel Negatif NO.| Yiizde Pozitif NO.| Yiizde
izolatlar % %

S. epidermidis 14 | 34,14% S. aureus 11 26,8%

S. sciuri 16 39,2

Toplam 30 11

35



4.3 Stafilokoklarin Viriilans Faktorlerinin Saptanmasi

4.3.1 Hemolizin

Toksin tiretimleri koagiilaz pozitif (S. aureus) ve negatif stafilokoklar ile incelenmistir.
Bu toksinler {i¢ tip hemolizin igerir: alfa (o) ve beta () gama (y). Hemolizinler kanli
agar lizerinde test edilmistir. Her bir hemolizin, kanli agar plakalar1 iizerinde alfa-
hemolizine baglh olarak kabul edildigini belirten Haque vd. (2011) tarafindan yapilan

caligmanin siiflandirmasiyla tanimlanmastir.

Ote yandan, B-hemolizine bagli olarak, kan agar plakalari iizerindeki kolonileri
cevreleyen ve daha sonra koyulasan alanlar degerlendirilmistir. Kan agar plakalari
tizerinde keskin bir sekilde tanimlanmis kenarlara sahip tiim lizis bolgeleri, 5-hemolizin

iiretimine isaret etmektedir.

Staphylococci tarafindan iiretilen hemolizinler, bu bakterilerin patogenezinde rol
oynayan viriilans faktorlerinden biri olarak kabul edilir. Gdzenek olusturan a-toksin, S.
aureus'un baglica viriilans faktorii olarak belirlenmistir. Patogenezdeki rolii cesitli
hayvan modellerinde gosterilmistir. a-toksin sitolitik, hemolitik, dermonekrotik ve
oldiriicii aktiviteler gostermistir. Eritrositler, monositler, lenfositler, makrofajlar, epitel
hiicreleri, fibroblastlar ve keratinositler dahil olmak {izere bir¢ok hiicre tipi, bu toksinin
etkisine karsi hassasiyet godtermistir (Ohlsen et al. 1998). S. aureus'un endotel
hiicrelerinde apoptozu indiiklemesi i¢in ¢oklu viriilans faktorlerine ihtiyag duyulmasina
ragmen, bu faktorler arasinda alfa-toksin 6nemli bir rol oynamustir. Spesifik olarak, a -
toksin, konake1 hiicrelerin ylizey reseptorleri ile etkilesime girebilmektedir. Bunlar,
kiiciik heptamerik gézenekler olusturarak iyonlart segici olarak salabilir ve hiicre sinyal
iletim yollarin1 tetikleyebilmektedir. Bu durum, bodylece cesitli hiicre tiplerinde
apoptozu ve/veya oliimii indiikleyebilmektedir (Liang et al. 2009, Ragle and Bubeck
Wardenburg 2009).
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Hemolizin biyolojik zarlarda gozenek olusturabilen enzimlerdir ve gram pozitif ve
negatif bakterilerde bulunmaktadir (Focareta 1991). Bakterilerin hemolizin tiretme
invazyon aktivitesi ve konak bagisiklik sistemine direnme kabiliyetlerinde artis
meydana gelmistir (Al-Deen Fathi 2007). Kirmizi1 kan hiicreleri, demir i¢eren hemoliz
acisindan zengindir, bu hiicreler ¢evreye salinarak bakterilerin serbest demiri almasina

izin vermektedir (Valvano et al. 1986).

Streptococcus spp kolonilerinin etrafindaki hemolitik alanlar, 4 izolat (%36,3) S.
aureus, 4 izolat (%36,3) S. epidermidis ve lizolat (%6,25) S. sciuri olarak tespit

edilmistir. Bunlar hemolitik aktiviteyi yansitir Ve ayrisma (P) tipindedir.

Bu ¢alismada merkezi sinir sisteminden alinan 9 izolatta hemolitik aktivite dzelligini
gosteren hemolizin iretimi belirlenmistir. Hemolizin, S. aureus, S. sciuri ve S.
epidermidis izolatlar1 tarafindan iretilmektedir (Cizelge 4.3) (Nasaj et al. 2020). Elde
edilen sonuglar Tirkyilmaz ve Kaya (2006) tarafindan bulunan sonuglara gore daha

diigtiktiir.

Cizelge 4.3 Hemolizin iiretme yeteneklerine gore dagilan bakteri izolatlarinin sayisi

Bakteriyel izolatlar Hemolizin
B-hemoliz y-hemoliz
S. aureus 4 7
S. epidermidis 4 10
S. sciuri 1 15
Toplam 9 32

4.3.2 Biyofilm olusumu

4.3.2.1 Tiip yontemi (christensen yontemi)
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Bu yontem, bakteriler tarafindan balgik tabakasi iiretimini (tiipiin i¢ yiizeyini kaplayan
bir film olarak yapiskan lekeli tabaka malzemesinin varligl) tespit etmek igin
gerceklestirilmigtir. S. aureus, S. sciuri, S. epidermidis izolatlarindan elde edilen

biyofilm sonuglari, zayiftan, orta ve kuvvetli arasinda degisen degerler almistir.

Diger bir¢ok calisma, seker varliginin Staphylococcus spp'de biyofilm olusumunun
uyarilmasinda 6nemli bir rol oynadigini belirtmistir. S. aureus ve S. epidermidis'te
glikozun etkisi ile biyofilm olusumu indiiklenmistir. (Dobinsky et al. 2003, Seidl et al.
2008). Elde edilen sonuglar biyofilm olusturma kabiliyetlerini %29,2 zayif, %9,75 orta
ve %19,51 giiclii katman olarak siniflandirmistir. Sonuglar ayrica CoONS izolatlarinin
%18,18'inin olumlu sonuglar verdigini bulan Jameel vd. (2018) ¢alismasiyla uyumludur.
Tilip yontemi, giiclii biyofilm {ireten izolatlar i¢in iyi bir yontemdir. Ancak, zayif
biyofilm iiretenler i¢in ayrim yapmadaki zorluk nedeniyle pek tercih edilmemektedir.
Sonug olarak, biyofilm olusumunda yiiksek degiskenlik gozlemlenmistir ve Cizelge

4.4'te gosterilmistir.

Cizelge 4.4 Biyofilm olusumlarina gére dagilan bakteri izolatlarinin sayisi

NO. Bakteriyel Pozitif Negatif
izolatlar
Giigli Orta Zay1if
S. aureus 6 2 0 3
S. epidermidis 1 0 6 7
S. sciuri 1 2 6 7
Toplam 8 4 12 17

4.3.2.2 Kongo kirmzis1 agar ile biyofilm olusumunun tespiti

Toplam 41 izolattan, 31(%75,6) izolat kongo kirmizi agar tarafindan biyofilm tiretmistir
ve bunlar S. aureus 8/11(72,73), S. epidermidis 10/14 (%71,43) ve S. sciuri 13 (81,25)
olarak simiflandirilmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5 Kongo kirmizisi agar ile biyofilm olusumunun sayisi ve yilizdesi

Bakteri Biyofilm olusturan (%) | Bioflim olusturmayan (%o)
S. aureus 8 (72,73%) 3(27,27%)
S. epidermidis 10 (71,43%) 4 (28,57%)
S. sciuri 13 (81,25%) 3 (18,75%)

Ruzicka vd. (2004), S. epidermidis'in 147 izolatindan 79'unda (%53,7) TM biyofilm
olusumu ve 64'lnde (%43,5) CRA tespit ettigini kaydetmistir. Bu sonuglara gore
TM'nin biyofilm tespiti CRA'dan daha iyi olarak belirlenmistir (Bagai et al. 2008).
Uropatojenler arasinda biyofilm olusumunu saptamak i¢in TM'yi test edilmistir. Elde
ettikleri sonuglara gore izolatlarin %75'1 biyofilm olusumu sergilemistir. CRA yontemi
ile 11 tanesinin biyofilm tireten bakteri ve 99 tanesinin de biyofilm {iretmeyen bakteri
oldugu tespit edilmistir. CRA yaklasiminin diger yontemlerle ¢ok az iliskisi
bulunmustur ve duyarliligi (%11), 6zgilligi (%92) ve dogrulugu (%41) olarak tespit
edilmigtir. Bu yaklagim kullanilarak ii¢ izolatin pozitif ve 62 izolatin negatif oldugu
bulunmustur. Knobloch vd. (2002), S. aureus'un 128 izolattan CRA'min biyofilm
tretmesini %3,8 TCP'nin biyofilm {retmesini ise %57,1 olarak tespit etmistir.
Biyofilmler, bakterilerin ¢evrede tercih ettikleri biliylime modelidir ve sucul
ekosistemlerdeki arastirmalar, bu biyofilm topluluklarindaki biiytimenin avantajl
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Biyofilmler, bir alt tabakaya veya arayiize veya birbirine
geri doniisimsiiz olarak baglanan ve iirettikleri hiicre dis1 polimerik maddelerden (EPS)
olusan bir matrikse ve ayni zamanda biiyiime hiz1 ve gen transkripsiyonu agisindan
degistirilmis bir fenotipe gomiilii hiicrelerle karakterize edilen mikrobiyal olarak
tiretilmis sesil topluluklar olarak bilinmektedir (Donlan and Costerton 2002).
Biyofilmler, saglik hizmetlerinde protez ve implante edilmis cihaz yiizeylerinde kolayca
olusmaktadir. Biyofilm olusturan bakterilerin {iriner kateterleri, kontakt lensleri, kalca
replasmanlarini, mekanik kalp kapakciklarmi ve cesitli diger cihazlar1 kolonize ettigi
gozlemlenmistir (Coenye and Nelis 2010). Biyofilmlerin rutin olarak kullanilan
antimikrobiyal ilaglara karsi direnci artirmis olmasi, cihazla iligkili bircok hastaligin
tedavisini  zorlastirmaktadir (Stickler and Feneley 2010). Balgik ve kapsiil,
biyokimyasal ve immiinolojik 6zelliklerinde farklilik gosteren iki farkli polisakkarittir.
Caputy ve Costerton (1984) tarafindan yapilan aciklamaya gore, immiinolojik ve

antijenik olarak 6zdes olan balgik, iki stafilokok susu tarafindan tiretilmistir.
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4.3.2.3 Kapsiil olusumu

Cizelge 4.6°da, 94 farkl bakteri tiirlerinden 19 (%46,34) izolatin kapsiil olusturabildigi
gosterilmistir. Ayrica bakteri tiirlerine gore almis olduklari degerler S. aureus 5/11
(%45,45) ve S. epidermidis 6/14 (%42,85) ve S. sciuri 8/16 (%50) olarak sirasiyla

verilmistir.

Cizelge 4.6 Kapsiil olusumunun sayis1 ve yiizdesi

Bakteri Kapsiil olusturan (%) Kapsiil olusturmayan (%)
S. aureus 5 (45,45%) 6 (54,55%)

S. epidermidis 6 (42,85%) 8 (57,15%)

S. sciuri 8 (50%) 8 (50%)

Kapsiil, Staphylococcus spp'nin en etkili viriilans faktorlerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Staphylococcus spp patojen rolii oynar ve bu patojen konak¢iyr immiinite
stirveyansindan (makrofaj ve serum kompleman) korumaktadir (Silver and Vimr 1990).
Elde ettigimiz sonuglar, Staphylococcus spp izolatinin %50'sinin kapsiil i¢erdigini bulan
Al-Maliki (2007) ile yakin iligki i¢indedir. Bakteri yiizeyini kaplayan fibrilli yapilar
olusturan kapsiiler materyal, bir yandan bakterileri fagositozdan korurken, diger yandan
bakterisidal serum faktorleri tarafindan bakterilerin Oldiiriilmesini engellemektedir

(Vuotto et al. 2014).

Kapsiil, tiim hiicre yiizeyini ve bagh hiicre duvarin1 kapsayan hiicre dis1 bir
polisakkarittir. Gram pozitif bakterilerin ¢cogu kapsiil tiretebilmektedir (Whitfield and
Roberts 1999). Kapsiiller, bakterinin hayatta kalmasinda, bakterilerin fogositozdan
korunmas: sirasinda patojenitede dnemli roller oynamaktadir (Klemm et al. 2004). Bu
sonug, tim S. epidermidis izolatlarinin bakteri hiicresini g¢evreleyen polisakkarit
kapsiiliine de sahip oldugunu bulan Al-Saad (2012) ¢alismasinda bulunan sonuglar ile
uyumluluk gostermistir. S. aureus, agir polisakkarit iiretimi nedeniyle aljinati
tiretebilmektedir. Bu materyal, bakterilerin opsonizasyondan korunmasinda 6nemli bir

rol oynamaktadir (Franklin and Ohman 1996). Bu baglamda elde edilen sonuglar tiim S.
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aureus izolatlarinin kapsiillenmis oldugunu bulan Gunaratnam vd. (2011) tarafindan

elde edilen sonuglarla benzerdir.

4.3.2.4 Bakteriyel izolatlarin antibiyotiklere direnci

41 Staphyloccus spp. izolati i¢in yaygin olarak kullanilan 8 antibiyotik ile duyarlilik
testi yapilmistir. Bu yontemde duyarlilbik ve direngler, antibiyotiklere karsi
duyarliliklarinda veya direnglerinde inhibisyon alaninin c¢apina bagli olan Tabletler
kullanilarak tespit edilmistir. Ortam {izerinde biliylimenin varligi veya yoklugu
gozlemlenerek sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglar Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve
Cizelge 4.7'de gosterilmistir.

Cizelge 4.7 Yaralardan izole edilen bakterilerin antibiyotiklere direnci

izolat Ornek numarasi VA30 | AZM15 NV 0 MET 30 ME 10 CTX30 | TOB 10 GN 10
1 R R R |
5
8

S. 1
aureus 15
17
22
30
34
42
48

12
16
20
23
28
31
36
40
45

o|o|olo|o|o|o|o|o|o|o|o|o|0]|0|0]|0]|0|0]|0]|"|D
—I=-1-1-1-1-1-1-1-1-1-|-|=|=|=m|m|om|=m|o|o]|=|o
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Sekil 4.4 S. aureus i¢in antibiyotik duyarlilik testi
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Sekil 4.5 S. epidermidis i¢in antibiyotik duyarlilik testi
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Sekil 4.6 S. sciuri i¢in antibiyotik duyarlilik testi

Cizelgelerdeki sonuglar, Staphylococcus aureus bakterilerinin tiim (11) izolatlar1 igin
antijenlere (MET, ME, CTX) kars1 yiiksek oranda direngli (R) oldugunu
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gostermektedir. Diger taraftan 1 izolat (VA, AZM, NV, TOB, GN) antijenlerine kars1
direng gostermemistir. S. epidermidis'in (14) izolatinda (MET, ME, CTX) antijenlerine
kars1 her biri %100 olan direng (R) belirlenmistir. Bir izolat, anti-azitromisine duyarlilik
gostermistir ve diger izolatlar da (VA, AZM, NV, TOB, GN) antijenlerine direng (I)

gostermemektedir.

S. sciuri izolatlarindan 16 izolat antibiyotiklere (MET, ME, CTX) kars1t %100 direng
(R) gosterirken, bir izolat antibiyotik Tobramisine %6,25 direng gostermistir. Ayni
zamanda iki izolat S. sciuri'nin, Azitromisin antikoruna duyarli oldugunu ve izolatlarin
geri kalaninin (VA, AZM, NV, TOB, GN) antijenlerine krs1 direngli (I) olmadigin
gostermistir. Ydritiilen bazi caligmalarin sonuglar1 ile mevcut calismalarin sonuglari
karsilastirildiginda, direng oranlar1 ile uyum veya uyumsuzluklarin oldugu tespit
edilmistir. Deyno vd. (2017)'nin Staphylococcus aureus bakterileri tizerinde yaptigi

calismada, Metisilin antikoruna direng orani (%71,5) olarak belirlenmistir.

Kim vd. (2004), Staphylococcus aureus bakterisinin anti-sefotaksime diren¢ oraninin
(%99,5) oldugu belirtmistir. Bu sonu¢ diren¢ agisindan calismamizda elde edilen
sonuglar ile ortiismektedir. Ayrica idrar enfeksiyonlarindan izole edilen Staphylococcus
aureus bakterilerinin anti-Metronidazole kars1 %50 direng gosterdigi tespit edilmistir bu

sonug bizim ¢alismamizin sonuglari ile drtiismemektedir.

Staphylococcus epidermidis bakteri tiirii hakkinda, anti-Sefotaksim'e kars1 %88,2 direng
orani1 kaydedilmistir. S. epidermidis ayrica yiiksek (%100) derecede Metronidazol'e
direng gostermektedir. S. sciuri tiiriinde Metronidazol, Sefotaksim antibiyotiklerine
karsi direng oranmi %50’dir. Bu sonuglar mevcut caligmanin sonuglariyla
uyusmamaktadir. B-laktam antibiyotiklere diren¢ insidanst Amoksisilin (%36,5),
Sefotaksim (%100) ve Seftazidimde (%100) olarak tespit edilmistir. Bu direng, CNS'nin
beta-laktamaz enzimini iiretme yeteneginden kaynaklanmaktadir (Archer and Scott
1991).

Antibiyotik direnci, diinya ¢apinda bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde 6nemli bir

klinik problemdir. Calismamizdaki tiim izolatlar, segilmis antimikrobiyal ajanlara kars1
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antibiyotik direncgleri acisindan taranmustir. Bir izolat, ii¢ veya daha fazla antibiyotik
smifina kars1 direngli ise, ¢oklu ilaca direngli (MDR) olarak kabul edilmistir (Jassim et
al. 2018).

Yanlis antibiyotik kullanimi izolatlarin antibiyotige kars1 direng gelistirmesinden
sorumludur. Bu nedenle, mevcut antimikrobiyallerin yanlis kullanimini azaltmak i¢in
antimikrobiyallerin rasyonel kullaniminin vurgulanmasina ihtiya¢ vardir. Bunlara ek
olarak, diren¢ modellerinin akillica izlenmesi igin diizenli antimikrobiyal duyarlilik
gozlemi gerekmektedir. Antibiyotiklerin etkinligini korumak ve daha iyi hasta yonetimi
icin etkili bir ulusal antibiyotik stratejisi belirlenmeli ve taslak eylem plani uygulamaya

konmalidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismadan elde ettigimiz verileri degerlendirdigimizde, toplumda tastyicilar ve
hastalar arasinda Metisiline direngli Stafilokoklarin (hem CoPS hem de CoNS izolatlar1)
yiiksek prevalansi ile artan dagilimimnin oldugu ve direng oraninin %100 oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda Metisiline direngli Stafilokoklar (hem CoPS hem de CoNS
izolatlar1) ¢oklu ilaca kars1 direng modeli gostermistir. MR-CnNS izolatlari, MR-CoPS
izolatlarina gore antimikrobiyal ajanlara karsi oldukg¢a direngli olarak tespit edilmistir.
Bu Stafilokoklar, bir¢cok viriilans faktorii (enzimler ve toksinler) iiretme yetenegine
sahiptir ve MRSA izolatlari, MR-CONS izolatlarindan daha fazla viriilans faktori
tiretmistir. Streptococcus spp kolonilerinin etrafindaki hemolitik alan, %36,3 S. aureus,
%36,3 S. epidermidis ve %6,25 S. sciuri olarak belirlenmistir. Bu durum hemolitik
aktiviteyi ve ayristirmanin (B) tipinde oldugunu belirtmektedir. Hem MRSA hem de
MR-CoNS izolatlar1 farkli liretim miktarlarinda balgik tabakasi olusturma yetenegine

sahiptir ve bu iki izolat grubu yiiksek ve gii¢lii biyofilm olusumu gostermistir.

Tiim bu sonuglarin yorumlanmasi ile Staphylococcus spp'nin lokal izolatlarinda mecA
geninin saptanmasi i¢in PCR gibi molekiiler yontemlerin kullanilmas1 ve bu genin diger
antibiyotiklere karst ¢oklu ilag direncini veya enzimler ve toksinler gibi bazi viriilans
faktorlerinin iiretimini yoneten diger genlerle veya mecA geninin icasAADBC operonu ile
korelasyonunun arastirlmasit  Onerilmektedir. Ayni zamanda Metisiline direngli
Staphylococcus spp ile diger antimikrobiyal ajanlarin, kimyasal maddelerin, bitki
Ozlerinin, antiseptiklerin veya diger bakteri tiirlerinin baz1 iirlinlerinin biyofilm olusumu
tizerindeki etkilerininde ele alinmasi onemli bir konu olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Biyofilm iiretiminde metisiline duyarli ve direngli stafilokok izolatlarinin kiyaslanmasi
ile Metisilin direngli Staphylococcus spp'de biyofilm olusum mekanizmasinin molekiiler
yontemler kullanilarak belirlenmesi ve Ozellikle ica'dan bagimsiz biyofilm ve diger

bakteri tiirlerinde bu mekanizmanin olusumunun belirlenmesi gerekmektedir.
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