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Mevcut çalışma, Dhi Qar Valiliği'ndeki Al-Rifai Genel Hastanesi ve diyabetik ayak 

kliniklerinden toplanan 100 izolattan 39 pozitif ve negatif izolatın elde edildiği 

diyabetik ayak hastaları için 100 sürüntüyü içermektedir. İzolatlar ekilirken Gram 

boyama ile yüzde 43,60 oranında 17 pozitif örnek, gram boyama ile yüzde 56,4 

oranında 22 negatif örnek elde edilmiştir. Sonuçlar, tüm izolatlar için %43,60 oranında 

Staphylococcus aureus baskınlığını gösterirken, izole edilen gram negatif bakteri 

oranları, (%28,20) E. coli, 6 izolat ile (%15,38) Pseudomonas aurogeinosa, 5 izolat ile 

(%12,82) Proteus bakterisinden izole edilmiştir. Ayrıca diyabetik ayak hastalarından 

alınan doku örneklerinde nekrotik odaklar, lif birikimi, rezorpsiyon inflamatuar 

hücreler, ayrıca melanin pigmentasyonu, vakuoller, çekirdekler ve deri ülserlerinin 

olduğu dokuların bazı histolojik kesitleri elde edildi. 

Bu çalışmada ortaya çıkan tüm pozitif ve negatif bakteri türleri üzerinde dört tip 

antibiyotiğin etkisi araştırılmış olup, bakteri türleri üzerinde etkisi olduğu için, bazı 

türleri antibiyotiklere dirençli, bazıları orta derecede ve bazıları bu çalışmada kullanılan 

antibiyotiklere duyarlıydı.  

 

2023, 75 sayfa 
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The current study included 100 swabs for diabetic foot patients, where 39 positive and 

negative isolates were obtained out of 100 isolates, where the swabs were collected 

from Al-Rifai General Hospital and diabetic foot clinics in the Dhi Qar Governorate.  

When planting the isolates, 17 positive samples for Gram stain were obtained, with a 

percentage  (of 43.60%), and 22 negative samples for gram stain, with a rate  (of 

56.4%). The results showed the dominance of Staphylococcus aureus at a rate of 

43.60% for all isolates, while the Gram-negative bacteria isolated were E. coli at a rate 

of (28.20%), 6 isolates at a rate of (15.38%) from Pseudomonas aurogeinosa, 5 isolates 

at a rate of (12.82%) from Proteus bacteria. Also, some histological sections of tissues 

taken from Diabetic foot patients where necrotic foci, fiber deposition, resorption 

inflammatory cells, as well as melanin pigmentation, vacuoles, nuclei, and skin ulcers 

were shown in the tissue samples taken. 

The effect of four types of antibiotics on all types of positive and negative bacteria that 

appeared in this study was studied, as it had an effect on the bacterial species, as some 

types were resistant to antibiotics, some were moderate, and some were sensitive to the 

antibiotics used in this study.  
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1. GİRİŞ 

1.1 Tanımı  

Diyabet, kandaki glikoz düzeyini düzenleme yeteneğinin kaybıyla sonuçlanan, nörolojik 

komplikasyonlar, vasküler bozukluklar, nöropati, ayrıca nefropati ve retina gibi birçok 

komplikasyona yol açan endokrin bir bozukluk olarak karakterize edilmektedir (Kengne 

et al. 2006). Uluslararası istatistikler, diyabetle yaşayan insanların sayısının şu anda 

yaklaşık 170 milyon olduğunu gösterimekte olup, bu sayının 2030 yılına kadar iki 

katına çıkması beklenmektedir. Diğer istatistiklerde, bu hastalığa sahip kişilerin 

%15'inin ayak topuğunun altındaki bölgede yer alan diyabetik ayak ülserlerine maruz 

kaldığı tespit edilmiş olup, tırnak duvarı, dokular, kaslar, eklemler, tendonlar ve kemik 

iliğinin iltihaplanmasını içeren birçok patolojik bozukluğun kaynağı olarak karakterize 

edilmektedirler. Enfeksiyonlar dokuları istila edecek şekilde gelişebilir. Derin ülserler, 

bu ülsere sahip kişilerin %84'ünün bacaklarının kesilmesine ek olarak bazı bağışıklık 

bozukluklarına neden olmaktadır (Zubair et al. 2015). Diyabetik ayak ülseri 

enfeksiyonunun patofizyolojisi oldukça karmaşık olmakla beraber, enfeksiyonun 

yayılması ve ciddiyeti, konakla ilgili faktörler ve patojenle ilgili faktörler olmak üzere 

iki tür faktöre bağlıdır. Birincisi immünopatoloji, nöropati ve arteriyel hastalığı 

içerirken, ikincisi virülans faktörleri ve antibiyotiklere ve mikrobiyal düzenlemeye karşı 

patojen direncini içermektedir. (Lavery et al. 2006, Spichler et al. 2015) Diyabetik ayak 

ülserlerinin enfeksiyonuna neden olan farklı mikroorganizma türleri yer almakta olup, 

bakteriler ise önce farklı virülans faktörlerine, ikinci olarak da antibiyotik direncine 

sahip olarak ön plana çıkmaktadır. Akut enfeksiyonlar neredeyse tek tip Gram-pozitif 

sferik bakteri ile sınırlıdır. Kronik enfeksiyonlar 3-5 bakteri türünün varlığı ile 

karakterize edilirken, Staphylococcus bakterileri ise pıhtılaşma enzimi için negatif olup, 

Corynebacterium türleri yumuşak dokularda kolonize olur. Buna ek olarak, ayak 

ülserleri bazı anaerobik bakteri ve mantar türlerinin varlığına bile izin verebilir. (Lipsky 

et al. 2004)), Diyabetik ayak ülseri enfeksiyonları, multi-mikroskopik ve aerobik ve 

anaerobik organizmaların karışımı ile karakterizedir. Yaygın aerobik bakteriler, 

Staphylococcus ve Streptococcus cinsleri ve Enterobacteriaceae familyasının türleri ile 
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temsil edilirken, yaygın anaerobik bakteriler, Bacteroides ve Peptostreptococcus cinsleri 

tarafından temsil edilmektedir (Hancevic et al. 2002). 

Histolojik olarak diyabetik ayaklı hastalardaki yaralar tesadüfi, patolojik ve postoperatif 

olmak üzere üç bölüme ayrılır. Yaranın niteliği ne olursa olsun enfeksiyon, 

mikroorganizmaların konakçının dokularına tutunması ile başlar, çoğalması, 

kolonizasyonu ve doku hasarına yol açacak şekilde lokalizasyonu ile devam eder 

(Collier 2003, Torpy et al. 2005). Diyabetle ilgili birçok faktörün birleşerek diyabet 

hastalarının yara iyileşme sürecini zayıflattığı durumlarda, bu faktörler arasında yaraya 

ulaşan oksijen eksikliği ve beslenme yetersizliğinin yanı sıra hastalığın kendisi (Lavery 

et al. 2007) ayrıca kandaki dalgalı şeker miktarları ve oksijen eksikliği yer alır. Zayıf 

kan dolaşımı, beyaz kan hücrelerinin patojen bakteri ve mantarları yok etme yeteneğini 

bozabilir ve böylece enfeksiyon riskini artırabilir (Stadelmann et al. 1998).  

Bu çalışma aşağıdaki eksenlere ulaşmayı amaçlamıştır: 

• Kültür ve biyokimyasal yöntemlerle diyabetik ayak ülseri enfeksiyonlarına neden 

olan bakterilerin izolasyonu ve tanımlanması. 

• İzolatların bazı antibiyotiklere duyarlılığının incelenmesi 

• Baskın bakterilerin bazı virülans faktörlerinin incelenmesi (biyofilm oluşumu, canlı 

ve cansız yüzeylere yapışma ve yayılarak hareket etme yeteneği). 

• Diyabetik ayaktaki en yaygın bakterilerin bazı virülans faktörlerinin (16srRNA) 

moleküler araştırması 

• Diyabetik ayak kangreninin histolojik incelemesi.  
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2. LİTERATÜR ÖZETİ 

2.1 Diyabetik Ayak   

İnsülin salgılanmasındaki veya hareketindeki veya her ikisindeki bir kusur nedeniyle 

insülin eksikliğinin bir sonucu olarak, salgılanmada kısmen veya tamamen bir eksiklik 

olması sonucu kanda yüksek glikoz düzeyi ile karakterize karbonhidrat, protein ve yağ  

metabolizmasındaki bir bozukluktan kaynaklanan kronik metabolik bir hastalık olmakla 

beraber, kandaki şeker düzeyinin artmasına ( Rhee et al. 2018 ve retinopati, böbrek 

hastalığı ve kardiyovasküler hastalık gibi bazı organların işlevlerinde zayıflığa neden 

olur (ADA 2017). Aynı zamanda dünyadaki en yaygın ölüm nedeni olup, diyabet 

enfeksiyonuna neden olan risk faktörlerine sebep olan karmaşık bir çevresel, genetik ve 

sosyal faktörler ağı vardır (Arslanian et al. 2018). Kan damarları vücudun diyabetten en 

çok etkilenen kısımlarıdır (Vijan et al. 2014). Küçük damar hastalığı çeşitli organları 

etkilemekle beraber, retinayı etkileyerek diyabetik retinopatiye (retinopati) ve 

böbreklere (diyabetik nefropati) neden olur. Bu bozukluklar kandaki şeker düzeyinin 

kontrolü ile ilgilidir. Diyabet ayrıca periferik sinirlerde ortaya çıkan ve ağrıya neden 

olan diyabetik nöropatiye de neden olur. Ekstremitelerde sorbitol diyabetik nöropati 

etkenidir ve bunun sonucunda ekstremitelerde duyu kaybı olmakta ve damar zayıflığı ile 

birleştiğinde ekstremitelerin amputasyonuna yol açabilmektedir (Lee et al. 2018) 

Diyabet gözü de etkilemekte ve 15 yıldan uzun süredir diyabet hastası olan bireylerin 

%75'inde retinadaki damarsal değişiklikler sonucu diyabetik retinopatiye neden 

olmaktadır. Sinir hücrelerinin ve göz merceğinin ikincil yöntemlerle metabolize 

edilerek, hücrelerden dışarı çıkamayan ve bu hücrelerde ozmotik şişme meydana 

gelmesine ve ardından ölmelerine neden olan bir madde olan şeker alkolüne (sorbitol) 

dönüşen glikoz içermesi nedeniyle göz merceğinin ve sinir hücrelerinin harabiyeti 

sonucu körlüğün en yaygın nedenidir. (Bedenis et al. 2014). 

2.1.1 Diyabetin nedenleri 

Hastalığın doğrudan nedenleri halen bilinmediği için diyabetin birçok nedeni vardır, 

ancak, diyabet vakalarının %52'sinin kalıtsal olduğu ve bazı ailelerde (HLA) İnsan 
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Lökosit antijenleri olarak adlandırılan bazı antijenlerin varlığının tip 1 diyabetin 

gelişmesinde ve ortaya çıkmasında büyük rol oynadığı saptandığı için, genetik faktör de 

dahil olmak üzere hastalığın ortaya çıkmasına yardımcı olan birkaç faktör vardır. 

Obezite, yağ hücrelerinde insülin direncini artırarak tip 2 diyabet gelişimine doğru ilk 

adım olmakla beraber, vücudun her yerini hedefleyen hücrelerdeki insülin 

reseptörlerinin sayısını azaltarak insülin direncine yol açmaktadır (Davies et al. 2018). 

Diyabet insidansı yaşla birlikte artmakta, en yüksek oranları ileri yaşlarda olmakta ve 

genel olarak kırk yaş üstü kişilerde özellikle kadınlarda görülme sıklığı artmaktadır. 

Bazı virüs türleri ya bu virüslerin etkisiyle oluşan yapısal ve işlevsel yıkım yoluyla 

(Flodstrom et al. al., 2003, Dubose et al. 2016) ya da otoimmün reaksiyonları uyararak 

gelen etkiyle diyabet gelişiminin nedenidir . Retrovirüs, Sitomegalovirüs, Enterovirüs 

ve Flodstrom gibi bazı virüsleri diyabetli bazı kişilerin pankreasından izole etmek 

mümkün olmuştur. Ani travma sonucu oluşan stres ise, stres arttığında katabolik 

hormonlar arttığı için dolaylı hormonal etkinin yanı sıra hastalığın başlamasında 

etkilidir (Lipska et al. 2015). 

İmmünolojik nedenlerin yanı sıra özellikle birinci tip şeker, vücuttan IgG immun 

organların oluşumu yoluyla, gıda alımının artması ve aktivite azlığı ile diyabet insidansı 

artmaktadır. Başta birinci tip olmak üzere bazı gıda türlerinin diyabete neden olma ve 

diyabet geliştirme yeteneğine sahip olduğu ve bu türler arasında buğday ve inek 

sütünden izole edilen proteinlerin vücutta antikor oluşumuna neden olduğu 

kaydedilmiştir (Neyestani et al. 2004, ADA 2017).  

2.1.2 Diyabet türleri 

İnsüline bağımlı diabetes mellitus (tip 1) 

Dünyada çocukluk ve kırk yaş altı en sık görülen kronik hastalık olup, ergenlerde 

erişkinlere göre daha sık görülür. Yılda (19) yaşın altındaki her (100.000) kişiden 

otuzunda teşhis edildiği için juvenil diyabet olarak da adlandırılır (Bordenave et al. 
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2008). Semptomları, enfeksiyonun ilk haftalarında kanda yüksek glikoz düzeyi, idrarda 

keton bileşikleri atılımı ve ciddi kilo kaybı ile kendini gösterir. Birçok durumda 

nedenleri, vücudun pankreasta insülin üretiminden sorumlu beta hücrelerine karşı 

antikor üretmesine atfedilir, bu nedenle bu model otoimmün bir hastalık olarak 

tanımlanabilir ve insülin salgılanmasından sorumlu genlerdeki genetik mutasyonlar 

nedeniyle ortaya çıkabilir (Hardman and Limbird 1996). Bu tip, kandaki glikoz 

seviyesinde ciddi bir artış ve keton cisimlerinin oluşumu ile karakterizedir. Bu tipte 

vücutta depolanan yağlar, serbest yağ asitlerine dönüştürülerek kandaki düzeylerinin 

artmasına neden olur, genel halsizlik ve hızlı kilo kaybına, sık susama, açlık ve hızlı 

yorgunluğa ek olarak, yaralının komaya girmesine ve bilinç kaybına uğramasına neden 

olur (Bell and Hye, 1983). Bu tip hastalıkların ana nedeni insülin salgısının olmamasıdır 

ve bu tipin asıl tedavisi ömür boyu insülin kullanma alışkanlığıdır (Votey and Peters, 

2002).  

İnsüline bağımlı olmayan diabetes mellitus (tip 2) 

Bu tip, diyabet vakalarının yaklaşık %95'ini oluşturduğu için en yaygın olanıdır (Simon 

et al. 2002). Bu tip şeker hastalığı erişkinlerde sıklıkla kırk yaşından sonra ortaya 

çıkmakta, adölesanlarda görülmekte olup, orta yaşlarda yavaş yavaş ortaya çıkmakla 

beraber genellikle asemptomatiktir, bu nedenle ortaya çıkmasının erken aşamalarında 

teşhis edilmesi zordur. Pankreasın glikoz aktivasyonuna yanıt olarak yeterli miktarda 

insülin salgılamaması sonucu ortaya çıkmaktadır. Bu tipin nedeni, insülin eksikliğine 

atfedilmez, daha ziyade kas ve yağ dokularının ve hücrelerinin, hücrelere glikoz 

getirmede insülin etkisini kaybeden reseptörlere insülin bağlanmasının zayıflığı da dahil 

olmak üzere insülinin etkisine yanıt vermemesine bağlıdırİnsülin salgılanmasının yavaş 

olması ve büyük miktarlarda glikoz birikimi ile ilişkili olması da mümkündür (Salsali 

and Nathan 2006). Ayrıca insülin düzeyi normal sınırlar içinde olmasına ve karaciğer, 

kas ve yağ dokusundaki hedef hücrelerde özelleşmiş reseptörlere bağlanma yeteneğine 

sahip olmasına rağmen, reseptörleri takip eden ve insülinin etkisini önleyen bazı 

mekanizmaların yanı sıra  
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reseptör sayısında ve çekiciliğinde bir dengesizlik söz konusudur (McKee and McKee 

1996). Bunun nedeni, biyolojik olarak etkisiz hale gelen ve spesifik reseptörlere 

bağlanma yeteneği olmayan insülin molekülündeki işlevsel bir kusur veya hedef 

hücrelerin yüzeyindeki insülin reseptörlerinin direncinin artması ve ardından insüline 

yanıt vermemesi olabilir. Belirtileri arasında yüksek kan şekeri durumunda hiperglisemi 

koması, düşük kan şekeri durumunda hipoglisemi koması yer alır ve her iki durumda da 

belirtiler benzer olabilir ancak hiperglisemili hastanın ağzından kokan aseton kokusu 

durumun ayırt edici bir işaretidir (Al-Turki 2000). Diğeri ise genetik yatkınlığın bazen 

insülin direnci olasılığını artırdığı için etkili olabilmesidir (Zarzour 1998). Buna ek 

olarak, yaş ve hareketsizliğin insüline bağımlı olmayan diabetes mellitus insidansında 

rolü vardır (Yusef 2000). 

Gestasyonel diyabet 

Gebelikte glukoz intoleransı durumu olarak tanımlanan, gebelerde bulunan bir diyabet 

türüdür (WHO 2000, Kuzuya et al. 2002). Bu tip diyabet hamilelik sırasında ortaya 

çıkar ve doğumdan sonra kaybolabilir veya kaybolmayabilir. Normal gebelik 

döneminde, anti-insülin büyüme hormonunun uyarılmasına yol açan progesteron 

hormonu düzeyinin artması ve yaşlı ve obez kadınlar ile sık gebelik yaşayanlar 

kadınlarda gestasyonel diyabet insidansının bir sonucu olarak, kan plazmasındaki glikoz 

düzeyi yükselir (Clark 2000, Jansson et al. 2001). Bu tip genellikle gebeliğin ikinci 

veya üçüncü trimesterinde teşhis edilir ve glikoz tolerans düzeyi durumuna bağlı 

olduğundan gebe kadınların %4'ünü etkileyebilir ve hamileliğin bitiminden altı hafta 

sonra normale döner (ADA 2017). 

Diğer diyabet türleri 

Sekonder kabul edilen ve pankreas hastalıkları da dahil olmak üzere çeşitli 

hastalıklardan kaynaklanan başka diyabet türleri de vardır: (pankreas kanseri, fibrokistik 

kist ve pankreatit) (Perusicova 2004) ya da endokrin hastalıkları: Cushing sendromu 

(King 2004) veya uzun süreli ilaç tedavileri nedeniyle, örneğin Thiazide.  
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Salbutamol ile tedavi (Votey and Peters 2002) veya alkilasyona neden olan 

Streptozotosin gibi diyabetin neden olduğu durumları tedavi etmek veya tedavi bulmak 

için deneyler ve araştırmalar yapmak amacıyla laboratuvar hayvanlarında genellikle 

indüklenen kimyasal ilaçların neden olduğu diyabet, yani N-Methulnitrosourea 

grubunda yer alan bu bileşik nedeniyle pankreastaki beta hücrelerinin yıkımına neden 

olabilecek özelliktedir (Larsen et al. 2002). 

Şeker hastalığına neden olmak için kullanılan ikinci bileşik, ürik asitten elde edilen (2, 

4, 5, 6-tetraoksipirimidin) Alloksan'dır. Ek olarak, pankreas beta hücrelerinin 

işlevindeki bir kusurdan kaynaklanan genetik bozukluklardan ve ardından insülin 

arızasından kaynaklanan diyabet vardır (McKeigue et al. 2019). 

2.2 Diyabetik Ayak 

Ayak, sağlıklı insanlarda bile birçok yaralanmaya maruz kalmaktadır çünkü zeminin 

sertliğine maruz kalması, yola atılan keskin cisimlerin varlığı, zigzaglar ve 

yaralanmalara ve burkulmalara yol açan engebeler gibi birçok soruna neden olan 

zeminle doğrudan temas halindedir. Ayak, vücudun en az bakım yapılan ve temiz 

kısımlarından biridir ve diyabetik hastanın ayak problemlerinden muzdarip olma 

olasılığı daha yüksektir çünkü şeker periferik duyu sinirlerini etkilediği için birçok 

diyabet hastası ayakları iyi hissetmez (Muqdad Fuad 2017). Ayrıca bu hastaların 

birçoğunda şekerin periferik motor sinirler üzerindeki etkisine bağlı olarak ayak ve ayak 

parmaklarında şekil değişiklikleri ve şekil bozuklukları görülmesi onları daha fazla 

yaralanmaya maruz bırakır (Buse et al. 2020). Diyabet hastası, herhangi bir yaralanma 

ile oluşan komplikasyonlardan sağlıklı insanlara göre daha fazla etkilenmektedir. Bunun 

nedeni, problemin geç fark edilmesidir, çünkü hastanın tekrarlayan yaralanmalara karşı 

farkındalığının olmaması, tedavisi zor komplikasyonlara yol açmaktadır. Aynı durum, 

tekli yaralanmalarda tedavinin gecikmesi durumunda da geçerlidir. Komplikasyon 

olasılığı arttıkça, ayağın yaralanmalarla baş etme yeteneği zayıflar, çünkü ayağa kan 

götüren atardamarların sıkılığı ayak dokularının mikrobiyal enfeksiyon ve 

enfeksiyonlarla baş edememesine neden olur. Basit vakalarda enfeksiyon yayılır veya 

yaralar iyileşmezken, ağır vakalarda oluşan basit yaralar kangrene dönüşür ve ayak 
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dokuları ölür (Behl and Kotwani, 2015). Diyabetik ayak enfeksiyonundan kaynaklanan 

bir takım komplikasyonlar söz konusu olup, bu komplikasyonlar arasında kandaki şeker 

düzeyi yükseldiğinde derinin rengini değiştiren ciltte kuruluk ve çatlamaların 

oluşmasıdır. Vücut, fazla glikozdan kurtulmak için suyu idrara dönüştürdüğü için sıvı 

kaybeder ve ardından cilt kurur ve ter sinyali alamadıkları zaman bacaklar ve 

ayaklardaki sinirler zarar görür.  Vücudun nemini korur ve vücuttaki çatlaklar 

mikropların girişine yol açar. Diyabetik ayak, metabolik sorunlara ve fiziksel travmaya 

yol açan nöropatiye neden olur. Nöropati, üşüme konusunda zayıf bir yeteneğe neden 

olur ve karaciğer hastalığı, kanser, böbrek hastalığı ve HIV riskini artırır (Madsen and 

King 2013). 

Diyabetik ayağa yol açan birçok faktör vardır ve bu faktörler majör ve sekonder 

faktörler olarak ayrılır. Ana faktörlerden biri periferik sinir iltihabıdır ki bu diyabetli 

hastalarda genellikle duyuyu azaltır veya duyu kaybıyla sonuçlanır. Parasempatik sinir 

sisteminin fonksiyonlarının bozulması ise ayakların sağlığı için gerekli korumanın 

yitirilmesine yol açar. Özellikle ağrı hissi ve cildi nemlendirmek için gerekli olan ter 

miktarının salgılanmaması da diyabetik ayak sorununa yol açar. Diz altından bacakları 

besleyen periferik arterlerin daralması veya tıkanması ve bakteriyel enfeksiyon, 

etkilenen ayağın dokularının yıpranmasına neden olur (Chawla and Jaggi 2016).  

Kandaki şeker düzeyinin uzun süre kontrol edilememesi gibi bir dizi ikincil faktör 

vardır, çünkü bu periferik sinirleri etkiler ve cilt ve arterlerde sorunlara ve zayıf 

bağışıklığa yol açar. Trigliseritler, aşırı şişmanlık, sigara ve alkol tüketimi, dar ve uygun 

olmayan ayakkabılar ile ağırlıktan aşırı baskı yapılması, çıplak ayakla yürümek ayak 

hijyeni ve bakımının ihmal edilmesi ile ayak yaralanmalarının tekrarlamasına neden 

olur. (Petrakis et al. 2017) Morarma, sıcak su ile yanma, sıcak zeminde yürüme, ayrıca 

ayağın keskin malzemelerle temizlenmesi veya tırnakların yanlış kesilmesi bu duruma 

sebep olabilir. Bazı hastalar farkında olmadan diyabetik ayağın ileri evresine gelebilir 

ve diyabetik ayağın dikkat edilmesi gereken belirtileri vardır. Şeker hastaları, hastanın 

ayaktaki hissini kaybetmesi veya sebepsiz yere soğuk veya sıcak gibi anormal şeylerin 

varlığında veya ayakta dururken veya yürürken dengeyi sağlamada zorluk çekmesi de 

dahil olmak üzere bundan muzdariptir. Hasta uzun süre yürüme yeteneğini kaybeder, bu 

nedenle daha önce uzun mesafeler yürüyebiliyor olmasına rağmen çok kısa bir 
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mesafeden sonra ayak kaslarında yorgunluk ve baskı hissedebilir. Doktorlar bu stresi, 

atardamarların hasar görmesi sonucu kasların kendilerine ulaşamayan besin ve oksijen 

ihtiyacına ve yaşlıların fazla yürümedikleri için bu konuya dikkat etmemesine 

bağlamakat olup, bu sorunu keşfetmezler (Hingorani et al. 2016). Önceki faktörlere ek 

olarak, mikropların kan damarlarının ve bunlara bağlı sinirlerin yaralanması sonucu 

canlılığını yitiren dokulara saldırması için fırsat hazırlandığında kirliliğin rolü ortaya 

çıkar, ve buradan çeşitli tipte bakteriler ayak dokularına saldırmaya başlar ve bunun 

sonucunda vücutta ağrı duyusunun olmaması sonucu artan birçok irin odağı ayak 

kemiklerine ulaşır (Al-Ghazali 2015). Diyabetik ayak tedavi planı, şeker, tansiyon ve 

yağ oranlarının kontrol altına alınmasına ve kontrol edilmesine bağlıdır. Diyabet 

hastasının eşlik ettiği hastalıkları tedavi ederken şeker düzeyini normal düzeyine dönene 

kadar kontrol etmesi önemlidir. Ayak üzerindeki baskı azaltılmalıdır. Hastanın 

ayağındaki yara veya ülserlerin tekrar ayak üzerinde yürümeden önce iyileşmesine fırsat 

verilmesi gerekliliği ve antibiyotik verilerek enfeksiyonlar tedavi edildiği için tedavinin 

en önemli adımlarından biri olup, ayak uzmanı yaraları günlük olarak temizler ve sarar. 

Ayak problemlerinin tedavisi ve önlenmesi konusunda diyabet hastası eğitilmelidir. 

(Neal et al. 2017)  

2.3 Yara Enfeksiyonu 

 Yaralar, vücut yapılarının yumuşak kısımlarının yırtılmasıdır ve ameliyat sonrası 

(patolojik) ve patolojik (kazara) olmak üzere üçe ayrılabilir: Yara, mikroorganizmaların 

birleşmesi (enfeksiyon) ile başlar, yaranın doğası ne olursa olsun, faal konak 

hücrelerdeki enfeksiyonu proliferasyon, kolonizasyon, ve konakta doku hasarına neden 

olacak şekilde lokalizasyon takip eder (Collier 2003, Torpy et al. 2005). 

2.4 Diyabetik Ayak Ülseri Enfeksiyonuna Neden Olan Mikroorganizmalar 

Ayak ülserlerindeki mikroorganizmaların çeşitliliği, yara derinliğine, doku 

perfüzyonuna, değişken karışık bağışıklığa ve ayrıca coğrafi konuma bağlı olan çeşitli 

faktörlerden etkilenir (Martin et al, 2010). Diyabetik ayak ülseri enfeksiyonları, 

mikrobiyal poli ve Staphylococcus ve Streptococcus cinsi gibi aerobik ve anaerobik 
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(anaerobik-aerobik karışık) aerobik bakteriler ve Enterobacteriaceae familyasının türleri 

gibi organizmaların bir karışımı ile karakterize edilir. (Kahn and Weir 2002,  Hancivic 

et al. 1994) Diyabetik ayak ülserlerinin enfeksiyonlarında yaygın olarak görülen 

mantarlar candida cinsi ile temsil edilmektedir (Missoni et al. 2005). 

2.5 Diyabetik Ayak Ülseri Enfeksiyonuna Neden Olan En Yaygın Bakteriler 

Staphylococcus aureus, hücre bölünmesinin birden fazla düzeyde meydana geldiği, 

yaklaşık 1 mikrometre çapında üzüm benzeri kümelerle karakterize edilen gram-pozitif 

küresel bir bakteridir. Genellikle ciltte, deri bezlerinde ve mukoza zarlarında 

kommensaldirler (Archer and Crossley 1997) ve genel nüfusun yaklaşık %20-30'unun 

(S. aureus bakterisi taşıyıcısı olduğu) olduğu tahmin edilmektedir. (Heyman, 2004) 

2.5.1 Bakteri S. aureus şu şekilde karakterize edilir 

1. Fakültatif anaeroblar, aerobik solunum yoluyla ve laktik asit üreten fermantasyon 

yoluyla enerji üretme yeteneğine sahiptir. 

2- Katalaz enzim testi için pozitif, Oxidase d Crossley enzim testi için negatif sonuç 

verir (Archer 1997) 

3- Yalan besiyeri, orta büyüklükte altın koloniler oluştururlar ve kan akarları içeren 

plaklarda β tipi hemolize neden olurlar (Ryan and Ray 2004). 

4- S. aureus bakterisi üretir. Kandaki protrombin ile etkileşime giren koagülaz enzimi, 

fibrinojeni fibrine dönüştürerek plazma pıhtılaşmasına yol açar. Yukarıda belirtilen 

pıhtılaşma tahlili, S. aureus'u ayırt etmek için kullanılır. Staphylococci cinsinin geri 

kalan üyelerine koagülaz negatif stafilokoklar denir (Ryan and Ray 2004). 

5- Çeşitli çalışmalar, diyabetik ayak ülseri enfeksiyonlarında S. aureus bakterilerinin 

baskın olduğunu göstermiştir, çünkü bu bakterilerin yüzey bileşenleri konakçıya yapışır 
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ve daha sonra hemolizin-α, modulins çözünür fenol ve lökosidin Valentine-Panton gibi 

bağışıklık sistemini istila eden birçok virülans faktörü salgılar.  Bu faktörler, konakçı 

hücrelerin bozunmasının yanı sıra Staphylococci'nin protein inhibe edici kemotaksisi 

gibi nötrofillerin işlevini inhibe eden çeşitli faktörlerin salgılanmasından 

kaynaklanmaktadır. Bu bakteriler ayrıca (T hücre hücrelerini aktive eden (TSST: toksik 

şok, SEI: enterotoksin benzeri protein ve SE: enterotoksinler) birçok antijene sahiptir. 

Ek olarak, toksin sendromu gibi, eksfolyatif toksinler, bakterilerin konakçının derisine 

girmesini kolaylaştırır (Remy et al. 2016). 

2.5.2 Bakteriler için en yaygın virülans faktörleri 

Staphylococcus aureus virülans faktörleri: 

Staphylococcus aureus'un virülansı, çoğalma ve dokularda geniş çapta yayılma 

kabiliyetinde yatmaktadır. Bunu, büyük bir kısmı farklı hayati fonksiyonlara sahip 

çoklu enzimler olan birçok hücre dışı ürün üreterek başarabilir. Bu bakterilerin üst 

duvarını çevreleyen küçük bir kapsülü vardır (Nair and Henderson 2000). 

Staphylococcus aureus, konakçı hücrelere veya dokulara zarar veren özel proteinler 

üretir. Bu proteinler, kapsül yoluyla salınır veya bu bakterilerin virülansının nedenini 

temsil eden sitoplazmaya salgılanır. Bu proteinler doku ölümüne ve fagositik hücrelerin 

yıkımına yol açan enzimler olup apse oluşumu olgusuna sebep olur. (Cooper 2004) 

Hücre duvarı bileşenleri: 

Yörüngesi Teikoik asit ve peptidoglikan sınırını içeren hücre duvarının bileşenleri, 

hücre duvarına sertlik verilmesinde önemli bir rol oynamanın yanı sıra bakteri 

virülansına sebep olduğuna inanılan antikorların üretiminin uyarılmasında önemli bir rol 

oynarlar (Nair et al. 2000). 

A proteini: 
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S aureus hücre duvarı, immünoglobulin (IgG) molekülünün Fe bölgesine bağlanma 

yeteneğine sahip bir protein A barındırır. 8-Peptidilglikan hücre duvarına bağlı değildir 

ve bakteri üremesi sırasında kültür ortamına atılabilir, böylece bakterileri fagositozdan 

korur (Brooks et al. 2007, Demuth and Lamont 2006). 

Koagülazın, insan ve tavşan kan plazmasını seçen bir enzim olması, stafilokok türlerini 

birbirinden ayıran en önemli özelliklerden biridir. Bu enzimin bağlı ve serbest iki tipi 

vardır (Brooks et al. 2007) 

Bağlı koagülaz, çoğu Staphylococcus aureus türünün dış hücre duvarında bulunur ve 

stafilokok agregasyonuna neden olan heteroninojen ile etkileşime girer ve cam slayt 

kullanılarak saptanır (Brooks et al. 2007). 

Serbest koagülaz, bakteriyel büyüme sırasında, özellikle logaritmik faz sırasında uyarılır 

ve plazma pıhtılaşmasına neden olur. Bu enzim, lube koagülaz testi kullanılarak lube 

koagülaz testinde tespit edilir (Demuth and Lamont 2006). 

Hemolizin enzimleri: 

Alpha, Bina, Kama ve Delta olmak üzere dört türü vardır (Henry 2001). Bu enzimler 

kan hücrelerini, nötrofilleri ve trombositleri parçalayabilir ve kültürlenmiş dokuların 

bazı hücreleri için toksiktir. Alfa tipi makrofajları aktarır. (Demuth and Lamont 2006) 

Lökosidinler: beyaz kan hücrelerini öldüren enzim: 

Bu enzimler her türlü beyaz kan hücresini yok eder (Demuth and Lamont 2006). 

Penisilinaz: 

Enzimler arasında beta-laktamazlar, antibiyotik molekül penisilin içindeki beta-laktam 

halkasını parçalar (Gillespie and Hawkey 2006). 
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Hiyalüronidaz yayılma faktörü: 

Hyaluronik asit bağ dokusu adı verilen asidi parçalayan ve bakterilerin konak dokuya 

yayılmasını sağlayan ve bağ dokulardaki bu Proteoglikanı yok eden bir yayılma faktörü 

olarak adlandırılır. (Gillespie and Hawkey 2006). 

Stafilokinaz: 

Fibrinolizin adı verilen bu enzim, yara ve yanıklardan konakçı dokulara yayılmasını 

sağlayan fibrin pıhtısını çözer (Brooks et al. 2007). 

Lipolitik enzimler: 

Bu enzim iç yağı ve sıvı yağları parçalayarak yağ bezlerinde Staphylococcus aureus 

kolonizasyonunu kolaylaştırır (Macfaddin 2000). 

Proteazlar: 

Dokuları yok ettikleri için gerekli besinleri elde etmek için karmaşık maddeleri 

parçalayan enzimlerdir (Brooks 2001, Henry 2004). 

Eksfoliatin: 

Derinin soyulmasına neden olan ve yüzeyel deri sendromuna neden olan diffüz bir 

ekzotoksindir (Henry 2001). 

Enterotoksinler:  

Gıda zehirlenmesine bağlı ishal ve kusmaya neden olan termofilik bir toksindir (Brooks 

et al. 2007). 
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Toksik şok sendromu (TSST-1Toksik şok sendromu): 

Toksik şok sendromuna yol açar ve Staphylococcus aureus'un %20'sinden izole 

edilmiştir. Bu toksin süper antijen olarak adlandırılır ve antijen sunan hücrenin 

(fagositik hücre gibi) yüzeyinde MHC-II ile bağlanır. Bu kompleks (Ninan/MHC-II) 

hücrelerin tepkisine yol açar. İkincisi, sitokinlerin akışı ve dolayısıyla toksik şok 

sendromunun ortaya çıkmasıyla önemli ölçüde artar (Brooks et al. 2007) 

Staphylococcus spp. bir biyofilm oluşturmak için izole eder. Biyofilm, şekerler, 

proteinler ve hücre dışı DNA'dan oluşan hücre dışı materyallerin bir karışımını üreterek 

birbirine yapışan bir grup bakteri hücresi olarak tanımlanır (Otto 2013). Bu birkaç 

katman, çekirdek (QS) hareketi olarak bilinen sinyallerin gönderilmesinin bir sonucu 

olarak bakteri hücrelerinin yapışması, çoğalması ve olgunlaşmasıyla başlayan 

aşamalarda oluşturulur. Bakteri hücrelerinin diğer hücrelerle teması sonucu biyofilm 

oluşumundan ve sinyal göndermeye olanak sağlayacak şekilde organizasyonundan 

sorumlu olan hücredir (Ammann et al. 2018, Foster 2016, Rohde 2010, Hams et al. 

2016), membran oluşumunun, bakterilerin yüzeye yapışması ve bakteri hücrelerinin 

birlikte birikmesiyle kolonilerin oluşumu ile temsil edilen üç aşamada gerçekleştiğini 

belirtmişlerdir. Bu aşamalar, ve çoklu hücre dışı malzeme katmanlarından oluşan üç 

boyutlu yapıların oluşumu, ardından bunların olgunlaşması, biyofilmin sökülmesi ve 

diğer alanlara yerleşmek için hücrelerin ayrılmasıdır (Arcioln et al. 2001). 

Staphylococcus bakterisindeki biyofilm oluşumunun, bir kapsül oluşturmasının yanı sıra 

bir balçık tabakası üretmesinden kaynaklandığını ve sentezine, oluşan bir polisakkarit 

hücreler arası yapışmayı (PIA) kodlayan ICA operonunun 1-glikozaminoglikan 6- 

Glukozaminil transferaz enzimi ile aracılık ettiğini belirtmiştirBirkaç çalışma, 

bağlanma, birikme ve olgunlaşma aşamasında biyofilm oluşumunun olduğunu 

göstermiştir. (PIA) (Rohde et al. 2005), (Emp), (AAP) (Heilmann et al. 1996, Heilmann 

et al. 2003, Christner et al. 2010) dahil olmak üzere birçok madde tarafından aracılık 

edilir. Bakteri hücrelerinin ayrışma ve ayrılma aşamasında Serin proteaz (FnBPA, B) 

(EcpA) ve Metalloproteaz (SepA) aracılık eder.  (Martinez-Garcia 2018) ve (Otto 

2012), Staphylococcus bakterileri tarafından üretilen (PSM'ler) ve Sürfaktan 
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peptitlerinin, in vivo içinde ve dışında biyofilm oluşumu durumunda rolünü 

belirtmişlerdir, 

ve bu (Moormeier et al. 2014) tarafından da belirtilmiştir. Birincisi, biyofilm 

oluşumudur, aksine, hücre yüzeyi ile ilişkili proteinler, daha sonra olgunlaşma 

aşamasına ulaşan bakteri hücrelerinin hiperproliferasyonu üzerinde hareket eder.  

Biyofilm bileşeni içeren araç grupları: 

1- PIA, ica operon geni (ica, D. B, C) tarafından kodlanan polisakkarit hücre içi 

adezyon veya Poli N-asetil glukozamin olarak adlandırılan S. epidermidis'teki majör 

polisakkaritlerden biridir (Conlon et al. 2002). Varlığı, antibakteriyel peptitlerin 

etkinliği ve bunların konakçının vücudundaki hastalıklı hücreler tarafından ortadan 

kaldırılmasıyla gösterildiği belirtilmiştir  

2- Bap homolog proteini Bap/BhP, Bap/Bhp'den sonra S. aureus için en öldürücü 

faktörlerden biridir. Biyofilm oluşumunda rolü vardır ve biyofilm oluşumu ile ilişkili 

proteinin ko-proteini olarak adlandırılır (Yüzey adezyon proteini olarak da adlandırılan 

Bap, 239 kDa moleküler ağırlığa sahiptir ve biyomembran oluşumunda adezyon ve 

agregasyona katkıda bulunur (Cucarella et al. 2001). Sadece S. Epidermidis suşlarında 

ve enfekte inek siyatiğinden izole edilen S aureus suşlarında bap arasında bulunur.  

(Torno et al. 2005)   

Staphylococcus spp. izolatlarının yapışma yeteneği: 

 Bakteriler tamamen doğal ve yapay yüzeylere tutunma yeteneğine sahip olmakla 

beraber, bunun birçok nedeni vardır ve bunların en önemlisi hayatta kalma çabasıdır, 

çünkü bakteriler yumuşak doku yüzeylerine yapışırlar (Busscher and Van der Mei 

2012). Bakterilerin yüzeylere yapışması, biyofilm oluşumundaki başlangıç adımını 

temsil eder, bu nedenle, önemli bir virülans faktöründen sonra, özellikle immün 

yetmezlikten muzdarip hastalar ve daha zararlı olduğu düşünülen ameliyatlar veya 
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kateterler kullanan hastalar gibi adezyon konağı insan ise, yapışık bakteri yapar 

(Busscher and Van der Mei 2009). 

Yapışma sürecinin virülansı, yapışık bakterilerin hücre dışı polimerik maddelerin 

(polisakkaritler, EPA, proteinler, nükleik asitler ve lipitler gibi EPS'ler) bir karışımını 

üretmesi için uyarılmasından kaynaklanır (Flemming and Wingender 2010), ve yapışık 

bakteriler tarafından bu maddelerin veya çoklu polimerlerin üretilmesi, biyofilm 

oluşumuna yol açarak, onu antibiyotiklere ve bağışıklık sistemlerine karşı daha dirençli 

hale getirmektedir (Rodriguez-Martinez and Pascual 2006). Bakterilerin yüzeylere 

yapışması, hücreler arasındaki etkileşimlerden ve belirli moleküllere sahip olmalarından 

kaynaklanır (Tchesnokova et al. 2011). Bazı durumlarda, bu etkileşimler arasında 

elektrostatik kuvvetler, Van der vaals ve hidrojen kuvvetleri ile Brownian hareket 

kuvvetleri dahil olmak üzere spesifik veya spesifik olmayan kuvvetler aracılık eder. 

(Bos et al. 1999, Fleming ve Wingender 2010), bu malzemelerin veya çoklu 

polimerlerin yapışık bakteriler tarafından üretilmesinin, biyofilm oluşumuna yol açarak 

onu antibiyotiklere ve bağışıklık sistemlerine karşı daha dirençli hale getirdiğine dikkat 

çekmiştir (Rodriguez-Martinez and Pascual 2006). Yüzeylere bakteri yapışması, 

hücreler arasındaki etkileşimlerden ve spesifik moleküllere sahip olmalarından 

kaynaklanır (Tchesnokova et al. 2011). Bazı durumlarda, bu etkileşimler arasında 

elektrostatik kuvvetler, Van der Waals ve hidrojen kuvvetleri ile Brownian hareket 

kuvvetleri dahil olmak üzere spesifik veya spesifik olmayan kuvvetler aracılık eder. 

Hücre dışı polisakkaritler EP'lerde bir asetil grubunun varlığı, yapışmayı ve ayrıca 

bakterilerin yüzeylere yapışma kabiliyetini artıran hücreler arası polisakkaritlere (PLA) 

hareket eden şerit şekerleri arttırır (Otzen and Nielsen 2008), konakçı hücrelerin 

yüzeyine bakteriyel bağlanma sürecinde Amiloid'in rolünü bulmuştur (Vilain et al. 

2009), S. aureus bakterisinin Polietilen ve Polivinil yüzeyine yapışmasında ve 

hücrelerin yüzeyindeki Kollajen Fibronektin Fibrinojen yollarında fibrinojen bağlayıcı 

proteinin veya topaklanma faktörünün (cifAB BA) rolünü göstermiştir (Darouiche 

2004). Autolysin'in (epidermidis) (ATIE) Sapidarmidis bakterilerinin polistiren 

yüzeylere yapışmasındaki rolüne dikkat çekerken, Teyikoik asit her iki yüzeydeki 

bakterilerin yapışması üzerinde çalışmaktadır (Harapanahalli et al. 2015) 

S.apidermidis'teki icaA geninin gen ekspresyonunun polietilen yüzeyler içeren ortamda 
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polimetakrilat ortamına göre daha yüksek olduğunu belirtmiştir (Hall-Stoodley et al. 

2004). MSCRAMMS'in, Kan plazmasında ve trombositlerde veya konakçı hücre dışı 

matriste bulunan proteinler ve glikoproteinler tarafından temsil edilen birkaç reseptör 

içeren konağın yüzeyine yapışma sürecine aracılık ettiğini göstermiştir (Nuryastuti et al. 

2011), biyomateryalle ilişkili enfeksiyona (BAI) neden olan bakteri suşlarının adezyona, 

yüzey kolonizasyonuna ve biyofilm oluşumuna duyarlılığını göstermiştir. Bakteriyel 

hücreler, bir kısmı yaraların ve enfeksiyonların meydana gelmesi sırasında salınan ve 

konağa yapışmalarına ve kolonize olmalarına yardımcı olan proteinlerden yararlanma 

yeteneğine sahiptir. Szepidermidis, hem canlı hem de cansız yüzey polimerlerinin 

biyokimyasal özelliklerine ve bakteri hücrelerinin yüzeyinin doğasına bağlıdır.   

2.6 Diyabetik Ayak Ülserlerine Neden Olan En Az Yaygın Bakteri 

Proteus mirabilis, Enterobacteriaceae familyasına ait Gram-negatif bir bakteri olup, 

motilite oğul verme ile karakterize edilir ve: 

• Dimorfik ve küçük basillerden uzun basillere farklılaşma yeteneğine sahiptir, 

• Hücreleri sürü halinde çok çekirdeklidir (binlerce flagella gösterir), 

• Şeker laktozuna fermente edilmemiştir, 

• Armbruster ortamında hidrojen sülfit gazı ve üçlü demir şeker üretir (Mobley, 2012). 

Bu bakteriler toprakta, suda ve insanlar da dahil olmak üzere organizmaların 

bağırsaklarında bulunur. Ayrıca idrar yolu enfeksiyonlarına (İYE), idrar yolu 

enfeksiyonuna (solunum yolu enfeksiyonları, yara enfeksiyonları), Bakteriyemi ve diğer 

enfeksiyonlara neden olurlar ( Belas and Mobley1997, Rozalski et al. 1995). 

Bu bakteriler sağlıklı insanlarda normal mukoza zarının bir parçası olarak bulunabilir. 

Ek olarak, nozokomiyal enfeksiyon riski taşıyan, bağışıklık sistemi baskılanmış 

kişilerde sıklıkla önemli bir sorundur (Farkosh 2008). (P. Mirabilis, dirençli diyabetik 
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ayak ülserlerinde en sık görülen enfeksiyon faktörlerinden biridir) (Sekhar et al. 2014, 

Perim et al. 2015) * diyabetik ayak ülserlerinin şiddetlenmesine neden olan birçok 

antibiyotiğe dirençli olup (Tansarli et al. 2013) adezyon filamentleri gibi virülans 

faktörlerine sahiptir. Bu bakteriler, yapışkan sayıda fimbria, flagella ve motilite 

oğullarına, Haemolysin gibi toksinlerin ve proteaz gibi hücre dışı enzimlerin üretimine 

sahiptir (Jacobsen et al. 2008, Morgenstein et al. 2010, Armbruster and Urease 2012). 

Bu bakterilerin biyofilm oluşturması, enfeksiyonların antibiyotik tedavisinde ek bir 

engel oluşturmaktadır (Hu 2013, zaho, jacobsen et al. 2008). 

2.6.1 Proteus mirabilis için virülans faktörleri 

Oğul dalgalı hareket: Sonuçlar, Proteus mirabilis izolatlarının normal ekim oranı (%1.5-

2) üzerinde dalgalı hareket oluşturabildiğini göstermiştir. (bu bakteri tarafından antez 

fenomeni gözlemlenen Akar) (Liaw 2000) ve bu sonuçlar, 9 izolatın %100 dalgalı 

hareket oluşturabildiğini belirten Al-Atbi'nin sonuçlarıyla uyumluy olmuştur (Al-Atbi 

2013). Bu, flagella yoluyla dalgalı hareketin, bakterilerin epitel hücrelerinin 

yüzeylerinde bulunan reseptörlere yapışabildiği yapıştırıcı türlerinden biri olduğu ve 

ayrıca ortamdaki maddelerin salgılanmasına dayalı olan bakterilerin oğul vermesine 

yardımcı olan nedenlerden biri olduğu gerçeğiyle açıklanmaktadır. Bunlar, Bakterilerin 

(Biosurfaktantlar) adı verilen bu maddelerin hızında hareket edebilmesi için yüzey 

gerilimini düşürmeyi amaçlamaktadır (Ahmed 2000). 

Biyofilm üretimi: 

Sonuçlar proteus mirabilis bakteri izolatlarının %90 oranında biyofilm ürettiğini 

göstermiş olup, bu sonuçlar, biyofilm üretimini (%91,7) olan Salman'ın (Salman 2008) 

sonuçlarıyla ve ayrıca p izolatlarının sayısı sonuçları (%90,9) Al-Nuaimi'nin 

sonuçlarıyla (Al-Naimi 2014) tutarlıdır. Biyofilm üzerinde büyüyen bakteriler birçok 

bakteriyel ilacı tolere eder ve tat, fagositoz ve çeşitli çevresel koşullara karşı direnç 

gösterir. Proteus bakterileri tarafından üretilen üreaz enzimi ile orta alkali ortamda artan 

biyofilm üretimi artar (Al-Atbi 2013) İncelenen izolat bakteriler biyofilm 

üretebilmektedir. Bu çalışma, (Al-Ouqaili) çalışmasıyla tutarlıdır. 
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Hemolizin üretimi: Bakteri izolatları, %5 kan içeren bir kan ortamında büyütülerek 

hemolizin üretimi açısından test edilmiştir. Sonuçlar, proteus bakterilerinin (%90) 

oranında hemolizin ürettiğini göstermiştir. 4,93 hemolizin üretim testi için pozitif sonuç 

vermiştir (Al-Taie 2005) 

Üreaz üretimi: Sonuçlar, tüm izolatların, üretilen izolatların %100 olduğu üreaz 

enzimini üretme konusundaki yüksek yetenekleriyle karakterize edildiğini göstermiştir, 

çünkü bu enzimin önemi üreyi amonyak ve karbonik aside ayrıştırma yeteneğinden 

gelmektedir. (Pfaller 2000), Ortamın asitliğindeki bir değişiklikten etkilenen kanıtı 

(Fenol kırmızısı) içeren üre ortamının kullanıldığı durumlarda, ortaya çıkan amonyakın 

ortamın pH'ını yükseltmesi ve bunun da indeksin renginin pembeye dönüşmesine neden 

olması ve böylece pozitif sonuç çıkmasıdır. Üreaz testi pozitif çıkmıştır (Al-Duliami 

2011). Bu çalışma, (Al-Dawah) ve Al-Dawah ve grubunun toplam (25) izolatında %100 

oranında üreaz üretiminin incelenmesi için pozitif sonuç verdiğini bulan çalışma ile aynı 

fikirdedir. (Al-Dawah 2015) 

2.6.2 Pseudomonas cinsi, Pseudomonadaceae familyasına aittir  

Gram negatif aerobik bir bakteridir. Uzatılmış basil şeklindedirler - uzunlukları 2-4 

mikrometre arasında değişir. Patogenezde önemli rolü olan bir polar flagelluma sahiptir 

(Willcox 2007, Kayser  et al. 2001). Spor oluşturmaz ve piyosiyanin (mavimsi-yeşil) ve 

pyorubin (sarı-yeşilimsi) gibi pigmentler üretebilir. (Willcox 2004, Enoch et al. 2007) P 

aeruginosa, hücre dışı ve enterotoksin dahil olmak üzere çok çeşitli hücre dışı toksinler 

üretebilir (Liu 1974). Birçok çalışma, diyabetik ayak ülseri enfeksiyonlarında 

Pseudomonas spp bakterisinin baskın olduğunu göstermiştir. Öte yandan, bağışıklık 

sistemi baskılanmış kişilerde (HIV/AIDS, kistik fibroz, bronşektazi, şiddetli KOAH, 

yanıklar, malignite veya diyabet gibi) enfeksiyonlara ve bakteriyemiye neden olan 

fırsatçı patojenler olarak sıklıkla konakçı dokuları istila ederler (Feldman et al. 1998). 

Bu bakterinin varlığı dünya çapındaki hastanelerde bir sorun olup, ekipmanlarda da 

bulunarak nozokomiyal enfeksiyon riskini artırmaktadır.  
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Virülans faktörleri ya endotoksin ve aljinat olarak da adlandırılan flagella, villi, 

lipopolisakarit (LPS) dahil olmak üzere hücre ile ilişkili faktöre bağlıdır ve hemolizin, 

elastaz ve alkalin, proteaz, ekzotoksin ve Tip III salgı sistemi dahil olmak üzere 

salgılanan hücre dışı faktörler vardır (Jimenez et al. 2012), P aeruginosa'da birçok 

virülans faktörünün üretimi, P aeruginosa'nın virülans faktörlerinden sorumlu önemli 

genlerin düzenlenmesinde ve ekspresyonunda önemli bir rolü olan Quorum-Sensing 

sistemi tarafından kontrol edilir. (Mattmann and Blackwell 2010) Proteolitik enzim 

Proteazlar, P. aeruginosa bakterisinin virülansının artırılmasında önemli bir role sahiptir 

ve hücre dışına salgılananlar, konak dokuların yok edilmesinde önemlidir (Seo and 

Darwin 2013) Paeruginosa bakterileri, Alkalin Protenz ve Elastaz dahil olmak üzere 

proteolitik enzim türleri üretir ve temel proteaz, proteini analiz ederek Elastaz ile 

birlikte çalışır (Ulrich et al. 2010) Kistik fibrozlu hastaların akciğerlerinde elastin, 

kollajen salgılanması epitel hücrelerinin harabiyetine yol açar (Parker et al. 2012). 

Yumuşak dokuları ve fibrinojen gibi birçok biyolojik olarak aktif molekülü parçalama 

yeteneğine sahip olup (Komori et al. 2001), tamamlayıcı sistemin bazı bileşenlerini 

ayrıştırır. (Laarman et al. 2015) Kompleman Sistemi Elastaz enzimi, P aeruginosa 

bakterilerinin ana virülans faktörlerinden biri olmakla beraber, bakterilerin doku istilası 

aşamasında ciddi doku hasarının oluşması ile ilişkilidir (Hogeer 2010). Elastinin 

akciğerin ana bileşenlerinden biri olması ve akciğerin genişleme ve daralma sürecinden 

sorumlu olmasının yanı sıra esnekliği, ve bu nedenle Elastaz enzimi, enfeksiyon 

sırasında P aeruginosa bakterisinin virülansını belirlemede önemli bir role sahiptir (Bai 

et al. 2011). 

B geni elastaz enziminin üretimini kodladığından, Las B elastaz enzimi proteini analiz 

etmede ve nekroz sürecine neden olmada çok etkilidir (Cathcart et al. 2011). Las B 

geninin kontrolü, sistem tarafından transkripsiyon işlemi sırasında gerçekleşir. (Zhao et 

al. 2014) Quorum-Sensing, İnsanlarda kan damarlarının önemli bir bileşenidir ve 

esnekliklerinden sorumludur. Elastin, akciğerin ana bileşenlerinden biri olup, akciğerin 

genişleme ve büzülme sürecinden sorumludur, bu nedenle Elastaz enzimi, enfeksiyon 

sırasında P aeruginosa bakterisinin virülansının belirlenmesinde önemli bir role sahiptir 

(Bai et al. 2011). Las B geni, elastaz enziminin üretimini kodlar, çünkü Las B elastaz 

enzimi, proteini analiz etmede ve nekroz sürecine neden olmada çok etkilidir (Cathcart 
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et al. 2011). Las B genini kontrol etme işlemi, sistem tarafından transkripsiyonun 

klonlanması işlemi sırasında gerçekleşir (Zhao et al. 2014). Quorum-Sensing Pigment 

Üretimi P. aeruginosa bakterisi tanısal özelliği olan birçok pigment üretir ve bu 

pigmentler arasında mavi-yeşil renkli olan ve hücre dışına salgılanan virülans 

faktörlerinden biri olan Pyocyanin de bulunur (Parson et al. 2007). Bu boyayı içeren bir 

kültür ortamında büyütüldüğünde, bir grup boya-pozitif bakteri Gram-Pozitif Gram'ın 

büyümesi üzerinde inhibe edici bir etkiye sahiptir (Sony et al. 2011). Piyosiyanin boyası 

Fenozinyum-5-metil-hidroksi türevlerinden biri olup, bu bileşikler aynı habitatta 

bulunan bazı bakteri türlerinin inhibisyon sürecinde etkilidir. (Pierson and Pierson 

2010) ve ayrıca hücresel solunum sürecini etkilemek için insan hücreleri üzerinde bir 

etkiye sahiptir (Lau et al. 2004). Biyo-boya Fluorescein (abartılı) UV ışığı altında 

floresandır ve Pvd geni tarafından kodlanır. Bakteri hücresinde demir eksikliği 

koşullarında ifade edilen üretimini kodlayan başka genler de vardır (Creanga et al. 

2006, Voulhoux et al. 2011). P aeruginosa bakterilerinin iki tip demir taşıma sistemi 

vardır, iki tipten biri pioverdindir. Bu nedenle pyoverdine büyük önem taşır çünkü 

demir eksikliği veya kaybı hücre bölünme sürecini etkiler ve DNA sentez sürecini 

durdurur (Imperi et al. 2009). Diğer tip ise kadın preperatlarına dayanan Pyochelin'dir 

ve her iki tipin de oluşumu P. aeruginosa bakterisi ve doku enfeksiyonu sırasında 

gerçekleşir (Comelis and Dingemans 2013).  

Ekzotoksin A: 

A tipi ekzotoksin, oldukça toksik proteinlerden biridir. Son derece öldürücü 

faktörlerden biri olarak kabul edilir ve P. aeruginosa bakterileri tarafından 

salgılandığında bazı ölümler buna atfedilir. Lokal ve sistemik hastalıklara aracılık eder 

ve bakteriyel enfeksiyon bölgesinde nekroz oluşumu ile ilişkilidir. (Baradaran et al. 

2013). Ekzotoksin A, for A geni tarafından algılanır ve bu toksin, bakteri hücresi 

tarafından üretildiğinde, konakçı hücrenin yüzeyindeki spesifik reseptörlere bağlanarak 

içine girmesine izin verir. Ekzotoksin A tehlikelidir. ADP-ribosil'i NAD'den EF2 

faktörüne aktararak, uzama faktörlerinden biri olan EF2 ile Difosfat Rosyl kompleksinin 

oluşumu yoluyla konakçı hücrelerde protein sentezi sürecini inhibe ederek, böylece 

uzamayı önler. ribozom üzerindeki protein zinciri. Bu nedenle, ekzotoksin, difteri 
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toksininin etkisine benzer bir mekanizmaya sahiptir, ancak hücre yüzeyinde bulunan 

ekzotoksin reseptörleri, difteri toksini reseptörlerinden farklıdır (Xing et al. 2010). 

Ayrıca bu toksin özellikle kistik fibrozlu hastalarda doku penetrasyonunda rol oynar. 

Ekzotoksin üretmeyen suşların, onu üreten suşlara göre daha az vahşete sahip olduğu 

bulunmuştur (Davinic et al. 2009). 

Aljinat: 

Aljinat tabakası mukus maddesini temsil eden ve yüksek viskoziteye sahip bir 

ekzopolisakkarittir ve bakteri hücresini fagositik hücreler ve kompleman sisteminin 

bileşenleri gibi konakçı savunma faktörlerinden korur (Taner et al. 2014). Kronik 

pnömoni belirtilerinden biri de alg D geninin aljinat üretimini kodlamasıdır (Jain and 

Ohman 2005). 

Mukozal aljinit tabakası, biyofilm oluşumu için gerekli bir elementtir. Yüksek ozmotik 

basınç, besin eksikliği, düşük büyüme hızı ve antibiyotiklere maruz kalma gibi aljinit 

üretimini uyaran birçok faktör vardır (Lamppa and Griswold 2013). Bu tabaka, kistik 

fibrozisli hastalarda bakteri hücresi için gerekli korumanın sağlanmasında ve fagositik 

hücrelere ve diğer konak savunmalarına maruz kalmamasında (Rowe, 2013) rolü olan 

en önemli virülans faktörlerinden biridir (Qiu er Cystic Fibrosis Revitalization 2008). 

Hemolizin: 

Paeruginosa bakterileri de dahil olmak üzere Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin 

öldürülmesinden kaynaklanan bir virülans faktörüdür. Genel olarak iki tip hemolizin 

enzimi vardır, birinci tip Fosfolipaz C'dir ve bu tip termal olarak etkilenir (Labil et al. 

2013) ve PLC (Fosfolipaz) enziminin PLC-H ve olmayan olmak üzere iki tipi vardır. -

hemolitik-PLCAN ile aynı moleküler ağırlığa sahiptirler ve PLC zyme'de buna sahiptir. 
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2.6.3 Escherichia coli 

Enterobacteriaceae familyasına ait Gram negatif bir basildir. Spor oluşturmayan olarak 

karakterize edilir ve boyutları 5.0 µm çap ile (1-3 µm uzunluk) arasında değişir (Welch 

2006). Bu bakterilerin çoğu suşu, indol ve kırmızı metil testlerinde pozitif sonuç 

verirken, Oksidaz ve Üreaz testlerinde negatif sonuç vermeleri ile karakterize edilir 

(Roesch et al.). Hidrojen ve Sitrat Sülfür: Bu bakterilerin suşlarının çoğu bağırsaklarda, 

özellikle çocukların bağırsaklarında doğal olarak bir arada bulunurken, diğer suşları 

bazı virülans faktörleri kazanmayı başarmıştır. Bu sonuç onlara bağırsak ishali, idrar 

yolu enfeksiyonları ve menenjit gibi aşağıdaki klinik belirtilerle ilişkili bazı hastalıklara 

neden olma yeteneği vermiştir (Nataro and Kaper 1998, Kaper et al. 2004). E. coli 

bakterisinin hastalığa yatkınlığını artıran birçok zararlı faktör söz konusu olmakla 

berbaer, bunların en önemlileri idrar yolu enfeksiyonları olup, bu faktörlerin başında 

kırmızı kan hücrelerini analiz edebilme yeteneği gelmektedir, zira, ayrışma biçimine 

(alfa, beta-gama) göre çeşitli tiplerde olan hemolitik enzim hemolizine sahiptir. Birinci 

tip olan hemolizin, bakterilere insan kırmızı kan hücrelerini kısmen parçalama yeteneği 

verir ve ikinci tip olan hemolizin-3, bakterilere kırmızı kan hücrelerini tamamen 

parçalama yeteneği verir. Üçüncü tip, y-hemolizin, bakterilere insanların değil, diğer 

hayvanların kırmızı kan hücrelerini parçalama yeteneği verir. Bakteriler ayrıca kırmızı 

kan hücrelerini analiz eden sitotoksik nekrotizan bir faktöre sahiptir (Jaweetz et al. 

2016). Diğer bir virülans faktörü ise bakterinin somatik antijen 0 (LAP-0) içeren 

lipopolisakaritten (LPS) oluşan endotoksinler gibi yüzey yapılarına sahip olmasıdır. 

Somatik antijen, bakteriye konakçının hücrelerini, özellikle mesanenin iç yüzeyini 

kolonize etme yeteneği verir. Ayrıca konakçının bağışıklığının üstesinden gelmelerini 

sağlar ve bazıları, kapsüler antijen K'yi içeren bir polisakarit kapsül üretme yeteneğine 

sahiptir ve ayrıca hareketli türlerde hareket aracı olarak kullanılan flagella gibi başka 

yüzey yapılarına sahiptir. Bu yapılar ayrıca flagellum antijeni flagellar antijeni H (H) 

içermektedir, zira bu antijenler bakterilere konağın bağışıklık sistemini yenme yeteneği 

verir. Ayrıca, bakteriler tarafından biyofilm üretimini kolaylaştıran fiziksel ve kimyasal 

özelliklere sahip kıvrımlı liflere sahiptir. Bakteriler ayrıca dış zarda bakteriyel 

toksinlerle ilişkili veziküllere sahiptir. Enzimler ve adezyon faktörleri, konakçı 

hücrelere dağıtımını kolaylaştıran kolaylaştırıcı bir sistem olarak hareket etmezler. Dış 
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zar proteinleri (OMP), salgılanan toksinler, stoksinler ve sekresyonlar da vardır ve 

bunların tümü bakterilerin enfekte etme yeteneğini artırır (Terlizzi et al. 2017). 

Fimbriae veya Pilli üç tiptir (Safimbrial, P-fimbrial ve F-Fimbrial). Tip (Pilli Tipi), 

bakterilerin konağın dokularına yapışmasına yardımcı olan, ona bir biyofilm oluşturma 

yeteneği veren ve ardından antibiyotik direnci kazanma yeteneğini artıran en önemli 

faktörlerden biridir (Spaulding et al. 2017, Neamati et al. 2015). Bu, diğer bakteri 

türlerini öldüren ve böylece bakterilerin korunmasına sebep olan kolisin adı verilen 

bakteriyosin içermesine ek olarak. 

Ve diğer bakteri cinslerine ait hücrelerde genomik DNA'yı inhibe eden toksinler olan 

siklomodulinler, ve ayrıca EAEC bakterileri tarafından salgılanan ısıya dayanıklı 

toksinlere ( Enteroagregatif ısıya dayanıklı enterotoksin) (EASTI), ETEC ısıya 

dayanıklı enterotoksine ve ETEC bakterileri tarafından salgılanan ETEC ısıya dayanıklı 

enterotoksine,  Plazmit kodlu (eritrositler ve enterositler için toksik olan toksin (Pet), 

Shigella enterotoksin (ShET1) benzeri toksinler, vakumlanan otomatik taşıyıcıya 

sahiptir (Soltani et al. 2018). Ayrıca enzimler, karbapenemlere direnç kazandıran 

karbapenemaz ve sefalosporinler olan laktamazlara ve bakterilere direnç kazandıran 

penisilin ctamda, denyeltransfernse asetiltransferaz ve aminoglikozidlere bakterilere 

direnç kazandıran fosfotratinfernse konjugatlara sahiptir. (Zownwi et al. 2015), ve 

ayrıca kabuslarda bakterilerin büyümesine yardımcı olan yanalforlara sahiptir (Tertiari 

et al. 2017). E. coli bakterisinin biyofilm üretme yeteneği, bir biyofilm, bakteri 

hücrelerinin ve bunların katı yüzeylere yapışmasının bir koleksiyonudur ve bunlar, 

mikroorganizmalardan gelen çoklu şekerler ve DNA proteinlerinden oluşan hücre dışı 

bir matris ile çevrilidir. Bu hücre dışı malzeme, biyofilmin stabilize olmasına yardımcı 

olur. Bu zar, konak enfeksiyon süreçlerine katkıda bulunur ve bakterilerin 

antibiyotiklere direnç yeteneğini artırır ve ayrıca fagositik hücreler de dahil olmak üzere 

vücudun savunma mekanizmalarından hücrelerin korunmasını sağlar. (Soto, 2013) 

Makrofajla, biyofilm oluşum süreci aşağıdaki gibi birkaç aşamadan geçmektedir 

Yüzeylere geri dönüşümlü bağlanma: hücre varış aşaması ve yüzeylere yapışma. Bu 

aşamaya bakteriler için flagella ve kemotaksis faktörleri aracılık eder. 
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Yüzeylere geri dönüşümsüz bağlanma: hücre stabilitesi ve az uzama aşaması, bu 

aşamaya birinci tip kirpikler tip I pili ve 43 antijen adı verilen bir antijen türü aracılık 

eder.   

Dış matriksin oluşum aşaması: Bakteriler, hücrelerin toplanma ve yüzeylere yapışma 

sürecini kolaylaştıran birleşik şekerler üretir ve bu madde nükleik asitler, proteinler ve 

diğerleri gibi birçok maddenin yanı sıra, selüloz, poliglukozamin ve kolonik asitten 

oluşur. 

Biyofilmin: üç boyutlu yapıya kavuşma aşaması, besinler, su ve metabolitler gibi birçok 

materyale gömülmüş bakteri kolonilerinin oluşumunu içerir 

Ayrılma: Biyofilmin olgunlaşma aşaması ve diğer yüzeylerden süreci başlatmak için 

ayrılmasıdır (Soto 2014). 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1 Materyal 

3.1.1 Diyabetik ayak ülseri örneği toplama  

 Diyabetik ayak ülserlerinin kontaminasyonuna neden olan mikroorganizmaların 

izolasyonu amacıyla, Dhi Qar Valiliği'ndeki Al-Rifai Genel Hastanesi ve Diyabetik 

Ayak Merkezi'nden diyabetik ayaklı 100 izolattan pozitif ve negatif izolatların 

karışımından 39 izolat elde edilmiştir. 

3.1.2 Aparatlar 

Çizelge 3.1'de görüldüğü gibi, çeşitli ekipman ve araçlar. 

Çizelge 3.1 Araçlar ve aletler 

Aparatlar Şirket (Menşei) 

Otoklav Gallenkamp  (İngiltere) 

Damıtıcı Gallenkamp (İngiltere) 

Elektrikli terazi Mettler (İsviçre) 

Elektrikli fırın Memmert  (Almanya) 

İnkübatör Gallenkamp (İngiltere) 

Mikropipet Brand (Almanya) 

Çalkalayıcı inkübatör Gallenkamp (İngiltere) 

Vitek 2 BioMerieux (Fransa) 

Vorteks karıştırıcı Labco  (Almanya) 

 

3.1.3 Kimyasallar 

Çizelge 3.2'de kullanılan kimyasalların listesi. 
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Çizelge 3.2 Kimyasal malzemeler 

Kimyasaliar Şirket (Menşei)  

Kristal Menekşe Fluka (İsviçre) 

Etanol BDH (İngiltere) 

Formalin BDH (İngiltere) 

Gram boyama Sera &Vaccines Institute (Irak) 

Gliserol DIFCO (ABD) 

Hidrojen peroksit BDH (İngiltere) 

Metil kırmızısı BDH (İngiltere) 

Fenol kırmızısı Oxoid (İngiltere) 

 

3.1.4 Kültür besiyerileri 

Çizelge 3.3'te görüldüğü gibi kültür ortamı. 

Çizelge 3.3 Kültür besiyerileri 

Besiyeri Şirket (Menşei) 

Agaroz Oxoid (İngiltere) 

Kanlı Agar Bazı Himedia (Hindistan) 

Beyin-Kalp İnfüzyon Agarı & Sıvı besiyeri Himedia (Hindistan) 

MacConkey Agarı Himedia (Hindistan) 

Mueller-Hinton Agarı Himedia (Hindistan) 

 

3.1.5 Kitler 

Kitler Çizelge 3.4'te listelenmiştir. 

Çizelge 3.4 Kitler  

Üretici Firma Kullanım türü Teşhis kitinin adı N 

BioMerieux Gram negatif bakterilerin teşhisi için VITEK- 2 GN card 1 

BioMerieux Gram pozitif bakterilerin teşhisi için VITEK- 2 GP card 2 

 

3.1.6 Mevcut çalışmada kullanılan diğer malzemeler 

Mevcut çalışmanın materyalleri Çizelge 3.5'te listelenmiştir. 
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Çizelge 3.5 Mevcut çalışmada kullanılan malzemeler  

Üretici Firma  Malzeme adı N 

BioMerieux Standart Normal Salin 1 

Almanya Fosfat Tampon salin 2 

Promaga Trisborat EDTA Tamponu (TBE) 3 

 

3.1.7 Gen primer dizisi 

Primerler, Çizelge 3.6. 

Çizelge 3.6 Primerler 

Kaynak Boyut  Primer dizisi (5′–3′) Gen adı 

Karmakar et 

al 2016  

228 GTA GGT GGC AAG CGT TAT CC İ 16srRNA 

CGC ACA TCA GCG TCAG  T 

 

3.1.8 Histolojik çalışmalar 

Histolojik bölümlerin hazırlanması 

Histolojik kesitler aşağıdakileri içeren yönteme(Bancroft and Steven, 1982) göre 

hazırlanmıştır:  

Dehidrasyon 

Örnekler, her konsantrasyon için 45 dakikalık bir süre boyunca örneklerden su çekmek 

amacıyla bir dizi artan etil alkol konsantrasyonundan (% 100, 95, 90, 80, 70) geçirildi. 

Temizleme 

Doku örnekleri, örnekleri daha şeffaf hale getirmek için bir saat boyunca ksilen ile 

enfekte edildi. 
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Sızma (emdirme veya doygunluk)    

Örnekler 1:1 oranında mum (parafin) ve erimiş ksilen karışımı ile 56-58 santigrat derece 

sıcaklıkta konveksiyonel fırında yarım saat bekletildi. 

Gömme 

Kalıplar, kalıp merkezindeki bölümlerin merkezlenmesi dikkate alınarak doku 

bölümlerinin gömüldüğü özel plastik kalıplara erimiş balmumu dökülerek, modellerin 

bölümleri de dahil olmak üzere parafin mumundan yapılmıştır. Balmumu sertleşene 

kadar bekletildi ve daha sonra kesilene kadar serin bir yerde tutuldu. 

Kesit alma 

Kalıbı bıçakla budadıktan sonra tahta bir sehpaya sabitleyin, ardından kesme kalınlığını 

5 µm ayarladıktan sonra sehpayı kesim amacıyla döner mikrotom üzerine sabitleyin ve 

fırçalamak amacıyla benmariye yerleştirin. Daha sonra 40°C sıcaklıkta kurumaya 

bırakın 

Boyama 

Kesitlerden parafin mumunun uzaklaştırılması amacıyla cam slaytlar ksilen içerisine iki 

aşamada yerleştirildi, her aşamanın süresi 5 dakikaya kadar sürdü. Daha sonra her 

konsantrasyon için iki dakika boyunca azalan bir dizi etil alkol konsantrasyonuna 

(%100, 95, 90, 80, 70) aktarıldı, sonra Hematoksilen boyasında 3 dakika bekletildi, 

daha sonra musluk suyu ile rengi maviye dönene kadar yıkandı, ardından eozin 

lekesinde 2 dakika bekletildi. Sonra her konsantrasyon için iki dakika süreyle artan bir 

dizi alkol konsantrasyonundan geçirildi, daha sonra slaytlar, her seferinde 5 dakika 

olmak üzere, temizleme için iki kez ksilene aktarıldı.  
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Kalıplama 

Kanada Balsamı, slayt kapağını sabitlemek amacıyla her lam üzerine bir damla 

damlatılarak kesitleri yüklemek için kullanıldı ve ardından kuruması için bir sıcak plaka 

üzerine yerleştirildi.. 

Histolojik slaytların incelenmesi ve fotoğraflanması 

Lamlar, Japon menşeili Micrus tipi bileşik bir mikroskop kullanılarak farklı büyütme 

güçleri altında incelenmiş ve daha sonra mikroskoba bağlı bir fotoğraf makinesi 

kullanılarak fotoğrafları çekilmiştir. 

3.1.9 Kültür besiyerinin hazırlanması 

Tüm kültür besiyeri, sıvı besiyeri ve indikatörler aşağıdaki referanslarda belirtilen 

yöntemlere göre hazırlanmıştır (Andrew et al. 1996, Harley and Prescott 1996 Benson 

2002). 

3.1.10 Diyabetik ayak ülseri enfeksiyonuna neden olan bakterilerin izolasyonu ve 

tanımlanması için kullanılan kültür besiyeri 

Kanlı agar: 40 gram kanlı agar bir litre distile suya ilave edilerek 121°C'de 15 dakika 

basınçlı sterilizasyonla kaynama noktasına kadar ısıtıldıktan sonra 45°C'ye 

soğutulduktan sonra taze insan kanının eklenmesiyle hazırlanır.  

MacConkey agarı: Bu kültür besiyeri kullanıldı ve aerobik olarak inkübe edildi. Tüm 

kaplar 37°C sıcaklıkta 24 saat inkübe edildi. Üreme yoksa, anaerobik ortam 48°C ila 

72°C sıcaklıkta inkübe edildi. İsteğe bağlıdır zira Gram-pozitif bakterilerin büyümesini 

engelleyen Kristal viyole boya içermektedir. Ayrıca Enterik Bakteri grubu dışındaki 

Gram-negatif bakterilerin büyümesini engelleyen Safra tuzu içermekte olup, bundan 

sonra laktozun fermente ve fermente olmayan bakterileri birbirinden ayırması nedeniyle 
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diferansiyel bir besiyeridir. Bu besiyeri laktoz ve fenol kırmızısı içermektedir, çünkü 

fenol kırmızısı bir pH göstergesidir, bu nedenle laktoz şekerinin fermente edilmiş 

kolonileri asit üretir ve bu da göstergenin rengini kırmızıya çevirmek için çalışır (Hart 

and Shears). Quinn et al. 2004). 

Mannitol tuz agarı: Bu besiyeri tedarik eden firmanın talimatlarına göre 108 Hm 1 litre 

distile suda çözülerek homojen bir şekilde sterilize edilerek hazırlandı. Bu besiyeri, 

stafilokokları izole etmek ve besiyerinin tuzluluğunu tolere etme ve maltoz şekerini 

fermente etme ve besiyerinin rengini sarıya çevirme yetenekleri açısından bunları 

sunmak için kullanıldı. 

Besin sıvı besiyeri: 

Bu besiyeri, üreticinin talimatlarına göre, 13 g sıvı besiyeri bir litre distile suya 

eklenerek ve dağıtılarak ve sterilizasyon yoluyla sterilize edilerek hazırlandı. Bu 

besiyeri, bakterileri geliştirmek ve aktive etmek amacıyla kullanılmıştır. 

Muller-hinton agar besiyeri: 

Bu besiyeri, işleme şirketinin talimatlarına göre hazırlandı. 38 g besiyeri 1 litre distile su 

ile başlanarak otoklavda sterilize edildi ve sterilizasyon işlemi tamamlandıktan sonra 

(45-50)C'ye kadar soğutularak düzenli Petri kutularına döküldü. Bulaşıklar, 

antibiyotiklerin duyarlılığını incelemek amacıyla bakteri izolatlarının geliştirilmesi için 

kullanıldı. 

Beyin - kaip infüzyon sıvı besiyeri Bu besiyeri, tedarik edilen firmanın talimatlarına 

göre, 37 g sıvı besin besiyer,1 litre distile suda eritilip, tüplere dağıtılarak ve otoklavda 

sterilize edilerek hazırlandı. Besiyeri, sterilizasyon sonrası sıvı besiyerinin %85'ine 

gliserol ilave edilerek bakteri izolatlarının korunmasının yanı sıra bakteri geliştirme ve 

aktive etme amacıyla da kullanılmıştır. 
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3.1.11 Diyabetik ayak ülserlerine neden olan bakterileri izole ve teşhis etmek için 

kullanılan reaktifler 

Katalaz reaktifi: Katalaz enzimi üretme kabiliyetini araştırmak için% 3'lük bir 

konsantrasyonda hidrojen peroksit kullanıldı. (Tille, 2014) 

Oksidaz reaktifi: Reaktif, 1 gram Tetrametil P-fenilen diamin dihidroklorürün opak bir 

şişede 100 ml damıtılmış su içinde çözülmesiyle hazırlandı. Bu reaktif, bakterilerin 

oksidaz enzimi üretme yeteneğini araştırmak için kullanıldı. (Macfaddin, 2000) 

3.1.12 Diyabetik ayak ülserlerinin kontaminasyonuna neden olan bakterileri izole 

etmek ve teşhis etmek için kullanılan çözeltiler 

Normal salin: 

8,5 gr sodyum klorür 1 litre distile suda çözülerek hazırlandı, sterilizatör ile sterilize 

edildikten sonra kullanılıncaya kadar 4°C sıcaklıkta bekletildi. 

Fosfat Tamponlu Salin (PBS): 

0.986 PBS’yi 100 ml distile suda ph 7,4’te çözün, sonra sterilize edin ve kullanıma 

kadar 4°C’de buzdolabında saklayın. 

Kristal menekşe çözeltisi: 

0.25 g Kristal viyole 100 ml damıtılmış suda eritilir ve kullanılıncaya kadar 4 C de 

tutulur. Çözelti Bakteriyel izolatlardan önce biyofilm oluşumunu tespit etmek için 

kullanıldı (Cincarella at al ., 2002). 
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McFarland standart çözeltisi: 

1- 1 g sulu baryum klorür BaCh (H2O2) 100 ml distile suda çözülür. 

2- 1 ml konsantre sülfürik asid (H2SO4) 100 ml distile suda çözülür (Stock and Ridgway 

1987). 

NO.6 NO 0.5 Materyal 

0.6 0.05 BaCl2 H2O2 ml 

 9.4 9.95 H2SO4 

18 1.5 Bakteriyel hücre yoğunluğu 10ml 

 

Sodyum bikarbonat çözeltisi: 44 g sodyum bikarbonat 100 ml distile suda 4°C 

formatında çözülür. 

Tris borat EDTA tamponu (1) TBE: Üretici Promega tarafından hazırlanan bu Borat 

EDTA (10) TBE  Tamponundan 100 ml alınarak Jel elektroforezlerinde kullanım için 

TIBE 10'dan 1X'e seyreltilir ve buna 900 ml damıtılmış su eklenir.  Sterilize edilir ve 

kullanılana kadar 4°C'de saklanır. 

3.1.13 Primer çözeltisi 

Çözeltiler üreticinin firma olan  Promega'nın talimatlarına göre stok kutusunda 

hazırlandı. Nükleaz içermeyen su kullanılarak 100 pmol/mikrolitre konsantrasyona 

kadar sterilize edildi, ve her bir starterin çözeltisi ayrı ayrı 10 pikomol/mikrolitre 

konsantrasyonunda olması için her bir starter için 10 mikrolitre stok çözeltisi alınarak 

90 mikrolitre suya ilave edilerek hazırlandı. Yeni başlayanlar için, -20 C sıcaklıkta, 

çözeltinin buzdan çıkarıldıktan sonra karıştırılması ve karıştırıcının bağlanması dikkate 

alınarak kullanımdan önce homojenleştirmek için vortekslenir. 
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3.1.14 Diyabetik ayak ülserlerine neden olan bakterileri izole etmek ve teşhis 

etmek için kullanılan boyalar 

(Gram boyama) Bu boya, izole edilen bakterilerin fenotipik özelliklerini incelemek için 

kullanıldı. 

3.2 Yöntem  

3.2.1 Diyabetik ayak ülseri enfeksiyonuna neden olan bakterilerin izolasyonu ve 

teşhisi 

Diyabetik ayak ülserlerinden sürüntü alınarak kanlı agar bazlı besiyeri ve Macconkey 

agardan planlama yöntemiyle ekilir. 37 santigrat derece sıcaklıkta 48 saat boyunca 

inkübe edilir, bu sayede koloniler seçilir ve planlama yöntemiyle dağıtılır. Teşhisin 

testlerle konulduğu koloni saflaştırma amacıyla işlem üç kez tekrarlanır. Daha sonra 

mikroskobik ve biyokimyasal incelemeler yapılır  

3.2.2 Gram negatif bakteriler gram pozitif bakterilerden nasıl ayırt edilir 

Bu, potasyum hidroksit (KOH) testi ile yapılır. Bu testte, gelişen kolonilerin tüm 

özeleri, 50 saniye içinde bir jel oluşursa temiz bir cam lam üzerinde %3 

konsantrasyonda potasyum hidroksit (KOH) içeren katı kanlı agar besiyerine alınır. Bu 

pozitif testin kanıtıdır. Bakteriler gram negatiftir (Markey et al. 2013). 

3.2.3 Gram pozitif bakterilerin izolasyonu ve tanımlanması 

Staphylococcus bakterilerinin izolasyonu ve tanımlanması: 
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Staphylococcus aureus bakterileri, 37°C sıcaklıkta 24 saatlik inkübasyon sırasında 

besleyici agarda göründükleri gibi izole edildi ve tanımlandı. 

Aşağıdaki mikroskobik incelemeler gerçekleştirildi: 

Bakteriyel boyama: Kanlı agar besiyerinde gelişen koloniler seçildi ve hücrelerin şeklini 

ve gruplamasını belirlemek için gram boyama ile boyandı. 

biyokimyasal incelemeler: 

Katalaz testi: Bu seçim, (18-24) saatlik bir ömre sahip sürekli bakterilerin bir damla 

Calve Bear ile karıştırılmasıyla yapılır, bir cam kutu tabakası üzerinde %3 hidrojen 

durgunluğu, kabarcıkların aurası pozitifliğin kanıtıdır (Tille 2014) 

Oksidaz testi: (18-24) saatlik  devam eden bakteriler tahta bir çubuk yardımıyla filtre 

kağıdına alındı ve buna bir damla oksidaz tespit damlası eklendi, koloninin rengi koyu 

menekşe rengine dönene kadar özen gösterildi, renk değişimi, pozitifliğin kanıtıdır  

(Tille 2014). 

Koagülaz testi: 0.5 ml plazma işaretli tüplere yerleştirildiğinden, örnekler güvenlik 

plazması kullanılarak seçildi. (18-24) saatlik bir bakteri kolonisi, plazma içeren tüplere 

bir öze ile aktarıldı, iyice karıştırıldı ve ardından (35-37) C sıcaklıkta 4 saat süreyle 

inkübe edildi. Tromboz oluşumu muayenenin pozitif olduğunun bir göstergesidir. (Tille, 

2014) 

3.2.4 Gram negatif bakterilerin izolasyonu ve tanımlanması 

Proteus mirabilis'in İzolasyonu ve Tanımlanması, Proteus bakteri kolonilerine benzer 

koloniler ayırt edildi ve 37 °C'de öldükten sonra oğul oluşturma olgusu oluşturma 

yetenekleri ve ayrıca aşağıdaki mikroskobik ve biyokimyasal testler ile teşhis edildi. 
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Mikroskobik testler Bakteriyel pigmentasyon: Gelişmekte olan koloniler, MacConkey 

agar katı besiyerinde oluşturuldu ve hücrelerin şeklini ve gruplarını tanımlamak için 

Gram boyama ile etiketlendi. 

Biyokimyasal testler: 

Katalaz testi: Bu test, (18-24) saatlik bir bakteri kolonisinin temiz bir cam lam üzerinde 

bir damla reaktif Hidrojen peroksit %3 ile karıştırılmasıyla yapılır. Kabarcıkların 

görünümü, pozitif bir testin kanıtıdır (Tille 2014) 

Oksidaz testi: (18-24) saatlik bakteri kolonisi tahta bir çubuk ile bir filtre kağıdına 

aktarıldı ve üzerine oksidaz reaktifinden bir damla ilave edilerek sürekli koyu mor renge 

dönene kadar özenle ilave edildi, renk değişimi pozitif bir testin kanıtıdır (Tille, 2014) 

3.2.5 Kompakt sistem vitek-2 kullanılarak diyabetik ayak ülserlerine neden olan 

bakteri türlerinin teşhisi  

Bakteri izolatları iki bileşenden oluştuğu için 2-Vitek cihazı kullanılarak teşhis edildi. 

İki ana bileşen vardır: alet ve bilgisayar ve makine beş temel bileşenden oluşur. 

Bu tuş takımı kontrol panelidir 

Örneğin test tüplerinden kart kitinin içine kart içinde bulunan bir konveyör boru 

vasıtasıyla aktarıldığı ve bu işlemin 70 saniye sürdüğü Doldurma Kapısı 

Kart üzerindeki taşıma borusunun kesilerek kartın inkübatöre taşındığı ve bu işlemin 3-

5 dakika sürdüğü yükleme kapısı 

Sarılmanın yapıldığı kullanıcı giriş kapısı ve bakteri üremesi sonucu kartta meydana 

gelen değişiklikler ölçülerek sonuç verilir. 
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Analizler tamamlanıp sonuç verildikten sonra kartların toplandığı Atık Kapısı. 

Bu cihaz, izolatların teşhisini doğrulamak ve antibiyotiklere duyarlılığı test etmek için 

kullanıldı. Cihaza takılı iki kit ile tanı konulur, bunlardan biri tanı amaçlıdır (GN GP 

kartıdır), diğeri ise hassasiyet muayenesi içindir (AST-P580 kartıdır), tanı aletinde 

içlerinde besiyeri buluna 64 adet delik bulunmaktadır. Biyokimyasal testlerin yapıldığı 

ve bakteri üremesi sonucu oluşan renk değişimlerinin tablo halinde kaydedildiği 

kurutucu ve renk kılavuzu ve antibiyotik duyarlılık test kiti, diyabetik ayak ülserlerine 

neden olan bakterileri teşhis etmek için 64 deliğe dağılmış 18-20 antibiyotik 

içermektedir.  

 

Şekil 3.1 VITEK 2 kompakt sistem 

 

Şekil 3.2 VITEK 2 GN kolorimetrik tanılama kartı  
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Şekil 3.3 AST'de kullanılan GN bakterilerinin bulanıklığı  

3.2.6 İzole edilen bakterilerin antibiyotiklere duyarlılığının test edilmesi 

Çizelge 3.7 (Bio Analysis firması) tarafından hazırlanan antibiyotik tabletleri kullanıldı 

Konsantrasyon (mg) Kodu Antibiyotik 

30 CRO Seftriakson 

30 CAZ Seftazidim 

10 IPM Imipenem 

15 AZM Azitromisin 

 

Morello et al. (2006) tarafından ifade edildiği şekilde, aşağıdaki adımlara göre, izole 

edilen bakterilerin antibiyotiklere duyarlılığını belirlemek için Disk Efüzyon testi 

kullanılmıştır 

1- Kültürlenmiş bakterileri içeren tüpler, 24 saat boyunca 37 °C'de sıvı içinde inkübe 

edildi. 

2- Sıvı kültürün bir kısmı (0,1 ml) fizyolojik salin çözeltisini içeren tüplere aktarıldı ve 

üremenin bulanıklığı, standart bulanıklık sabit çözeltinin (McFarland standardı 0,5) 

bulanıklığı ile karşılaştırıldı, bu sonuç ta bize yaklaşık 1,5 × 101 koloni oluşturan 

birim/ml verdi. 
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3- Bir mikropipet aracılığıyla 100 mikrolitre bakteri süspansiyonu aktarıldı. Daha sonra 

cam difüzör ile Muller-Hinton besiyerinin yüzeyine daha homojen bir şekilde yayılarak 

tabaklar 10-15 dakika oda sıcaklığında kurumaya bırakıldı. 

4- Antibiyotik tabletler steril forseps ile tabaklara aktarıldı, ardından tabaklar 37 °C'de 

24 saat inkübe edildi. 

5- Sonuçlar, antibiyotik tabletlerin etrafındaki inhibisyon bölgelerinin çapı milimetre 

cinsinden ölçülerek okundu.   

3.2.7 İzolatların korunması ve sürdürülmesi 

İzolatlar, katı besinbesiyeri içeren eğimli test tüplerine (slantlar) ekilerek ve 18 saat 

inkübe edilerek 37 C sıcaklıkta büyütülerek kısa süre muhafaza edilmiştir. Çiftlikler her 

ay yenilendiği için buzdolabında saklanmış ve ayrıca %15 gliserol ile güçlendirilmiş 

Beyin kalp infüzyon suyu sıvı besiyeri kullanılarak uzun süre muhafaza edilmiştir. 

  

3.2.8 Staphylococcus aureus'un bazı genlerinin moleküler tespiti 

Kaynatma yöntemiyle DNA ekstraksiyonu (dashti 2009). 

1- Bakteri izolatları 37°C'de 18-24 saat boyunca besin agar besiyerinde büyütülür. 

2- Kolonilerin 2-3 tanesini 50 mL deiyonize su içeren 1,5 mL'lik bir Eppendorf tüpüne 

aktarılır  

  3-  90-100° sıcaklıktaki benmariye koyulur.  

4-  10 saniye süreyle vorteks cihazında karıştırılır 
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5- 10.000 devirde 10 dakika santrifüjlenir 

6- Çalışmaya hazır DNA elektroforezini temsilen 1 mL hacmi 20 mL dd H2o'ya 

aktarılır ve 4°C'de buzdolabında saklayın. 

3.2.9 Bir cihaz kullanılarak Staphylococcus aureus'un bazı genlerinin moleküler 

tespiti Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 

Karışımın nihai hacmi 20 mikrolitre olacak şekilde,10 µl Promega ana karışımı, 1 µl 

ileri primer, 1 µl ters primer, 5 µl iyonik distile su ve 3 µl şablon DNA karıştırılarak 

hücreler arası adezyon geni A'yı kodlayan 16SrRNA gen primerleri için bir PCR 

reaksiyon karışımı hazırlandı. Bundan sonra, PCR tüplerinin içerikleri bir vorteks/ml 

karıştırıcı kullanılarak iyice karıştırılmıştır. Daha sonra PCR cihazına yerleştirildiler. 

Cihaz her gen için ayrı ayrı programlandı. Etkileşim konuları, genleri her bir gen için 

ayrı ayrı araştırmak üzere aşağıdaki gibi kontrol edildi: 

Boyut  Materyal 

1ml  ileri primer  

1ml  ters primer 

3ml Şablon DNA 

10ml Ana karışım    

5ml  Distile su 

20ml Toplam 

 

3.2.10 16SrRNA genini araştırmak için gen replikasyon adımları 

Çizelge 3.8 16 SrRNA genini araştırmak için genetik replikasyon adımları 

Süre  Sıcaklık  Döngü sayısı Pcr adımları 

5 dakika °95c 1 İlk Denatürasyon 

2 dakika  / 1 °95c 1 Denatürasyon 

2 dakika  / 1 56c° 30 Tavlama 

2 dakika  / 1 72c° 30 Uzatma 

7 dakika 72c° 1 Nihai Uzatma 

10 dakika °10c 1 Tutma 
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3.2.11 Agaroz jel elektroforezi 

Polimeraz zincir reaksiyonu ile üretilen genler, Salaberry et al. (2015) yöntemine göre 

aşağıdaki gibi elektroforez ile gerçekleştirilmiştir:  

%1 konsantrasyonda agaroz jel, (1g) agarozun 100 ml hazırlanmış TBE(IX) tamponu 

içinde çözülmesi, agarozun kaynama noktasına kadar ısıtılması ve 55-60 °C'ye 

soğumaya bırakılmasıyla hazırlandı, 

daha sonra buna 5.0 ul 10 μg etidyum bromür boyası eklendi. 

1- Agaroz destek plakası hazırlandı, tarak konuldu ve delikler oluşturacak şekilde iyice 

sabitlendi ve agaroz hava kabarcığı oluşumunu önlemek için yumuşak bir şekilde 

plakaya döküldü ve 30 dakika katılaşmaya bırakıldı. 

2- Sertleşmiş agarozdan tarak nazikçe kaldırıldı ve agarozu kalıpla birlikte elektroforez 

havuzuna aktarıldı ve kullanılan alan agaroz jelin tüm yüzeyini kaplayan TBE(1) 

çözeltisi ile dolduruldu. 

3- 5 mikrolitre gen duplikasyon ürünü yüklenip kendisi için ayrılmış deliklere aktarıldı 

ve 5 mikrolitre de birinci deliğe konulan 100bp hacim kılavuzundan (DNA Ladder) 

aktarıldı. Mevcut DNA parçalarının boyutları, daha sonra cihazı açın ve 75 dakika 

süreyle 75 voltluk bir voltajda elektrik akımı geçirildi. 

4- Son kullanma süresinden sonra jel aktarılarak 312 nanometre dalga boyunda dijital 

kamera ile donatılmış x-ışını kaynaklı UV-Trans aydınlatıcı kullanılarak inceleme için 

bir cihaza yerleştirildi ve sonuçların fotoğrafları çekildi. 
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3.2.12 sterilizasyon yöntemi      

Islak ısı sterilizasyonu, ısıdan etkilenmeyen besiyerlerini ve çözeltileri otoklavda 121 °C 

sıcaklıkta 15 bar/inç basınç altında 15 dakika sterilize etmek için kullanılmıştır. 0,22 μm 

çaplı filtrasyon yönteminde ise Millipore filtreler çözeltileri doğal haline döndürerek 

çözeltiler için kullanılmaktadır (Atlas et al. 1995). 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

4.1 Diyabetik Ayak Ülserlerine Neden Olan Bakterilerin İzolasyonu ve 

Tanımlanması 

 Diyabetik ayak ülserlerinden elde edilen izolatlar kanlı agar ve Maconkey agar 

besiyerine ekildikten sonra 100 izolattan 39'u elde edildi ve bunlar potasyum hidroksit 

solüsyonuna (%3) konularak doğrulandı. Gram boyama için 17 pozitif izolat elde edildi. 

Toplam izole edilen bakterilerin %43,60'ı, ayrıca bu çalışmadan izole edilen toplam 

bakterilerin %56,4'ünü temsil eden 22 Gram negatif izolat, (%28,20) E.coli bakterisi ve 

6 izolat (%15,38) Pseudomonas aurogeinosa bakterisi, 5 izolat (%12,82) proteus 

bakterisi elde edilmiştir. Bu çalışmada izole edilen bakteri türleri, diyabetik ayak 

ülserlerinden Staphylococcus aureus, E.coli ve pseudomonas aurogeinosa proteus'u 

yüksek oranda izole edebilmiş olan (Sarah Mohsen 2015) tarafından belirtilenlere 

benzer olduğundan, mevcut çalışmamız önceki çalışmalarda belirtilenlere yakındır. 

(Sırasıyla (%38, %24, %8, %20) oranlarıyla, diyabetik ayak ülserlerinden 

Staphylococcus aureus %18.4, E.coli %12.6 izole eden (Nibal Sami 2002) ile benzerlik 

göstermektedir. Aşağıdaki şekil, diyabetik ayak ülserlerine neden olan bakteri türlerini 

göstermektedir. Staphylococcus aureus bakterisinin kullanılan antibiyotiklere direncini, 

duyarlılığını ve değişkenliğini göstermesi nedeniyle diyabetik ayak ülserlerinde 

baskınlığını göstermiştir. 
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. 

Şekil 4.1 Thi-Qar valiliğindeki diyabetik ayak ülserlerinden izole edilen bakteriler 

 

Şekil 4.2 Dermis dokusunda nekrotik odaklar (A), Fibrin birikimi ve fokal melanin 

pigmentasyonu ile enflamatuar hücre infiltrasyonu (B) 
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Şekil 4.3 Pürülan inflamasyon odakları ile dermis dokularının nekrozu (A), fibrin 

birikintileri ve inflamatuar infiltrasyon ile doku nekrozu (B) 
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Şekil 4.4 Lezyonun kenarları arasında büyük bir boşluk olan deri ülseri (A), 

Çekirdeklerin sıkışması ve dermiste enflamatuar aktivite ile yaygın 

granülasyon oluşumu ile dejeneratif değişiklikler göstermektedirler (B) 

 

 

 



47 
 

 

Şekil 4.5 Kapsamlı granülasyon dokusu oluşumu ve enflamatuar aktivite ile dermis 

dokusunda dejeneratif değişiklikler gösterilmiştir 

4.2 Diyabetik Ayak Ülserlerine Neden Olan Bakterilerin Teşhisi 

Gram pozitif bakterilerin teşhisi 

Stafilokok teşhisi 

4.2.1 Kültürel ve mikroskobik özellikler 

Mikrobiyal kültür sonuçları en çok kanlı besiyerinde 37 °C sıcaklıkta 24 saat 

inkübasyondan sonra gösterilmiş olup, ardından dairesel, dışbükey, parlak ve altın sarısı 

koloniler elde edildi. Bu bakterileri gösteren kümeler, 17 Gram-pozitif stafilokok 

izolatının elde edildiği Staphylococcus cinsine aittir. 
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S. aureus teşhisi   

S. aureus bakterisini teşhis etmek amacıyla, bir MSA ortamı üzerinde büyütüldü. 

4.2.2 Biyokimyasal incelemeler  

Mannitol tuzlu agarda (MSA) yetiştirme: MSA besiyerinde gelişen S. aureus bakteri 

kolonileri opak (Opak), parlak (Parlak) ve sarı renkte göründü. MSA ortamı, S. aureus'u 

Gram pozitif katalaz üreten kokların geri kalanından ayırt etmek için kullanıldı. Bu 

esiyeri, birçok mikroorganizmanın, yani S. aureus bakterisinin büyümesini engelleyen 

%7,5 sodyum klorür içemekte olup, böylece üzerinde büyüyebilirler ve asit üretimine 

dönüşen ve kırmızı fenol reaktifinin dönüşmesine neden olan mannitol şekerin 

fermantasyonu üzerinde çalışabilirler, çünkü pembe renk sarıya döner (De La Maza et 

al. 1997).   

 

Şekil 4.6 Mannitol tuzlu agar üzerinde Staphylococcus aureus 
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Figure 4.7 Staphylococcus aureus on blood agar 

Biyokimyasal incelemeler: 

Staphylococcus aureus bakterisinin 17 izolatı üzerinde biyokimyasal testler 

yapıldığında, izolatların her birinin hidrojen peroksidi (H2O) parçalama ve onu su ve 

oksijen gazına dönüştürme yeteneği sayesinde katalaz ürettiği ortaya çıktı. Olumlu 

sonuç, gaz kabarcıklarının ortaya çıkmasıyla karakterize edildi. 17 izolat pıhtılaşma 

üretim testine tabi tutuldu. Her birinin pozitif sonuç vermesi, bu izolatların S. aureus 

bakterisine ait olduğunu göstermektedir. 

Çizelge 4.1 S.aureus'un morfolojik ve biyokimyasal testleri 

Sonuç Test   N 

+ Gram boyama 1 

Küresel hücre kümeleri hücresel görünüm 2 

İsteğe bağlı anten yok büyüme koşulları 3 

+ katalaz testi 4 

- oksidaz testi 5 

+ mannitol fermantasyonu 6 

+ kan pıhtılaşma testi 7 

+ Mannitol-Tuz Agar 8 

_      Test _ KOH 9 
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Şekil 4.8 Biyokimyasal testler 

 

Şekil 4.9 Gram boyama  

4.3 Gram negatif bakterilerin teşhisi 

Proteus mirabilis teşhisi 
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4.3.1 Kültürel ve mikroskobik özellikler 

Diyabetik ayak ülseri sürüntüleri kanlı agarın ortasına ekilip 37°C'de 24 saat inkübe 

edildikten sonra, Mc Conney agarın merkezinde hoş olmayan bir kokuya (Kötü koku) 

sahip, kanlı agarı kahverengi renge çeviren ve tabakta büyümenin karakterize ettiği 

parlak kolonilere sahip izolatlar elde edilir.  Novaların düzensiz ve soluk kenarlı olması, 

mikroskobik inceleme izolatların Gram-negatif basil şeklinde olduğunu gösterdi. Bu 

kültivar ve fenotipik özellikler, bakteri izolatlarının P mirabilis olduğunu 

göstermektedir (Markey et al. 2013). 

 

Şekil 4.10 Kanlı agarda proteus mirabilis  

4.3.2 Biyokimyasal testler 

Biyokimyasal incelemelerin sonuçları tabloda gösterilmiştir. 

S. mirabilis bakterisi katalaz testi için fakültatif anaerobik pozitif, oksidaz testi için 

negatif  olmuş ve potasyum hidroksit testinde pozitif sonuç vermiştir. 
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Çizelge 4.2 S. mirabilis'in morfolojik ve biyokimyasal testleri 

Sonuç  test N 

- gram boyama 1 

çubuk şeklindeki hücreler hücresel görünüm 2 

Fakültatif anaerobik büyüme koşulları 3 

+ Katalaz testi 4 

- Oksidaz testi 5 

- laktoz fermantasyonu 6 

+ KOH testi 7 

 

4.4 Pseudomonas Aeruginosa Teşhisi  

4.4.1 Kültürel ve mikroskobik özellikler 

Diyabetik ayak ülseri sürüntüleri kanlı agar besiyerine ekilip 37°C'de 24 saat inkübe 

edildikten sonra sürülebilir sarı şeffaf ince veya pürüzlü koloniler şeklinde mikroskobik 

olarak Gram negatif basil formunda 4 izolat elde edildi. Beşinci P. floresan izolat, 

kolonileri tırtıklı kenarlar ve dalgalı büyüme ile düzdü ve yeşil renkte metalik bir 

parlaklığa ve üzüm kokusuna benzer bir kokuya sahipti. Ayrıca kolonilerin çevresinde 

saydam alanların görülmesinin yanı sıra, kanı ortada eriten ve genellikle beta tipi (beta 

tipi) olan hemolizinin bakteriyel üretimine bağlı olarak ortaya çıkmaktadır. 

Mikroskobik olarak Gram negatif basil şeklindeydi (bu zirai ve mikroskobik özellikler 

P. Aeruginosa bakteri izolatına aittir) (Tille 2014). 

Bu çalışmada izole edilen Pseudomonas, Macconkey besiyerinde büyütüldüğünde, 

laktozu fermente etme yeteneklerinden dolayı koloniler bu besiyerinde soluk göründü 

(Tille 2014). 
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Şekil 4.11 Kanlı agarda pseudomonas aeruginosa 

Çizelge 4.3 Pseudomonas spp.nin morfolojik ve biyokimyasal testleri  

Test Sonuç 

 P. aeruginosa 

gram boyama - 

hücresel görünüm çubuk şeklindeki hücreler 

büyüme koşulları aerobik 

katalaz testi + 

oksidaz testi + 

laktoz fermantasyonu - 

KOH testi + 

 

4.4.2 Biyokimyasal testler  

Yukarıdaki tablodaki biyokimyasal testlerin sonuçları, P. aeruginosa'nın katalaz ve 

oksidaz testlerinde pozitif sonuç verirken, potasyum hidroksit testinde sonuç verdiğini 

göstermiştir. 
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4.5 E. coli'nin teşhisi  

4.5.1 Kültürel ve mikroskobik özellikler 

Diyabetik ayak ülseri sürüntüleri kanlı agar besiyerine ekilip 37 C'de 24 saat inkübe 

edildikten sonra Maconkey besiyerinde büyütüldüğünde parlak gri (parlak) koloniler 

şeklinde 11 izolat elde edildi. Koloniler düz pembeydi ve sarı tuzların birikmesi 

nedeniyle koyu pembe bir alanla çevriliydi, mikroskobik gram negatif çubuklar 

şeklindeydi. Bu kültürel ve mikroskobik özellikler bakteri izolatlarının E. coli olduğunu 

göstermektedir. (Markey et al. 2013: Tille, 2014) 

4.5.2 Biyokimyasal testler  

E.coli bakterisinde bulunan biyokimyasal testlerin sonuçları, potasyum hidroksit 

testinde + sonuç verdiği için aerobik fakültatif, katalaz testi için pozitif, oksidaz testi 

için negatif olduğunu gösterdi. 

Çizelge 4.4 E. coli için morfolojik ve biyokimyasal testler  

Sonuç Test N 

- gram boyama 1 

çubuk şeklindeki hücreler hücresel görünüm 2 

fakültatif aerobik büyüme koşulları 3 

+ katalaz testi 4 

- oksidaz testi 5 

+ laktoz fermantasyonu 6 

+ KOH 7 
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Şekil 4.12 Macconkey agarda E.coli 

4.6 Vitek-2 ile Teşhis (GP, GN) 

Diyabetik ayak ülserlerinden izole edilen bakteri izolatlarının teşhisi amacıyla, Phytech 

cihazı kullanılarak bir dizi biyokimyasal test yapılarak, cihaz sonuçları bakteri türlerine 

göre farklı sonuçların varlığını gösterdiği için doğrulayıcı tanı konuldu. Sonuçlar, 

%43.60 oranında, e. coli 11 izolatları %28,20, pseudomonas 6 izolatları %15,38 ve 

proteus 5 izolatları %12,82 oranında bu cihaz ile doğrulanmış ve teşhis edilmiştir. 

4.7 Diyabetik Ayak Ülserlerine Neden Olan İzolatların Antibiyotiklere 

Duyarlılık Testi 

Ayak ülseri kontaminasyonuna neden olan tüm bakteri izolatlarının duyarlılığı, 

Ceftriaxone, Ceftazidime, Imipenem ve Azitromisin dahil olmak üzere antibiyotik 

tabletleri kullanılarak, çeşitli antibiyotiklere karşı test edildi.  S. aureus bakterisinin   

(Ceftriaxone, Ceftazidime, Azitromisin) antibiyotiklerine dirençli, (Ceftazidime, 

Ceftriaxone) antibiyotiklerine orta derecede dirençli, ve  (Imipenem, Azitromisin) 

antibiyotiklerine duyarlı olduğu, E.coli bakterileri (Ceftriaxone, Azitromisin) 

antibiyotiklerine dirençli ve  (Ceftriaxone, Ceftazidime) antibiyotiklere orta derece 

dirençli ve  (Ceftazidime, Imipenem, Azitromisin) antibiyotiklerine duyarlı olduğu, 
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ancak pseudomonas bakterilerinin (Ceftriaxone, Ceftazidime ve Azitromisin) 

antibiyotiklerine dirençli ve (Ceftriaxone, Ceftazidime, Imipenem) antibiyotiklerine orta 

derecede dirençli ve  (Ceftriaxone, Ceftazidime, Imipenem) antibiyotiklerine duyarlı 

olduğu, proteus bakterilerinin ise (Ceftriaxone, Ceftazidime) antibiyotiklerine karşı 

dirençli ve (Azitromisin, Imipenem, Ceftazidime) antibiyotiklerine karşı duyarlı olduğu 

bulunmuştur. 

Çizelge 4.5 Staphylococcus aureus için antibiyotik yüzdelerini göstermektedir 

R I S Antibiyotik  

%66.67 %33.33 - CRO 

- %16.67 %83.33 IMP 

%16.67 %16.67 %66.66 CAZ 

%16.67 - %83.33 AZM 

 

Çizelge 4.6 E.coli bakterileri için antibiyotik yüzdelerini göstermektedir  

R I S Antibiyotik  

%90.90 %9.10 - CRO 

- - %100 IMP 

- %18.18 %81 CAZ 

%81.81 - %18.18 AZM 

 

Çizelge 4.7 Pseudomonas bakterileri için antibiyotik yüzdelerini göstermektedir 

R I S Antibiyotik 

%66.67 %33.33  CRO 

 %16.67 %83.33 IMP 

%16.67 %16.67 %66.66 CAZ 

%16.67 - %83.33 AZM 

 

Çizelge 4.8 Proteus bakterileri için antibiyotik yüzdelerini göstermektedir 

R I S Antibiyotik 

-- -  CRO 

-- - %100 IMP 

%20 - %80 CAZ 

- - %100 AZM 
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Şekil 4.13 Antibiyotiklerin diyabetik ayak ülserlerine neden olan bakteri türlerine 

duyarlılığını göstermektedir 

 

Şekil 4.14 Staphylococcus aureus izolatlarının PCR reaksiyon ürününün 16 srRNA geni 

için bir primer kullanılarak %1 agaroz jel ve 100 volt voltaj farkı ile 75 

dakikada elektroforezi  
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER  

5.2 Sonuçlar 

1- Diyabetik ayak ülseri örneklerinde Gram pozitif bakteri Staphylococcus aureus 

prevalansı 

2- Bakteri izolatları bazı antibiyotiklere direnç, bazı antibiyotiklere orta derecede, 

bazılarına ise duyarlılık göstermiştir. 

3- Staphylococcus aureus'un biyofilm oluşturma yeteneği, kullanılan besiyerinin türüne 

bağlıdır. 

4- Staphylococcus aureus izolatlarının bakteri türü ve suşa bağlı olarak farklı çap ve 

şekillerde canlı ve cansız yüzeylere tutunabilme ve difüzyonla hareket edebilme 

yeteneği 

5- Staphylococcus aureus izolatları 16srRNA genine sahiptir. 

6- Hastalardan alınan histolojik kesitler sayesinde nekroz, vakuol varlığı ve fibrin lifi 

birikintilerinin yanı sıra inflamatuar rezorpsiyon gibi doku içerikleri ve üzerlerinde 

oluşan değişiklikler tespit edilmiştir. 

5.2 Recommendations 

1-Adopting biochemical tests to detect staphylococcal bacteria that are common in 

diabetic foot ulcers 

2-Conducting extensive studies on the adhesion ability of Staphylococcus aureus by 

using more isolates from different sources and using different surface types. 
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3-Conducting many researches and studies on the resistance of Staphylococcus aureus 

bacteria that make up the biofilm to antibiotics. 

4-Conducting research on the relationship of some genes such as (16srRNA) with other 

genes encoding adhesion proteins and biofilm formation. 

5- Conducting histological studies of gangrene of the diabetic foot. 
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