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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DIYABETIK AYAK HASTALARINDA FIRSATCI BAKTERILERIN HISTOLOJIK
VE TANISAL CALISMASI VE BAZI VIRULANS FAKTORLERININ
MOLEKULER ARASTIRMASI

Ligaa Naser Abed ALKINANI

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Dr. “Ogr. Uyesi Songiil Sahin
Es Danigsman: Dr. Ogr. Uyesi Ahmad Naser Faisal JABER

Mevcut ¢alisma, Dhi Qar Valiligi'ndeki Al-Rifai Genel Hastanesi ve diyabetik ayak
kliniklerinden toplanan 100 izolattan 39 pozitif ve negatif izolatin elde edildigi
diyabetik ayak hastalar1 igin 100 siiriintiiyii igermektedir. izolatlar ekilirken Gram
boyama ile yiizde 43,60 oraninda 17 pozitif 6rnek, gram boyama ile ylizde 56,4
oraninda 22 negatif 6rnek elde edilmistir. Sonuglar, tiim izolatlar i¢in %43,60 oraninda
Staphylococcus aureus baskinligini gosterirken, izole edilen gram negatif bakteri
oranlari, (%28,20) E. coli, 6 izolat ile (%15,38) Pseudomonas aurogeinosa, 5 izolat ile
(%12,82) Proteus bakterisinden izole edilmistir. Ayrica diyabetik ayak hastalarindan
alinan doku Orneklerinde nekrotik odaklar, lif birikimi, rezorpsiyon inflamatuar
hiicreler, ayrica melanin pigmentasyonu, vakuoller, ¢ekirdekler ve deri llserlerinin
oldugu dokularin bazi histolojik kesitleri elde edildi.

Bu calismada ortaya ¢ikan tim pozitif ve negatif bakteri tiirleri lizerinde dort tip
antibiyotigin etkisi arastirilmis olup, bakteri tiirleri iizerinde etkisi oldugu i¢in, bazi
tiirleri antibiyotiklere direngli, bazilar1 orta derecede ve bazilar1 bu ¢alismada kullanilan
antibiyotiklere duyarliydi.

2023, 75 sayfa
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

HISTOLOGICAL AND DIAGNOSTIC STUDY OF OPPORTUNITIVE BACTERIA
IN DIABETIC FOOT PATIENTS AND MOLECULAR RESEARCH OF SOME
VIRULANCE FACTORS

Ligaa Naser Abed ALKINANI

Cankir Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Asst. Prof. Dr. Songiil Sahin
Co-Advisor: Asst. Prof. Dr. Ahmad Naser Faisal JABER

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.

2023, 75 pages
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1. GIRIS

1.1 Tanmm

Diyabet, kandaki glikoz diizeyini diizenleme yeteneginin kaybiyla sonuglanan, nérolojik
komplikasyonlar, vaskiiler bozukluklar, ndropati, ayrica nefropati ve retina gibi bircok
komplikasyona yol agan endokrin bir bozukluk olarak karakterize edilmektedir (Kengne
et al. 2006). Uluslararasi istatistikler, diyabetle yasayan insanlarin sayisinin su anda
yaklagik 170 milyon oldugunu gdsterimekte olup, bu saymin 2030 yilina kadar iki
katina ¢ikmasi beklenmektedir. Diger istatistiklerde, bu hastalia sahip kisilerin
%15'inin ayak topugunun altindaki bolgede yer alan diyabetik ayak tilserlerine maruz
kaldig1 tespit edilmis olup, tirnak duvari, dokular, kaslar, eklemler, tendonlar ve kemik
iliginin iltthaplanmasini igeren birgok patolojik bozuklugun kaynagi olarak karakterize
edilmektedirler. Enfeksiyonlar dokulari istila edecek sekilde gelisebilir. Derin {ilserler,
bu iilsere sahip kisilerin %84'iiniin bacaklarinin kesilmesine ek olarak bazi bagisiklik
bozukluklarina neden olmaktadir (Zubair et al. 2015). Diyabetik ayak {ilseri
enfeksiyonunun patofizyolojisi olduk¢a karmasik olmakla beraber, enfeksiyonun
yayilmas1 ve ciddiyeti, konakla ilgili faktorler ve patojenle ilgili faktorler olmak iizere
iki tir faktore baghdir. Birincisi immiinopatoloji, noropati ve arteriyel hastalig
igerirken, ikincisi viriilans faktorleri ve antibiyotiklere ve mikrobiyal diizenlemeye karsi
patojen direncini igermektedir. (Lavery et al. 2006, Spichler et al. 2015) Diyabetik ayak
ilserlerinin enfeksiyonuna neden olan farklt mikroorganizma tiirleri yer almakta olup,
bakteriler ise Oonce farkli viriilans faktorlerine, ikinci olarak da antibiyotik direncine
sahip olarak on plana ¢ikmaktadir. Akut enfeksiyonlar neredeyse tek tip Gram-pozitif
sferik bakteri ile smirhdir. Kronik enfeksiyonlar 3-5 bakteri tiiriiniin varligi ile
karakterize edilirken, Staphylococcus bakterileri ise pihtilagma enzimi i¢in negatif olup,
Corynebacterium tiirleri yumusak dokularda kolonize olur. Buna ek olarak, ayak
tilserleri bazi anaerobik bakteri ve mantar tiirlerinin varligina bile izin verebilir. (Lipsky
et al. 2004)), Diyabetik ayak iilseri enfeksiyonlari, multi-mikroskopik ve aerobik ve
anaerobik organizmalarin karigimi ile karakterizedir. Yaygin aerobik bakteriler,

Staphylococcus ve Streptococcus cinsleri ve Enterobacteriaceae familyasinin tiirleri ile



temsil edilirken, yaygin anaerobik bakteriler, Bacteroides ve Peptostreptococcus cinsleri

tarafindan temsil edilmektedir (Hancevic et al. 2002).

Histolojik olarak diyabetik ayakli hastalardaki yaralar tesadiifi, patolojik ve postoperatif
olmak tizere i¢ bolime ayrilir. Yaranin niteligi ne olursa olsun enfeksiyon,
mikroorganizmalarin  konak¢inin  dokularina tutunmast ile baglar, c¢ogalmasi,
kolonizasyonu ve doku hasarma yol agacak sekilde lokalizasyonu ile devam eder
(Collier 2003, Torpy et al. 2005). Diyabetle ilgili bir¢ok faktoriin birleserek diyabet
hastalarinin yara iyilesme siirecini zayiflattigi durumlarda, bu faktorler arasinda yaraya
ulasan oksijen eksikligi ve beslenme yetersizliginin yani sira hastaligin kendisi (Lavery
et al. 2007) ayrica kandaki dalgali seker miktarlar1 ve oksijen eksikligi yer alir. Zayif
kan dolasimi, beyaz kan hiicrelerinin patojen bakteri ve mantarlar1 yok etme yetenegini

bozabilir ve boylece enfeksiyon riskini artirabilir (Stadelmann et al. 1998).

Bu ¢alisma asagidaki eksenlere ulasmay1 amaglamistir:

e Kiiltiir ve biyokimyasal yontemlerle diyabetik ayak iilseri enfeksiyonlarina neden

olan bakterilerin izolasyonu ve tanimlanmasi.

e izolatlarin bazi antibiyotiklere duyarliligimin incelenmesi

e Baskin bakterilerin bazi viriilans faktorlerinin incelenmesi (biyofilm olusumu, canh

ve cansiz yiizeylere yapisma ve yayilarak hareket etme yetenegi).

e Diyabetik ayaktaki en yaygin bakterilerin baz1 viriilans faktorlerinin (16srRNA)

molekiiler arastirmasi

e Diyabetik ayak kangreninin histolojik incelemesi.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Diyabetik Ayak

Insiilin salgilanmasindaki veya hareketindeki veya her ikisindeki bir kusur nedeniyle
insiilin eksikliginin bir sonucu olarak, salgilanmada kismen veya tamamen bir eksiklik
olmasi sonucu kanda yiiksek glikoz diizeyi ile karakterize karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmasindaki bir bozukluktan kaynaklanan kronik metabolik bir hastalik olmakla
beraber, kandaki seker diizeyinin artmasina ( Rhee et al. 2018 ve retinopati, bobrek
hastalig1 ve kardiyovaskiiler hastalik gibi bazi organlarin islevlerinde zayifliga neden
olur (ADA 2017). Aym1 zamanda diinyadaki en yaygin 6lim nedeni olup, diyabet
enfeksiyonuna neden olan risk faktorlerine sebep olan karmasik bir ¢evresel, genetik ve
sosyal faktorler agi vardir (Arslanian et al. 2018). Kan damarlar1 viicudun diyabetten en
¢ok etkilenen kisimlaridir (Vijan et al. 2014). Kiigiik damar hastalig1 gesitli organlari
etkilemekle beraber, retinay1 etkileyerek diyabetik retinopatiye (retinopati) ve
bobreklere (diyabetik nefropati) neden olur. Bu bozukluklar kandaki seker diizeyinin
kontrolii ile ilgilidir. Diyabet ayrica periferik sinirlerde ortaya ¢ikan ve agriya neden
olan diyabetik noropatiye de neden olur. Ekstremitelerde sorbitol diyabetik noropati
etkenidir ve bunun sonucunda ekstremitelerde duyu kaybi1 olmakta ve damar zayifligi ile
birlestiginde ekstremitelerin amputasyonuna yol agabilmektedir (Lee et al. 2018)
Diyabet gozii de etkilemekte ve 15 yildan uzun siiredir diyabet hastasi olan bireylerin
%75'inde retinadaki damarsal degisiklikler sonucu diyabetik retinopatiye neden
olmaktadir. Sinir hiicrelerinin ve géz merceginin ikincil ydntemlerle metabolize
edilerek, hiicrelerden disar1 ¢ikamayan ve bu hiicrelerde ozmotik sisme meydana
gelmesine ve ardindan 6lmelerine neden olan bir madde olan seker alkoliine (sorbitol)
doniisen glikoz igermesi nedeniyle goz merceginin ve sinir hiicrelerinin harabiyeti

sonucu korliigiin en yaygin nedenidir. (Bedenis et al. 2014).

2.1.1 Diyabetin nedenleri

Hastaligin dogrudan nedenleri halen bilinmedigi i¢in diyabetin bir¢ok nedeni vardir,

ancak, diyabet vakalarinin %52'sinin kalitsal oldugu ve bazi ailelerde (HLA) Insan



Lokosit antijenleri olarak adlandirilan bazi antijenlerin varligmin tip 1 diyabetin
gelismesinde ve ortaya ¢ikmasinda biiyiik rol oynadigi saptandigi icin, genetik faktor de
dahil olmak iizere hastaligin ortaya c¢ikmasina yardimci olan birka¢ faktér vardir.
Obezite, yag hiicrelerinde insiilin direncini artirarak tip 2 diyabet gelisimine dogru ilk
adim olmakla beraber, viicudun her yerini hedefleyen hiicrelerdeki insiilin

reseptorlerinin sayisini azaltarak insiilin direncine yol agmaktadir (Davies et al. 2018).

Diyabet insidansi yasla birlikte artmakta, en yiiksek oranlar ileri yaslarda olmakta ve
genel olarak kirk yas istli kisilerde ozellikle kadinlarda goriilme sikligi artmaktadir.
Bazi viriis tiirleri ya bu viriislerin etkisiyle olusan yapisal ve islevsel yikim yoluyla
(Flodstrom et al. al., 2003, Dubose et al. 2016) ya da otoimmiin reaksiyonlari uyararak
gelen etkiyle diyabet gelisiminin nedenidir . Retroviriis, Sitomegaloviriis, Enteroviriis
ve Flodstrom gibi baz1 viriisleri diyabetli bazi kisilerin pankreasindan izole etmek
miimkiin olmustur. Ani travma sonucu olusan stres ise, stres arttiginda katabolik
hormonlar arttig1 icin dolayli hormonal etkinin yani sira hastaligin baglamasinda

etkilidir (Lipska et al. 2015).

Immiinolojik nedenlerin yam sira &zellikle birinci tip seker, viicuttan IgG immun
organlarin olusumu yoluyla, gida aliminin artmasi ve aktivite azligi ile diyabet insidansi
artmaktadir. Basta birinci tip olmak {izere baz1 gida tiirlerinin diyabete neden olma ve
diyabet gelistirme yetenegine sahip oldugu ve bu tiirler arasinda bugday ve inek
siitiinden izole edilen proteinlerin viicutta antikor olusumuna neden oldugu

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

2.1.2 Diyabet tiirleri

Insiiline bagimh diabetes mellitus (tip 1)

Diinyada cocukluk ve kirk yas alti en sik goriilen kronik hastalik olup, ergenlerde
eriskinlere gore daha sik goriliir. Yilda (19) yasin altindaki her (100.000) kisiden

otuzunda teshis edildigi i¢in juvenil diyabet olarak da adlandirilir (Bordenave et al.



2008). Semptomlari, enfeksiyonun ilk haftalarinda kanda ytiksek glikoz diizeyi, idrarda
keton bilesikleri atilimi ve ciddi kilo kaybi ile kendini gosterir. Bircok durumda
nedenleri, viicudun pankreasta insiilin iiretiminden sorumlu beta hiicrelerine karsi
antikor Uretmesine atfedilir, bu nedenle bu model otoimmiin bir hastalik olarak
tanimlanabilir ve insiilin salgilanmasindan sorumlu genlerdeki genetik mutasyonlar
nedeniyle ortaya cikabilir (Hardman and Limbird 1996). Bu tip, kandaki glikoz
seviyesinde ciddi bir artis ve keton cisimlerinin olusumu ile karakterizedir. Bu tipte
viicutta depolanan yaglar, serbest yag asitlerine doniistiiriilerek kandaki diizeylerinin
artmasina neden olur, genel halsizlik ve hizli kilo kaybina, sik susama, aglik ve hizl
yorgunluga ek olarak, yaralinin komaya girmesine ve biling kaybina ugramasina neden
olur (Bell and Hye, 1983). Bu tip hastaliklarin ana nedeni insiilin salgisinin olmamasidir
ve bu tipin asil tedavisi 6miir boyu insiilin kullanma aliskanhigidir (Votey and Peters,
2002).

Insiiline bagimh olmayan diabetes mellitus (tip 2)

Bu tip, diyabet vakalarinin yaklasik %95'ini olusturdugu i¢in en yaygin olanidir (Simon
et al. 2002). Bu tip seker hastaligi erigkinlerde siklikla kirk yasindan sonra ortaya
cikmakta, adolesanlarda goriilmekte olup, orta yaslarda yavas yavas ortaya ¢ikmakla
beraber genellikle asemptomatiktir, bu nedenle ortaya ¢ikmasinin erken asamalarinda
teshis edilmesi zordur. Pankreasin glikoz aktivasyonuna yanit olarak yeterli miktarda
insiilin salgilamamas1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu tipin nedeni, insiilin eksikligine
atfedilmez, daha ziyade kas ve yag dokularmin ve hiicrelerinin, hiicrelere glikoz
getirmede insiilin etkisini kaybeden reseptorlere insiilin baglanmasinin zayifligi da dahil
olmak {izere insiilinin etkisine yanit vermemesine baglhdirinsiilin salgilanmasinin yavas
olmasi ve biiyiik miktarlarda glikoz birikimi ile iligkili olmas1 da miimkiindiir (Salsali
and Nathan 2006). Ayrica insiilin diizeyi normal smirlar i¢inde olmasina ve karaciger,
kas ve yag dokusundaki hedef hiicrelerde 6zellesmis reseptorlere baglanma yetenegine
sahip olmasina ragmen, reseptorleri takip eden ve insiilinin etkisini 6nleyen bazi

mekanizmalarin yani sira



reseptOr sayisinda ve g¢ekiciliginde bir dengesizlik soz konusudur (McKee and McKee
1996). Bunun nedeni, biyolojik olarak etkisiz hale gelen ve spesifik reseptorlere
baglanma yetenegi olmayan insiilin molekiiliindeki islevsel bir kusur veya hedef
hiicrelerin yiizeyindeki insiilin reseptorlerinin direncinin artmasi ve ardindan insiiline
yanit vermemesi olabilir. Belirtileri arasinda yliksek kan sekeri durumunda hiperglisemi
komasi, diisiik kan sekeri durumunda hipoglisemi komasi yer alir ve her iki durumda da
belirtiler benzer olabilir ancak hiperglisemili hastanin agzindan kokan aseton kokusu
durumun ayirt edici bir isaretidir (Al-Turki 2000). Digeri ise genetik yatkinligin bazen
insiilin direnci olasihigini artirdigr igin etkili olabilmesidir (Zarzour 1998). Buna ek
olarak, yas ve hareketsizligin insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus insidansinda

rolii vardir (Yusef 2000).

Gestasyonel diyabet

Gebelikte glukoz intoleranst durumu olarak tanimlanan, gebelerde bulunan bir diyabet
turidir (WHO 2000, Kuzuya et al. 2002). Bu tip diyabet hamilelik sirasinda ortaya
cikar ve dogumdan sonra kaybolabilir veya kaybolmayabilir. Normal gebelik
doneminde, anti-insiilin biiyiime hormonunun uyarilmasina yol agan progesteron
hormonu diizeyinin artmast ve yashh ve obez kadinlar ile sik gebelik yasayanlar
kadinlarda gestasyonel diyabet insidansinin bir sonucu olarak, kan plazmasindaki glikoz
diizeyi yiikselir (Clark 2000, Jansson et al. 2001). Bu tip genellikle gebeligin ikinci
veya lglincli trimesterinde teshis edilir ve glikoz tolerans diizeyi durumuna bagh
oldugundan gebe kadinlarin %4'ini etkileyebilir ve hamileligin bitiminden alt1 hafta

sonra normale doner (ADA 2017).

Diger diyabet tiirleri

Sekonder kabul edilen ve pankreas hastaliklari da dahil olmak iizere c¢esitli
hastaliklardan kaynaklanan bagka diyabet tiirleri de vardir: (pankreas kanseri, fibrokistik
kist ve pankreatit) (Perusicova 2004) ya da endokrin hastaliklari: Cushing sendromu

(King 2004) veya uzun siireli ilag tedavileri nedeniyle, 6rnegin Thiazide.



Salbutamol ile tedavi (Votey and Peters 2002) veya alkilasyona neden olan
Streptozotosin gibi diyabetin neden oldugu durumlar tedavi etmek veya tedavi bulmak
icin deneyler ve arastirmalar yapmak amaciyla laboratuvar hayvanlarinda genellikle
indiiklenen kimyasal ilaglarin neden oldugu diyabet, yani N-Methulnitrosourea
grubunda yer alan bu bilesik nedeniyle pankreastaki beta hiicrelerinin yikimina neden

olabilecek ozelliktedir (Larsen et al. 2002).

Seker hastaligina neden olmak i¢in kullanilan ikinci bilesik, iirik asitten elde edilen (2,
4, 5, O6-tetraoksipirimidin) Alloksan'dir. Ek olarak, pankreas beta hiicrelerinin
islevindeki bir kusurdan kaynaklanan genetik bozukluklardan ve ardindan insiilin

arizasindan kaynaklanan diyabet vardir (McKeigue et al. 2019).

2.2 Diyabetik Ayak

Ayak, saglikli insanlarda bile bir¢ok yaralanmaya maruz kalmaktadir ¢linkii zeminin
sertliine maruz kalmasi, yola atilan keskin cisimlerin varligi, zigzaglar ve
yaralanmalara ve burkulmalara yol acan engebeler gibi bircok soruna neden olan
zeminle dogrudan temas halindedir. Ayak, viicudun en az bakim yapilan ve temiz
kisimlarindan biridir ve diyabetik hastanin ayak problemlerinden muzdarip olma
olasilig1 daha yiiksektir ¢iinkii seker periferik duyu sinirlerini etkiledigi i¢in bircok
diyabet hastasi ayaklar1 iyi hissetmez (Muqdad Fuad 2017). Ayrica bu hastalarin
bircogunda sekerin periferik motor sinirler iizerindeki etkisine bagl olarak ayak ve ayak
parmaklarinda sekil degisiklikleri ve sekil bozukluklar1 goriilmesi onlar1 daha fazla
yaralanmaya maruz birakir (Buse et al. 2020). Diyabet hastasi, herhangi bir yaralanma
ile olugan komplikasyonlardan saglikli insanlara gore daha fazla etkilenmektedir. Bunun
nedeni, problemin ge¢ fark edilmesidir, ¢linkii hastanin tekrarlayan yaralanmalara kars1
farkindaliginin olmamasi, tedavisi zor komplikasyonlara yol agmaktadir. Aynt durum,
tekli yaralanmalarda tedavinin gecikmesi durumunda da gecerlidir. Komplikasyon
olasilig1 arttikga, ayagin yaralanmalarla bas etme yetenegi zayiflar, ¢iinkii ayaga kan
gotiiren atardamarlarin  sikiligt  ayak dokularmin mikrobiyal enfeksiyon ve
enfeksiyonlarla bas edememesine neden olur. Basit vakalarda enfeksiyon yayilir veya

yaralar iyilesmezken, agir vakalarda olusan basit yaralar kangrene doniisiir ve ayak



dokular oliir (Behl and Kotwani, 2015). Diyabetik ayak enfeksiyonundan kaynaklanan
bir takim komplikasyonlar s6z konusu olup, bu komplikasyonlar arasinda kandaki seker
diizeyi yiikseldiginde derinin rengini degistiren ciltte kuruluk ve c¢atlamalarin
olusmasidir. Viicut, fazla glikozdan kurtulmak i¢in suyu idrara doniistiirdiigli i¢in sivi
kaybeder ve ardindan cilt kurur ve ter sinyali alamadiklar1 zaman bacaklar ve
ayaklardaki sinirler zarar gorlir.  Viicudun nemini korur ve viicuttaki catlaklar
mikroplarin girisine yol acar. Diyabetik ayak, metabolik sorunlara ve fiziksel travmaya
yol acan noropatiye neden olur. Noropati, lisiime konusunda zayif bir yetenege neden
olur ve karaciger hastaligi, kanser, bobrek hastaligi ve HIV riskini artirir (Madsen and
King 2013).

Diyabetik ayaga yol acan birgok faktdr vardir ve bu faktorler major ve sekonder
faktorler olarak ayrilir. Ana faktorlerden biri periferik sinir iltihabidir ki bu diyabetli
hastalarda genellikle duyuyu azaltir veya duyu kaybiyla sonuglanir. Parasempatik sinir
sisteminin fonksiyonlarinin bozulmasi ise ayaklarin saghigi icin gerekli korumanin
yitirilmesine yol acar. Ozellikle agr1 hissi ve cildi nemlendirmek icin gerekli olan ter
miktarmin salgilanmamasi da diyabetik ayak sorununa yol acar. Diz altindan bacaklari
besleyen periferik arterlerin daralmasi veya tikanmasi ve bakteriyel enfeksiyon,
etkilenen ayagin dokularinin yipranmasina neden olur (Chawla and Jaggi 2016).
Kandaki seker diizeyinin uzun siire kontrol edilememesi gibi bir dizi ikincil faktor
vardir, ¢linkii bu periferik sinirleri etkiler ve cilt ve arterlerde sorunlara ve zayif
bagisikliga yol agar. Trigliseritler, asir1 sismanlik, sigara ve alkol tiiketimi, dar ve uygun
olmayan ayakkabilar ile agirliktan asir1 baski yapilmasi, ¢iplak ayakla yiiriimek ayak
hijyeni ve bakiminin ihmal edilmesi ile ayak yaralanmalarinin tekrarlamasina neden
olur. (Petrakis et al. 2017) Morarma, sicak su ile yanma, sicak zeminde yiiriime, ayrica
ayagin keskin malzemelerle temizlenmesi veya tirnaklarin yanlis kesilmesi bu duruma
sebep olabilir. Bazi hastalar farkinda olmadan diyabetik ayagin ileri evresine gelebilir
ve diyabetik ayagin dikkat edilmesi gereken belirtileri vardir. Seker hastalari, hastanin
ayaktaki hissini kaybetmesi veya sebepsiz yere soguk veya sicak gibi anormal seylerin
varliginda veya ayakta dururken veya yiiriirken dengeyi saglamada zorluk ¢ekmesi de
dahil olmak {izere bundan muzdariptir. Hasta uzun siire yiiriime yetenegini kaybeder, bu

nedenle daha Once uzun mesafeler yiirliyebiliyor olmasina ragmen ¢ok kisa bir



mesafeden sonra ayak kaslarinda yorgunluk ve baski hissedebilir. Doktorlar bu stresi,
atardamarlarin hasar gérmesi sonucu kaslarin kendilerine ulasamayan besin ve oksijen
ihtiyacina ve yashlarin fazla yiirlimedikleri i¢in bu konuya dikkat etmemesine
baglamakat olup, bu sorunu kesfetmezler (Hingorani et al. 2016). Onceki faktérlere ek
olarak, mikroplarin kan damarlarinin ve bunlara bagli sinirlerin yaralanmasi sonucu
canliligini yitiren dokulara saldirmasi i¢in firsat hazirlandiginda kirliligin rolii ortaya
cikar, ve buradan cesitli tipte bakteriler ayak dokularina saldirmaya baglar ve bunun
sonucunda viicutta agri duyusunun olmamasi sonucu artan bir¢ok irin odagi ayak
kemiklerine ulasir (Al-Ghazali 2015). Diyabetik ayak tedavi plani, seker, tansiyon ve
yag oranlarinin kontrol altina alinmasina ve kontrol edilmesine baglidir. Diyabet
hastasinin eslik ettigi hastaliklar1 tedavi ederken seker diizeyini normal diizeyine donene
kadar kontrol etmesi Onemlidir. Ayak {zerindeki baski azaltilmalidir. Hastanin
ayagindaki yara veya iilserlerin tekrar ayak iizerinde yiirimeden dnce iyilesmesine firsat
verilmesi gerekliligi ve antibiyotik verilerek enfeksiyonlar tedavi edildigi i¢in tedavinin
en 6nemli adimlarindan biri olup, ayak uzmani yaralar giinliik olarak temizler ve sarar.
Ayak problemlerinin tedavisi ve Onlenmesi konusunda diyabet hastasi egitilmelidir.

(Neal et al. 2017)

2.3 Yara Enfeksiyonu

Yaralar, viicut yapilarimin yumusak kisimlarimin yirtilmasidir ve ameliyat sonrasi
(patolojik) ve patolojik (kazara) olmak {izere lige ayrilabilir: Yara, mikroorganizmalarin
birlesmesi (enfeksiyon) ile baglar, yaranin dogast ne olursa olsun, faal konak
hiicrelerdeki enfeksiyonu proliferasyon, kolonizasyon, ve konakta doku hasarina neden

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

2.4 Diyabetik Ayak Ulseri Enfeksiyonuna Neden Olan Mikroorganizmalar

Ayak iilserlerindeki mikroorganizmalarin  ¢esitliligi, yara derinligine, doku
perfiizyonuna, degisken karisik bagisikliga ve ayrica cografi konuma bagl olan gesitli
faktorlerden etkilenir (Martin et al, 2010). Diyabetik ayak iilseri enfeksiyonlari,

mikrobiyal poli ve Staphylococcus ve Streptococcus cinsi gibi aerobik ve anaerobik



(anaerobik-aerobik karigik) aerobik bakteriler ve Enterobacteriaceae familyasinin tiirleri
gibi organizmalarin bir karigimi ile karakterize edilir. (Kahn and Weir 2002, Hancivic
et al. 1994) Diyabetik ayak iilserlerinin enfeksiyonlarinda yaygin olarak goriilen

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

2.5 Diyabetik Ayak Ulseri Enfeksiyonuna Neden Olan En Yaygin Bakteriler

Staphylococcus aureus, hiicre boliinmesinin birden fazla diizeyde meydana geldigi,
yaklagik 1 mikrometre ¢apinda tiziim benzeri kiimelerle karakterize edilen gram-pozitif
kiiresel bir bakteridir. Genellikle ciltte, deri bezlerinde ve mukoza zarlarinda
kommensaldirler (Archer and Crossley 1997) ve genel niifusun yaklasik %20-30'unun

(S. aureus bakterisi tasiyicist oldugu) oldugu tahmin edilmektedir. (Heyman, 2004)

2.5.1 Bakteri S. aureus su sekilde karakterize edilir

1. Fakiiltatif anaeroblar, aerobik solunum yoluyla ve laktik asit iireten fermantasyon

yoluyla enerji liretme yetenegine sahiptir.

2- Katalaz enzim testi i¢in pozitif, Oxidase d Crossley enzim testi i¢in negatif sonug

verir (Archer 1997)

3- Yalan besiyeri, orta biiyiikliikte altin koloniler olustururlar ve kan akarlar1 iceren

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

4- S. aureus bakterisi iiretir. Kandaki protrombin ile etkilesime giren koagiilaz enzimi,
fibrinojeni fibrine doniistiirerek plazma pihtilasmasina yol agar. Yukarida belirtilen
pihtilagsma tahlili, S. aureus'u ayirt etmek i¢in kullanilir. Staphylococci cinsinin geri

kalan iiyelerine koagiilaz negatif stafilokoklar denir (Ryan and Ray 2004).

5- Cesitli ¢alismalar, diyabetik ayak iilseri enfeksiyonlarinda S. aureus bakterilerinin

baskin oldugunu gdstermistir, ¢iinkii bu bakterilerin ylizey bilesenleri konakg¢iya yapisir
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ve daha sonra hemolizin-o, modulins ¢dziiniir fenol ve 16kosidin Valentine-Panton gibi
bagisiklik sistemini istila eden bir¢ok viriilans faktorii salgilar. Bu faktorler, konake1
hiicrelerin bozunmasinin yani sira Staphylococci'nin protein inhibe edici kemotaksisi
gibi  nétrofillerin  islevini inhibe eden ¢esitli faktorlerin  salgilanmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu bakteriler ayrica (T hiicre hiicrelerini aktive eden (TSST: toksik
sok, SEI: enterotoksin benzeri protein ve SE: enterotoksinler) bir¢cok antijene sahiptir.
Ek olarak, toksin sendromu gibi, eksfolyatif toksinler, bakterilerin konak¢inin derisine

girmesini kolaylastirir (Remy et al. 2016).

2.5.2 Bakteriler icin en yaygin viriilans faktorleri

Staphylococcus aureus viriilans faktorleri:

Staphylococcus aureus'un viriilansi, ¢ogalma ve dokularda genis capta yayilma
kabiliyetinde yatmaktadir. Bunu, biiylik bir kismi farkli hayati fonksiyonlara sahip
coklu enzimler olan bir¢cok hiicre dist iirlin lireterek basarabilir. Bu bakterilerin iist
duvarmi c¢evreleyen kiiclik bir kapsiilii vardir (Nair and Henderson 2000).
Staphylococcus aureus, konake¢i hiicrelere veya dokulara zarar veren 6zel proteinler
tiretir. Bu proteinler, kapsiil yoluyla salinir veya bu bakterilerin viriilansinin nedenini
temsil eden sitoplazmaya salgilanir. Bu proteinler doku 6liimiine ve fagositik hiicrelerin

yikimina yol agan enzimler olup apse olusumu olgusuna sebep olur. (Cooper 2004)

Hiicre duvari bilesenleri:

Yoriingesi Teikoik asit ve peptidoglikan sinirini igeren hiicre duvarinin bilesenleri,
hiicre duvarina sertlik verilmesinde Onemli bir rol oynamanin yani sira bakteri
virlilansina sebep olduguna inanilan antikorlarin {iretiminin uyarilmasinda énemli bir rol

oynarlar (Nair et al. 2000).

A proteini:
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S aureus hiicre duvari, immiinoglobulin (IgG) molekiiliiniin Fe bolgesine baglanma
yetenegine sahip bir protein A barindirir. 8-Peptidilglikan hiicre duvarina bagh degildir
ve bakteri tiremesi sirasinda kiiltlir ortamina atilabilir, boylece bakterileri fagositozdan

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

Koagiilazin, insan ve tavsan kan plazmasini se¢en bir enzim olmasi, stafilokok tiirlerini
birbirinden ayiran en 6nemli &zelliklerden biridir. Bu enzimin bagl ve serbest iki tipi

vardir (Brooks et al. 2007)

Bagli koagiilaz, ¢ogu Staphylococcus aureus tiirlinlin dis hiicre duvarinda bulunur ve
stafilokok agregasyonuna neden olan heteroninojen ile etkilesime girer ve cam slayt

kullanilarak saptanir (Brooks et al. 2007).

Serbest koagiilaz, bakteriyel biiylime sirasinda, 6zellikle logaritmik faz sirasinda uyarilir
ve plazma pihtilasmasina neden olur. Bu enzim, lube koagiilaz testi kullanilarak lube

koagiilaz testinde tespit edilir (Demuth and Lamont 2006).

Hemolizin enzimleri:

Alpha, Bina, Kama ve Delta olmak tizere dort tiirii vardir (Henry 2001). Bu enzimler
kan hiicrelerini, notrofilleri ve trombositleri pargalayabilir ve kiiltiirlenmis dokularin

baz1 hiicreleri i¢in toksiktir. Alfa tipi makrofajlari aktarir. (Demuth and Lamont 2006)

Lokosidinler: beyaz kan hiicrelerini 6ldiiren enzim:

Bu enzimler her tiirlii beyaz kan hiicresini yok eder (Demuth and Lamont 2006).

Penisilinaz:

Enzimler arasinda beta-laktamazlar, antibiyotik molekiil penisilin i¢indeki beta-laktam

halkasini pargalar (Gillespie and Hawkey 2006).
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Hiyaliironidaz yayilma faktorii:

Hyaluronik asit bag dokusu ad1 verilen asidi pargalayan ve bakterilerin konak dokuya
yayilmasini saglayan ve bag dokulardaki bu Proteoglikani yok eden bir yayilma faktorii

olarak adlandirilir. (Gillespie and Hawkey 2006).

Stafilokinaz:

Fibrinolizin adi verilen bu enzim, yara ve yaniklardan konak¢i dokulara yayilmasini

saglayan fibrin pihtisin1 ¢ozer (Brooks et al. 2007).

Lipolitik enzimler:

Bu enzim i¢ yagi ve sivi yaglari pargalayarak yag bezlerinde Staphylococcus aureus

kolonizasyonunu kolaylastirir (Macfaddin 2000).

Proteazlar:

Dokular1 yok ettikleri i¢in gerekli besinleri elde etmek icin karmasik maddeleri

pargalayan enzimlerdir (Brooks 2001, Henry 2004).

Eksfoliatin:

Derinin soyulmasina neden olan ve ylizeyel deri sendromuna neden olan diffiiz bir

ekzotoksindir (Henry 2001).

Enterotoksinler:

Gida zehirlenmesine bagli ishal ve kusmaya neden olan termofilik bir toksindir (Brooks
et al. 2007).
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Toksik sok sendromu (TSST-1Toksik sok sendromuy):

Toksik sok sendromuna yol acar ve Staphylococcus aureus'un %?20'sinden izole
edilmistir. Bu toksin siiper antijen olarak adlandirilir ve antijen sunan hiicrenin
(fagositik hiicre gibi) yilizeyinde MHC-II ile baglanir. Bu kompleks (Ninan/MHC-II)
hiicrelerin tepkisine yol acar. lkincisi, sitokinlerin akis1 ve dolayisiyla toksik sok

sendromunun ortaya ¢ikmasiyla 6nemli 6l¢giide artar (Brooks et al. 2007)

Staphylococcus spp. bir biyofilm olusturmak i¢in izole eder. Biyofilm, sekerler,
proteinler ve hiicre dist DNA'dan olusan hiicre dis1 materyallerin bir karigimini {ireterek
birbirine yapisan bir grup bakteri hiicresi olarak tanimlanir (Otto 2013). Bu birkag
katman, c¢ekirdek (QS) hareketi olarak bilinen sinyallerin gonderilmesinin bir sonucu
olarak bakteri hiicrelerinin yapismasi, c¢ogalmast ve olgunlagsmasiyla baglayan
asamalarda olusturulur. Bakteri hiicrelerinin diger hiicrelerle temasi sonucu biyofilm
olusumundan ve sinyal gondermeye olanak saglayacak sekilde organizasyonundan
sorumlu olan hiicredir (Ammann et al. 2018, Foster 2016, Rohde 2010, Hams et al.
2016), membran olusumunun, bakterilerin ylizeye yapigmast ve bakteri hiicrelerinin
birlikte birikmesiyle kolonilerin olusumu ile temsil edilen ii¢ asamada gergeklestigini
belirtmislerdir. Bu asamalar, ve ¢oklu hiicre dis1 malzeme katmanlarindan olusan ii¢
boyutlu yapilarin olusumu, ardindan bunlarin olgunlagmasi, biyofilmin sokiilmesi ve
diger alanlara yerlesmek igin hiicrelerin ayrilmasidir (Arcioln et al. 2001).
Staphylococcus bakterisindeki biyofilm olusumunun, bir kapsiil olusturmasinin yani sira
bir balgik tabakasi liretmesinden kaynaklandigini ve sentezine, olusan bir polisakkarit
hiicreler arasi yapismayi (PIA) kodlayan ICA operonunun 1-glikozaminoglikan 6-
Glukozaminil transferaz enzimi ile aracilik ettigini belirtmistirBirkag c¢alisma,
baglanma, birikme ve olgunlasma asamasinda biyofilm olusumunun oldugunu
gostermistir. (PIA) (Rohde et al. 2005), (Emp), (AAP) (Heilmann et al. 1996, Heilmann
et al. 2003, Christner et al. 2010) dahil olmak tizere bircok madde tarafindan aracilik
edilir. Bakteri hiicrelerinin ayrigsma ve ayrilma asamasinda Serin proteaz (FnBPA, B)
(EcpA) ve Metalloproteaz (SepA) aracilik eder. (Martinez-Garcia 2018) ve (Otto
2012), Staphylococcus bakterileri tarafindan {iretilen (PSM'ler) ve Siirfaktan
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peptitlerinin, in vivo icinde ve digsinda biyofilm olusumu durumunda roliinii

belirtmislerdir,

ve bu (Moormeier et al. 2014) tarafindan da belirtilmistir. Birincisi, biyofilm
olusumudur, aksine, hiicre yiizeyi ile iligkili proteinler, daha sonra olgunlasma

asamasina ulasan bakteri hiicrelerinin hiperproliferasyonu iizerinde hareket eder.

Biyofilm bileseni iceren arag gruplart:

1- PIA, ica operon geni (ica, D. B, C) tarafindan kodlanan polisakkarit hiicre ici
adezyon veya Poli N-asetil glukozamin olarak adlandirilan S. epidermidis'teki major
polisakkaritlerden biridir (Conlon et al. 2002). Varligi, antibakteriyel peptitlerin
etkinligi ve bunlarin konak¢inin viicudundaki hastalikli hiicreler tarafindan ortadan

kaldirilmasiyla gosterildigi belirtilmistir

2- Bap homolog proteini Bap/BhP, Bap/Bhp'den sonra S. aureus i¢in en oldiiriicii
faktorlerden biridir. Biyofilm olusumunda rolii vardir ve biyofilm olusumu ile iliskili
proteinin ko-proteini olarak adlandirilir (Yiizey adezyon proteini olarak da adlandirilan
Bap, 239 kDa molekiiler agirliga sahiptir ve biyomembran olusumunda adezyon ve
agregasyona katkida bulunur (Cucarella et al. 2001). Sadece S. Epidermidis suslarinda
ve enfekte inek siyatiginden izole edilen S aureus suslarinda bap arasinda bulunur.

(Torno et al. 2005)

Staphylococcus spp. izolatlarinin yapisma yetenegi:

Bakteriler tamamen dogal ve yapay yilizeylere tutunma yetenegine sahip olmakla
beraber, bunun bir¢cok nedeni vardir ve bunlarin en 6nemlisi hayatta kalma ¢abasidir,
clinkli bakteriler yumusak doku ylizeylerine yapisirlar (Busscher and Van der Mei
2012). Bakterilerin yiizeylere yapismasi, biyofilm olusumundaki baslangic adimini
temsil eder, bu nedenle, onemli bir virlilans faktoriinden sonra, Ozellikle immiin

yetmezlikten muzdarip hastalar ve daha zararli oldugu diisliniilen ameliyatlar veya
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kateterler kullanan hastalar gibi adezyon konagi insan ise, yapisik bakteri yapar
(Busscher and Van der Mei 2009).

Yapigma siirecinin viriilansi, yapisik bakterilerin hiicre dis1 polimerik maddelerin
(polisakkaritler, EPA, proteinler, niikleik asitler ve lipitler gibi EPS'ler) bir karigimini
tiretmesi i¢in uyarilmasindan kaynaklanir (Flemming and Wingender 2010), ve yapisik
bakteriler tarafindan bu maddelerin veya coklu polimerlerin iiretilmesi, biyofilm
olusumuna yol agarak, onu antibiyotiklere ve bagisiklik sistemlerine kars1 daha direngli
hale getirmektedir (Rodriguez-Martinez and Pascual 2006). Bakterilerin yiizeylere
yapigmasi, hiicreler arasindaki etkilesimlerden ve belirli molekiillere sahip olmalarindan
kaynaklanir (Tchesnokova et al. 2011). Bazi durumlarda, bu etkilesimler arasinda
elektrostatik kuvvetler, Van der vaals ve hidrojen kuvvetleri ile Brownian hareket
kuvvetleri dahil olmak {izere spesifik veya spesifik olmayan kuvvetler aracilik eder.
(Bos et al. 1999, Fleming ve Wingender 2010), bu malzemelerin veya c¢oklu
polimerlerin yapisik bakteriler tarafindan iiretilmesinin, biyofilm olusumuna yol acarak
onu antibiyotiklere ve bagisiklik sistemlerine karsi daha direncli hale getirdigine dikkat
¢ekmistir (Rodriguez-Martinez and Pascual 2006). Yiizeylere bakteri yapismasi,
hiicreler arasindaki etkilesimlerden ve spesifik molekiillere sahip olmalarindan
kaynaklanir (Tchesnokova et al. 2011). Baz1 durumlarda, bu etkilesimler arasinda
elektrostatik kuvvetler, Van der Waals ve hidrojen kuvvetleri ile Brownian hareket
kuvvetleri dahil olmak {izere spesifik veya spesifik olmayan kuvvetler aracilik eder.
Hiicre dis1 polisakkaritler EP'lerde bir asetil grubunun varligi, yapigsmayi ve ayrica
bakterilerin yiizeylere yapisma kabiliyetini artiran hiicreler arasi polisakkaritlere (PLA)
hareket eden serit sekerleri arttirir (Otzen and Nielsen 2008), konakg¢i hiicrelerin
yiizeyine bakteriyel baglanma siirecinde Amiloid'in roliinii bulmustur (Vilain et al.
2009), S. aureus bakterisinin Polietilen ve Polivinil ylizeyine yapismasinda ve
hiicrelerin yiizeyindeki Kollajen Fibronektin Fibrinojen yollarinda fibrinojen baglayici
proteinin veya topaklanma faktoriiniin (cifAB BA) roliinii gostermistir (Darouiche
2004). Autolysin'in  (epidermidis) (ATIE) Sapidarmidis bakterilerinin polistiren
ylizeylere yapismasindaki roliine dikkat ¢ekerken, Teyikoik asit her iki ylizeydeki
bakterilerin  yapismasi1 iizerinde ¢alismaktadir (Harapanahalli et al. 2015)

S.apidermidis'teki icaA geninin gen ekspresyonunun polietilen yiizeyler iceren ortamda
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polimetakrilat ortamina gore daha yiiksek oldugunu belirtmistir (Hall-Stoodley et al.
2004). MSCRAMMS'in, Kan plazmasinda ve trombositlerde veya konak¢i hiicre disi
matriste bulunan proteinler ve glikoproteinler tarafindan temsil edilen birkag reseptor
igeren konagin yiizeyine yapisma stirecine aracilik ettigini gostermistir (Nuryastuti et al.
2011), biyomateryalle iligkili enfeksiyona (BAI) neden olan bakteri suslarinin adezyona,
ylizey kolonizasyonuna ve biyofilm olusumuna duyarliligin1 gostermistir. Bakteriyel
hiicreler, bir kismi yaralarin ve enfeksiyonlarin meydana gelmesi sirasinda salinan ve
konaga yapismalarina ve kolonize olmalarina yardimci olan proteinlerden yararlanma
yetenegine sahiptir. Szepidermidis, hem canli hem de cansiz ylizey polimerlerinin

biyokimyasal 6zelliklerine ve bakteri hiicrelerinin yilizeyinin dogasina baglidir.

2.6 Diyabetik Ayak Ulserlerine Neden Olan En Az Yaygin Bakteri

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

motilite ogul verme ile karakterize edilir ve:

* Dimorfik ve kiiciik basillerden uzun basillere farklilagma yetenegine sahiptir,

* Hiicreleri siirii halinde ¢ok ¢ekirdeklidir (binlerce flagella gosterir),

* Seker laktozuna fermente edilmemistir,

* Armbruster ortaminda hidrojen siilfit gaz1 ve ti¢lii demir seker tiretir (Mobley, 2012).
Bu bakteriler toprakta, suda ve insanlar da dahil olmak iizere organizmalarin
bagirsaklarinda bulunur. Ayrica idrar yolu enfeksiyonlarina (IYE), idrar yolu
enfeksiyonuna (solunum yolu enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari), Bakteriyemi ve diger

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

Bu bakteriler saglikli insanlarda normal mukoza zarinin bir parcasi olarak bulunabilir.
Ek olarak, nozokomiyal enfeksiyon riski tasiyan, bagisiklik sistemi baskilanmis

kisilerde siklikla 6nemli bir sorundur (Farkosh 2008). (P. Mirabilis, direngli diyabetik
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ayak tlserlerinde en sik goriilen enfeksiyon faktorlerinden biridir) (Sekhar et al. 2014,
Perim et al. 2015) * diyabetik ayak iilserlerinin siddetlenmesine neden olan birgok
antibiyotige direngli olup (Tansarli et al. 2013) adezyon filamentleri gibi viriilans
faktorlerine sahiptir. Bu bakteriler, yapiskan sayida fimbria, flagella ve motilite
ogullarina, Haemolysin gibi toksinlerin ve proteaz gibi hiicre dis1 enzimlerin iiretimine
sahiptir (Jacobsen et al. 2008, Morgenstein et al. 2010, Armbruster and Urease 2012).
Bu bakterilerin biyofilm olusturmasi, enfeksiyonlarin antibiyotik tedavisinde ek bir

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

2.6.1 Proteus mirabilis icin viriilans faktorleri

Ogul dalgali hareket: Sonuglar, Proteus mirabilis izolatlarinin normal ekim oran1 (%1.5-
2) lizerinde dalgali hareket olusturabildigini gostermistir. (bu bakteri tarafindan antez
fenomeni goézlemlenen Akar) (Liaw 2000) ve bu sonuglar, 9 izolatin %100 dalgali
hareket olusturabildigini belirten Al-Atbi'nin sonuglariyla uyumluy olmustur (Al-Atbi
2013). Bu, flagella yoluyla dalgali hareketin, bakterilerin epitel hiicrelerinin
yiizeylerinde bulunan reseptorlere yapisabildigi yapistirict tiirlerinden biri oldugu ve
ayrica ortamdaki maddelerin salgilanmasina dayali olan bakterilerin ogul vermesine
yardimci olan nedenlerden biri oldugu gergegiyle agiklanmaktadir. Bunlar, Bakterilerin
(Biosurfaktantlar) adi verilen bu maddelerin hizinda hareket edebilmesi i¢in yiizey

gerilimini diistirmeyi amag¢lamaktadir (Ahmed 2000).

Biyofilm tiretimi:

Sonuglar proteus mirabilis bakteri izolatlarnin %90 oraninda biyofilm {irettigini
gostermis olup, bu sonuglar, biyofilm iiretimini (%91,7) olan Salman'in (Salman 2008)
sonuglariyla ve ayrica p izolatlarinin sayist sonuglart (%90,9) Al-Nuaimi'nin
sonuglariyla (Al-Naimi 2014) tutarlidir. Biyofilm iizerinde biiyliyen bakteriler birgok
bakteriyel ilaci tolere eder ve tat, fagositoz ve gesitli ¢cevresel kosullara karsi direng
gosterir. Proteus bakterileri tarafindan {iretilen iireaz enzimi ile orta alkali ortamda artan
biyofilm {iretimi artar (Al-Atbi 2013) Incelenen izolat bakteriler biyofilm
tiretebilmektedir. Bu calisma, (Al-Ougqaili) calismastyla tutarlidir.
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Hemolizin iiretimi: Bakteri izolatlar, %5 kan igeren bir kan ortaminda biiyiitiilerek
hemolizin iiretimi agisindan test edilmistir. Sonuglar, proteus bakterilerinin (%90)
oraninda hemolizin {irettigini géstermistir. 4,93 hemolizin liretim testi i¢in pozitif sonug

vermistir (Al-Taie 2005)

Ureaz iiretimi: Sonuglar, tiim izolatlarmn, iiretilen izolatlarm %100 oldugu iireaz
enzimini liretme konusundaki yiiksek yetenekleriyle karakterize edildigini gostermistir,
¢linkli bu enzimin O6nemi iireyi amonyak ve karbonik aside ayristirma yetene§inden
gelmektedir. (Pfaller 2000), Ortamin asitligindeki bir degisiklikten etkilenen kaniti
(Fenol kirmizisi) igeren iire ortaminin kullanildig1 durumlarda, ortaya ¢ikan amonyakin
ortamin pH'm1 yiikseltmesi ve bunun da indeksin renginin pembeye donlismesine neden
olmas1 ve bdylece pozitif sonu¢ ¢ikmasidir. Ureaz testi pozitif ¢ikmistir (Al-Duliami
2011). Bu ¢alisma, (Al-Dawah) ve Al-Dawah ve grubunun toplam (25) izolatinda %100
oraninda iireaz iiretiminin incelenmesi igin pozitif sonu¢ verdigini bulan ¢aligma ile ayni

fikirdedir. (Al-Dawah 2015)

2.6.2 Pseudomonas cinsi, Pseudomonadaceae familyasina aittir

Gram negatif aerobik bir bakteridir. Uzatilmis basil seklindedirler - uzunluklar1 2-4
mikrometre arasinda degisir. Patogenezde onemli rolii olan bir polar flagelluma sahiptir
(Willcox 2007, Kayser et al. 2001). Spor olusturmaz ve piyosiyanin (mavimsi-yesil) ve
pyorubin (sari-yesilimsi) gibi pigmentler iiretebilir. (Willcox 2004, Enoch et al. 2007) P
aeruginosa, hiicre dis1 ve enterotoksin dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli hiicre dis1 toksinler
tretebilir (Liu 1974). Bircok calisma, diyabetik ayak iilseri enfeksiyonlarinda
Pseudomonas spp bakterisinin baskin oldugunu gdstermistir. Ote yandan, bagisiklik
sistemi baskilanmis kisilerde (HIV/AIDS, kistik fibroz, bronsektazi, siddetli KOAH,
yaniklar, malignite veya diyabet gibi) enfeksiyonlara ve bakteriyemiye neden olan
firsat¢1 patojenler olarak siklikla konak¢i1 dokulart istila ederler (Feldman et al. 1998).
Bu bakterinin varlig1 diinya ¢apindaki hastanelerde bir sorun olup, ekipmanlarda da

bulunarak nozokomiyal enfeksiyon riskini artirmaktadir.
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Viriilans faktorleri ya endotoksin ve aljinat olarak da adlandirilan flagella, wvilli,
lipopolisakarit (LPS) dahil olmak iizere hiicre ile iliskili faktore baglidir ve hemolizin,
elastaz ve alkalin, proteaz, ekzotoksin ve Tip III salgi sistemi dahil olmak iizere
salgilanan hiicre dis1 faktorler vardir (Jimenez et al. 2012), P aeruginosa'da birgok
viriilans faktoriiniin {iretimi, P aeruginosa'nin viriilans faktdrlerinden sorumlu 6nemli
genlerin diizenlenmesinde ve ekspresyonunda onemli bir rolii olan Quorum-Sensing
sistemi tarafindan kontrol edilir. (Mattmann and Blackwell 2010) Proteolitik enzim
Proteazlar, P. aeruginosa bakterisinin viriilansinin artirilmasinda énemli bir role sahiptir
ve hiicre digina salgilananlar, konak dokularin yok edilmesinde 6nemlidir (Seo and
Darwin 2013) Paeruginosa bakterileri, Alkalin Protenz ve Elastaz dahil olmak iizere
proteolitik enzim tiirleri iretir ve temel proteaz, proteini analiz ederek Elastaz ile
birlikte ¢alisir (Ulrich et al. 2010) Kistik fibrozlu hastalarin akcigerlerinde elastin,
kollajen salgilanmasi epitel hiicrelerinin harabiyetine yol agar (Parker et al. 2012).
Yumusak dokular1 ve fibrinojen gibi birgok biyolojik olarak aktif molekiilii par¢alama
yetenegine sahip olup (Komori et al. 2001), tamamlayic1 sistemin bazi bilesenlerini
ayrigtirir. (Laarman et al. 2015) Kompleman Sistemi Elastaz enzimi, P aeruginosa
bakterilerinin ana virtilans faktorlerinden biri olmakla beraber, bakterilerin doku istilasi
asamasinda ciddi doku hasarinin olusmasi ile iligkilidir (Hogeer 2010). Elastinin
akcigerin ana bilesenlerinden biri olmas1 ve akcigerin genisleme ve daralma siirecinden
sorumlu olmasimin yani sira esnekligi, ve bu nedenle Elastaz enzimi, enfeksiyon

sirasinda P aeruginosa bakterisinin viriilansini belirlemede 6nemli bir role sahiptir (Bai

etal. 2011).

B geni elastaz enziminin Uretimini kodladigindan, Las B elastaz enzimi proteini analiz
etmede ve nekroz siirecine neden olmada ¢ok etkilidir (Cathcart et al. 2011). Las B
geninin kontrolii, sistem tarafindan transkripsiyon iglemi sirasinda gergeklesir. (Zhao et
al. 2014) Quorum-Sensing, Insanlarda kan damarlarmin énemli bir bilesenidir ve
esnekliklerinden sorumludur. Elastin, akcigerin ana bilesenlerinden biri olup, akcigerin
genisleme ve biiziilme siirecinden sorumludur, bu nedenle Elastaz enzimi, enfeksiyon
sirasinda P aeruginosa bakterisinin viriilansinin belirlenmesinde énemli bir role sahiptir
(Bai et al. 2011). Las B geni, elastaz enziminin tiretimini kodlar, ¢linkii Las B elastaz

enzimi, proteini analiz etmede ve nekroz siirecine neden olmada cok etkilidir (Cathcart
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et al. 2011). Las B genini kontrol etme iglemi, sistem tarafindan transkripsiyonun
klonlanmasi islemi sirasinda gergeklesir (Zhao et al. 2014). Quorum-Sensing Pigment
Uretimi P. aeruginosa bakterisi tanisal 6zelligi olan birgok pigment iiretir ve bu
pigmentler arasinda mavi-yesil renkli olan ve hiicre disina salgilanan viriilans
faktorlerinden biri olan Pyocyanin de bulunur (Parson et al. 2007). Bu boyay1 igeren bir
kiiltiir ortaminda biiyiitiildiigiinde, bir grup boya-pozitif bakteri Gram-Pozitif Gram'in
biiyiimesi tizerinde inhibe edici bir etkiye sahiptir (Sony et al. 2011). Piyosiyanin boyasi
Fenozinyum-5-metil-hidroksi tiirevlerinden biri olup, bu bilesikler ayni habitatta
bulunan bazi bakteri tiirlerinin inhibisyon siirecinde etkilidir. (Pierson and Pierson
2010) ve ayrica hiicresel solunum siirecini etkilemek icin insan hiicreleri iizerinde bir
etkiye sahiptir (Lau et al. 2004). Biyo-boya Fluorescein (abartill)) UV 15181 altinda
floresandir ve Pvd geni tarafindan kodlanir. Bakteri hiicresinde demir eksikligi
kosullarinda ifade edilen iiretimini kodlayan baska genler de vardir (Creanga et al.
2006, Voulhoux et al. 2011). P aeruginosa bakterilerinin iki tip demir tasima sistemi
vardir, iki tipten biri pioverdindir. Bu nedenle pyoverdine biiyiik 6nem tasir ¢iinkii
demir eksikligi veya kaybi hiicre boliinme siirecini etkiler ve DNA sentez siirecini
durdurur (Imperi et al. 2009). Diger tip ise kadin preperatlarina dayanan Pyochelin'dir
ve her iki tipin de olusumu P. aeruginosa bakterisi ve doku enfeksiyonu sirasinda

gerceklesir (Comelis and Dingemans 2013).

Ekzotoksin A:

A tipi ekzotoksin, olduk¢a toksik proteinlerden biridir. Son derece oOldiiriicii
faktorlerden biri olarak kabul edilir ve P. aeruginosa bakterileri tarafindan
salgilandiginda baz1 o6liimler buna atfedilir. Lokal ve sistemik hastaliklara aracilik eder
ve bakteriyel enfeksiyon bolgesinde nekroz olusumu ile iligkilidir. (Baradaran et al.
2013). Ekzotoksin A, for A geni tarafindan algilanir ve bu toksin, bakteri hiicresi
tarafindan iiretildiginde, konakg1 hiicrenin yiizeyindeki spesifik reseptorlere baglanarak
icine girmesine izin verir. Ekzotoksin A tehlikelidir. ADP-ribosil'i NAD'den EF2
faktoriine aktararak, uzama faktorlerinden biri olan EF2 ile Difosfat Rosyl kompleksinin
olusumu yoluyla konakgr hiicrelerde protein sentezi siirecini inhibe ederek, boylece

uzamay1 Onler. ribozom iizerindeki protein zinciri. Bu nedenle, ekzotoksin, difteri
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toksininin etkisine benzer bir mekanizmaya sahiptir, ancak hiicre ylizeyinde bulunan
ekzotoksin reseptorleri, difteri toksini reseptorlerinden farklidir (Xing et al. 2010).
Ayrica bu toksin 6zellikle kistik fibrozlu hastalarda doku penetrasyonunda rol oynar.
Ekzotoksin iiretmeyen suslarin, onu {ireten suslara gore daha az vahsete sahip oldugu

bulunmustur (Davinic et al. 2009).

Aljinat:

Aljinat tabakasi mukus maddesini temsil eden ve yliksek viskoziteye sahip bir
ekzopolisakkarittir ve bakteri hiicresini fagositik hiicreler ve kompleman sisteminin
bilesenleri gibi konak¢i savunma faktorlerinden korur (Taner et al. 2014). Kronik
pnomoni belirtilerinden biri de alg D geninin aljinat iiretimini kodlamasidir (Jain and

Ohman 2005).

Mukozal aljinit tabakasi, biyofilm olusumu i¢in gerekli bir elementtir. Yiiksek ozmotik
basing, besin eksikligi, diisiik biiylime hizi ve antibiyotiklere maruz kalma gibi aljinit
tretimini uyaran bir¢ok faktor vardir (Lamppa and Griswold 2013). Bu tabaka, kistik
fibrozisli hastalarda bakteri hiicresi i¢in gerekli korumanin saglanmasinda ve fagositik
hiicrelere ve diger konak savunmalarina maruz kalmamasinda (Rowe, 2013) rolii olan

en 6nemli viriilans faktorlerinden biridir (Qiu er Cystic Fibrosis Revitalization 2008).

Hemolizin:

Paeruginosa bakterileri de dahil olmak iizere Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin
oldiiriilmesinden kaynaklanan bir viriilans faktoriidiir. Genel olarak iki tip hemolizin
enzimi vardir, birinci tip Fosfolipaz C'dir ve bu tip termal olarak etkilenir (Labil et al.
2013) ve PLC (Fosfolipaz) enziminin PLC-H ve olmayan olmak iizere iki tipi vardir. -

hemolitik-PLCAN ile ayn1 molekiiler agirliga sahiptirler ve PLC zyme'de buna sahiptir.
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2.6.3 Escherichia coli

Enterobacteriaceae familyasina ait Gram negatif bir basildir. Spor olusturmayan olarak
karakterize edilir ve boyutlar1 5.0 um ¢ap ile (1-3 um uzunluk) arasinda degisir (Welch
2006). Bu bakterilerin ¢ogu susu, indol ve kirmizi metil testlerinde pozitif sonug
verirken, Oksidaz ve Ureaz testlerinde negatif sonug vermeleri ile karakterize edilir
(Roesch et al.). Hidrojen ve Sitrat Siilfiir: Bu bakterilerin suslarinin ¢ogu bagirsaklarda,
ozellikle ¢ocuklarin bagirsaklarinda dogal olarak bir arada bulunurken, diger suslari
bazi viriilans faktorleri kazanmay1 basarmistir. Bu sonug¢ onlara bagirsak ishali, idrar
yolu enfeksiyonlar1 ve menenjit gibi asagidaki klinik belirtilerle iliskili baz1 hastaliklara
neden olma yetenegi vermistir (Nataro and Kaper 1998, Kaper et al. 2004). E. coli
bakterisinin hastaliga yatkinligini artiran bir¢ok zararli faktér s6z konusu olmakla
berbaer, bunlarin en dnemlileri idrar yolu enfeksiyonlari olup, bu faktorlerin basinda
kirmizi kan hiicrelerini analiz edebilme yetenegi gelmektedir, zira, ayrisma bigimine
(alfa, beta-gama) gore cesitli tiplerde olan hemolitik enzim hemolizine sahiptir. Birinci
tip olan hemolizin, bakterilere insan kirmizi kan hiicrelerini kismen pargalama yetenegi
verir ve ikinci tip olan hemolizin-3, bakterilere kirmizi kan hiicrelerini tamamen
parcalama yetenegi verir. Ugiincii tip, y-hemolizin, bakterilere insanlarm degil, diger
hayvanlarin kirmiz1 kan hiicrelerini pargalama yetenegi verir. Bakteriler ayrica kirmiz1
kan hiicrelerini analiz eden sitotoksik nekrotizan bir faktore sahiptir (Jaweetz et al.
2016). Diger bir viriilans faktorii ise bakterinin somatik antijen 0 (LAP-0) iceren
lipopolisakaritten (LPS) olusan endotoksinler gibi ylizey yapilarina sahip olmasidir.
Somatik antijen, bakteriye konak¢inin hiicrelerini, 6zellikle mesanenin i¢ yiizeyini
kolonize etme yetenegi verir. Ayrica konak¢inin bagisikli§inin iistesinden gelmelerini
saglar ve bazilari, kapsiiler antijen K'yi igeren bir polisakarit kapsiil liretme yetenegine
sahiptir ve ayrica hareketli tiirlerde hareket araci olarak kullanilan flagella gibi bagka
ylizey yapilarina sahiptir. Bu yapilar ayrica flagellum antijeni flagellar antijeni H (H)
icermektedir, zira bu antijenler bakterilere konagin bagisiklik sistemini yenme yetenegi
verir. Ayrica, bakteriler tarafindan biyofilm tiretimini kolaylagtiran fiziksel ve kimyasal
ozelliklere sahip kivrimli liflere sahiptir. Bakteriler ayrica dis zarda bakteriyel
toksinlerle iligkili vezikiillere sahiptir. Enzimler ve adezyon faktorleri, konakci

hiicrelere dagitimini kolaylastiran kolaylastirict bir sistem olarak hareket etmezler. Dis
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zar proteinleri (OMP), salgilanan toksinler, stoksinler ve sekresyonlar da vardir ve
bunlarin tiimii bakterilerin enfekte etme yetenegini artirir (Terlizzi et al. 2017).
Fimbriae veya Pilli {i¢ tiptir (Safimbrial, P-fimbrial ve F-Fimbrial). Tip (Pilli Tipi),
bakterilerin konagin dokularina yapismasina yardimci olan, ona bir biyofilm olusturma
yetenegi veren ve ardindan antibiyotik direnci kazanma yetenegini artiran en dnemli
faktorlerden biridir (Spaulding et al. 2017, Neamati et al. 2015). Bu, diger bakteri
tiirlerini 6ldiiren ve bdylece bakterilerin korunmasina sebep olan kolisin adi verilen

bakteriyosin igermesine ek olarak.

Ve diger bakteri cinslerine ait hiicrelerde genomik DNA'y1 inhibe eden toksinler olan
siklomodulinler, ve ayrica EAEC bakterileri tarafindan salgilanan 1siya dayanikli
toksinlere ( Enteroagregatif 1siya dayanikli enterotoksin) (EASTI), ETEC 1siya
dayanikli enterotoksine ve ETEC bakterileri tarafindan salgilanan ETEC 1s1ya dayanikli
enterotoksine, Plazmit kodlu (eritrositler ve enterositler igin toksik olan toksin (Pet),
Shigella enterotoksin (ShET1) benzeri toksinler, vakumlanan otomatik tasiyiciya
sahiptir (Soltani et al. 2018). Ayrica enzimler, karbapenemlere diren¢ kazandiran
karbapenemaz ve sefalosporinler olan laktamazlara ve bakterilere direng kazandiran
penisilin ctamda, denyeltransfernse asetiltransferaz ve aminoglikozidlere bakterilere
direng¢ kazandiran fosfotratinfernse konjugatlara sahiptir. (Zownwi et al. 2015), ve
ayrica kabuslarda bakterilerin biiylimesine yardimci olan yanalforlara sahiptir (Tertiari
et al. 2017). E. coli bakterisinin biyofilm iiretme yetenegi, bir biyofilm, bakteri
hiicrelerinin ve bunlarin kati yiizeylere yapismasinin bir koleksiyonudur ve bunlar,
mikroorganizmalardan gelen ¢oklu sekerler ve DNA proteinlerinden olusan hiicre dig1
bir matris ile ¢evrilidir. Bu hiicre dis1 malzeme, biyofilmin stabilize olmasina yardimci
olur. Bu zar, konak enfeksiyon siireclerine katkida bulunur ve bakterilerin
antibiyotiklere direng yetenegini artirir ve ayrica fagositik hiicreler de dahil olmak iizere
viicudun savunma mekanizmalarindan hiicrelerin korunmasini1 saglar. (Soto, 2013)

Makrofajla, biyofilm olusum siireci asagidaki gibi birkag asamadan ge¢mektedir

Yiizeylere geri doniistimlii baglanma: hiicre varig asamasi ve ylizeylere yapisma. Bu

asamaya bakteriler i¢in flagella ve kemotaksis faktorleri aracilik eder.
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Yiizeylere geri doniisiimsiiz baglanma: hiicre stabilitesi ve az uzama asamasi, bu
asamaya birinci tip kirpikler tip I pili ve 43 antijen ad1 verilen bir antijen tiiri aracilik

eder.

D1s matriksin olusum asamasi: Bakteriler, hiicrelerin toplanma ve yiizeylere yapisma
stirecini kolaylagtiran birlesik sekerler iiretir ve bu madde niikleik asitler, proteinler ve
digerleri gibi bircok maddenin yani sira, seliiloz, poliglukozamin ve kolonik asitten

olusur.

Biyofilmin: ii¢ boyutlu yapiya kavusma asamasi, besinler, su ve metabolitler gibi birgok

materyale gdmiilmiis bakteri kolonilerinin olusumunu igerir

Ayrilma: Biyofilmin olgunlasma asamasi ve diger yiizeylerden siireci baslatmak i¢in

ayrilmasidir (Soto 2014).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Diyabetik ayak iilseri 6rnegi toplama

Diyabetik ayak iilserlerinin kontaminasyonuna neden olan mikroorganizmalarin
izolasyonu amaciyla, Dhi Qar Valiligi'ndeki Al-Rifai Genel Hastanesi ve Diyabetik
Ayak Merkezi'nden diyabetik ayakli 100 izolattan pozitif ve negatif izolatlarin

karisimindan 39 izolat elde edilmistir.

3.1.2 Aparatlar

Cizelge 3.1'de goriildigl gibi, ¢esitli ekipman ve araglar.

Cizelge 3.1 Araclar ve aletler

Aparatlar Sirket (Mensei)
Otoklav Gallenkamp (Ingiltere)
Damutict Gallenkamp (Ingiltere)
Elektrikli terazi Mettler (isvigre)
Elektrikli firn Memmert (Almanya)
Inkiibator Gallenkamp (Ingiltere)
Mikropipet Brand (Almanya)
Calkalayici inkiibator Gallenkamp (Ingiltere)
Vitek 2 BioMerieux (Fransa)
Vorteks karistirici Labco (Almanya)

3.1.3 Kimyasallar

Cizelge 3.2'de kullanilan kimyasallarin listesi.
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Cizelge 3.2 Kimyasal malzemeler

Kimyasaliar Sirket (Mensei)
Kristal Menekse Fluka (Isvigre)
Etanol BDH (ingiltere)
Formalin BDH (ingiltere)
Gram boyama Sera &Vaccines Institute (Irak)
Gliserol DIFCO (ABD)
Hidrojen peroksit BDH (ingiltere)
Metil kirmizisi BDH (ingiltere)
Fenol kirmizisi Oxoid (Ingiltere)
3.1.4 Kiiltiir besiyerileri
Cizelge 3.3'te goriildiigii gibi kiiltiir ortami.
Cizelge 3.3 Kiiltiir besiyerileri
Besiyeri Sirket (Mensei)
Agaroz Oxoid (ingiltere)
Kanli Agar Bazi Himedia (Hindistan)
Beyin-Kalp Infiizyon Agar1 & Sivi besiyeri Himedia (Hindistan)
MacConkey Agari Himedia (Hindistan)
Mueller-Hinton Agari Himedia (Hindistan)

3.15 Kitler

Kitler Cizelge 3.4'te listelenmistir.

Cizelge 3.4 Kitler

N Teshis Kitinin ad1 Kullanim tiirii Uretici Firma
1 VITEK- 2 GN card Gram negatif bakterilerin teshisi i¢in BioMerieux
2 VITEK- 2 GP card Gram pozitif bakterilerin teshisi i¢in BioMerieux

3.1.6 Mevcut calismada kullanilan diger malzemeler

Mevcut calismanin materyalleri Cizelge 3.5'te listelenmistir.




Cizelge 3.5 Mevcut ¢alismada kullanilan malzemeler

N Malzeme adi Uretici Firma
1 Standart Normal Salin BioMerieux
2 Fosfat Tampon salin Almanya

3 Trisborat EDTA Tamponu (TBE) Promaga

3.1.7 Gen primer dizisi

Primerler, Cizelge 3.6.

Cizelge 3.6 Primerler

Gen ad1 Primer dizisi (5'-3") Boyut Kaynak
16srRNA I GTA GGT GGC AAG CGT TAT CC 228 Karmakar et
T CGC ACA TCA GCG TCAG al 2016

3.1.8 Histolojik calismalar

Histolojik boliimlerin hazirlanmasi

Histolojik kesitler asagidakileri iceren yonteme(Bancroft and Steven, 1982) gore

hazirlanmagtir:

Dehidrasyon

Ornekler, her konsantrasyon igin 45 dakikalik bir siire boyunca drneklerden su ¢ekmek

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

Temizleme

Doku ornekleri, 6rnekleri daha seffaf hale getirmek icin bir saat boyunca ksilen ile

enfekte edildi.
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Sizma (emdirme veya doygunluk)

Ornekler 1:1 oraninda mum (parafin) ve erimis ksilen karisim ile 56-58 santigrat derece

sicaklikta konveksiyonel firinda yarim saat bekletildi.

GoOomme

Kaliplar, kalip merkezindeki bdoliimlerin merkezlenmesi dikkate alinarak doku
boliimlerinin gomiildiigli 6zel plastik kaliplara erimis balmumu dokiilerek, modellerin
boliimleri de dahil olmak iizere parafin mumundan yapilmistir. Balmumu sertlesene

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

Kesit alma

Kalib1 bigakla budadiktan sonra tahta bir sehpaya sabitleyin, ardindan kesme kalinligini
5 um ayarladiktan sonra sehpay1 kesim amaciyla doner mikrotom {izerine sabitleyin ve
fircalamak amaciyla benmariye yerlestirin. Daha sonra 40°C sicaklikta kurumaya

birakin

Boyama

Kesitlerden parafin mumunun uzaklastirilmas1 amaciyla cam slaytlar ksilen igerisine iki
asamada yerlestirildi, her asamanin siiresi 5 dakikaya kadar siirdii. Daha sonra her
konsantrasyon i¢in iki dakika boyunca azalan bir dizi etil alkol konsantrasyonuna
(%100, 95, 90, 80, 70) aktarildi, sonra Hematoksilen boyasinda 3 dakika bekletildi,
daha sonra musluk suyu ile rengi maviye donene kadar yikandi, ardindan eozin
lekesinde 2 dakika bekletildi. Sonra her konsantrasyon i¢in iki dakika siireyle artan bir
dizi alkol konsantrasyonundan gecirildi, daha sonra slaytlar, her seferinde 5 dakika

olmak tizere, temizleme i¢in iki kez ksilene aktarildi.
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Kaliplama

Kanada Balsami, slayt kapagini sabitlemek amaciyla her lam iizerine bir damla
damlatilarak kesitleri yiiklemek icin kullanild1 ve ardindan kurumasi i¢in bir sicak plaka

tizerine yerlestirildi..

Histolojik slaytlarin incelenmesi ve fotograflanmasi

Lamlar, Japon menseili Micrus tipi bilesik bir mikroskop kullanilarak farkli biiyiitme
giicleri altinda incelenmis ve daha sonra mikroskoba bagli bir fotograf makinesi

kullanilarak fotograflari ¢ekilmistir.

3.1.9 Kiiltiir besiyerinin hazirlanmasi

Tim kiltiir besiyeri, stvi besiyeri ve indikatorler asagidaki referanslarda belirtilen
yontemlere gére hazirlanmigtir (Andrew et al. 1996, Harley and Prescott 1996 Benson
2002).

3.1.10 Diyabetik ayak iilseri enfeksiyonuna neden olan bakterilerin izolasyonu ve

tamimlanmasi icin kullamlan kiiltiir besiyeri

Kanli agar: 40 gram kanli agar bir litre distile suya ilave edilerek 121°C'de 15 dakika
basinglt sterilizasyonla kaynama noktasina kadar isitildiktan sonra 45°C'ye

sogutulduktan sonra taze insan kaninin eklenmesiyle hazirlanir.

MacConkey agar1: Bu kiiltiir besiyeri kullanild1 ve aerobik olarak inkiibe edildi. Tiim
kaplar 37°C sicaklikta 24 saat inkiibe edildi. Ureme yoksa, anaerobik ortam 48°C ila
72°C sicaklikta inkiibe edildi. Istege baghdir zira Gram-pozitif bakterilerin biiyiimesini
engelleyen Kristal viyole boya igermektedir. Ayrica Enterik Bakteri grubu disindaki
Gram-negatif bakterilerin biiylimesini engelleyen Safra tuzu igermekte olup, bundan

sonra laktozun fermente ve fermente olmayan bakterileri birbirinden ayirmasi nedeniyle
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diferansiyel bir besiyeridir. Bu besiyeri laktoz ve fenol kirmizisi igermektedir, ¢linkii
fenol kirmizist bir pH gostergesidir, bu nedenle laktoz sekerinin fermente edilmis
kolonileri asit {iretir ve bu da gostergenin rengini kirmiziya ¢evirmek igin ¢alisir (Hart

and Shears). Quinn et al. 2004).

Mannitol tuz agari: Bu besiyeri tedarik eden firmanin talimatlarina gére 108 Hm 1 litre
distile suda ¢oziilerek homojen bir sekilde sterilize edilerek hazirlandi. Bu besiyeri,
stafilokoklar1 izole etmek ve besiyerinin tuzlulugunu tolere etme ve maltoz sekerini
fermente etme ve besiyerinin rengini sartya ¢evirme yetenekleri acisindan bunlar

sunmak i¢in kullanildz.

Besin siv1 besiyeri:

Bu besiyeri, iireticinin talimatlarina gore, 13 g sivi besiyeri bir litre distile suya
eklenerek ve dagitilarak ve sterilizasyon yoluyla sterilize edilerek hazirlandi. Bu

besiyeri, bakterileri gelistirmek ve aktive etmek amaciyla kullanilmistir.

Muller-hinton agar besiyeri:

Bu besiyeri, isleme sirketinin talimatlarina gére hazirlandi. 38 g besiyeri 1 litre distile su
ile baglanarak otoklavda sterilize edildi ve sterilizasyon islemi tamamlandiktan sonra
(45-50)C'ye kadar sogutularak diizenli Petri kutularma dokiildi. Bulasiklar,
antibiyotiklerin duyarliligin1 incelemek amaciyla bakteri izolatlariin gelistirilmesi i¢in

kullanildi.

Beyin - Kaip inflizyon sivi besiyeri Bu besiyeri, tedarik edilen firmanin talimatlarina
gore, 37 g s1v1 besin besiyer, 1 litre distile suda eritilip, tiiplere dagitilarak ve otoklavda
sterilize edilerek hazirlandi. Besiyeri, sterilizasyon sonrasi sivi besiyerinin %85'ine
gliserol ilave edilerek bakteri izolatlarinin korunmasinin yani sira bakteri gelistirme ve

aktive etme amaciyla da kullanilmigtir.
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3.1.11 Diyabetik ayak iilserlerine neden olan bakterileri izole ve teshis etmek i¢in

kullanilan reaktifler

Katalaz reaktifi: Katalaz enzimi tiiretme kabiliyetini arastirmak i¢in% 3'liik bir

konsantrasyonda hidrojen peroksit kullanildi. (Tille, 2014)

Oksidaz reaktifi: Reaktif, 1 gram Tetrametil P-fenilen diamin dihidrokloriiriin opak bir
sisede 100 ml damitilmis su icinde ¢oziilmesiyle hazirlandi. Bu reaktif, bakterilerin

oksidaz enzimi iiretme yetenegini arastirmak i¢in kullanildi. (Macfaddin, 2000)

3.1.12 Diyabetik ayak iilserlerinin kontaminasyonuna neden olan bakterileri izole

etmek ve teshis etmek icin kullanilan cozeltiler

Normal salin:

8,5 gr sodyum kloriir 1 litre distile suda ¢oziilerek hazirlandi, sterilizator ile sterilize

edildikten sonra kullanilincaya kadar 4°C sicaklikta bekletildi.

Fosfat Tamponlu Salin (PBS):

0.986 PBS’yi 100 ml distile suda ph 7,4’te ¢oziin, sonra sterilize edin ve kullanima
kadar 4°C’de buzdolabinda saklayin.

Kristal menekse ¢ozeltisi:

0.25 g Kiristal viyole 100 ml damitilmis suda eritilir ve kullanilincaya kadar 4 C de
tutulur. Cozelti Bakteriyel izolatlardan once biyofilm olusumunu tespit etmek igin

kullanild1 (Cincarella at al ., 2002).
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McFarland standart ¢ozeltisi:

1- 1 g sulu baryum kloriir BaCh (H202) 100 ml distile suda ¢6ziiliir.

2- 1 ml konsantre siilfiirik asid (H2SO4) 100 ml distile suda ¢oziiliir (Stock and Ridgway
1987).

Materyal NO 0.5 NO.6
BaCl, H,0, mi 0.05 0.6
H2SO4 9.95 9.4
Bakteriyel hiicre yogunlugu 10ml 1.5 18

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

formatinda ¢oziiliir.

Tris borat EDTA tamponu (1) TBE: Uretici Promega tarafindan hazirlanan bu Borat
EDTA (10) TBE Tamponundan 100 ml alinarak Jel elektroforezlerinde kullanim i¢in
TIBE 10'dan 1X'e seyreltilir ve buna 900 ml damitilmis su eklenir. Sterilize edilir ve

kullanilana kadar 4°C'de saklanir.

3.1.13 Primer c¢ozeltisi

Cozeltiler treticinin firma olan Promegamin talimatlarina gore stok kutusunda
hazirlandi. Niikleaz igermeyen su kullanilarak 100 pmol/mikrolitre konsantrasyona
kadar sterilize edildi, ve her bir starterin ¢ozeltisi ayr1 ayr1 10 pikomol/mikrolitre
konsantrasyonunda olmasi i¢in her bir starter i¢in 10 mikrolitre stok ¢ozeltisi alinarak
90 mikrolitre suya ilave edilerek hazirlandi. Yeni baslayanlar i¢in, -20 C sicaklikta,
¢cOzeltinin buzdan ¢ikarildiktan sonra karistirilmasi ve karistiricinin baglanmasi dikkate

alinarak kullanimdan 6nce homojenlestirmek icin vortekslenir.
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3.1.14 Diyabetik ayak iilserlerine neden olan bakterileri izole etmek ve teshis

etmek icin kullanilan boyalar

(Gram boyama) Bu boya, izole edilen bakterilerin fenotipik 6zelliklerini incelemek i¢in
kullanildi.

3.2 Yontem

3.2.1 Diyabetik ayak iilseri enfeksiyonuna neden olan bakterilerin izolasyonu ve

teshisi

Diyabetik ayak iilserlerinden siirlintii alinarak kanli agar bazli besiyeri ve Macconkey
agardan planlama yontemiyle ekilir. 37 santigrat derece sicaklikta 48 saat boyunca
inkiibe edilir, bu sayede koloniler secilir ve planlama yontemiyle dagitilir. Teshisin
testlerle konuldugu koloni saflastirma amaciyla islem ii¢ kez tekrarlanir. Daha sonra

mikroskobik ve biyokimyasal incelemeler yapilir

3.2.2 Gram negatif bakteriler gram pozitif bakterilerden nasil ayirt edilir

Bu, potasyum hidroksit (KOH) testi ile yapilir. Bu testte, gelisen kolonilerin tiim
Ozeleri, 50 saniye icinde bir jel olusursa temiz bir cam lam iizerinde %3
konsantrasyonda potasyum hidroksit (KOH) iceren kat1 kanli agar besiyerine alinir. Bu

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

3.2.3 Gram pozitif bakterilerin izolasyonu ve tanimlanmasi

Staphylococcus bakterilerinin izolasyonu ve tanimlanmast:
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Staphylococcus aureus bakterileri, 37°C sicaklikta 24 saatlik inkiibasyon sirasinda

besleyici agarda goriindiikleri gibi izole edildi ve tanimlandi.

Asagidaki mikroskobik incelemeler gergeklestirildi:

Bakteriyel boyama: Kanli agar besiyerinde gelisen koloniler se¢ildi ve hiicrelerin seklini

ve gruplamasini belirlemek i¢in gram boyama ile boyandi.

biyokimyasal incelemeler:

Katalaz testi: Bu segim, (18-24) saatlik bir 6mre sahip siirekli bakterilerin bir damla
Calve Bear ile karistirllmasiyla yapilir, bir cam kutu tabakasi iizerinde %3 hidrojen

durgunlugu, kabarciklarin aurasi pozitifligin kanitidir (Tille 2014)

Oksidaz testi: (18-24) saatlik devam eden bakteriler tahta bir gubuk yardimiyla filtre
kagidina alind1 ve buna bir damla oksidaz tespit damlasi eklendi, koloninin rengi koyu

menekse rengine donene kadar 6zen gosterildi, renk degisimi, pozitifligin kanitidir

(Tille 2014).

Koagiilaz testi: 0.5 ml plazma isaretli tiiplere yerlestirildiginden, o6rnekler giivenlik
plazmasi kullanilarak secildi. (18-24) saatlik bir bakteri kolonisi, plazma igeren tiiplere
bir 6ze ile aktarildi, iyice karistirildi ve ardindan (35-37) C sicaklikta 4 saat siireyle
inkiibe edildi. Tromboz olusumu muayenenin pozitif oldugunun bir gostergesidir. (Tille,

2014)

3.2.4 Gram negatif bakterilerin izolasyonu ve tammlanmasi

Proteus mirabilis'in Izolasyonu ve Tanimlanmasi, Proteus bakteri kolonilerine benzer
koloniler ayirt edildi ve 37 °C'de oldiikten sonra ogul olusturma olgusu olusturma

yetenekleri ve ayrica agagidaki mikroskobik ve biyokimyasal testler ile teshis edildi.
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Mikroskobik testler Bakteriyel pigmentasyon: Gelismekte olan koloniler, MacConkey
agar kat1 besiyerinde olusturuldu ve hiicrelerin seklini ve gruplarini tanimlamak igin

Gram boyama ile etiketlendi.

Biyokimyasal testler:

Katalaz testi: Bu test, (18-24) saatlik bir bakteri kolonisinin temiz bir cam lam tizerinde
bir damla reaktif Hidrojen peroksit %3 ile karistirilmasiyla yapilir. Kabarciklarin

goriiniimii, pozitif bir testin kanitidir (Tille 2014)

Oksidaz testi: (18-24) saatlik bakteri kolonisi tahta bir ¢ubuk ile bir filtre kagidina
aktarild1 ve lizerine oksidaz reaktifinden bir damla ilave edilerek siirekli koyu mor renge

donene kadar 6zenle ilave edildi, renk degisimi pozitif bir testin kanitidir (Tille, 2014)

3.2.5 Kompakt sistem vitek-2 kullanilarak diyabetik ayak iilserlerine neden olan

bakteri tiirlerinin teshisi

Bakteri izolatlar1 iki bilesenden olustugu icin 2-Vitek cihazi kullanilarak teshis edildi.

Iki ana bilesen vardir: alet ve bilgisayar ve makine bes temel bilesenden olusur.

Bu tus takimi1 kontrol panelidir

Ornegin test tiiplerinden kart kitinin icine kart i¢inde bulunan bir konveydr boru

vasitastyla aktarildigi ve bu islemin 70 saniye siirdiigii Doldurma Kapisi

Kart iizerindeki tasima borusunun kesilerek kartin inkiibatore tasindigi ve bu islemin 3-

5 dakika siirdiigii yiikleme kapisi

Sartlmanin yapildig1 kullanici giris kapist ve bakteri iiremesi sonucu kartta meydana

gelen degisiklikler 6l¢iilerek sonug verilir.
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Analizler tamamlanip sonug verildikten sonra kartlarin toplandigi Atik Kapisi.

Bu cihaz, izolatlarin teshisini dogrulamak ve antibiyotiklere duyarlilig1 test etmek igin
kullanildi. Cihaza takili iki kit ile tam1 konulur, bunlardan biri tan1 amaghdir (GN GP
kartidir), digeri ise hassasiyet muayenesi i¢indir (AST-P580 kartidir), tan1 aletinde
iclerinde besiyeri buluna 64 adet delik bulunmaktadir. Biyokimyasal testlerin yapildigi
ve bakteri iiremesi sonucu olugan renk degisimlerinin tablo halinde kaydedildigi
kurutucu ve renk kilavuzu ve antibiyotik duyarlilik test kiti, diyabetik ayak iilserlerine
neden olan bakterileri teshis etmek i¢in 64 delige dagilmig 18-20 antibiyotik

icermektedir.

Sekil 3.1 VITEK 2 kompakt sistem
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Sekil 3.2 VITEK 2 GN kolorimetrik tanilama kart1
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Sekil 3.3 AST'de kullanilan GN bakterilerinin bulaniklig1

3.2.6 lzole edilen bakterilerin antibiyotiklere duyarhlignin test edilmesi

Cizelge 3.7 (Bio Analysis firmasi) tarafindan hazirlanan antibiyotik tabletleri kullanild

Antibiyotik Kodu Konsantrasyon (mg)
Seftriakson CRO 30
Seftazidim CAZ 30
Imipenem IPM 10
Azitromisin AZM 15

Morello et al. (2006) tarafindan ifade edildigi sekilde, asagidaki adimlara gore, izole
edilen bakterilerin antibiyotiklere duyarliligini belirlemek i¢in Disk Eflizyon testi

kullanilmistir

1- Kiiltiirlenmis bakterileri igeren tiipler, 24 saat boyunca 37 °C'de siv1 i¢inde inkiibe
edildi.

2- Sivi kiiltiirtin bir kismi (0,1 ml) fizyolojik salin ¢ozeltisini i¢eren tiiplere aktarildi ve
tiremenin bulanikligi, standart bulaniklik sabit ¢ozeltinin (McFarland standardi 0,5)
bulaniklig1 ile karsilastirildi, bu sonug ta bize yaklasik 1,5 x 101 koloni olusturan

birim/ml verdi.
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3- Bir mikropipet araciligryla 100 mikrolitre bakteri siispansiyonu aktarildi. Daha sonra
cam difiizor ile Muller-Hinton besiyerinin ylizeyine daha homojen bir sekilde yayilarak

tabaklar 10-15 dakika oda sicakliginda kurumaya birakildi.

4- Antibiyotik tabletler steril forseps ile tabaklara aktarildi, ardindan tabaklar 37 °C'de
24 saat inkiibe edildi.

5- Sonuglar, antibiyotik tabletlerin etrafindaki inhibisyon boélgelerinin ¢apt milimetre

cinsinden Olgiilerek okundu.

3.2.7 izolatlarin korunmasi ve siirdiiriilmesi

Izolatlar, kat1 besinbesiyeri iceren egimli test tiiplerine (slantlar) ekilerek ve 18 saat
inkiibe edilerek 37 C sicaklikta biiytitiilerek kisa siire muhafaza edilmistir. Ciftlikler her
ay yenilendigi i¢in buzdolabinda saklanmis ve ayrica %15 gliserol ile gliglendirilmis

Beyin kalp infiizyon suyu siv1 besiyeri kullanilarak uzun siire muhafaza edilmistir.

3.2.8 Staphylococcus aureus'un bazi genlerinin molekiiler tespiti

Kaynatma yontemiyle DNA ekstraksiyonu (dashti 2009).

1- Bakteri izolatlar1 37°C'de 18-24 saat boyunca besin agar besiyerinde biiyiitiiliir.

2- Kolonilerin 2-3 tanesini 50 mL deiyonize su i¢eren 1,5 mL'lik bir Eppendorf tiipiine

aktarilir

3- 90-100° sicakliktaki benmariye koyulur.

4- 10 saniye stireyle vorteks cihazinda karigtirilir
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5-10.000 devirde 10 dakika santrifiijlenir

6- Calismaya hazir DNA elektroforezini temsilen 1 mL hacmi 20 mL dd H2o'ya
aktarilir ve 4°C'de buzdolabinda saklay.

3.2.9 Bir cihaz kullanilarak Staphylococcus aureus'un bazi genlerinin molekiiler

tespiti Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Karigimin nihai hacmi 20 mikrolitre olacak sekilde,10 ul Promega ana karigimi, 1 pl
ileri primer, 1 pl ters primer, 5 pl iyonik distile su ve 3 pl sablon DNA karistirilarak
hiicreler aras1 adezyon geni A'y1r kodlayan 16SrRNA gen primerleri i¢in bir PCR
reaksiyon karisimi hazirlandi. Bundan sonra, PCR tiiplerinin igerikleri bir vorteks/ml
karistirict kullanilarak iyice karistirllmigtir. Daha sonra PCR cihazina yerlestirildiler.
Cihaz her gen i¢in ayr1 ayr1 programlandi. Etkilesim konulari, genleri her bir gen i¢in

ayr1 ayr1 arastirmak tizere asagidaki gibi kontrol edildi:

Materyal Boyut
ileri primer 1ml
ters primer 1ml

Sablon DNA 3ml
Ana karisim 10ml
Distile su 5ml
Toplam 20ml

3.2.10 16SrRNA genini arastirmak icin gen replikasyon adimlar:

Cizelge 3.8 16 STRNA genini arastirmak i¢in genetik replikasyon adimlari

Pcr adimlan Dongii sayisi Sicaklik Siire
ilk Denatiirasyon 1 °95¢ 5 dakika
Denatiirasyon 1 °95¢ 2 dakika/ 1
Tavlama 30 56¢° 2 dakika/ 1
Uzatma 30 72c° 2 dakika/ 1
Nihai Uzatma 1 72c° 7 dakika
Tutma 1 °10c 10 dakika
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3.2.11 Agaroz jel elektroforezi

Polimeraz zincir reaksiyonu ile iiretilen genler, Salaberry et al. (2015) yontemine gore

asagidaki gibi elektroforez ile gergeklestirilmistir:

%1 konsantrasyonda agaroz jel, (1g) agarozun 100 ml hazirlanmis TBE(IX) tamponu
icinde ¢Ozlilmesi, agarozun kaynama noktasina kadar isitilmasi ve 55-60 °C'ye

sogumaya birakilmasiyla hazirlandi,

daha sonra buna 5.0 ul 10 pg etidyum bromdir boyasi eklendi.

1- Agaroz destek plakasi hazirlandi, tarak konuldu ve delikler olusturacak sekilde iyice
sabitlendi ve agaroz hava kabarcigr olusumunu O6nlemek icin yumusak bir sekilde

plakaya dokiildii ve 30 dakika katilagmaya birakildi.

2- Sertlesmis agarozdan tarak nazikce kaldirildi ve agarozu kalipla birlikte elektroforez
havuzuna aktarildi ve kullanilan alan agaroz jelin tiim ylizeyini kaplayan TBE(1)

¢Ozeltisi ile dolduruldu.

3- 5 mikrolitre gen duplikasyon iiriinii yiiklenip kendisi i¢in ayrilmis deliklere aktarildi
ve 5 mikrolitre de birinci delige konulan 100bp hacim kilavuzundan (DNA Ladder)
aktarildi. Mevcut DNA pargalarinin boyutlari, daha sonra cihazi agin ve 75 dakika
siireyle 75 voltluk bir voltajda elektrik akimi gecirildi.

4- Son kullanma siiresinden sonra jel aktarilarak 312 nanometre dalga boyunda dijital
kamera ile donatilmis x-1s1n1 kaynakli UV-Trans aydinlatic1 kullanilarak inceleme i¢in

bir cihaza yerlestirildi ve sonuglarin fotograflar: ¢ekildi.
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3.2.12 sterilizasyon yontemi

Islak 1s1 sterilizasyonu, 1s1dan etkilenmeyen besiyerlerini ve ¢ozeltileri otoklavda 121 °C
sicaklikta 15 bar/ing basing altinda 15 dakika sterilize etmek i¢in kullanilmistir. 0,22 um
capl filtrasyon yonteminde ise Millipore filtreler ¢ozeltileri dogal haline dondiirerek

¢ozeltiler i¢in kullanilmaktadir (Atlas et al. 1995).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Diyabetik Ayak Ulserlerine Neden Olan Bakterilerin Izolasyonu ve

Tanimmlanmasi

Diyabetik ayak {lserlerinden elde edilen izolatlar kanli agar ve Maconkey agar
besiyerine ekildikten sonra 100 izolattan 39'u elde edildi ve bunlar potasyum hidroksit
soliisyonuna (%3) konularak dogrulandi. Gram boyama i¢in 17 pozitif izolat elde edildi.
Toplam izole edilen bakterilerin %43,60'1, ayrica bu ¢aligmadan izole edilen toplam
bakterilerin %56,4'lin{i 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 edilmistir. Bu calismada izole edilen bakteri tiirleri, diyabetik ayak
tilserlerinden Staphylococcus aureus, E.coli ve pseudomonas aurogeinosa proteus'u
yiiksek oranda izole edebilmis olan (Sarah Mohsen 2015) tarafindan belirtilenlere
benzer oldugundan, mevcut ¢alismamiz Onceki g¢aligsmalarda belirtilenlere yakindir.
(Swrasiyla (%38, %24, %8, 9%:20) oranlariyla, diyabetik ayak iilserlerinden
Staphylococcus aureus %18.4, E.coli %12.6 izole eden (Nibal Sami 2002) ile benzerlik
gostermektedir. Asagidaki sekil, diyabetik ayak iilserlerine neden olan bakteri tiirlerini
gostermektedir. Staphylococcus aureus bakterisinin kullanilan antibiyotiklere direncini,
duyarliligini ve degiskenligini gostermesi nedeniyle diyabetik ayak {ilserlerinde

baskinligini géstermistir.
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W Staphylococcus aureus W E.coli W Pseudomonas W Proteus

Sekil 4.1 Thi-Qar valiligindeki diyabetik ayak iilserlerinden izole edilen bakteriler

Sekil 4.2 Dermis dokusunda nekrotik odaklar (A), Fibrin birikimi ve fokal melanin
pigmentasyonu ile enflamatuar hiicre infiltrasyonu (B)
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Sekil 4.3 Piiriilan inflamasyon odaklar1 ile dermis dokularinin nekrozu (A), fibrin
birikintileri ve inflamatuar infiltrasyon ile doku nekrozu (B)
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Sekil 4.4 Lezyonun kenarlar1 arasinda biiyiikk bir bosluk olan deri {ilseri (A),
Cekirdeklerin sikismasi ve dermiste enflamatuar aktivite ile yaygin
graniilasyon olusumu ile dejeneratif degisiklikler gostermektedirler (B)
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Sekil 4.5 Kapsamli graniilasyon dokusu olusumu ve enflamatuar aktivite ile dermis
dokusunda dejeneratif degisiklikler gdsterilmistir

4.2  Diyabetik Ayak Ulserlerine Neden Olan Bakterilerin Teshisi

Gram pozitif bakterilerin teshisi

Stafilokok teshisi

4.2.1 Kiiltiirel ve mikroskobik o6zellikler

Mikrobiyal kiiltiir sonuglari en ¢ok kanli besiyerinde 37 °C sicaklikta 24 saat
inkiibasyondan sonra gosterilmis olup, ardindan dairesel, disbiikey, parlak ve altin saris1
koloniler elde edildi. Bu bakterileri gosteren kiimeler, 17 Gram-pozitif stafilokok

izolatinin elde edildigi Staphylococcus cinsine aittir.
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S. aureus teshisi

S. aureus bakterisini teshis etmek amaciyla, bir MSA ortami {izerinde biiytitiildii.

4.2.2 Biyokimyasal incelemeler

Mannitol tuzlu agarda (MSA) yetistirme: MSA besiyerinde gelisen S. aureus bakteri
kolonileri opak (Opak), parlak (Parlak) ve sar1 renkte goriindii. MSA ortami, S. aureus'u
Gram pozitif katalaz tireten koklarin geri kalanindan ayirt etmek i¢in kullanildi. Bu
esiyeri, bircok mikroorganizmanin, yani S. aureus bakterisinin biiylimesini engelleyen
%7,5 sodyum kloriir icemekte olup, bdylece iizerinde biiyiiyebilirler ve asit liretimine
dontisen ve kirmizi fenol reaktifinin doniismesine neden olan mannitol sekerin
fermantasyonu iizerinde ¢aligabilirler, ¢iinkii pembe renk sariya doner (De La Maza et

al. 1997).

Sekil 4.6 Mannitol tuzlu agar {izerinde Staphylococcus aureus
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Figure 4.7 Staphylococcus aureus on blood agar

Biyokimyasal incelemeler:

Staphylococcus aureus bakterisinin 17 izolat1 {izerinde biyokimyasal testler
yapildiginda, izolatlarin her birinin hidrojen peroksidi (H20) parcalama ve onu su ve
oksijen gazina doniistiirme yetenegi sayesinde katalaz iirettigi ortaya ¢ikti. Olumlu
sonug, gaz kabarciklarinin ortaya ¢ikmasiyla karakterize edildi. 17 izolat pihtilasma
tiretim testine tabi tutuldu. Her birinin pozitif sonu¢ vermesi, bu izolatlarin S. aureus

bakterisine ait oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.1 S.aureus'un morfolojik ve biyokimyasal testleri

N Test Sonuc¢

1 Gram boyama +

2 hiicresel goriiniim Kiiresel hiicre kiimeleri
3 biiyiime kosullari Istege bagh anten yok
4 katalaz testi +

5 oksidaz testi -

6 mannitol fermantasyonu +

7 kan pihtilasma testi +

8 Mannitol-Tuz Agar +

9

Test KOH
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Sekil 4.9 Gram boyama

4.3  Gram negatif bakterilerin teshisi

Proteus mirabilis teshisi
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4.3.1 Kiiltirel ve mikroskobik ozellikler

Diyabetik ayak {ilseri siiriintiileri kanli agarin ortasia ekilip 37°C'de 24 saat inkiibe
edildikten sonra, Mc Conney agarin merkezinde hos olmayan bir kokuya (Koétii koku)
sahip, kanli agar1 kahverengi renge ceviren ve tabakta biiyiimenin karakterize ettigi
parlak kolonilere sahip izolatlar elde edilir. Novalarin diizensiz ve soluk kenarli olmasi,
mikroskobik inceleme izolatlarin Gram-negatif basil seklinde oldugunu gosterdi. Bu
kiiltivar ve fenotipik oOzellikler, bakteri izolatlarmin P mirabilis oldugunu

gostermektedir (Markey et al. 2013).

Sekil 4.10 Kanl1 agarda proteus mirabilis

4.3.2 Biyokimyasal testler

Biyokimyasal incelemelerin sonuglari tabloda gosterilmistir.

S. mirabilis bakterisi katalaz testi i¢in fakiiltatif anaerobik pozitif, oksidaz testi i¢in

negatif olmus ve potasyum hidroksit testinde pozitif sonug vermistir.
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Cizelge 4.2 S. mirabilis'in morfolojik ve biyokimyasal testleri

N test Sonug¢

1 gram boyama -

2 hiicresel goriiniim cubuk seklindeki hiicreler
3 biiyiime kosgullar1 Fakiiltatif anaerobik

4 Katalaz testi +

5 Oksidaz testi -

6 laktoz fermantasyonu -

7 KOH testi +

4.4  Pseudomonas Aeruginosa Teshisi

4.4.1 Kiiltiirel ve mikroskobik ozellikler

Diyabetik ayak tlseri siirlintiileri kanli agar besiyerine ekilip 37°C'de 24 saat inkiibe
edildikten sonra siiriilebilir sar1 seffaf ince veya piiriizlii koloniler seklinde mikroskobik
olarak Gram negatif basil formunda 4 izolat elde edildi. Besinci P. floresan izolat,
kolonileri tirtikli kenarlar ve dalgali biiylime ile diizdii ve yesil renkte metalik bir
parlakliga ve liztim kokusuna benzer bir kokuya sahipti. Ayrica kolonilerin ¢evresinde
saydam alanlarin goriilmesinin yan1 sira, kani ortada eriten ve genellikle beta tipi (beta
tipi) olan hemolizinin bakteriyel iretimine bagli olarak ortaya c¢ikmaktadir.
Mikroskobik olarak Gram negatif basil seklindeydi (bu zirai ve mikroskobik 6zellikler
P. Aeruginosa bakteri izolatina aittir) (Tille 2014).

Bu calismada izole edilen Pseudomonas, Macconkey besiyerinde biiyiitiildiigiinde,
laktozu fermente etme yeteneklerinden dolay1 koloniler bu besiyerinde soluk goriindii
(Tille 2014).
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Sekil 4.11 Kanli agarda pseudomonas aeruginosa

Cizelge 4.3 Pseudomonas spp.nin morfolojik ve biyokimyasal testleri

Sonug¢ Test
P. aeruginosa
- gram boyama
¢ubuk seklindeki hiicreler hiicresel goriinim

aerobik biiyiime kosullari
+ katalaz testi
+ oksidaz testi
- laktoz fermantasyonu
+ KOH testi

4.4.2 Biyokimyasal testler

Yukaridaki tablodaki biyokimyasal testlerin sonuclari, P. aeruginosa'nin katalaz ve
oksidaz testlerinde pozitif sonug verirken, potasyum hidroksit testinde sonug verdigini

gdstermistir.
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4.5 E. coli'nin teshisi

451 Kiiltiirel ve mikroskobik ozellikler

Diyabetik ayak iilseri siiriintiileri kanli agar besiyerine ekilip 37 C'de 24 saat inkiibe
edildikten sonra Maconkey besiyerinde biiyiitiildiigtinde parlak gri (parlak) koloniler
seklinde 11 izolat elde edildi. Koloniler diiz pembeydi ve sar1 tuzlarin birikmesi
nedeniyle koyu pembe bir alanla ¢evriliydi, mikroskobik gram negatif ¢ubuklar
seklindeydi. Bu kiiltiirel ve mikroskobik 6zellikler bakteri izolatlarinin E. coli oldugunu

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

4.5.2 Biyokimyasal testler

E.coli bakterisinde bulunan biyokimyasal testlerin sonuglari, potasyum hidroksit
testinde + sonug verdigi i¢in aerobik fakiiltatif, katalaz testi i¢in pozitif, oksidaz testi

icin negatif oldugunu gdosterdi.

Cizelge 4.4 E. coli i¢in morfolojik ve biyokimyasal testler

N Test Sonug¢

1 gram boyama -

2 hiicresel goriiniim cubuk seklindeki hiicreler
3 biiylime kosullar1 fakiiltatif aerobik

4 katalaz testi +

5 oksidaz testi -

6 laktoz fermantasyonu +

7 KOH +
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Sekil 4.12 Macconkey agarda E.coli

4.6  Vitek-2 ile Teshis (GP, GN)

Diyabetik ayak iilserlerinden izole edilen bakteri izolatlarinin teshisi amactyla, Phytech
cihazi kullanilarak bir dizi biyokimyasal test yapilarak, cihaz sonugclar1 bakteri tiirlerine
gore farkli sonucglarin varligmi gosterdigi i¢in dogrulayici tant konuldu. Sonuglar,
%43.60 oraninda, e. coli 11 izolatlar1 %28,20, pseudomonas 6 izolatlar1 %15,38 ve

proteus 5 izolatlar1 %12,82 oraninda bu cihaz ile dogrulanmig ve teshis edilmistir.

4.7 Diyabetik Ayak Ulserlerine Neden Olan Izolatlarin Antibiyotiklere
Duyarhlik Testi

Ayak iilseri kontaminasyonuna neden olan tiim bakteri izolatlarinin duyarlilig,
Ceftriaxone, Ceftazidime, Imipenem ve Azitromisin dahil olmak {izere antibiyotik
tabletleri kullanilarak, ¢esitli antibiyotiklere karsi test edildi. S. aureus bakterisinin
(Ceftriaxone, Ceftazidime, Azitromisin) antibiyotiklerine direng¢li, (Ceftazidime,
Ceftriaxone) antibiyotiklerine orta derecede direncli, ve (Imipenem, Azitromisin)
antibiyotiklerine duyarli oldugu, E.coli bakterileri (Ceftriaxone, Azitromisin)
antibiyotiklerine direngli ve (Ceftriaxone, Ceftazidime) antibiyotiklere orta derece

direncli ve (Ceftazidime, Imipenem, Azitromisin) antibiyotiklerine duyarli oldugu,
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ancak pseudomonas bakterilerinin (Ceftriaxone, Ceftazidime ve Azitromisin)
antibiyotiklerine direngli ve (Ceftriaxone, Ceftazidime, Imipenem) antibiyotiklerine orta
derecede direngli ve (Ceftriaxone, Ceftazidime, Imipenem) antibiyotiklerine duyarh
oldugu, proteus bakterilerinin ise (Ceftriaxone, Ceftazidime) antibiyotiklerine karsi

direncli ve (Azitromisin, Imipenem, Ceftazidime) antibiyotiklerine karsi duyarli oldugu

bulunmustur.

Cizelge 4.5 Staphylococcus aureus i¢in antibiyotik yiizdelerini gostermektedir

Antibiyotik S [ R
CRO - %33.33 %66.67
IMP %83.33 %16.67 -
CAZ %66.66 %16.67 %16.67
AZM %83.33 - %16.67

Cizelge 4.6 E.coli bakterileri i¢in antibiyotik yiizdelerini gostermektedir
Antibiyotik S | R
CRO - %9.10 %90.90
IMP %100 - -
CAZ %81 %18.18 -
AZM %18.18 - %81.81

Cizelge 4.7 Pseudomonas bakterileri i¢in antibiyotik yiizdelerini géstermektedir

Antibiyotik S [ R
CRO %33.33 %66.67
IMP %83.33 %16.67
CAZ %66.66 %16.67 %16.67
AZM %83.33 - %16.67

Cizelge 4.8 Proteus bakterileri i¢in antibiyotik yiizdelerini gostermektedir

Antibiyotik S | R
CRO - --
IMP %100 - --
CAZ %80 - %20
AZM %100 - -




18
16 -
1
14 -
12 -
10 -
8 -4
m CRO
6 -4
uIMP
4 -
CAZ
2 - - -
I g e
0 =
S 1 R S 1 | R S 1 R S 1 R
Staphylococcus E.coli Pseudomonas Proteus
aureus
H CRO 2 15 1 10 2 4 5
mIMP | 17 11 5 1 5
CAZ 2 15 9 2 4 1 4 1
BAZM| 4 13 2 9 5 1 5

Sekil 4.13 Antibiyotiklerin diyabetik ayak {ilserlerine neden olan bakteri tiirlerine
duyarliligin1 géstermektedir

L _ NN _F O F

Sekil 4.14 Staphylococcus aureus izolatlarinin PCR reaksiyon iiriinliniin 16 srRNA geni
icin bir primer kullanilarak %1 agaroz jel ve 100 volt voltaj farki ile 75
dakikada elektroforezi
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5. SONUC VE ONERILER

5.2  Sonuclar

1- Diyabetik ayak iilseri Orneklerinde Gram pozitif bakteri Staphylococcus aureus

prevalansi

2- Bakteri izolatlar1 bazi antibiyotiklere direng, bazi antibiyotiklere orta derecede,

bazilarina ise duyarlilik géstermistir.

3- Staphylococcus aureus'un biyofilm olusturma yetenegi, kullanilan besiyerinin tiiriine

baghdir.

4- Staphylococcus aureus izolatlarmin bakteri tiirli ve susa bagli olarak farkli ¢ap ve
sekillerde canli ve cansiz yiizeylere tutunabilme ve difiizyonla hareket edebilme

yetenegi

5- Staphylococcus aureus izolatlar1 16sTRNA genine sahiptir.

6- Hastalardan alinan histolojik kesitler sayesinde nekroz, vakuol varligi ve fibrin lifi
birikintilerinin yani sira inflamatuar rezorpsiyon gibi doku igerikleri ve lizerlerinde

olusan degisiklikler tespit edilmistir.

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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