T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi MIKROBIYOLOJi ANABILIM DALI

METISILIN DIRENCLI STAPHYLOCOCCUS AUREUS
IZOLATLARINDA BIYOFILM OLUSUMUNUN
GENOTIPIK VE FENOTIiPiK YONTEMLERLE

ARASTIRILMASI

Dr. Zeliha SEYFiI SANDA
TIPTA UZMANLIK TEZI

SAMSUN - 2023



T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI

TIBBi MIKROBIYOLOJi ANABILIM DALI

METISILIN DIRENCLI STAPHYLOCOCCUS AUREUS
IZOLATLARINDA BIYOFIiLM OLUSUMUNUN
GENOTIPIiK VE FENOTIiPiK YONTEMLERLE

ARASTIRILMASI

Dr. Zeliha SEYFiI SANDA
TIPTA UZMANLIK TEZI

Tez Danismani

Dr. Ogr. Uyesi Demet GUR VURAL

Bu tez, Ondokuz May1s Universitesi Bilimsel Arastirma Ydnetim Birimi tarafindan
PYO. PYO.TIP.1904.23.006 proje numarast ile desteklenmistir.

SAMSUN - 2023



TESEKKUR

Uzmanlik egitimim siirecinde ve bu tezi hazirlamamda emegi gegen, bilgi ve
hosgoriisiini hi¢bir zaman esirgemeyen, yaninda ¢alismaktan mutluluk duydugum
¢ok degerli hocam, tez danismanim Dr. Ogr. Uyesi Demet GUR VURAL’a;

Uzmanlik egitimim sirecinde bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim Ondokuz
Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali baskanimiz
degerli hocam Prof. Dr. Asuman BIRINCI’ye, 6gretim iiyeleri degerli hocalarim
Dog. Dr. Yeliz TANRIVERDI CAYCI'ya ve Dog. Dr. Kemal BILGIN’e

AsistanliZim boyunca c¢alismaktan ve tamigmaktan mutluluk duydugum asistan
arkadaslarim ve tiim mikrobiyoloji laboratuvari galisanlarina, desteklerini higbir
zaman eksik etmeyen degerli arkadaslarim Dr. Biisra USTA’ya, Ars. Gor. Kiibra
HACIEMINOGLU ULKER’e,

Hayatim boyunca beni destekleyen ve bugiinlere gelmemde biiyiik emek sahibi olan
annem Bahar SEYFI, babam Unal SEYFI, kardeslerim Burcin Dilara SEYFI, Ziya
Kaan SEYFI ve en zor zamanlarda varligindan gii¢ aldigim, hep yanimda olan ve

destek olan canim esim Safa SANDA ya en icten duygularimla tesekkiir ederim.

Dr. Zeliha SEYFI SANDA

Aralik/2023



BEYAN

“Metisilin direngli Staphylococcus aureus izolatlarinda biyofilm olusumunun
genotipik ve fenotipik yontemlerle arastirilmasi” adli tez c¢alismasinin kendi
calismam oldugunu, bagka bir calismadan kopya edilmedigini, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitiin sathalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin
bilgileri akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismasiyla elde
edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da
kaynaklar listesine aldigimi, bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif

haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini beyan ederim.

Zeliha SEYFI SANDA



OZET

Amac: Staphylococcus aureus klinik 6rneklerden siklikla izole edilen firsat¢i bir
insan patojenidir. Antimikrobiyallere diren¢ ve biyofilm {iretimi de patojenite
faktorlerindendir. Bu ¢alismada S. aureus izolatlarinin biyofilm tretimi, genotipik ve
fenotipik karakterlerinin arastirilmasi ve glikopeptid antibiyotiklerin biyofilm ireten

suslara etkisinin belirlenmesi amaglanmastir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya Nisan 2020-Aralik 2022 tarihleri arasinda Ondokuz
Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Béliimii’ne
gonderilen 6rneklerden elde edilen 130 metisiline direngli S. aureus (MRSA) izolati
dahil edilmistir. Vankomisin ve teikoplanin igin minimum inhibitér konsantrasyon
(MIK) degerleri sivi mikrodiliisyon yontemiyle; biyofilm olusumu mikrotitrasyon
plagi yontemiyle belirlenmistir. Giiglii biyofilm ireten izolatlar i¢in vankomisin ve
teikoplaninin biyofilm inhibitér konsantrasyonlar: (BIK) arastirilmustir. Virulans ile
iligkili olan mecA, pvl, icaA, icaD ve bap genleri polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

yontemi ile arastirilmustir.

Bulgular: Vankomisin ve teikoplanin MIK degerleri, vankomisin i¢in 0,5-2 pg/ml,
teikoplanin igin 0,25-2 pg/ml arasinda bulunmustur. Izolatlarim %37,69’unda
biyofilm tretimi negatif iken %23,07’sinde giigli biyofilm tretimi belirlenmistir.
Giiclii biyofilm iireten izolatlarin vankomisin ve teikoplanin igin BIKgo degerleri,
MiKgo degerlerinin 512 kat1 olarak bulunmustur. Ayrica izolatlarm %96,15’inde
mecA, %1,53’tiinde pvl, %73,84’iinde icaA, %76,92’sinde icaD geni saptanirken, bap
geni saptanmamustir. Biyofilm dretimi ile icaA ve icaD gen pozitifligi arasindaki

iligski anlamli bulunmustur (p<0,05).

Tartisma ve Sonuc¢: Sonug olarak S. aureus’larda biyofilm olusumunun, genetik ve
cevresel faktorler tarafindan kontrol edildigi ve antibiyotiklere direng gelisiminde
onemli rol oynadigi, biyofilm olusturan bakterinin antibiyotik tedavisine aymi

bakterinin planktonik formuna goére daha fazla direng gosterdigi kanisina varilmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Virulans faktorleri, Biyofilm, Polimeraz zincir

reaksiyonu



ABSTRACT

Objective: Staphylococcus aureus is an opportunistic human pathogen isolated from
clinical specimens. Antimicrobial resistance and biofilm production are significant
factors of pathogenicity. This study aimed to investigate the biofilm production,
genotypic and phenotypic characteristics of S. aureus and to determine the effect of
glycopeptide antibiotics on biofilm-producing strains.

Materials and Methods: The study included 130 methicillin-resistant S. aureus
(MRSA) isolated from clinical specimens sent to Ondokuz May1s University Medical
Microbiology Department between April 2020 and December 2022. MIC values for
vancomycin and teicoplanin was determined by broth microdilution method, biofilm
formation by the microtitration plate method. Biofilm inhibitory concentration (BIC)
was investigated for strong biofilm-producers. mecA, pvl, icaA, icaD and bap genes

were examined using polymerase chain reaction (PCR).

Results: Vancomycin and teicoplanin MIC values ranged from 0,5-2 pg/ml and
0,25-2 pg/ml, respectively. Biofilm production was negative in 37.69% and strong in
23.07% of the isolates. The BICgo values for vancomycin and teicoplanin in strong
biofilm-producing isolates were 512 times higher than the MICgo values. While the
mecA gene was detected in 96,15% of the isolates, pvl in 1,53%, icaA in 73,84%, and
icaD in 76,92%, the bap gene wasn’t detected. The relationship between biofilm and

icaA and icaD gene was found to be significant (p<0,05).

Conclusion: It was determined that biofilm formation is influenced by genetic and
environmental factors, plays an important role in the development of antibiotic

resistance. Biofilm-forming bacteria were found to be more resistant to antibiotics.

KEYWORDS: Virulence factors, Biofilm, Polymerase chain reaction
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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1. GIRIS VE AMAC

Staphylococcus aureus, klinik orneklerden siklikla izole edilen, toplum kokenli ve
hastane kokenli enfeksiyonlara sebep olan gram pozitif bir insan patojenidir.
Virulans faktorlerinin etkisi ve dogrudan invazif ozelligi nedeniyle yiizeyel
lezyonlardan 6liimciil sistemik enfeksiyonlara kadar degisen kliniklere sebep olabilir
(1, 2). S. aureus izolatlarin patojenitesinden, bakteri tarafindan tretilen toksinler,
enzimler, adherens faktorleri ve biyofilm olusumu gibi virulans faktorleri sorumludur
(3). Ozellikle patojenite faktorlerinin fagositoza karsi direng gelismesini saglayan
biyofilm ile birlikteliginde bakterinin virulansi oldukga yiikselmektedir (4).

Biyofilmler, canli veya cansiz bir yiizeye tutunan ve bakteriyel enfeksiyonlarin
siirekliliginde Onemli rol oynayan mikroorganizma topluluklaridir. Bakterileri
cevreleyen biyofilm matrisi, fagositoza ve viicudun diger savunma sistem
bilesenlerine diren¢ gostermelerinin yani sira planktonik bakterilere kiyasla onlari
zorlu kosullara dayanikli, antibakteriyel tedavilere ve dezenfektanlara karsi direncgli
hale getirir. Antimikrobiyal direncin artmasi nedeniyle bunlara etkili tedavi vermek

de zor hale gelmistir (5, 6).

Biyofilm i¢indeki bakterinin mikrobiyal ajanlara duyarliligin azalmasi antimikrobiyal
ajanlarin diflizyonunun fiziksel olarak bozulmasi, bakteriyel biiyiime oranlarinin
azalmasi ve antimikrobiyal ajanin aktivitesini bozabilecek mikrogevrenin lokal
degisiklikleri gibi pek ¢ok faktérden kaynaklanmaktadir (7). Ayrica biyofilmin,
antibiyotiklere karst olusan diren¢ genlerinin bakteriler arasinda aktarimi
kolaylastirmasi1 biyofilm icindeki bakterilerin antibiyotiklere direngli hale gelmesinde

onemli rol almaktadir (8).

Yapilan calismalarda, metisilin direngli S. aureus (MRSA) izolatlarinda biyofilm
pozitifligi, metisilin duyarli S. aureus (MSSA) izolatlarindan anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. Ayrica Staphylococcus izolatlarmin ¢oklu ilag direnci ile ica
locus varlig1 ve biyofilm gelisimi arasinda pozitif bir iliski oldugu gosterilmistir (9,
10). icaA ve icaD genlerinin S. aureus suslarinin biyofilm olusumunda dnemli roli
bulunmaktadir. icaA geni, biyofilm tabakasinin ana maddesi olan poly-N-acetyl-beta-

1-6-glucosamine (PNAG) oligomerlerinin sentezinde goérevli N-asetilglukozamil



transferaz enzimini kodlar. icaD geni ise N-asetilglukozamil transferazin maksimum
ekspresyonunda rol oynamaktadir. Yapilan calismalarda, tek basina icaA geni
ekspresyonu oldugunda diisiik N-asetilglukozamin transferaz aktivitesi goriiliirken,
icaD geni ile birlikteliginde yiiksek enzim aktivitesi gorilmustiir (11-13). bap geni
ise S. aureus izolatlarinda daha giiglii biyofilm olusumuna destek verir. Cansiz
yiizeylere yapigsma ve interselliiler adezyon basamaklarinin ikisinde de gorev alir
(14).

S. aureus’un antibiyotik direnci biyofilm olusumu gibi bir faktorle birlestiginde
enfeksiyonun tedavisi giiglesmekte, kronik ve persistant enfeksiyonlara zemin
hazirlamaktadir. Antibiyotik tedavisinin yetersiz kalmasi, biyofilm olusumu ile
antibiyotik direnci arasindaki iligkisinin arastirilmasi ve yeni tedavi segeneklerinin

gelistirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir (4).

Bu ¢alismada MRSA izolatlarinda biyofilm olusumu ve biyofilm olusumunda etkili
olan genlerin varliginin arastirilmasi hedeflenmistir. Ayni zamanda metisiline
direngli stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk se¢enek olan glikopeptitlerden
(15) vankomisinin ve teikoplaninin, MRSA izolatlarina karst minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) ve biyofilm iireticisi olan MRSA izolatlarina kars1 biyofilm

inhibitor konsantrasyon (BIK) degerlerinin arastiriimasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tarihce ve Taksonomi

Stafilokoklar ilk kez Robert Koch tarafindan 1878 yilinda 1s1k mikroskobu altinda
goriilmiis ve tanmimlanmig, Louis Pasteur tarafindan 1880’de sivi besiyerinde
iiretilmistir. iskogyali bakteriyolog Alexander Ogston 1881 yilinda stafilokoklari,
tiremeleri esnasinda tam ayrismadig1 ve kiimelenmeler yaptig1 icin {iziim salkimina
benzetmis, Staphylococcus olarak isimlendirmistir. Fare ve kobaylar igin
stafilokoklarin patojen bir mikroorganizma oldugunu gostermistir. Rosenbach
1884°te stafilokoklar1 kolonilerin renklerine gore ayirmis ve beyaz renk koloni
olusturanlar1 Staphylococcus albus, sar1 renk koloni olusturanlari ise Staphylococcus
aureus olarak tamimlamustir (16). Stafilokoklar, Macrococcus cinsiyle birlikte
Staphylococcaceae ailesi, Bacillales takimi, Firmicutes subesi iginde

smiflandirilmstir (17).

S. aureus, stafilokoklar icinde en O6nemli insan patojenidir ve koagiilaz iireterek
plazmay1 pihtilagtirmasi ile diger stafilokoklardan ayrilmaktadir (18). Yetiskinlerin
anterior burun deliklerinde %20-40 oraninda kolonize olmaktadir. Deri kivrim
yerleri, nazofarinks, rektum, perine, aksilla ve vajina da bu bakteriyle kolonize olan
diger bolgelerdir. Siklikla normal flora elemani olmasina ragmen uygun kosullarda

firsatg1 enfeksiyonlara neden olabilmektedir (17, 19).
2.2. Morfolojisi ve Kiiltiir Ozellikleri

S. aureus, hareketsiz, sporsuz, katalaz ve koagiilaz pozitif, 0,5-1,5 pm c¢ap
uzunlugunda gram pozitif koklardir. Bakteriler cogalirken birden fazla diizlemde
boliindiiklerinden ve boliinmeden sonra birbirlerinden tam olarak ayrilmadiklarindan
mikroskobide liziim salkimi1 seklinde goriiliirler. Adlarini da Yunan alfabesinde iiziim

salkim1 anlami tagiyan ‘stafil’ kelimesinden almaktadirlar (19).

Stafilokoklar genellikle fakiiltatif anaeroptur. Kuruluga, yogun tuz konsantrasyonuna
ve dis g¢evre sartlarina dayaniklidir. Cogunlukla %7,5-10 NaCl bulunan
besiyerlerinde 18-45 °C’de kolay iirerler. Optimal tireme 1s1lar1 30-37 °C, optimal pH

7-7,5°dir. Rutin besiyerlerinin ¢ogunda iireyebilirler, bununla birlikte koyun kanli
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agarda (KKA) 18-24 saatte tireyen diizglin sinirl, yuvarlak, 1-4 mm ¢apinda hafif
konveks, S tipinde tipik koloniler olustururlar. S. aureus kdkenlerinin ¢ogunda altin
saris1 pigment olusumu vardir ve beta hemoliz yaparlar (16). Hiicre zarinda yer alan
karotenoid pigmentleri bu altin saris1 rengin olusumunda gérev almaktadir. Kapsiillii

suslar mukoid koloni yapabilirler (17, 19).
2.3. Mikrobiyolojik ve Metabolik Ozellikler

S. aureus koloni morfolojisi, koagiilaz gibi enzimatik o6zellikleri ve biyokimyasal
ozellikleri ile insanda bulunan diger stafilokok tiirlerinden ayirt edilebilir (Tablo 1).
Streptokoklardan  ayirt  edilmesinde  irettigi  katalaz  enzimi  kullanilir.
Karbonhidratlar1 yavas fermante edip laktik asit {iretirler ancak gaz olusturmazlar
(20). Hiicre morfolojileri ve katalaz olumlu olmalar1 sebebiyle mikrokoklarla
karisabilseler de 100 pg furazolidona ve 200 pg/dl lizostafine duyarli olmalari,
anaerop ortamda lireyebilmeleri ve 0,4 ug/dl eritromisin varliginda gliserolden asit
olusturabilmeleri, basitrasine direngli olmalari ve oksidaz negatif olmalariyla
mikrokoklardan ayrilirlar (21). S. aureus’un Staphylococcus schleiferi gibi

deoksiriboniikleaz (DNaz) enzimi bulunur (19).

Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda iireyebilen S. aureus’u klinik 6rneklerden izole
etmek i¢in mannitol salt agar kullanilabilir. Bu agarin igeriginde %10 NaCl, fenol
kirmizisi, mannitol vardir ve S. aureus i¢in selektif besiyerdir. Mannitoli fermente
ederek sar1 halkayla gevrili koloniler olusturur. S. aureus’un selektif besiyerlerinde

tiremesi i¢in en az 48-72 saat siire gerekebilir (18, 22).

S. aureus’un identifikasyonu i¢in referans test koagiilaz testidir. Ancak mannitol
fermantasyonu, novobiyosin duyarliligt ve DNaz testleri de tir diizeyinde
identifikasyon i¢in kullanilabilir. Koagiilaz testi, tip yontemiyle serbest koagiilazin,
lam yontemiyle ise bagh koagiilazin tespiti i¢in kullanilir (17). Tiip koagiilaz ve lam
koagiilaz testleri icin EDTA igeren tavsan plazmasi kullanilmalidir. Bunlarin disinda
S. aureus’un iiremesini inhibe eden alfazurin A’nin kullanildig1 disk difiizyon
yontemi, anti-protein A antikoru kapli lateks partikiillerinin kullanildig1 lateks
agliitinasyon yoOntemi, S. aureus’un ftrettigi asetilglikozaminidaz enziminin

antikorlarindan ~ faydalamlan enzim immiinassay (EIA) ve termostabil



endoniikleazlar1 kodlayan nuc genine 6zgiil problarin kullanildigi deoksiriboniikleik
asit (DNA) prob ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gibi kullanilan ydntemler

vardir (21).

Tablo 1. Klinik 6nemi bulunan stafilokoklarin temel 6zellikleri (16)

Ozellik S. aureus S. epidermidis | S. saprophyticus
Anaerobik ilireme ve glukoz + + -
fermentasyonu
Mannitole etki (aerobik) + d d
Mannitole etki (anaerobik) + - -
Koagiilaz + - -
Hemoliz + - -
Protein A + - -
DNAse (Endoniikleaz) + - -
Alpha toxin + - -

- - +
Novobiosin direnci

(duyarh) (duyarh) (direngli)

Pigment olusumu + - -

(+:pozitif, -:negatif, d:degisken)
2.4. Hiicre Yapisi ve Virulans Faktorleri
2.4.1. Hiicre duvar yapisi

Bircok stafilokokta hiicre duvarinin dig tabakas1 polisakkarit bir kapsiil ile ortiiliidiir.
Bakterilerin, polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) tarafindan fagositozunun
engellenmesinde kapsiil gérev yapar. Kapsiiliin disinda stafilokoklar tarafindan farkl
miktarlarda monosakkaritler, proteinler ve kii¢iik peptidler igeren, gevsek baglh ve
suda ¢oziinen ince bir film tabakasi (slime veya biyofilm) {iretilir. Bu tabaka
bakterilerin kateter, sant, eklem gibi doku veya yabanci cisimlere tutunmasini saglar
(23).

Hiicre duvarimin ana komponenti, duvar agirligimin  yarisini  olusturan
peptidoglikandir. Peptidoglikan yapist; B-1,4 glikozid baglari araciligiyla birbirlerine
baglanan ve 10-12 kadar olup, ard arda dizilen N-asetil muramik asit (NAMA) ve N-
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asetil glukozaminden (NAG) olusan capraz bagli polimerlerden meydana gelir.
Pentapeptid yan zincirleri N-asetil muramik asite bagli halde bulunur ve sirasiyla; L-
alanin, D-glutamik asit, L-lizin, D-alanin, D-alanin yapisindadir. Bunlar bir
oligopeptiddeki D-alanin ile komsu oligopeptiddeki L-lizin arasinda c¢apraz
pentaglisin kopriileri ile birbirlerine baglanir (Sekil 1). S. aureus’ta ¢ok sayida ¢apraz
bagli tabaka bulunmaktadir. Bu 6zellik hiicre duvarinin daha saglam olmasini ve

lizozim enzimine kars1 direnci saglar (24, 25).

B-1,4 glikozid baglari

f

[NAMA J‘[ NAG H NAMA ]'[ NAG ]‘[ NAMA ]
L-Alanin.
D-Glutamik

asit

D-Glutamik

asit

| NaMA [ NaG H;ﬁ}{ NAG f{ NAMA |

Sekil 1. Peptidoglikanin yapist

Hiicre duvarinin sentezi enzimatik olarak bir¢ok adimdan olusan bir siiregtir.
Peptidoglikanin yapiminda karboksipeptidaz, transpeptidaz ve endopeptidaz gibi
enzimler gbrev alir ve bunlar penisilin baglayan proteinler (PBP) adini alirlar.
Bakterinin biiylimesi ve boliinmesi gibi durumlarda hiicre duvarinin seklini korumasi
ve bir arada tutulmasindan sorumludurlar. Beta-laktam antibiyotikler, penisilin
baglayan proteinleri hedef alirlar (26). S. aureus’un hiicre duvarinda PBP 1, 2 ve 3
bulunur ancak MRSA’larda farkli bir PBP olan PBP2a bulunmaktadir. PBP’lerin

beta-laktam antibiyotiklere olan afinitesi azalirsa bakteride bu antibiyotiklere karsi



direng olusur. Eger PBP’lerde inaktivasyon olusursa o zaman bakterinin 6limi

gerceklesir (27, 28).
2.4.2. Teikoik asit

S. aureus’un hiicre duvarinda bulunan bir baska yap1 peptidoglikana kovalan sekilde
bagli olan, 0zgiin ribitol (bes karbonlu monosakkarit) fosfat polimerleri iceren
teikoik asittir. Sitoplazmik membranin glikolipidlerine baglanmis ise bu lipoteikoik
asit olarak isimlendirilir. Mukozal yiizeylere baglanmada ve hiicre duvar ile iliskili
enzimlerin tutunmasinda islev goriir. Teikoik ve lipoteikoik asitler, hiicre duvarina
sertlik ve diren¢ saglamanin yaninda, virulansa katki yapan biyolojik aktiviteye de

sahiptir. Stafilokoklarin konaga adherensini saglarlar (29).
2.4.3. Kapsiiler polisakkaritler ve slime tabakasi

S. aureus izolatlarinin ¢ogu polisakkarit yapida bulunan bir mikrokapsiile sahiptir.
Bu kapsiiler polisakkaritler konak hiicreye ve kataterler gibi yabanci cisimlere
yapigmay1 saglamakta ve bakterinin polimorfoniikleer hiicreler tarafindan fagosite
edilmesini engellemektedir (30). Bugiine kadar immunotiplendirme sonucu 13
kapsiiler polisakkarit tipi tanimlanmustir. Insanda enfeksiyona sebep olan 6nemli
klinik izolatlarin %70-80’1 kapsiiler serotip 5 ve 8’e aittir. MRSA’nin %60°1 kapsiiler
serotip 5 iken, MSSA’nin %60°1 kapsiiler serotip 8 olarak bulunmustur (17).

Ilk kez Christensen ve arkadaslar1 tarafindan gosterilen slime tabakasi gevsek ve
suda ¢oziinen bir tabaka olarak tanimlanmistir. Bu tabaka %40 karbonhidrat ve %27
protein iceren hiicre dis1 bir maddedir. Yiizeylere yapismayi kolaylastiran bir
virulans faktoriidiir ve ¢ok kuvvetli bir antijenik yapis1 vardir. S. aureus’un 6zellikle
hastane kaynakli enfeksiyonlarinda viicut i¢ine yerlestirilen katater, sant, prostetik
kapak gibi yabanci cisimlere yapismasi slime faktdor kaynakli enfeksiyon

patogenezinde ilk basamagi olusturur (16).
2.4.4.Yiizey adezyon proteinleri

S. aureus’un ylizey proteinlerinin gorevi bakterinin; doku elemanlari ve kan

yardimiyla korunarak immiin sisteminden kagmasina aracilik etmek, konak matriks



proteinlerine (fibronektin, fibrinoejen, elastin, kollajen ve diger hiicresel lipidler)
baglanarak dokuya ve plastik implantlara yapismasini saglamaktir. Bu yiizey
adezyon proteinleri MSCRAMM (Adezif Matriks Molekiillerini Taniyan Mikrobiyal
Yiizey Elemanlari; Microbial Surface Component Recognizing Adhesive Matrix
Molecules) olarak isimlendirilmekte ve konak dokulara kolonizasyona katki
saglamaktadir. MSCRAMM adezin ailesine ait sayis1 20’den fazla olan kiigiik
proteinler, S. aureus’un hiicre duvarinin peptidoglikan tabakasina bagli halde bulunur
(Sekil 2). Bu proteinlere ait genler kromozom {izerinde yer alir ve tiim S. aureus
suslarinda bulunur. En iyi bilinen MSCRAMM proteinleri; stafilokokkal protein A,
fibronektin baglayan protein A ve B, pihtilasma faktor (clumping factor) proteinleri
A ve B’dir. Stafilokokkal protein A, IgG3 disindaki IgG antikorlarmin Fc
reseptorlerine baglanip bakteriyi kompleman yanitindan ve fagositozdan korur. Bazi
adezinler stafilokoklarin neden oldugu Ozellikli hastaliklarla ilgili virulans
faktorleridir. Ornegin pihtilasma faktorii B nazal kolonizasyon; fibronektin baglayici
protein A ve B ventrikiiler destek cihazi ile iliskili enfeksiyonlar; kollajen baglayici

protein ise osteomyelit ile iliskilidir (17, 30).

Salgila Faktorle - Peptidoglikan
algilanan Faktirler Enzimler azma o
-Koagiilaz c e membrant | Kapsiil/Slime Tabaka
-Stafilokinaz . o . . .
Toksinlerler
-TSST-1 x e
-Enterotoksin &
-Alfa hemolizin

Y O
Invazinler ©
-Panton-Valentine
Lokosidin Mobil Genetik
Element
Adhezinler
-Kollajen baglayici protein
-Fibronektin baglayici protein
-Elastin baglayic1 protein Penisilin i Beta-laktamaz
s - Baglayici Protein Protein A
Membrana Bagh Faktorler
Lipoteikoik Asit

Sekil 2. S. aureus’un hiicre duvari ve virulans faktorleri (31)




2.4.5. Stafilokokal toksinler

S. aureus; sitolitik toksin, enterotoksin, toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1) ve
eksfoliyatif toksin gibi toksinler iiretmektedir. Sitolitik toksinler kendi aralarinda
sitotoksinler (alfa, beta, delta ve gama) ve Panton-Valentin I6kosidini (PVL) olarak
ayrilir. Sitotoksinler nétrofilleri parcalayarak aciga ¢ikan lizozomal enzimlerle ¢evre
dokulara zarar vermektedir. PVL ise nekrotizan pnomonilerle ve ciddi deri, yumusak
doku enfeksiyonlari iliskili bir sitokindir (17, 32).

Enterotoksinler, TSST-1 ve eksfoliyatif toksin ise siiperantijenler olarak bilinen
polipeptidlerdir. Makrofajlardan ve T Ienfositlerden biiylik miktarlarda sitokin
salinimi (sitokin firtinast) gergeklestirirler. Bu durum, siddetli bir inflamatuar yanita

ve sok sendromuna yol agar (23, 33, 34).
2.4.5.1. Sitotoksinler

Alfa toksin: S. aureus’un ¢ogu Susu tarafindan tretilen, plazmid ve bakteriyel
kromozom tarafindan kodlanabilen 33 kDa agirliginda bir polipeptiddir. Hiicrelerde
por olusumuna neden olarak hiicreden K* atilimi ve hiicreye Na*, Ca*? alimi
gerceklestirir. Sonug olarak hiicreler sismeye baslar ve pargalanmalar meydana gelir.
Alfa toksine en duyarli hiicreler eritrositlerdir. Koyun kanli agarda olusan hemoliz

zonundan sorumludur (23, 35, 36).

Beta toksin: Sfingomiyelinaz C olarak da adlandirilan, isiya duyarli, 35 kDa
agirhginda bir proteindir. Sfingomiyelin iizerine etki ederek membranlarin lipit
komponontlerini bozar. Membran fosfolipidlerinin hidrolizine yol agar. Alfa toksin

ile birlikte abse olusumundan ve doku hasarindan sorumludur (37, 38).

Gama toksin: Bu toksinler notrofil, makrofaj gibi hiicrelerde por olusumuna sebep
olur. Permeabilite artis1 ve osmotik gecirgenligi bozarak hiicrenin pargalanmasini
saglar. Gama toksin ve PVL por olusturan c¢ift bilesenli toksinlerdir. Jel
elektroforezinde go¢ hizlarina gore S (slow eluting proteins) ve F (fast eluting

proteins) bilesenler olarak ayirt edilebilen polipeptidlerden olusurlar (32, 39).



Delta toksin: Bu toksin S. aureus suslarinin %97’sinden fazlasi tarafindan iiretilen
immiinolojik olarak alfa ve beta toksinden ayrilan 3 kDa agirliginda bir polipeptittir.
Deterjan benzeri etki gosterip hiicre membraninin stabilizasyonunu bozarak hasarlar

olusturur (32, 40).

Panton-Valentine Lokosidin (PVL): Panton ve Valentin adli aragtirmacilar tarafindan
1932°de deri ve yumusak doku enfeksiyonlart ile iligkili oldugu agiklanmis, adini bu
arastirmacilar tarafindan almistir (41). Lokositler ve polimorfoniikleer hiicreler
tizerindeki litik etkisiyle doku nekrozuna sebep olur. Lokotoksiktir fakat hemolitik
ozellik gostermez (17, 41, 42).

Toplum kaynakli MRSA (TK-MRSA) enfeksiyonlarinin patogenezinde 6zellikle de
hemorajik pndmoni, osteomyelit ve deri-yumusak doku enfeksiyonlarinda PVL’ nin
rolii oldugu distiniilmiistiir (43). Cogunlukla toplum kokenli enfeksiyonlarda
goriilmekle birlikte, PVL pozitif suslarin hastanelerde de yayilabildigi, hatta hastane
kaynakli salginlara neden olabildigi goriilmiistir. PVL pozitifligi TK-MRSA
suslarinin tamaminda saptanirken hastane kaynakli suslarin minimum %?5’inde

saptanmaktadir (32).

PVL pozitif S. aureus enfeksiyonlari, negatif olan enfeksiyonlara gére daha siddetli
seyrederek; 16kopeni, yiiksek ates, sepsis ve 6liimle sonuglanabilir (41). PVL, normal
veya biitinligii bozulmus deride nekrotik etki gosterir ve fronkiil ve abse gibi
olusumlara sebep olur. Agir nekrotizan pnémonilerle de iligkili oldugu gosterilmistir
(44, 45).

2.4.5.2. Eksfoliyatif toksinler

Eksfoliyatif toksinler, 24 kDa agirhiginda iki protein olan Eksfolyatif toksin A (ET-
A) ve Eksfolyatif toksin B (ET-B)’den meydana gelir. ET-A 1siya direngli ve
kromozoma entegre bir bakteriyofajla tasinirken, ET-B 1siya duyarli ve plazmid
tizerinde tasiir (46). Ortak Ozellikleri siiperantijen olmalar1 ve serin proteaz
aktivitesine sahip olmalaridir. Stafilokokun sebep oldugu enfeksiyonlarda
eksfoliyatif ve vezikiiler deri lezyonlarindan sorumludur. Bu enfeksiyonlara 6rnek

olarak “Stafilokokal haglanmig deri sendromu” verilebilir (47, 48).
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2.4.5.3. Enterotoksin

Stafilokokal enterotoksinler A, B, C, D, E, G, H, | olmak tizere serolojik olarak sekiz
farkli enterotoksin tipi ve enterotoksin C’nin 3 subtipinden olusur. Enterotoksin F
giinimiizde artik TSST-1 olarak adlandirilmaktadir. Enterotoksinler 1siya ve
gastrointestinal sistemdeki enzimlerle hidrolize direnglidir. Bu sebeple enterotoksin
tireten stafilokoklarla besin maddesi bir kere kontamine olursa sindirim siireci ve

yiyecegin tekrar 1sitilmasi besin zehirlenmesi olusumunu 6nlemez (21, 23).
2.4.5.4. Toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1)

Eritrodermi, mental konflizyon, diyare, ates ve hipotansiyon ile giden toksik sok
sendromundan sorumlu bir siiperantijendir. S. aureus suslarinda %5-25 oraninda
TSST-1 geni bulunur (21, 49). 1980’lerde toksik sok sendromu yiiksek absorban
tamponlar1 kullanan kadinlarda tespit edilmekteyken, giiniimiizde mensturasyonla
iliskilendirilemeyen durumlarda ve postoperatif yaralarda da olusabildigi

goriilmustiir (23).
2.4.6.Enzimler

S. aureus’larin neredeyse hepsi enzim ve sitokin tretir. Esas amaglar1 bakterinin,

konak¢1 dokusunda gelisebilmesi i¢in uygun ortam saglamaktir (50).
2.4.6.1. Katalaz

S. aureus’un virulansinda rol alan enzimlerden biri olan katalaz, mikroorganizmanin
sindiriminden sonra fagositik hiicrelerdeki siiperoksit dismutaz enziminin reaksiyonu
sonucu olusan bakteri hiicresindeki hidrojen peroksiti ve serbest radikalleri inaktive

ederek su ve oksijene katalize eder (17).
2.4.6.2. Koagiilaz

S. aureus, serbest ve baglh koagiilaz olarak iki tip koagiilaza sahiptir. Bagli koagiilaz
hiicre duvarinda bulunur ve fibrinojeni dogrudan fibrine donistiirerek kiimelenme
olusturur. Serbest koagiilaz ise serumda bulunan coagulase reacting factor (CRF)

yardimiyla staphylothrombin adinda trombin benzeri bir faktér olusturur. Bu faktor
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fibrinojenin fibrine doniismesine aracilik eder. Koagiilazin hastalik patogenezindeki
etkisi olarak stafilokoklarin neden oldugu abse ¢evresinde fibrin tabakasi olusumuna

sebebiyet verdigi ve enfeksiyonu lokalize edip, organizmay1 fagositozdan korudugu

diistiniilmektedir (23).
2.4.6.3. Lipaz

Lipaz, yaglar1 hidrolize ederek stafilokoklarin viicutta lipid igerigi fazla olan
bolgelerde yasamasini saglamakta ve cilt, cilt altt dokulara invazyonu saglayip

fronkiil ve karbonkiil gelisiminde rol oynamaktadir (25, 51).
2.4.6.4. Hyaliironidaz

Bag dokunun hiicreler aras1 matriksinde var olan hyaliironik asidi hidrolize eder ve S.

aureus’un dokulara yayiliminda rol oynar (52).
2.4.6.5. Fibrinolizin (Stafilokinaz)

Stafilokoklar tarafindan iiretilen stafilokinazlar, plazminojenden plazmin olusumunu
saglar. Fibrinolitik etki ile fibrini parcalayarak dokularda enfeksiyonun yayilimini
kolaylastirir (52).

2.4.6.6. Nikleaz

Visk6z DNA’y1 hidrolize eder ve 1stya dayaniklidir. Stafilokoklarin neredeyse hepsi
bu enzimi tretirken termostabil niikkleaz enzimi S. aureus’a 6zgii bir markerdir (23,

25).
2.4.6.7. Deoksiriboniikleaz (DNaz)

Deoksiriboniikleaz enzimleri, niikleik asitleri 3’fosfomononiikleotidlere ayiran
fosfodiesterazlardir. Ozellikle eriskin tip akut solunum yetmezligi sendromu ve
yaygin damar i¢i pihtilasma bulunan hastalardan izole edilen suslarla iligkili

bulunmustur (53).
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2.4.6.8. Beta-laktamaz (Penisilinaz)

Penisilinin tedavide kullanilmaya baglandig1 ilk yillarda stafilokok izolatlarinin
¢ogunun penisiline kars1 duyarli oldugu goriilmiistiir. Ancak bu mikroorganizmalarin
zamanla beta-laktamaz iiretmeleri penisilin direnci gelismesine sebep olmustur. Beta-
laktamazlar, antibiyotiklerin beta-laktam halkasindaki karbonil grubu ile bir ester
kopriisii olusturup siklik amid bagini bozarak bir acil enzim tiirevi olustururlar.

Boylece beta-laktam antibiyotiklerin antibakteriyel etkisini ortadan kaldirirlar.

Beta-laktamazlar genis bir enzim grubudur ve molekiiler yapilarina ve
islevselliklerine gore siniflandirilirlar. Bugiine kadar tanimlanan dort molekiiler sinif
vardir. A, C ve D smifi beta-laktamazlar serin-ester aracili mekanizma ile calisirlar.
Sinif B beta-laktamazlar ise metallobetalaktamazlardir ve kofaktor olarak ¢inkoya
gereksinim duyarlar. A sinifi beta-laktamazlar, substrat olarak penisilini tercih eden
beta-laktamazlardan olusur. S. aureus’un beta-laktamazlari (Grup 2a) da bu grup

enzimler igerisinde yer alir (54).

Stafilokokal beta-laktamazlar ¢cogunlukla kiigiik plazmidlerle ya da transpozonlarla
taginir. Bununla beraber biiyiik plazmidler tarafindan kodlanan beta-laktamazlar ve

farkli diren¢ mekanizmalar1 da bulunmaktadir (55, 56).
2.5. Epidemiyoloji

Stafilokoklar yiiksek 1s1 ve antiseptiklere duyarli ancak kuru zeminlerde uzun siire
hayatta kalabilen, yogun tuz konsantrasyonu ve dis cevre sartlarina dayaniklilik
gosteren bakterilerdir. Glinlimiizde hastane kaynakli patojenler arasinda goriilmesi,
artan antibiyotik direnci ve epidemilere yol acgabilmesi nedeniyle Onemini

korumaktadir (23, 26).

Insanlar S. aureus i¢in dogal bir rezervuardir ve nemli deri bolgelerinde S. aureus’un
gecici asemptomatik  kolonizasyonu enfeksiyondan ¢ok daha yaygindir.
Yenidoganlarda gobek kordonu kalintisi, deri ve perianal bolgelerde siklikla S.
aureus kolonizasyonuna rastlanir. Dogurgan kadinlarin vajeninde %10 oraninda
bulunur ve tasiyicilik menstruel donemde artar (19, 23). Erigkinlerde anterior burun

deliklerinde % 20-40 oraninda kolonize olmaktadir (17). Hastanede yatan hastalar,
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ekzematoz cilt hastalig1 olanlar, damar i¢ci madde kullananlar, insiiline bagiml
diyabetliler, uzun siireli kalic1 intravaskiiler kateteri olan hastalar ve saglik
calisanlarinda genel popiilasyona gore daha yiiksek oranlarda goriilmektedir.
Bulasma, kolonize bir tasiyiciyla dogrudan temas yoluyla gergeklesir. Kolonizasyon

gegici veya kalict olabilir ve yillarca siirebilir (19, 23).

S. aureus, hastane enfeksiyonlarinin en sik etkenlerinden biridir ve birg¢ok susu
metisiline direnglidir. MRSA suslarinin hastanede yatan bireyler arasinda hizla
yayilmast 1980’li yillardan itibaren bildirilmeye baslanmistir. Bu suslar 6zellikle
hastane ¢alisanlarinin elleriyle kolonize hastalardan diger hastalara yayilir. MRSA
enfeksiyonlarmin sikligi iilkeden iilkeye hatta hastaneden hastaneye farkliliklar
gostermektedir Tiirkiye’de 2016 siirveyans verilerine gore invaziv S. aureus
izolatlarinda metisilin direnci sefoksitin tarama ve/veya oksasilin MIK sonuglarina

gore % 23,6 olarak belirlenmistir (57).
2.6. S. aureus’ un Neden Oldugu Enfeksiyonlar

S. aureus’un neden oldugu hastaliklar, bakterinin dokulara dogrudan yayilimi ve

harabiyeti ile ya da bakterinin iirettigi toksinlerle olusur (23).
2.6.1. Deri enfeksiyonlari

Follikiilit: Kil foliikiilleri ve ¢evresiyle sinirli piyojenik bir enfeksiyondur. Kizarik,

agrili lezyonlar seklindedir. Sistemik semptomlari yoktur (19).

Fronkiil: Kil follikiillerine derin yerlesmis, cogunlukla yiiz, boyun, aksillada agril,
kirmizi, ¢evresi endurasyonlu, nodiillerdir. Lezyonun i¢inde bakteri, kan ve olii deri
hiicrelerinden olusan sar1 bir sivi vardir ve cerrahi insizyonla ya da kendiliginden

drene olur (17).

Karbonkiil: Birgok kil follikiiliinii iceren daha derin yerlesimli lezyonlardir. Ates,
titreme gibi sistemik bulgular eslik edebilir. Iyilesme sonrasinda eskar dokusu

birakir. Karbonkiil olusan kisiler siklikla S. aureus igin burun tastyicisidirlar (19).

Impetigo: Siklikla ¢ocuklarda gozlenen yiizeyel bir deri enfeksiyonudur. Biillsz ve

biilloz olmayan impetigo olarak iki sekilde goriiliir. Biilloz olmayan impetigo tek,
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kirmiz1 makiil seklinde baslar ve vezikiil haline doner. Devaminda vezikiiller riiptiire
olur ve kasintili, bal rengi bir kurut tabakasi ile kaplanir. Biilloz impetigo ise

stafilokoksik haslanmis deri sendromunun lokalize bir formudur (17).

Hidradenit: Koltuk alti, kasik, perianal bolgeler gibi apokrin ter bezlerinin bulundugu
bolgeleri iceren piyojenik enfeksiyondur (19).

Mastit: Dogum ve sonrasinda emziren annelerde ikinci ve {iglincii haftalarda goriilen

meme enfeksiyonudur (17).

Yara enfeksiyonlari: Cerrahi sonrasi alan gevresinde eritemli, 6demli ve agrili yaralar
olarak gozlenir. Bu enfeksiyon siklikla enfekte hastanin burnunda tasidigr ayni S.
aureus susuyla olusur. Yara enfeksiyonlar1 yayilirsa selliilit, lenfadenit ve nekrotizan

fasiite sebep olabilir (19).
2.6.2.S. aureus’un toksinleriyle yaptigi hastalhiklar

Stafilokokal haslanmis deri sendromu: Cogunlukla S. aureus suslarinin sebep oldugu
cocukluk déneminde goriilen eksfoliyatif toksinler (ET-A ve ET-B) aracigiyla olusan
eritemli ve yaygin biillii bakteriyel deri hastaliklarindandir. Deri hafif bir travma ile

soyulabilir. Buna "Nikolsky belirtisi denir (58).

Toksik sok sendromu: 1980'i yillarda menstruasyon sirasinda tampon kullanan
kadinlarda goriilen bir hastalik olarak dikkat c¢ekmistir. Ancak daha sonra
menstruasyon ile iligkisiz vakalar da bildirilmistir. Yiiksek ates, hipotansiyon,
siddetli miyalji, bol sulu ishal baslica semptomlardir. Mukozalar kizarir ve vajinal

akintida S. aureus saptanabilir (19).

Besin zehirlenmeleri: Istya dayanikli enterotoksin iireten S. aureus suslariyla
kontamine gidalarin alinmasiyla meydana gelir. Toksin kaynatma veya pisirmeyle
inaktive olmaz. Dondurma, krema, islenmis etler, patates salatalar1 ve konserve
gidalar sik rastlanan sorumlu besinlerdir. Gida alimindan sonraki 2-6 saat iginde

bulant1 ve kusmayla semptomlar baslar ve devaminda tabloya ishal eklenir (59).

Bakteriyemi: S. aureus’a bagli bakteriyemi insidansi son zamanlarda giderek

artmaktadir. Nazokomiyal bakteriyemi hastaneye yatigtan 2 giin sonra ortaya ¢ikan,
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toplumdan kazanilan bakteriyemi ise basvuru esnasinda ya da hastaneye yatistan 2
giin Oncesine kadar saptanan bakteriyemidir (60). Stafilokokal bakteriyemilerin

%86's1 nozokomiyal kokenlidir.
2.6.3.Endokardit

S. aureus dogal kapak ve prostetik kapak endokarditinin baslica sebeplerinden
biridir. S. aureus endokarditleri ani baslar ve hizli ilerler. Yiiksek ates, yeni olusan
ifiirimler veya Ufiirim seslerinde degismeler olusabilir. Petesiyel deri lezyonlari,

Janeway lezyonlari, Osler nodiilii, Roth spots gibi bulgular tanida yardimc1 olabilir

(19).
2.6.4. Alt solunum yolu enfeksiyonlari

Pnémoni ve ampiyem: Toplum kaynakli pnémonilerin %10’undan, hastane kaynakli
pnomonilerin ise %20-30’undan S. aureus sorumludur (61). Toplum kokenli S.
aureus pnomonileri siklikla influenza epidemilerinin pesine goriiliir. Hastane kokenli

olanlar ise siklikla entiibasyona veya aspirasyona bagli olarak goriiliir.

Plevral ampiyem baslica pndmoni ve akciger absesinden komsuluk yoluyla veya
gbgiis cerrahisinin bir komplikasyonu sonucu olusur. Ates, gogiis agrisi, solunum

sikintis1 gibi semptomlar goriiliir (19).
2.6.5.Kemik-eklem enfeksiyonlari

Osteomiyelit: Yiiksek ates ve uzun kemiklerin metafiz bolgesinde agri ile ortaya
cikar. Olgularin yarisinda kan kiiltiirli pozitiftir. Tedavide penisilinaza direngli

penisilinler tercih edilmelidir (62).

Septik artrit: Puberte Oncesinde septik artritin baslica sebebi S. aureus’tur.
Erigkinlerde siklikla romatoid artrite sekonder olarak goriiliir. Lokal

enfeksiyonlardan sonra hematojen yolla veya iyatrojenik olarak gelisebilir (25).
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2.7. Stafilokok Enfeksiyonlarinda Tedavi

Stafilokoklar deri ve mukozalarda yaygin olarak bulunurlar ve deri biitlinliigliniin
bozulmasiyla viicuda girerler. Yarada yabanci bir cisim olmadigl siirece
enfeksiyonun gelismesi i¢in gereken bakteri sayist ¢ok fazladir. Ancak cerrahi yara
enfeksiyonlari, yabanci cisim ve cansiz doku varligi nedeniyle nispeten daha az

sayida organizma ile gelisir (23).

Penisilinin kesfinden sonra stafilokoklar hizla bu ilaca kars1 direng gelistirmistir. Bu
sebeple penisilin direncine karsi semisentetik penisilinler (6rn. metisilin, nafsilin,
oksasilin, dikloksasilin) gelistirilmistir. Bu semisentetik penisilinlerin etkisi beta-
laktamaz hidrolizine karsi direng gostermeleridir. Ancak metisilinin yaygin ve
Ozensiz kullanim1 sonucu metisiline kars1 da direng gelismeye baslamistir. Metisiline
direngli olan S. aureus suslari aslinda beta-laktam antibiyotiklerin tiimiine karsi
direng gosterir. MRSA enfeksiyonlarinin yogun olarak goriildiigii hastanelerde
antibiyotik tedavisi olarak ilk segilecek ilag grubu glikopeptidlerdir (19).

2.7.1. Hiicre duvar sentezini etkileyen antibiyotikler
2.7.1.1. Beta-laktam antibiyotikler

Beta laktam halkas1 tasiyan, benzer yapida ve benzer etki mekanizmalara sahip
antibakteriyel ajanlardir. Bu antibiyotik grubunun igerisinde penisilinler,
karbapenemler, monobaktamlar, sefalosporinler ve beta-laktamaz inhibitorleri
bulunur. Bu antibiyotikler, farkli kimyasal bilesiklerin beta laktam halkasina
eklenmesiyle birbirlerinden ayrilirlar (Sekil 3). Penisilinlerde tiazolidin halkasi
bulunurken, sefalosporinlerde dihidrotiazin halkasi bulunur. Karbapenemlerde ise
tiazolidin halkasi bulunur ancak bu halkaya siilfiir yerine bagh olan sey karbon

atomudur. Monobaktamlarda beta laktamdan bagka halka bulunmamaktadir (63).

Bakteri hiicre duvarinin yapisinda temel bilesen peptidoglikan tabakadir. Bu tabakay1
olusturan zincir ve ¢apraz baglar serin proteazlar (transglikozilazlar, transpeptidazlar,
karboksipeptidazlar) tarafindan yapilir. Bu enzimlere PBP de denir ve beta-laktam
antibiyotiklerin hedefidir. Beta-laktam antibiyotikler PBP’i inhibe ederek etkisini
gosterir (23).

17



/-—NH
0
Beta-laktam halkas
RZ
5 H H
R, N z
N Y )/ \ i F
\ :_—S CH,
J< i
0 | ——N
N . CH, O/ / “Ri
o
COOH
0 OH
Penisilin Sefalosporin
. 0
5 | |
R
AN /’ R-—C——NH
| AN
s
7 /
o
COOH o \SO3H
Karbapenem Monobaktam

Sekil 3. Beta-laktam antibiyotiklerin kimyasal yapis1 (63)

Penisilinler: Penisilin, Alexander Fleming tarafindan 1928 yilinda Penicillium
notatum isimli kiif mantarindan elde edilmis ve insanlara uygulanan ilk antibiyotik
olmustur. Bircok tiirevi olmasma ragmen gram pozitif bakterilere en etkili olam
penisilin G’dir. Kimyasal yapisi; beta-laktam halkasi, tiazolidin halkas1 ve bir yan
zincirden olusur (64). Penisilinlerin hedefi hiicre duvar sentezinde rol alan
PBP’lerdir. PBP’ine baglanip, inhibe ederek peptidoglikan sentezini engeller.
Boylece transpeptidasyon islevini Onleyerek hiicre duvar sentezini bozar (65).
Stafilokoklarda penisiline kars1 olusan diren¢ B-laktamaz iiretimi sebebiyle olusur.
Bu enzim beta-laktam halkasini parcalayarak etkisiz hale getirir. Giinimiizde beta-

laktamaz tireten nozokomiyal stafilokoklarin oran1 %95’ten fazladir (66).
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2.7.1.2. Glikopeptid antibiyotikler

Glinlimiizde metisiline direngli stafilokoklar ve beta-laktamlara direngli
enterokoklardaki artis klinikte vankomisin ve teikoplanin kullanimina yol agmustir.
Vankomisin, Streptomyces orientalis; teikoplanin ise Actinoplanes teichomyceticus
etkeninden elde edilmistir. Bu gruptaki ilaglar, bakterilerin hiicre duvarini olusturan
peptidoglikanin  D-Ala-D-Ala  dizisine baglanarak transglikozilasyon  ve

transpeptidasyon basamaklarini inhibe ederler (25, 67).

Vankomisin: Klinik kullanima 1958 yilinda girmistir ve yalnizca gram pozitif
bakterilere karsi etkilidir. Vankomisinin etki mekanizmasi hiicre duvar sentezini
inhibe etmektir. Bunun yani sira hiicre zar1 gegirgenligini bozarak protoplast hasarina

yol agmak ve RNA sentezini engellemek de etkileri arasindadir (68).

Uzun yillar vankomisine direng goriilmezken 1989 yilinda ilk direng enterokoklarda
izole edilmeye baslanmig; 1996 yilinda ise vankomisine orta diizeyde duyarli S.
aureus (VISA) izole edilmis. Ardindan 2002 yilinda S. aureus suslarinda vankomisin
direnci saptanmaya baslanmis. Bu olgularin ortak 6zelligi hastalarin 6ncesinde ¢ok

sayida ve uzun siireli glikopeptid antibiyotikleriyle tedavi almis olmasidir (69).

Teikoplanin: Glikopeptit grubu igerisinde molekiiler yapisi ve etki mekanizmasi
vankomisine benzeyen bir antibiyotiktir. Vankomisine gore daha lipofilik
ozelliktedir. Amino ve karboksil uclarmin fenol gruplar ile olusturdugu asit yiki
fizyolojik pH’da ¢oziinmesine etkilidir. Teikoplaninin klinikte MRSA gibi gram
pozitif bakterilerin yol a¢tigi pnémoni, osteomiyelit ve yumusak doku enfeksiyonu
gibi agir enfeksiyonlarda kullanilir. Genel olarak iyi tolere edilebilen yan etkisi

diislik oranlarda goriilen bir ilagtir (68, 70).
2.7.2.Protein sentezini inhibe eden antibiyotikler
2.7.2.1. Aminoglikozidler

Gentamisin, amikasin, tobramisin stafilokok enfeksiyonlarinda kullanilabilen etkili

aminoglikozidlerdendir. Tedavide tek baslarina kullanimda direng gelisebildigi icin
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bu sekilde kullanim1 6nerilmez. Aminoglikozidlerin yanina vankomisin eklenmesi in

vivo sinerjistik etki saglar (71).
2.7.2.2. Oksazolidinonlar

Linezolid ve eperozolid, organik sentez yoluyla elde edilen oksazolidinon grubu
icerisinde yer alan antibakteriyel ajanlardir. N-formylmethionyl tRNA-mRNA-30S
kompleksini inhibe ederek protein sentezini engeller ve bakteriyostatik etki

gosterirler. Linezolid, bu grubun ilk tiyesidir (72).
2.7.2.3. Streptograminler

Streptograminler, ribozomda 50S alt {initeye baglanip peptid zincirinin uzamasini ve
peptidil transferazi engelleyerek protein sentezini inhibe eden parenteral bir
antibiyotiktir. Yapisinda 30:70 oraninda A ve B iki grup molekiil olan
Kinupristin/dalfopristinin kombinasyonunu igerir. A ve B grup streptograminler
protein sentezinin erken ve ge¢ basamaklarmi sirasiyla inhibe ederek birbirine
sinerjik etki gosterir. Tek baslarina bakteriyostatik etki gosterirken kombine halleri
bakterisidal etkilidirler (73).

2.7.3. Niikleik asit sentez inhibitorleri
2.7.3.1. Siilfonamidler ve trimetoprim

Siilfonamidler, dihidrofolat sentezinde paraaminobenzoik asidin (PABA) bakteri
tarafindan kullanilmasin1 kompetitif olarak engelleyerek dihidropteroat sentaz
enzimini inhibe eder. Sonugta dihidrofolat sentezi yapilamaz. Trimetoprim ise
dihidrofolat rediiktaza baglanir, reversibl olarak inhibe eder ve dihidrofolattan
tetrahidrofolat sentezini bloke eder. in vitro testlerde MRSA suslarinin ¢oguna

trimetoprim-siilfametoksazol kombinasyonu etkili bulunmustur (74, 75).
2.7.3.2. Kinolonlar

Bu grubun ilk iiyesi nalidiksit asittir. Sonrasinda niikleusuna flor atomu eklenerek
florokinolonlarin etki spektrumu genislemistir (76). Kinolonlar, DNA giraz enzimini

inhibe ederler ve bakterisidal etki gostermektedirler. Kinolonlara karsi direng, DNA
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girazdaki ve hedef topoizomeraz 1V teki yapisal mutasyonlara veya efluks pompasi

norA’nin fazla ekspresyonuna bagli olabilir (71).
2.7.3.3. Rifampin

Rifamisin, Streptomyces mediterranei’den elde edilir. Rifampin ise rifamisinin yari
sentetik bir tlirevi olarak gelistirilmistir. RNA sentezini engelleyerek etki gosterir.
Bunu DNA’ya bagimli RNA polimeraz ile bir kompleks olusturarak yapar. Rifampin
tek basina kullanilirsa hizla direng gelisir. Bu yiizden baska antibiyotiklerle kombine
sekilde kullanilmasi 6nerilir (76, 77).

2.7.4.Hiicre zarna etkili antibiyotikler
2.7.4.1. Daptomisin

Daptomisin, 1980’li yillarin baslarinda Streptomyces roseosporus’un fermentasyon
rtinti olarak gelistirilen, gram pozitif bakterilere etkili, siklik yapida bir lipopeptittir.
Bakterilerin hiicre duvarinda bulunan lipoteikoik asitte transmembran kanallar
olusturup membran sentezini bloke etmektedir. Bu kanallar hiicre i¢i K*, Mg*? gibi
iyonlarin ve ATP’nin sizmasina sebep olur (78). Ca*? iyonlar1 daptomisinin negatif
yiikiinii azaltir ve hiicre zariyla etkilesimini artirir. DNA, RNA ve protein sentezi
gibi makromolekiillerin sentezinin engellenmesine sebebiyet verir. Daptomisin hiicre
yikimina yol agmadan bakterisidal etki gosterir. Bu da hiicre duvarina etkili diger

antibiyotiklerden farklilik gosterir (79, 80).
2.7.5.Diger ajanlar
2.7.5.1. Tetrasiklin

Tetrasiklinler, aminoagil-transferaz RNA (tRNA)’'nin  30S  ribozom-mRNA
kompleksine baglanmasini bloke ederek protein sentezini inhibe eden genis

spektrumlu bakteriyostatik antibiyotiklerdir (81).
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2.7.5.2. Mupirosin

Pseudomonas fluorescens’in fermantasyon iiriinii olarak elde edilen antibiyotiktir.
[zol5sil-tRNA sentetazi inhibe ederek bakteriyel protein sentezini durdurur.
Metabolik yikimi hizli oldugu igin oral ve parenteral uygulamaya gore topikal

kullanimi onerilir (25).
2.8. Stafilokoklarda Metisilin Direnci

Penisilin direncine karsi 1960°ta beta-laktamaza karsi dayanikli yar1 sentetik
metisilin antibiyotigi kullanima girmistir. Metisilinin yaygin ve 6zensiz kullanimi
sonucu penisilin direncine karsi bulunan bu ¢6ziim uzun siirmemis ve kisa bir siire
sonra ilk MRSA olgular1 Jevons tarafindan 1961 yilinda Ingiltere’de bildirilmistir
(82) (83).

2.9. Stafilokoklarda Metisilin Diren¢ Mekanizmalari

Metisilin direnci; metisilin, oksasilin, kloksasilin, dikloksasilin gibi beta-laktamaz ile
inhibe olmayan beta-laktam antibiyotiklere karsi goézlenen direnctir. Metisilin

direnci, beta-laktamaz enzimiyle degil, kromozomal yolla meydana gelir (71).

Penisilin baglayan proteinlerin gorevi, peptidoglikan onciillerini hiicre duvarma
tasimak ve baglamaktir. Bu PBP’lerin bir kismu ¢ift fonksiyonlu olup transglikozidaz
ve transpeptidaz etkinligi bulundurur. S. aureus’ta dort adet PBP bulunur. Bunlarda
PBP2 ¢ift fonksiyonlu, PBP1, PBP3 ve PBP4 tek fonksiyonludur. Transpeptidasyon
pentapeptid zincirinin D-ala-D-ala terminalinde gerceklesir. Duyarli stafilokoklarda
beta-laktam antibiyotikler hiicre duvar prekiirsorleri ile yarisarak enzimin (PBP) aktif
bolgesine baglanip, transpeptidasyon basamagini inhibe ederler. Ancak dogal hiicre
duvar prekiirsorlerinden ayri olarak bu baglanma kovalan bag ile geriye
dontisimsiizdiir. Boylece PBP’lerin inaktivasyonu gerceklesir ve bakteriyel 6lim
gerceklesir. MRSA’da temel diren¢ mekanizmasi, mecA geninin trettigi farkli bir
penisilin baglayan protein olan beta-laktam grubu antibiyotiklere karsi diisiik
affiniteye sahip PBP2a sentezine dayanmaktadir. Transpeptidasyonu saglayan diger
PBP’ler beta-laktamlar varliginda inaktive olurken, PBP2a inaktive olmus PBP’lerin

yerini alarak hiicre duvarinin sentezini tamamlar (84).
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2.10. Biyofilm
2.10.1. Biyofilmin tanimi ve tarihcesi

Biyofilm varligindan ilk kez 17. ylizyilda mikrobiyolojinin babasi olarak bilinen
Leeuwenhoek bahsetmistir. Kendi disinden aldig1 6rnekte biyofilmi plaklar iginde
yasayan mikroorganizmalar olarak tanimlamistir (85). Marshall, biyofilmin hiicre
dis1 polimer bir fibril oldugunu ve bakterinin yiizeylere tutunabilmesinde 6neminin
oldugunu s6éylemistir (86). Costerton ve arkadaslari, 1978 yilinda biyofilm ile ilgili
bir teori ortaya koymus ve mikroorganizma tarafindan iiretildigini, canli ve cansiz
ylizeylere yapismayr sagladigini mekanizmalarla agiklamistir (87). Carpentier ve
Cerf ise basit olarak biyofilmi, bakterilerin igerisinde gomiilii olarak bulunan, yilizeye
yapismay1 saglayan organik polimer bir matriks olarak tanimlamistir (88). Bu
gelismeler, aragtirmacilarin ilgisinin hiicre duvari yapilarindan uzaklasip, biyofilm ve
mikrokolonilerin ara yiiziinii olusturan ekstraseliiler glikokaliks yapilara kaymasina
neden olmustur. Biyofilmin giiniimiizdeki tanimi ise; herhangi bir yiizeye veya
birbirlerine yapigsmayr saglayan, mikroorganizmanin iginde gomiilii olarak

bulundugu ekstraseliiler polimerik maddeden olusmus matriks seklindedir (89).

Yiizeylerde her koloni halinde yasayan mikroorganizmalar biyofilm yapisinda
ozellik tasimamaktadir. Gergek biyofilm yapisina sahip olan topluluklarda gosterilen
direng ve geri donlisimsiiz yapisma oOzelligi bu biyofilm yapisi tasimayan
kolonilerde goriilmemekte ve bunlar planktonik hiicre davranisi sergilemeye devam
etmektedir. Bununla beraber, biyofilm yapisina sahip olan bakteriler zamanla
matriksten kopup, planktonik formda dolasima gegseler bile ayrildiklar1 toplulugun

direng karakterlerini barindirdiklari bildirilmistir (90).

Biyofilmler canli dokular, medikal implantlar, su sistemleri ve dogal su kaynaklari
gibi canli veya cansiz yiizeylerde olusabilirler. Olusumunda ise mineral kristalleri,
korozyon partikiilleri, kan bilesenleri, kil veya camur parcalari bulunabilir (89).
Dogadaki sivisal ekosistemler incelediginde bakterilerin %99,9 oraninda biyofilm
aracilig1 ile ylizeylere yapisip ¢ogaldigi gosterilmistir (90). Giiniimiizde biyofilmin,
okyanuslarin derinlikleri ve derin yeralti sular1 hari¢ tim dogal ekosistemde
bulundugu kabul edilmektedir (91).
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Biyofilm olusturan bakteriler, planktonik formlarma gore antimikrobiyallere 100-
1000 kat daha direnglidir. Antimikrobiyallere karsi direngli olmayan bir bakteri
biyofilm olusturdugunda direncli hale, biyofilmden koptugunda ise tekrar duyarli
hale gecebilmektedir. Biyofilm igerisinde olusan anacrop ortam antimikrobiyale karsi
direncin gelismesinde onemlidir. Ayrica biyofilm icerisinde metabolizma sonucu
olusan asidik atiklarin pH’1 degistirmesi antibiyotikler tizerinde antagonistik etki
olusturabilir. Biyofilm, bakteriler arasinda diren¢ genlerinin aktarimda kolaylik
saglamakta ve boylece bakterilerin antibiyotiklere direngli hale gelmesinde 6nemli

rol oynamaktadir (4, 92).
2.10.2. Biyofilmin yapisi

Biyofilm, hiicre dis yiizeyinde diizensiz bir sekilde yayilmis olan polisakkarit yapiya
sahip bir matrikstir. Matriksin yogunlugu ve genisligi, hiicresel ve hiicresel olmayan
yapilar arasinda ve ayni zamanda mikroorganizma tiirleri arasinda degiskenlik
gosterir (90). Biyofilmler, ¢cok katmanli heterojen bir yapiya sahiptir ve bu yapi
icinde yasayan hiicrelere temel besin maddelerini ve oksijeni tasiyan ‘‘su

kanallarin1’> bulunmaktadir (93).

Biyofilm  yapisinin  bilesimi %97 su, %2-5 mikroorganizma, %1-2
ekzopolisakkaridler, %1-2 protein, %1-2 DNA ve iyonlarn icermektedir (4).
Biyofilmde fiziksel ve biyolojik yapi, ¢esitli i¢sel ve digsal faktorlerin etkilesimi ile
diizenlenir ve fiziksel yapmin ekzopolisakkaridler (EPS) ile iligkilendirildigi
bildirilmistir. EPS, bazen jelimsi veya viskoelastik 6zellikler sergileyebilir ve bu
fazlara gegcis sirasinda proteinler, Ca*?iyonlar1 ve polisakkaritler ile yap1 daha saglam
hale gelir (94). Mikroorganizmalar tarafindan tiretilen ekzopolisakkaritler; fiziksel ve
kimyasal ozellikler agisindan farklilik gosterebilir. Biyofilm igerisinde yasayan
mikrobiyal hiicrelerin iirettigi polisakkaritler biyofilmin ana ekstraselliiler bilesimini
olusturur ve hiicre yiizeyine ince seritler halinde baglanarak karmasik bir ag yapisi
olusturur. En yaygin olarak bulunan ekzopolisakkaritler arasinda seliiloz, aljinat ve

poli-N-asetil glukozamin bulunur (95).

Biyofilm matriksinde bulunan proteinler dort ana grupta toplanabilir. Bu gruplar

sunlardir: kivrimli fimbriyalar, biofilm associated protein toplulugu (biyofilm ile
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iligkili protein, BAP), lektinler (polisakkaritlerin ¢okmesine sebep olan baglayici
proteinler) ve oto tasiyict proteinler (bazi bakterilerin dis membranlarindaki
proteinlerde bulunan yapisal bir boliim). Pili ve kivrimli fimbriyalar, bakterilerin

yapiskan uzantilaridir (96).

Hiicre dist DNA (eDNA), son zamanlarda kesfedilen 6nemli bir biyofilm bileseni
olarak ortaya c¢ikmistir. Ekzopolisakkarit yapisinda fazlaca bulunan matriks
elemanidir. Antimikrobiyal ajanlara ve konakc¢inin bagisiklik sistemine karsi
bakterileri korur. Bakterilerde biyofilm gelisimini anlamak i¢in eDNA'nin yapisini
onemlidir (95).

Biyofilm olusumu ortamin pH seviyesi, oksijen seviyesi, karbon kaynagi, osmolarite,
yakin cevredeki besinlerin hiicre i¢ine alinmasi ve kullanilmasi ile atiklarin
uzaklastirilmasi1 gibi faktorlerle yakindan iliskilidir. Ayrica biyofilm olusumunu
etkileyen Onemli bir faktor besin kisitlamasi sonucu iretilen "quorum sensing"
molekiillerinin salinimidir. Son zamanlarda bazi hiicrelerden salgiladig1 ve hiicreler
arasinda sinyal iletimini saglayan molekiillerin (6rn.: agil homoserin lakton) biyofilm
tiretimini diizenleyebildigi gosterilmistir. Bu da biyofilmin ¢evresel adaptasyonunda

"quorum sensing" in onemini arttirmistir (87).

Biyofilm matriksi, i¢inde yasayan organizmalara bagli olarak farkli ozellikler
tastyabilir. Gram negatif bakterilerin genellikle nétral veya polianyonik biyofilm
matriksleri olusturdugu, gram pozitif bakterilerin ise katyonik matriksler olusturdugu
bilinmektedir (94, 97).

2.10.3. Biyofilmin olusum evreleri

Donistimli tutunma: Biyofilm olusumu, baslangicta bakterilerin  bir yiizeye
tutunmasiyla baslar ve devaminda biyofilm fenotipinin ortaya ¢ikmasini saglayan
genetik siirecler baglatilir. Biyofilm olusumunun gerceklesmesi i¢in bakteriler yiizeye
yeterince yakinda olmalidir. Yiizeye yaklasirken hem g¢ekici hem de itici giigler
devreye girmektedir. Yaklasik olarak 10-20 nm mesafede bakteri yiizeyindeki negatif
yiikler, ¢cevre yiizeyindeki negatif yiikler tarafindan itilir. Bununla birlikte, bakteriyel

hiicreler ile yiizey arasindaki ¢ekici etkilesim van der Waals kuvvetleriyle gergeklesir
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ve fimbria ve flagella gibi yapilarla mekanik baglanti kurulur (98). Tutunma
asamasinin ardindan biyofilm olusturmak igin farklilasma siireci ‘‘quorum sensing’’
ad1 verilen iletisim sisteminden gelen yamitlara baglidir. Quorum sensing ile
bakteriler ¢evrelerindeki bakteri toplulugunun yogunlugunu algilarlar. Yiizeye
tutunan her bakteri, ortama sinyal veren bir molekiil salgilar. Yiizeye baglh bakteri
sayisi arttikga, bu sinyal molekiilin ortamdaki konsantrasyonu artar ve bu artis
biyofilm olusumu igin bir dizi siirecin baslamasimi tetikler. Biyofilm igerisindeki
bakteriler hiicreler arasi, diisiik molekiil agirligina sahip haberciler araciligiyla

iletisim saglarlar (87).

Dontistimsiiz tutunma: Yapismada yiizeyle kisa mesafede olan iyon-dipol, dipol-
dipol, iyonik ve kovalent baglar ile hidrofobik ve hidrojen etkilesimler goérev
yapmaktadir. Bakteriler yiizeylere fimbria ve flagella gibi yapilar ile EPS olusturarak
doniistimsiiz  baglanabilirler. Katyonlar, cesitli makromolekiiller ve koloidal
materyaller yiizeye tutundugunda, mikroorganizmalar o6nce organik materyale
doniisimli olarak, ardindan flagella ve fimbrialarini kullanarak doniisiimsiiz olarak
tutunurlar. Yiizeye baglanan bakteriler, EPS tretirler. Ancak EPS iiretmeyen bakteri
tiurleri de yiizeylere baglanabilmektedir. Doniisiimsiiz tutunmanin basamaginin

uzaklastirilmasi i¢in firgalama ve kazima gibi giiglii islemler gerekmektedir (99).

Kolonizasyon ve mikrokoloni olusumu: Yiizeye baglanan bakteriler zamanla
cogalarak ilk koloniyi olustururlar ve ardindan farkli bakteri tiirlerinin de katilimiyla
ikincil koloni olusumu goriiliir. Biyofilm biiyliditkge matriks iginde kapsiil olusturan
mikroorganizmalarin sayisi artar. Mikrokoloniler biiyiir ve karmasik mantar benzeri

yapilar veya kulelere dontisebilir (95).

Olgun biyofilm: Biyofilmin mikrokoloni olusumundan sonra EPS i¢in gerekli olan
genlerin ekspresyonu gergeklesmektedir. Bu asama besin, oksijen gibi maddelerin
hiicrelere iletilmesi ve atiklarin uzaklastirilmasi igin mikro kanallarin olusturuldugu

asamadir. Bu asamalar ile yapi {i¢ boyutlu seklini kazanir (95).

Kopma veya ayrilma evresi: Biyofilm olusum asamalarinin  sonunda
mikroorganizmalar besin durumuna bagl olarak ayrilma siirecine gecerler. Ayrilma

islemi sivi kayma kuvvetine, zayif baglanmaya, oksijen ve besin kaynaklarinin
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tilkenmesine baghdir. Sivi kayma kuvveti nedeniyle olusan asinma, kii¢iik biyofilm
pargalarinin uzaklastirilmasi olarak tanimlanabilir. Dokiilme ise besin kaynaklarinin
azalmasi ile biiyiikk biyofilm pargalarimin rastgele ayrilmasi anlamina gelir (95).

Biyofilm olusum evreleri Sekil 4 ve Sekil 5’te verilmistir.

Planktonik bakteri
tutunma /
aynima »

‘ Eksopolisakkarit

yapi ) 7 s
Sinyal
[}
o J A' molekiilleri
o a
Geri donlstmsliz AN
tutunma XD N
BIYOFILM N

Sinyal / E‘{} ‘k \ :

o ) molekulleri

% 5

Ureme ve bslunme Birgok tiirden olusan biyofilm

Sekil 4. Biyofilm olusum asamalar1 (100)

Bagh Hiicre

Mikrokoloni

Biyofilm

Sekil 5. Planktonik bakteride biyofilm gelisme asamalar1 (101)
2.10.4. Biyofilm mikroorganizma iliskisi

Bakteri, konak¢i ylizeyinde sabit kalabilmesi i¢in bir takim virulans faktorlere
sahiptir. Yiizey adezin proteinleri konak¢inin elastin, fibrinojen, fibronektin gibi
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ekstraseliiler matriks proteinlerine yapisir (29). Bu adherans sonrasi bakteriler bir
yandan c¢ogalirlarken bir yandan da biyofilm olusturma &zelligine gore biyofilm
yapimina baglarlar. Bu biyofilm olusumu bakterilere bircok avantaj saglar.
Bakterileri nem, 1s1, pH degisiklikleri, besin yoklugu ve ultraviyole 1s1ga maruz
kalma gibi c¢evresel kosullardaki degisimlerin doguracagi zararlardan korur.
Konakginin kan akimu, tiikiiriigiin yikama giicii gibi bir takim fiziksel giiglerine karsi
dayaniklilik saglar. Su kanallar1 sayesinde besinler biyofilm i¢inde homojen bir

sekilde dagitilirken, toksik metabolitlerin uzaklastiriimasi da saglanir (102).

Ayrica bakterilerin ekzopolisakkarid matrikste kiimeler halinde bulunmalari
bakterilerin fagositoza karsi korunmalarmi saglar. Immiin sistemin bakterilere
ulasmalar1 engellenmis olur. Biyofilme sahip organizmalar, oksijen radikallerine,
dezenfektanlara, fagositoza ve antibiyotiklere karsi planktonik hiicrelere gore daha
direnclidirler. Biyofilmin, mikroorganizmalara bu direnci saglamasi kronik seyirli

enfeksiyonlara yol agmaktadir (90).
2.10.5. Biyofilm hastalik iliskisi

Biyofilm olusturan bakterilerin, antimikrobiyallere kars1 daha direngli olmasi, kronik
seyirli enfeksiyonlara yol agmasi gibi sebepler biyofilm olusturan bakterinin
konakg¢idan uzaklastirilmasinin ne kadar gii¢ oldugunun gostergesidir. Biyofilm
olusturan bakterilerle dogal kapak endokarditi, kistik fibrozis, periodontit gibi
rahatsizliklar ve santral venoz Katater, diriner kateter ve protez kapak gibi yabanci
cisim sebebiyle olusan enfeksiyonlar arasindaki iliski ve bu iliskide 6nemli bazi

mekanizmalar tespit edilmistir (90).

Hiicrelerin ayrilmasi veya hiicre agregatlari: Hiicrelerin biiyiimesi ve ¢evresel stresin
artmas1 biyofilmin igindeki bakterinin kopmasina sebep olabilir. Ayrica biyofilm
olusumunu diizenleyen acil homoserin lakton molekiilii biyofilminin olusmasina
neden olurken ayni zamanda kopmaya da yol agabilir, bu da dolagim sisteminde

enfeksiyon riskini artirir.

28



Endotoksin iretimi: Biyofilm ireten gram negatif bakteriler endotoksin tretimini
artirarak hastada daha fazla bagisiklik yanitina neden olabilirler. Olusan inflamatuar

yanitin siddeti enfeksiyonun seyrini etkiler.

Konagin immiin yanmitina direng: Biyofilm iireten bakterilere karsi makrofajin
gostermis oldugu fagositozun ya da antikorlarin opsonizasyonunun yetersiz oldugu

gosterilmistir.

Bakterilere direng aktarimi: Plazmidlerin biyofilmlere konjugasyonu direng

genlerinin farkl: tiirler arasinda transfer edilebildigini gostermistir (103).
2.10.6. Quorum sensing (¢ogunlugu algilama) mekanizmalari

Quorum sensing, 1994 yilinda Fuqua ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan hiicreler
arasi iletisimin bir 6rnegidir. Bu tiir hiicreden hiicreye iletisimin bakteriler arasinda
gen sunumunun uyumu ve islevselliginde temel rolii oldugu bilinmektedir. Bakteri,
biyofilm i¢indeki konsantrasyonu dolayli yolla izler ve esik degere ulastiginda
hiicreyi etkileyecek tarzda davraniglarini diizenler, gen ekspresyonunu degistirir,

enzim ve toksin gibi ihtiyaci olan genlerin transkripsiyonunu saglar (85).

Quorum sensing, sadece Ozgiir yasayan bakterilerle iligkili degil, ayn1 zamanda
yuksek organizmalarla (simbiyozlar veya patojenler) iligkili olan bakterilerin
faaliyetlerini kontrol etmek i¢in de kullanilir. Quorum sensing sisteminde sinyal
molekiilleri 6nemli bir gorev iistlenir. Bu molekiiller gram pozitif bakterilerde kiiciik
peptitler, gram negatif bakterilerde ortama salinan yag asidi tiirevi agil homoserin
lakton, hem gram negatif hem de gram pozitif bakterilerde otoinducer-2’dir. Gram
pozitif bakteriler tarafindan {iretilen aminoasit sayis1 5-17 arasinda degisen

oligopeptitler otoindiikleyici peptidler (AIP) olarak ifade edilir (85).

AIP, hiicre icinden disart dogru yayilmayip, membranda bulunan “ATP-binding
cassette” sistemiyle aktifleserek salgilanmaktadir. Hiicre disindaki quorum sensing
molekiilleri iki farkli mekanizma araciligiyla bakteri hiicrelerine etki eder. Birinci
mekanizma bu molekiillerin membrana bagli sensor kinazlara baglanmasini igerir.
Bu baglanma hiicre i¢inde gen ekspresyonunu kontrol eden diizenleyici molekiillerin

fosforilasyonunu tetikler, bu da hiicre iginde transkripsiyonel degisikliklere yol agar.
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Ikinci mekanizma ise bazi bakterilerde bulunan oligopeptid permeazlar araciligiyla
gerceklesir. Bu molekiiller dogrudan hiicre igine girer ve hiicre i¢i reseptorlerle

etkilesime geger (104, 105).

Quorum sensing sistemi bakteriye bir¢ok avantaj saglar. Bu sistem bakterilerin
davraniglarin1 koordine ederek, cevresel degisikliklere uyum saglar. Ayni besin
kaynaklari i¢in rekabet eden diger bakterilere kars1 savasabilir. Enfeksiyon sirasinda
virulans faktorlerinin diizenlenmesi bakterilerin konak organizmadaki bagisiklik

yanitindan kagmalarina yardimci olur (87).
2.10.7. Biyofilm ve antimikrobiyal diren¢

Bakteriyel hastaliklarinin tedavisinde siklikla karsilagilan 6nemli sorunlardan birisi
antibiyotik direncidir. Planktonik haldeki bakterilerin antibiyotiklere olan direnci
endise vericiyken biyofilm yapisinin neden oldugu diren¢ enfeksiyonlarin tedavisini
daha da karmasik hale getirir. Yapilan ¢alismalarda biyofilm olusturan
mikroorganizmalarin planktonik formlarina gore antibiyotiklere 100-1000 kat daha
direncli oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde biyofilm yapisinda bulunan bakterilerin
planktonik hallerine gore cesitli antiseptiklere ve endiistriyel biyositlere karsi daha
direngli olduklar bildirilmistir. Bu biyofilm direncinin altinda yatan nedenler olarak
disa atim pompalari, enzimatik inaktivasyon ve ilacin hedefinde gergeklesen
mutasyon gibi bilinen antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 goriillmemektedir. Bunun
yerine biyofilmlerin bu dirence sahip olmasinin arkasinda ¢oklu mekanizmalarin
oldugu distiniilmektedir (92, 106, 107). Biyofilm direng¢ mekanizmalarina iliskin

ileri siiriilen farkli tezler Sekil 6’da verilmistir. Bu mekanizmalar sunlari igerir:

e Antimikrobiyal diflizyonu biyofilm matriksinde bulunan polimerik maddelerin
zorlastirdig1 bilinmektedir. Bu yiizden antimikrobiyal ajan biyofilme tiim tabakalari
boyunca penetrasyon gosteremez. Bu durum antibiyotiklerin yeterli konsantrasyona

ulasamamasi anlamina gelmektedir.

e Biyofilme gomiilii olan bakterilerin bir kismi besin eksikligi yasar ve bu

bakterilerin biiylime hizlar1 planktonik bakterilere gore belirgin sekilde diisiiktiir.
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Yavas biiyiiyen veya bilyliyemeyen hiicreler bir¢ok antimikrobiyale karsi direng

gosterir ve birgogu hayatta kalabilmektedir.

e Biyofilm olusumu igin gerekli pH, Oz, CO2, pirimidin konsantrasyonu gibi
mikrocevrel degiskenler biyofilm olusumunu kolaylastirirken antimikrobiyallerin
etkisini olumsuz yonde etkileyebilir. Ayrica biyofilm igindeki bakteriler arasinda

direng genlerinin transferi de miimkiindiir (108).

Yapilan ¢aligmalar, 6zellikle vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptidlerin gegisini
engellemekte molekiiler filtre mekanizmasinin en Onemli mekanizma oldugu
gostermektedir. Baz1 arastirmalarda biyofilmin glikopeptid aktivitesini azalttig1 6ne
stiriilmiistiir. Ancak buna kars1 vankomisinin yiiksek dozlarda (500-1000 pg/ml)
kullanilmast durumunda, biyofilm olusturan bakterilere karsi daha etkili oldugu

bildirilmigtir (110).

- Antibiyotigin diisiik penetrasyonu
Biyofilm matrisi bilesenlerinin tasidigi farkh 6zellikler antibiyotigin gegisini
engelleyebilir.

™ : . >
L ) . ¢ Fenotipik degisiklikler
P > Biyofilmin olgunlagmasi siirecinde bazi bakteriler daha dayanikli fenotipik yapi
sergileyebilir.

Mikrogevrede degisiklik
Biyofilmin alt katmanlarinda oksijen kosantrasyonu ve iireme hiz1 degisimine
bagl olarak antibiyotik etkinligi degisebilir.

¥ Bi-yoﬁlm alt yiizeyi |

Sekil 6. Biyofilm direng mekanizmalarina iliskin ileri siiriilen farkli tezler (92)
2.10.8. S. aureus ve biyofilm

Stafilokoklar biyofilm olusturabilmek i¢in dncelikle konak doku ligandlar1 ve kat1 bir
ylizey gibi uygun yiizeylere yapisarak tutunmayi gerceklestirirler. Bu asamadan
MSCRAMM vyiizey proteinleri sorumludur. Bir sonraki asamada hiicreler arasi
adezyon gergeklestirilerek ¢ok katmanli bir biyofilm olusturulur. icaADBC operonu
biyofilm olusumunun hiicreler arasi adezyonunda goérev yapan “polysaccharide
intercellular adhesin” (PIA) igin ‘‘poly- N-acetyl-beta-1-6—glucosamine’” (PNAG)

oligomerlerini sentezletir (3, 29).
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S. aureus’un biyofilm olusumunda icaA ve icaD genlerinin yeri 6nemlidir. Bu
genlerin gorevi UDP-N-asetil glukozamini  kullanarak seker oligomerleri
sentezletmektir (Sekil 7). Tek basina icaA geni diisiik N-asetilglukozamin transferaz
aktivitesine sahiptir ancak icaB geni ile aralarinda yerlesen icaD geni varliginda
enzim aktivitesinde belirgin artis gozlenir. icaA ve icaD genleri tarafindan
sentezlenen oligomerlerin maksimum uzunlugu 20 rezidiidiir. icaC bu oligomerleri

uzatir. icaB deasetilasyon reaksiyonunu katalizler (109, 110).

PIA

B-1,6-N-acetylgucosamin
oligomerleri (-130 rezidii)

N ~ F N\ m[r\ falla
7

\/ \__l Ny c

- B-1,6-N-acetylgucosamin
\ oligomerleri (10-20 rezidii)

UDF-N-acetylglucosamine

IcaA /IcaD

Sekil 7. PIA biyosentezinin modeli (110)

Bakterilerin biyofilm olusturmasinda gorevli yapisal bir grup yiizey proteini énemli
bulunmustur. Ozellikle mastitli sigirlardan (S. aureus V329) izole edilen ‘‘biofilm
associated protein’’ (bap), biyofilm olusumu i¢in gerekli olan 6nemli yapilardan biri
olarak tanimlanmistir. bap genine sahip S. aureus suslarinin diger biyofilm pozitif
suglara gore daha giiglii biyofilm olusturduklar1 ifade edilmistir. S. aureus’ta
biyofilm olusumu i¢in Onemli olan g¢esitli yilizey bilesenleri PIA ve bap,
MSCRAMM’lar ile bir arada bulunur ve biyofilm olusumuna katkida bulunur. Bap,
yiiksek molekiil agirlikli, ardisik C-domainleri igeren, bakterilerin giiclii biyofilm
olusturmasimi saglayan 2276 aminoasitlik bir proteindir. Yapilan arastirmalar bap
geninin hem abiyotik yiizeylere yapisma hem de hiicreler aras1 adezyon asamalarinda

gorev yaptigint gostermistir (14).
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S. aureus suslarindaki bap geni ile yapilan arastirmalar, genin bulunma sikliginin
azligimdan dolayr olduk¢a kisithidir. bap geni genellikle kroniklesen sigir

mastitlerinde saptanmistir (111).
2.10.9. Biyofilm saptama yontemleri

Biyofilm olusumunu belirlemek, biyofilm direncinin mekanizmalarini anlamak ve
yeni tedavi se¢enekleri gelistirmek i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla farkli in vitro
ve in vivo yontemler kullanilmaktadir. Kongo kirmizili agar (congo red agar, CRA)
yontemi, modifiye tlip aderans yontemi (Modifiye Christensen yontemi) Ve
mikroplak yontemi biyofilm olusumunu tespit etmek igin sik¢a kullanilan
yontemlerden bazilaridir. Ayrica kuru agirlik ve metabolik aktiviteye dayali bazi
nicel yontemlerle birlikte floresan mikroskopi, konfokal lazer tarama mikroskopi ve

elektron mikroskopisi gibi goriintiileme yontemleri de mevcuttur (92).

CRA yontemi, bakterilerin uygun bir besiyerine ekilmesi, 37°C’de 24 saat
inkiibasyon sonrasi olusan renk degisikliginin gozlenmesi yoluyla biyofilm iiretimini
belirlemek icin kullanilir. Besiyeri icerisinde siikroz, beyin kalp infiizyon buyyonu,
kongo kirmizist ve agar bulunur. Siyah veya koyu kirmizi renkli koloni olusumu

biyofilm iiretimi agisindan pozitif olarak degerlendirilir (112, 113).

Standart cam tiip yonteminde, bakterilerin TSB besiyeri iceren tiiplere ekiminden
sonra tiipler 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilir. Ardindan tiip igerigi aspire
edilip metilen mavisi eklenir. Ardindan tiip igerigi tekrar aspire edilir ve i¢ yiizeyinde

boyali bir tabaka olusumu biyofilm tiretimi agisindan pozitif bir isarettir (114).

Modifiye tiip aderans yonteminde (Christensen yontemi), glikozlu TSB besiyeri
igeren cam tiiplere bakterinin ekimi yapilir ve 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilir. Inkiibasyon sonrasi tiip igerigi aspire edilir ve fosfatla tamponlanmis salin
(PBYS) ile yikanir ve sonra boyar madde eklenerek karistirilir. Boyar madde olarak
kristal viyole, trypan blue veya safranin kullanilabilir. Bir siire sonra boya aspire
edilir ve tiipler kurutma kagidi tizerinde ters gevrilerek kurumaya birakilir. Tiiplerin

i¢ yiizeyinde renkli tabaka varligi pozitif, renk degisiminin olmamas1 ise negatif
olarak kabul edilir (115).
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Mikroplaklarin kullanildigi yontemler, g¢esitli modifikasyonlarla sik tercih edilen
yontemlerdendir. Ozellikle spektrofotometrik mikroplak yontemi diger yontemlere
gore daha hassas, duyarli ve niceliksel sonuglar elde edilebilen bir yontemdir. Bu
yontemde genellikle 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanilir. Bakteri siispansiyonu,
%1-3 glukozlu beyin-kalp infiizyon buyyon veya TSB igeren mikroplak
kuyucuklarma ekilir ve inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon siiresi sonunda
mikroplaklarin igerigi bosaltilir. Bosaltilan kuyucuklara yikama isleminden sonra
boya maddesi eklenir. Boyama amaciyla safranin, trypan blue veya kristal viyole
kullanilabilir. Boyanin biyofilm i¢ine niifuz etmesi i¢in bir siire beklenir ve ardindan
kuyucuklar tekrar bosaltilir ve yikama islemi yapilir. Bu asamada kristal viyole
biyofilm igindeki bakteri hiicrelerini boyar ve biyofilm yapisina katilmamis hiicreler
ve maddeler yikama ile uzaklastirilir. Yikama sonrast mikroplaklar oda 1sisinda
kurumaya birakilir. Daha sonra mikroplaklar etanol, asetik asit veya aseton gibi
kimyasal ajanlarla islenir ve belirli dalga boyunda, her bir kuyucuk i¢in
spektrofotometrik Ol¢im yapan mikroplak okuyucu cihazda optik dansite (OD)
degerleri belirlenir. Bu degerler kontrol kuyucuklarinin ortalama OD degerleriyle

karsilastirilarak biyofilm olusumunun varligi ve derecesi tespit edilebilir (92).

Gergek zamanli hiicre analizi yontemi kolay uygulanabilen, hizli ve giivenilir bir
yontem olarak dikkat c¢eker. Bu yontemde 06zel olarak kaplanmis altin
mikroelektrotlarla sahip mikroplaklar kullanilir. Hiicreler yiizeye yapistikca elektrik
akimina kars1 direng olarak adlandirilan impedans degisir ve bu degisim hiicre sayisi

ve biyofilm olusumuyla orantilidir (116).

Benzer bir mantikla galisan fiber-optik yontem biyofilm gelisimini yine gercek
zamanl izlemeye olanak tanir. Bu yontem, fiber-optik cekirdegi iizerinde gelisen
biyofilm tabakasinin, kiziltesi 1sinlarin  penetrasyonunu azaltmasi esasina
dayanmaktadir. Bu  yOontemle  biyofilm  inhibitorlerinin  etkisi  de
degerlendirilebilmektedir. Biyofilm olusumunu belirlemede ekstraseliiler matriks
komponentlerinden yararlanan bir yaklasim daha vardir. Bu yaklasimda “luminisan
konjuge oligotiyofen” molekiilleri belirli ekstraseliiler bilesenlere 6zgili olarak

baglanir ve hiicrelere zarar vermeden biyofilm olusumunu gézlemlemeyi miimkiin

kilar (92).
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Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) biyofilm arastirmalarinda genis kullanim
alanina sahip bir gorlintiileme metotudur. Olusturulan biyofilm yapisi gluteraldehit
ve etil alkolle muamele edildikten sonra taramali elektron mikroskobu ile
goriintiileme saglanir. Numunelerin  hazirlik slireci zaman alsa da yiiksek

¢ozlinlirliikte goriintli elde edebilme 6zelligine sahiptir (100).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez calismasina ait etik kurul onayi, Ondokuz Mayis Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 26.10.2022 tarihli 2022/466 karar nolu

mikrobiyoloji ¢alismasi olarak verilmistir. Etik kurul onay1 EK-1’de sunulmustur.

Bu calismada Nisan 2020- Aralik 2022 tarihlerinde Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Tibbi  Mikrobiyoloji ~ Anabilim Dali  Bakteriyoloji
Laboratuvari’na gonderilen klinik orneklerden izole edilen 130 MRSA izolati
kullanilmistir. Tekrarlayan iiremeleri olan hastalarda ilk saptanan izolat alinmak
lizere her hastadan tek bir izolat ¢alismaya dahil edilmistir. izolatlarin 10’u (%7,69)
polikliniklere ayaktan bagvuran hasta drneklerinden, 120’si (%92,30) ise yatan hasta

orneklerinden izole edilmistir.
3.1. Bakterilerin Tanimlanmasi

Laboratuvara gelen klinik 6rnekler %5 koyun kanli agar (KKA) ve eozin metilen
blue (EMB) agara ekilip 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Saf koloni seklinde tireme
gbzlenen plaklarda koloni morfolojisi gram pozitif bakteri iiremesiyle uyumlu
olanlara gram boyama ve basit biyokimyasal testler yapilip; gram pozitif, kok
morfolojisinde, katalaz pozitif, koagiilaz pozitif saptanan bakteriler S. aureus
siiphesiyle ileri identifikasyon testlerine alindi. Bakterilerin tiir diizeyinde

tanimlanmas1 VITEK® MS (bioMérieux, Fransa) otomatize sistemi ile belirlendi.
3.2. Antimikrobiyal Duyarhhgin Belirlenmesi

Calismaya alinan izolatlarin metisiline ve diger antimikrobiyallere kars1 direnci ilk
olarak Vitek 2 Compact (bioMéricux, Fransa) otomatize sistemi ile belirlendi.
Metisilin direnci sefoksitin diskiyle (30 pg), Kirby Bauer disk diflizyon yontemi
kullanilarak dogrulandi. European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) (117) onerilerine gore inhibisyon zon ¢apt <22 mm olan izolatlar
MRSA, >22 mm olan izolatlar MSSA olarak kabul edildi.
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3.3. Biyofilm Aktivitesinin Belirlenmesi

Izolatlarin biyofilm aktiviteleri mikrotitrasyon plag: yontemiyle belirlendi. S. aureus
izolatlariin biyofilm olusturabilme yeteneklerini degerlendirebilmek i¢in izolatlar
ilk olarak KKA besiyerine tek koloniler halinde pasajland: ve 37°C’de 18-24 saat
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda saf olan kiiltiirler, %0,25 glukozlu Tryptic Soy
Broth (TSB) (Biolife, italya) besiyeri iceren tiiplere inokiile edildi ve 37°C’de 24
saat boyunca inkiibasyona alindi. Sonrasinda izolatlar %0,25 glukozlu TSB besiyeri
ile 1/20 oraninda seyreltildi ve 200 ul’si diiz tabanli 96 kuyucuklu mikrotitrasyon
plagi icerisinde 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Her izolat 3 farkli kuyucukta
calisildr. Inkiibasyon siiresi sonlandiginda kuyucuklardaki besiyerleri bosaltild1 ve
kuyucuklar distile su ile 3 kez yikanarak planktonik hiicreler kuyucuklardan
uzaklastirildi. Ardindan mikrotitrasyon plagi kurutma kagidinin {izerine ters
cevrilerek kurumaya birakildi. Kuyucuklara 9%1°lik kristal viyole 100’er pl
dagitilarak biyofilm olusumunu boyamak i¢in 15 dakika boyunca oda sicakliginda
bekletildi. islem sonrasinda kuyucuklar tekrar distile su ile 3 kez yikand: ve ters
cevrilerek kurutma kagidinda kurutuldu. Kuyucuklara son islem olarak 200 ul
etanol/aseton (80:20) soliisyonu ilave edilip, 10 dakika bekletilip boya ¢ozdiiriildii.
Plaklar 492 nm dalga boyunda ELISA reader optik okuyucuda (Chromate Awareness
Technology, ABD) okutuldu. Calismada her plakta pozitif kontrol susu olarak S.
aureus ATCC 25923, negatif kontrol susu olarak S. aureus ATCC 29213 kullanild1.
Elde edilen optik dansite (OD) degerleri Chrestensen ve ark.; Chusri ve ark.’nin
calismalarinda kullandiklari biyofilm olusum aktivitelerinin degerlendirme 6lgegi ile
degerlendirildi (115, 118). Biyofilm olusum aktivitelerinin degerlendirme olgegi
Tablo 2’de sunuldu.

Tablo 2. Biyofilm olusum aktivitelerinin degerlendirmesi

Optik Dansite Yapisma Skor
KOD >MBOD Yapigma olmayan 0
KOD < MBOD < 2KOD Zayif yapisma 1
2KOD < MBOD < 4KOD Orta derece yapisma 2
4KOD < MBOD Giglii derece yapigma 3

KOD: Kontrol Optik Dansitesi, MBOD: Mikroorganizma Biyofilmi Optik Dansitesi
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3.4. Vankomisin ve Teikoplanin Duyarhhginin Standart Sivi Mikrodiliisyon

Yontemiyle Belirlenmesi

Calismaya dahil edilen antibiyotikler; vankomisin (Cayman Chemical Company,
ABD) ve teikoplanin (Sigma-Aldrich, ABD) uygun ¢oziiciiler kullanilarak ¢oziildii
ve c¢ozeltiler 4096 pg/ml konsantrasyonunda hazirlandi. Bu ¢ozeltiler kullanilacagi
zamana kadar -20°C’de saklandi. Mikrodiliisyon yontemi igin steril 96 kuyucuklu U
tabanli plaklar tercih edildi. Her iki antibiyotik i¢in farkli plaklar kullanildi. Her bir
kuyucuga 100 pl katyon ayarli Mueller-Hinton Broth (KAMHB) (Condalab,
Ispanya) eklendi. Sonrasinda 4096 pg/ml’lik antibiyotik stogu KAMHB ile 1/128
oraninda diliie edilerek konsantrasyon 32 pg/ml’ye diistiriildii ve ilk kuyucuklara 100
pl eklendi. Ardindan 10. kuyucuga kadar olan kuyucuklarda seri diliisyonlar
yapilarak son konsantrasyonlar olusturuldu, 11. kuyucuk pozitif kontrol, 12. kuyucuk
ise negatif kontrol olarak kullanildi. KKA besiyerinde {iretilen izolatlar, 0,5
McFarland bulanikliginda siispansiyonlar halinde hazirlandi ve sonrasinda KAMHB
ile 1/10 oraninda seyreltildi. Negatif kontrol kuyucugu disindaki tiim
kuyucuklaralara 5 pl eklendi. Plaklar 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildiktan
sonra lremenin gorilmedigi en diisiik konsantrasyon minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) degeri olarak kabul edildi (119). Izolatlarin tamami igin
vankomisin ve teikoplanin MIK degerleri ¢alisildi. Sonuglar EUCAST standartlarina
gore degerlendirildi ve kaydedildi. Vankomisin ve teikoplanin i¢in >2 pg/ml direncli,

<2 pg/ml duyarli olarak kabul edildi (117).

3.5. Vankomisin ve Teikoplaninin Olusmus Biyofilm Tabakasina Etkisinin

Biyofilm Inhibitér Konsantrasyonu (BIK) ile Belirlenmesi

Gilclii derecede (skor:3) biyofilm olusumu tespit edilen 30 izolat iizerinde
antibiyofilm aktivitesi test edildi. Bu izolatlar KKA besiyerine pasajlandi. Sonrasinda
9%0,25 glukoz iceren TSB besiyerine inokiile edilerek 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakildi. Islem sonrasi kiiltiirler %0,25 glukozlu TSB besiyeri ile 1/20 oraninda
seyreltilerek 200’er pl 96 kuyucuklu mikroplaklarin her satirina bir izolat olacak
sekilde eklendi. Plaklardaki kuyucuklarin i¢ine steril cam boncuklar konuldu ve
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Baska mikroplaklarda taze hazirlanan KAMHB i¢inde

vankomisin ve teikoplaninin ayr1 ayr1 4096 pg/ml konsantrasyondan baglatilarak seri
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diliisyonu yapildi. Biyofilm olusturan cam boncuklar antibiyotik seyreltme islemi
yapilmis mikroplaklarin ilgili kuyucuklarina yerlestirildikten sonra 24 saat 37°C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki cam boncuklar 200 ul KAMHB
igeren ependorf tliplere aktarildi ve 5 dk vortekslendi. Sonrasinda tiiplerden 100 pl
alind1 ve icinde 100°er ul KAMHB bulunan yeni bir plaktaki kuyucuklara aktarilip
37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Uremenin gériilmedigi en diisiik
konsantrasyon biyofilm inhibitdr konsantrasyon (BIK) olarak degerlendirildi.
Mikroplaklarin 12. kuyucuguna ekim yapilmadan TSB eklenerek kontrol kuyucugu
olarak kullanildi (120).

3.6. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Goriintiileme

Biyofilm tiretmeyen 112 numarali izolat ile biyofilm fireticisi olan 118 numarali
izolat, elektron mikrokobu ile goriintiilenebilmesi igin secildi. Izolatlar KKA
besiyerine pasajlandi ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi. Sonrasinda
olusan saf koloniler %0,25 glukozlu TSB besiyerine aktarildi ve 37°C’ de 24 saat
inkiibe edildi. Islemden sonra izolatlar %0,25 glukozlu TSB ile 1/20 oraninda
seyreltildi. Elde edilen inokiilasyonlardan 2 ml’lik 6rnekler, 12 kuyucuklu plaga
dagitildi ve bu plaga daha 6nce otoklavlanmig ve steril hale getirilmis lamel pargalari
yerlestirildi. Ardindan 37°C’ de 24 saat inkiibe edildi. Sonrasinda kuyucuklardaki
besiyeri aspire edilip lameller yikandi. Baska bir plaga biyofilm olusturmus olan
lameller aktarildi. Yeni plaktaki kuyucuklara 1 ml %4 gluteraldehit eklenip, 1 saat
oda sicaklhiginda bekletildi. Beklemenin sonunda gluteraldehit bosaltildi ve sirayla
kuyucuklara; %70, %80, %90, %96 ve saf olacak sekilde 1’er ml etil alkol (Isolab,
Almanya) eklendi. Her basamak i¢in oda 1sisinda 10 dakika beklendi. En sonunda saf

alkol aspire edilip plak karanlik bir ortamda kurumaya birakildu.

SEM gériintiileri Ondokuz Mayis Universitesi, Karadeniz Ileri Teknoloji Arastirma
ve Uygulama Merkezi’nde elde edildi. Lamel pargalar1 kaplama cihazinda altin/pal
(Au/Pd) ile kaplandi. Taramali elektron mikroskobunda (JEOL, ABD) 1000, 3000,
5000 ve 10000’lik biiytitmelerde goriintiilendi.
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3.7. Virulans Genlerinin Molekiiler Yontemler ile Tespit Edilmesi
3.7.1.DNA izolasyonu

DNA izolasyonu kaynatma yéntemi ile yapildi. Ik olarak bakteriler koyun kanl
agara pasajlanip 37°C” de bir gece inkiibe edildi. Elde edilen saf kolonilerden 500 pl
distile su igeren mikrosantrifiij tiiplerine bir 6ze dolusu aktarildi. Tiipler
vortekslenerek homojenize edildi. Sonrasinda tipler 100°C’de 15 dakika siire ile
kuru 1s1 bloguna yerlestirildi. Ardindan santrifiij cihazina yerlestirilerek 4°C ve
15000 x g’de 20 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant DNA, ¢okeltiye

dokunmadan pipetle alind1 ve kullanilacagi zamana kadar -20°C’de saklamaya alindi.
3.7.2.DNA amplifikasyonu

Virulans genlerinin tespiti igin optimizasyon g¢aligmalar1 yapildi. Otomatik termal
dongiileyicide (Eppendorf, Hamburg, Almanya) mecA, pvl, icaA, icaD ve bap i¢in
unipleks PZR islemleri gergeklestirildi. Virulans genlerine ait spesifik primer dizileri
Tablo 3’te verildi.

Tablo 3. mecA, pvl, icaA, icaD, bap genlerine ait spesifik primer dizileri (3, 44, 121,
122)

Hedef gen Primer sekansi (5°-3°) Amplikon

biiyiikliigii
mecA forward GTA GAA ATG ACT GAACGT CCG ATA A 310 b
mecA reverse CCAATTCCACATTGT TTC GGT CTA A P
IukS/F-PV ATC ATT AGG TAA AAT GTC TGG ACA TGA TCCA
forward

433 bp

|ukS/F-PV GCA TCA AGT GTA TTG GAT AGC AAA AGC
reverse
icaA forward CCTAACTAACGAAAGGTAG 1315 b
icaA reverse AAGATATAGCGA T AAGTGC P
icaD forward AAACGTAAGAGAGGTGG 381 b
icaD reverse GGCAATAT GATCAAGATAC P
bap forward CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTG 971 b
bap reverse GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC P
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mecA geni igin S. aureus ATCC 43300 standart susu, pvl geni igin ise S. aureus

ATCC 49775 standart susu pozitif kontrol olarak kullanildi. izolatlarin mecA ve pvl

gen bolgelerinin arastirilmasi i¢in McClure ve ark. (122) ile Lina ve ark.’nin (44)

kullandiklar: yontemler modifiye edilerek unipleks PZR y6ntemi uygulandi. mecA ve

pvl i¢in PZR karigimlar1 Tablo 4 ve Tablo 5’te verildi. Amplifikasyon programlari ise

Tablo 6’da verildi.

Tablo 4. mecA PZR karigimi

Icerik Miktar
10X taq buffer 2,5 ul
25 mM MgCI2 3ul
2 mM dNTP mix 2,5 ul
2 pmol mecA-F 3ul
2 pmol mecA-R 3ul
5 U/ ul tag DNA polimeraz 0,2 ul
Kalip DNA Sul
Saf su 5,8 ul
Toplam 25l
Tablo 5. pvl PZR karigimi

Icerik Miktar
10X taq buffer 4 ul
25 mM MgCI2 4 ul
2 mM dNTP mix 3ul
10 pmol Luk-PV-F 2 ul
10 pmol Luk-PV-R 2 ul
5 U/ ul tag DNA polimeraz 0,3 ul
Kalip DNA S5ul
Saf su 19,7 ul
Toplam 40 pl
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Tablo 6. mecA ve pvl PZR amplifikasyon programi

[k denatiirasyon | 94°C 10 dakika 1 dongii
mecA Denatiirasyon 94°C 45 saniye 30 dongii

Baglanma 55°C 45 saniye

Uzama 72°C 75 saniye

Son uzama 72°C 10 dakika 1 dongii

[k denatiirasyon | 94°C 5 dakika 1 dongii
pvl Denatiirasyon 94°C 30 saniye 30 dongii

Baglanma 55°C 30 saniye

Uzama 72°C 60 saniye

Son uzama 72°C 7 dakika 1 dongii

icaA ve icaD genleri igin S. epidermidis ATCC 35984 standart susu pozitif kontrol
olarak kullanildi; bap geni igin ise pozitif kontrol olarak kullanilacak standart sus
temin edilemedi. Izolatlarin icaA ve icaD gen bdlgelerinin arastirilmasi Vasudevan
ve ark. (121) kullandig1 yontem modifiye edilerek, bap gen bélgesinin arastirilmasi
Vancraeynest ve ark. (3) kullandigi yontem modifiye edilerek her {i¢ gen bolgesi igin
unipleks PZR yontemi uygulandi. icaA, icaD ve bap genleri i¢in PZR karisimlar
Tablo 7, Tablo 8 ve Tablo 9°da verildi. Amplifikasyon programlari ise Tablo 10’da

verildi.

Tablo 7. icaA PZR karigimi

Icerik Miktar
10X taq buffer 2,5ul
25 mM MgCI2 4 ul
10 mM dNTP mix 1 ul
10 nmol icaA F 1wl
10 nmol icaA R 1wl
5 U/ ul tag DNA polimeraz 0,25 ul
Kalip DNA 2ul
Saf su 13,25 wl
Toplam 25l
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Tablo 8. icaD PZR karisimi

Icerik Miktar
10X taq buffer 6 ul
25 mM MgCI2 4 ul
10 mM dNTP mix 2,5ul
10 nmol icaD F 1 ul
10 nmol icaD R 1wl
5 U/ ul Taq DNA polimeraz 1 ul
Kalip DNA 2ul
Saf su 9,5ul
Toplam 27
Tablo 9. bap PZR karisimi

Icerik Miktar
10X taq buffer 2,5 ul
25 mM MgClI2 4 ul
10 mM dNTP mix 1 ul
10 pmol bap F 1 ul
10 pmol bap R 1l
1.25 U/ ul Taq DNA polimeraz 0,5 pl
Kalip DNA 2ul
Saf su 13 ul
Toplam 25l

3.7.3.Elde edilen PZR iiriinlerinin jel elektroforezi ile goriintiilenmesi

Konsantrasyonu %2 olan Trisma-Borik Asit-EDTA (TBE) tamponu iginde %1,5’lik
agaroz jel hazirlandi. Eritilen jel yatay elektroforez kabina dokildi ve 30 dk
sogumast i¢in beklendi. Amplifikasyon dirinii (10 pl), 2 pl 6X yiikleme tamponu ile
karistirilarak agaroz jel kuyucuklarina yiiklendi. Molekiil boyutlarima gére DNA
bantlarinin ayristirilmasi i¢in 120 V, 60 dk siiresince yiiklenen iiriinler elektroforezde
yuriitildii. Sonrasinda jel 0,5 ug/ml etidyum bromid igeren distile suda 20 dk
boyunca boyandi. DNA bantlar1 boyamanin ardindan GeneRuler 100 bp DNA ladder
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plus belirtegleri ile kiyaslanarak Gel

Doc XR (Bio-Rad, ABD) cihaz1 ile

goriintiilendi. Bu goriintiiler Quantity One (Bio-Rad, ABD) yazilimi ile kaydedildi.

Tablo 10. icaA, icaD ve bap PZR amplifikasyon programi

[k denatiirasyon | 95°C 3 dakika 1 déngii
_ Denatiirasyon 95°C 30 saniye 40 dongii
IcaA Baglanma 50 °C 30 saniye
Uzama 72°C 90 saniye
Son uzama 72°C 15 dakika 1 dongii
[k denatiirasyon | 92°C 3 dakika 1 déngii
_ Denatiirasyon 92°C 45 saniye 30 dongii
& Baglanma 49°C 45 saniye
Uzama 72°C 60 saniye
Son uzama 72°C 7 dakika 1 dongii
[k denatiirasyon | 94°C 30 saniye 1 dongii
Denatiirasyon 94°C 45 saniye 30 dongii
bap Baglanma 62°C 60 saniye
Uzama 72°C 60 saniye
Son uzama 72°C 7 dakika 1 dongii

3.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz icin SPSS V 21 kullanildi. Bulgularin istatistiksel analizine Ki-kare

(Chi-square) ve korelasyon (Spearman's rho) testleri ile bakildi. Testler i¢in p<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. S. aureus izolatlarimn Ozellikleri

Calismamizda Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Boliimii Bakteriyoloji Laboratuvari’na Nisan 2020-Aralik 2022
tarihlerinde gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 130 MRSA izolati
kullanildi. izolatlarin 40’1 (%30,76) kan, 40’1 kateter kan1 (%30,76), 50°si (%38,48)
eksiida ornegiydi. Izolatlar en sik dahili kliniklerden (%65,38) gonderilen
orneklerden elde edildi. Laboratuvarimiza gonderilen materyallerden izole ettigimiz
S. aureus izolatlarmin 6rnek tiirii ve gonderildikleri kliniklere gore dagilimi Tablo

11°de verildi.

Tablo 11. S. aureus izolatlarinin 6rnek tiirii ve kliniklere goére dagilimi

Ornek Tiirii | Yogun Bakim | Dahili Klinikler | Cerrahi Klinikler | Toplam
n (%) n (%) n (%)

Kan 7 (17,5) 31 (77,5) 2 (5) 40

Kateter Kani 8 (20) 31 (77,5) 1(2,5) 40

Eksiida 2 (4) 23 (46) 25 (50) 50

Toplam 17 85 28 130

4.2. Antimikrobiyal Duyarhhk Profilleri

Calismaya dahil edilen 130 S. aureus izolati metisiline direngli suslardan se¢ildi.
Izolatlarin antibiyotik duyarlilik sonuglart EUCAST uluslararas: standartlarina gore
degerlendirildi (117). Antibiyotik duyarlilik profilleri Tablo 12°de verildi.

Tiim izolatlar penisiline direnc¢li vankomisin, teikoplanin ve linezolide duyarli olarak
belirlendi. Diger antibiyotikler yoniinden degerlendirildiginde izolatlarin en duyarh
oldugu antibiyotik trimetoprim-siilfametoksazol iken, en direngli oldugu antibiyotik

tetrasiklin olarak saptandi.
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Tablo 12. S. aureus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik profilleri

Antibiyotikler Duyarh Duyarl, yiiksek Direncli
n (%) dozda n (%)
n (%)
Penisilin 0 0 130 (100)
Oksasilin 0 0 130 (100)
Siprofloksasin 43 (33,07) 58 (44,61) 29 (22,30)
Gentamisin 68 (52,30) 0 0
Vankomisin 130 (100) 0 0
Teikoplanin 130 (100) 0 0
Eritromisin 88 (67,69) 0 42 (32,30)
Klindamisin 88 (67,69) 0 42 (32,30)
Tetrasiklin 84 (64,61) 0 46 (35,38)
Linezolid 130 (100) 0 0
Trimetoprim- 124 (95,38) 0 6 (4,61)

sulfametoksazol

4.3. Disk Difiizyon Testi Sonuclar

Sefoksitin duyarliliginin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen disk difiizyon testi

sonuglarina gére, tiim izolatlar sefoksitine direngli olarak bulundu. Izolatlardan birine

ait disk diflizyon test sonucu Sekil 8’de gosterildi.

Sekil 8. Disk difiizyon testi ile sefoksitin duyarliliginin belirlenmesi




4.4, Biyofilm Uretimi

Caligmamizda kullanilan izolatlarin biyofilm olusumu mikrotitrasyon plagi
yontemiyle incelendi. Bu yontemle 37°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan Kristal
viyole ile boyama sonrasi OD’ler belirlenerek tiim izolatlarin biyofilm aktiviteleri
degerlendirildi. Calisilan 130 S. aureus izolatinin 81’inin (%62,30) biyofilm
olusturdugu goriildii. izolatlarin 28°si (%21,53) zayif derecede, 23ii (%17,69) orta
derecede, 30’u (%23,07) ise giigli derecede biyofilm olusturdu. Biyofilm

olusumunun arastirildig1 bir mikrotitrasyon plagi gorintiisii Sekil 9°da verildi.

PK «

O
NK «

Ki 1+—

Sekil 9. Biyofilm olusumunun mikrotitrasyon yontemiyle degerlendirilmesi

(NK: Negatif kontrol (S. aureus ATCC 29213), PK: Pozitif kontrol (S. aureus ATCC 25923), KI 1:
Klinik izolat 1 (biyofilm olusumu yok), Ki 2: Klinik izolat 2 (giiclii derecede biyofilm olusumu))

Biyofilm olusturan &rneklerin izole edildigi 6rnek tiirii dikkate alindiginda kan
kiiltiirti 6rneklerinden 25’1 (%62,5) biyofilm olusumu gosterirken, 9’unda (%22,5)
giiclii derecede biyofilm olusumu goriildi. Kateterden kan kiiltiirii 6rneklerinden 15’1
(%37,5) biyofilm olustururken, 10’unda (%25) gii¢lii biyofilm olusumu gorildi.
Eksiida kiiltiirii 6rneklerinden ise 41’1 (%82) biyofilm olustururken, 11’inde (%22)

giiclii biyofilm olusumu goriildii.
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Biyofilm iretimi tespit edilen 81 izolat icin penisilin ve oksasiline direng orani
%100°dii. Vankomisin, teikoplanin ve linezolide direncli izolat bulunmadi. Diger

antibiyotikler i¢in biyofilm olusturma o6zelliklerine gore antibiyotik diren¢ oranlari

Tablo 13’te verildi.

Tablo 13. Biyofilm olusturma 6zelliklerine gore antibiyotik direng oranlari

Antibiyotikler Biyofilm Biyofilm
Olusturan Suslar Olusturmayan P

(n=81) Suslar (n=49)

(n/%) (n/%)
Eritromisin 37 (45,67) 5(10,2) p<0,05
Klindamisin 37 (45,67) 5 (10,2) p<0,05
Tetrasiklin 43 (53,08) 3(6,12) p<0,05
Siprofloksasin 23 (28,39) 6 (12,24) p<0,05
silfumeioksarol | (499 2 (4,08 p>005

4.5. Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) Sonugclar

Calismaya alman 130 MRSA Klinik izolatima vankomisin ve teikoplanin
antibiyotikleri icin s1vi mikrodiliisyon yontemiyle MIK calisildi. MIK degerleri
EUCAST onerileri dogrultusunda, <2 pg/ml “duyarli” olacak sekilde degerlendirildi
(117). Calismadaki tiim izolatlar vankomisine 0,5-2 pug/ml, teikoplanine 0,25-2 pg/ml
MIK araliklarinda duyarli bulundu. Vankomisin ve teikoplanin antibiyotikleri icin
MIK dagilimlar1 Sekil 10 ve Sekil 11°de gosterilmektedir.

S. aureus izolatlarinin %50’sini inhibe eden en diisiik MiK konsantrasyonu MiKsg,
%90’ inhibe eden en diisik MIK konsantrasyonu ise MiKgo olarak tanimlandi.
Calismamizda S. aureus izolatlarmimn vankomisin icin MiKso ve MiKgo degeri 1
ug/ml olarak bulundu. Teikoplanin i¢in MiKso degeri 1 pg/ml iken MiKgo degeri 2
ug/ml olarak bulundu. MIK tespitinin arastirildig: bir mikroplagm gériintiisii Sekil
12°de verildi.
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iZOLATLARDA yANKOMisiN MiK
DAGILIMI

112
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0,5 pg/ml 1 pg/ml 2 pg/ml

m VANKOMISIN KONSANTRASYONU

Sekil 10. S. aureus izolatlarmin vankomisin MIK dagilimlar

IZOLAT SAYISI

IZOLATLARDA TEiKOPLANIN MIiK

DAGILIMI
67
38
19
6 .
[
0,25 pg/ml 0,5 pg/ml 1 pg/ml 2 pg/ml

m TEIKOPLANIN KONSANTRASYONU

Sekil 11. S. aureus izolatlarinin teikoplanin MiK dagilimlari

0.5 0.25 0.125 0.625 0.3125 PK NK
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Sekilde 8 izolat igin 1. siitundan 10. siituna kadar azalan diliisyonlarda 16-0,3125
ng/ml antibiyotik konsantrasyonu bulunmaktadir. 11. siitun pozitif kontrol, 12. siitun

ise negatif kontrol olarak tasarlandi.

Sivi mikrodiliisyon yontemiyle elde edilen vankomisin ve teikoplanin duyarlilik

sonuglari ile izolatlarin biyofilm olusturma dereceleri Tablo 14°te verildi.

Tablo 14. S. aureus izolatlariin sivi mikrodiliisyon MIK sonuglar1 ve biyofilm
dereceleri

izolat Numarasi Biyofilm Skoru Sivi Mikrodiliisyon
Vankomisin Teikoplanin
1 2 1 2
2 2 1 2
3 2 1 1
4 3 1 0,5
5 3 1 0,5
6 0 1 1
7 3 0,5 0,5
8 2 1 0,5
9 0 1 2
10 0 1 1
11 0 1 2
12 1 2 2
13 1 1 1
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Tablo 14 (Devami). S. aureus izolatlarinin sivi mikrodiliisyon MIK sonuglar1 ve

biyofilm dereceleri

izolat Numarasi Biyofilm Skoru Sivi Mikrodiliisyon
Vankomisin Teikoplanin
14 0 1 1
15 1 1 1
16 0 2 1
17 0 1 1
18 0 1 1
19 0 1 1
20 0 1 1
21 3 1 0,5
22 2 1 0,5
23 0 1 1
24 0 1 1
25 3 1 0,5
26 0 1 1
27 0 1 1
28 3 0,5 1
29 1 1 1
30 1 2 1
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Tablo 14 (Devami). S. aureus izolatlarinin sivi mikrodiliisyon MIK sonuglar1 ve

biyofilm dereceleri

izolat Numarasi Biyofilm Skoru Sivi Mikrodiliisyon
Vankomisin Teikoplanin
31 1 1 1
32 1 2 1
33 3 1 1
34 1 1 1
35 1 2 2
36 3 0,5 0,5
37 2 1 1
38 0 1 1
39 2 1 2
40 3 1 1
41 0 1 1
42 0 2 1
43 3 1 1
44 0 1 1
45 3 1 1
46 0 1 2
47 0 1 2
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Tablo 14 (Devami). S. aureus izolatlarinin sivi mikrodiliisyon MIK sonuglar1 ve

biyofilm dereceleri

izolat Numarasi Biyofilm Skoru Sivi Mikrodiliisyon
Vankomisin Teikoplanin

48

3 1 1
49

0 1 1
50

0 1 2
51

3 1 1
52

3 1 1
53

3 1 1
54

0 2 1
55

0 2 2
56

0 2 2
57

3 1 1
58

0 2 2
59

0 1 1
60

0 2 1
61

1 1 2
62

0 1 1
63

1 1 0,5
64

0 1 1
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Tablo 14 (Devamm). S. aureus izolatlarinin s1vi mikrodiliisyon MIK sonuglar1 ve

biyofilm dereceleri

zolat Numarasi Biyofilm Skoru Sivi Mikrodiliisyon
Vankomisin Teikoplanin

65 0 1 1
66 0 1 1
67 3 1 1
68 3 1 1
69 2 1 1
70 3 1 1
71 1 1 1
72 0 1 1
73 0 1 1
74 1 1 0,5
75 0 1 0,25
76 0 1 0,5
77 0 1 0,5
78 0 1 1
79 0 1 1
80 0 1 0,5
81 3 1 2
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Tablo 14 (Devamm). S. aureus izolatlarinin s1vi mikrodiliisyon MIK sonuglar1 ve

biyofilm dereceleri

izolat Numarasi Biyofilm Skoru Sivi Mikrodiliisyon
Vankomisin Teikoplanin
82 0 1 0,5
83 1 1 1
84 2 1 1
85 0 1 1
86 2 1 1
87 1 1 1
88 1 0,5 0,5
89 1 1 1
90 1 1 0,5
91 0 1 0,5
92 2 1 0,5
93 2 1 1
94 2 1 0,5
95 1 1 1
96 1 1 0,5
97 0 1 1
98 2 1 0,5
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Tablo 14 (Devamm). S. aureus izolatlarinin s1vi mikrodiliisyon MIK sonuglar1 ve

biyofilm dereceleri

izolat Numarasi Biyofilm Skoru Sivi Mikrodiliisyon
Vankomisin Teikoplanin
99 2 1 0,5
100 2 1 0,5
101 2 1 0,25
102 0 1 0,5
103 3 1 1
104 2 1 0,5
105 1 1 0,5
106 3 0,5 2
107 2 0,5 0,25
108 3 1 1
109 1 1 0,5
110 1 1 0,25
111 3 1 1
112 0 1 0,5
113 2 1 0,25
114 2 1 0,5
115 2 1 2
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Tablo 14 (Devamm). S. aureus izolatlarinin s1vi mikrodiliisyon MIK sonuglar1 ve
biyofilm dereceleri

izolat Numarasi Biyofilm Skoru Sivi Mikrodiliisyon
Vankomisin Teikoplanin
116 2 1 0,5
117 3 1 0,5
118 3 1 2
119 3 1 0,5
120 1 1 0,5
121 1 1 0,5
122 3 1 1
123 1 1 0,5
124 1 1 0,5
125 0 1 2
126 3 0,5 1
127 0 1 0,25
128 1 1 0,5
129 0 1 0,5
130 3 1 1
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Calismamizda vankomisin ve teikoplanin antibiyotiklerinin MIK degerleri ile
biyofilm olusumu arasindaki iligki izolatlarimiz arasinda vankomisin ve teikoplanin
antibiyotiklerine kars1 direngli izolat bulunmadigi ve tiim izolatlar duyarli olarak

tespit edildigi icin istatistiksel olarak degerlendirilmemistir.
4.6. Biyofilm Inhibitor Konsantrasyon (BiK) Sonuglari

Mikrotitrasyon yontemiyle biyofilm olusumu belirlenen izolatlardan giiclii biyofilm
(skor:3) olusturan 30 izolat dahil edildi. Biyofilm olusumunun antimikrobiyal
duyarliliga etkisi bir gece dnceden biyofilm olusturmus 96 kuyucuklu mikrotitrasyon
plag1 icindeki steril boncuklarin iizerine degisen konsantrasyonlarda antibiyotik
eklenerek iiremenin inhibe oldugu en diisiikk konsantrasyon olan BIK degerleri
saptand1. BIK degerinin arastirildigi bir mikroplagin goriintiisii Sekil 13’te verildi.
Izolatlarin MiK ve BIK degerlerinin karsilastirmas1 Tablo 15 ve 16°da verildi.
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Sekil 13. Mikroplakta BIK tespiti

Sekilde 8 izolat i¢in 1. siitundan 11. siituna kadar azalan diliisyonlarda 4096-4 pg/ml

antibiyotik konsantrasyonu bulunmaktadir. 12.slitun negatif kontrol olarak kullanildi.
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Tablo 15. Giiglii biyofilm olusturan izolatlarin vankomisin MIK ve BIK degerleri

izolat no 4 5 7 21 25
MiK 1 1 0.5 1 1
BiK 512 512 128 64 1024
Izolat no 28 33 36 40 43
MiK 0.5 1 0.5 1 1
BiK 64 256 2048 512 512
Izolat no 45 48 51 52 53
MiK 1 1 1 1 1
BiK 64 256 256 256 256
Izolat no 57 67 68 70 81
MiK 1 1 1 1 1
BIK 128 512 4096 512 256
Izolat no 103 106 108 111 117
MiK 1 0.5 1 1 1
BiK 256 128 128 128 256
Izolat no 118 119 122 126 130
MIK 1 1 1 0.5 1
BiK 512 512 512 512 256
Tablo 16. Giiglii biyofilm olusturan izolatlarin teikoplanin MIK ve BIiK degerleri
Izolat no 4 5 7 21 25
MiK 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
BiK 1024 1024 64 64 1024
Izolat no 28 33 36 40 43
MiK 1 1 0.5 1 1
BiK 128 512 2048 256 256
izolat no 45 48 51 52 53
MiK 1 1 1 2 1
BiK 64 32 512 512 128
Izolat no 57 67 68 70 81
MiK 1 1 1 1 2
BiK 256 256 4096 256 64
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Tablo 16 (Devam). Giiglii biyofilm olusturan izolatlarin teikoplanin MiK ve BIK
degerleri

Izolatno 103 106 108 111 117
MiK 1 2 1 1 0.5
BIiK 256 128 256 256 256
izolatno 118 119 122 126 130
MiK 2 0.5 1 0.5 1

BiK 512 512 2048 512 128

Biyofilm olusumunun %50’sini inhibe eden en diisiik BIK konsantrasyonu BiKso,
%90’m1 inhibe eden en diisiik konsantrasyon ise BiKgo olarak tanimlandi. Giiglii
biyofilm (skor:3) olusturan klinik izolatlarin vankomisin icin MiKso degeri 1 pg/ml,
MiKgo degeri 1 pg/ml ve BiKso degeri 256 ng/ml, BiKgo degeri 512 pg/ml olarak
hesaplandi. Teikoplanin icin ise MIKso degeri 1 pug/ml, MiKgo degeri 2 pg/ml ve
BiKso degeri 256 pg/ml, BiKgo degeri 1024 pg/ml olarak hesaplandi. Buna gére
izolatlarin vankomisin ve teikoplanin antibiyotikleri icin BiKgo degerleri MiKgo
degerlerinin 512 kat1 olarak bulundu. Giiglii biyofilm olusturan 30 izolatin
vankomisin ve teikoplanin antibiyotikleri i¢cin MIK ve BIK degerleri arasinda

korelasyon saptanmadi (p>0,05).
4.7. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Goriintiileme

Biyofilm iiretmeyen 112 numarali ve biyofilm {ireten 118 numarali izolatlarin
elektron mikroskobu ile 1000°1lik, 3000’lik, 5000’lik ve 10000’lik biiyiitmelerdeki
gorintileri Sekil 14°te verilmistir. Goriintiiler incelendiginde 112 numarali S. aureus
izolatinda (A, B, C) biyofilm iiretimi gozlenmezken; 118 numarali S. aureus

izolatinda (D, E, F) ise biyofilm tiretimi gdzlenmektedir.
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Sekil 14. 112 numarali biyofilm iireticisi olmayan S. aureus izolatinin ve 118
numaral1 biyofilm {ireticisi olan S. aureus izolatinin SEM goriintiisii

(A: 1000’1k biyiitme; B: 3000°1lik biiyiitme; C: 5000’lik biiyiitme; D: 1000’lik biiyiitme; E: 5000’lik
biiytitme; F: 10000°1ik biiyiitme)

4.8. Virulans Genlerinin Tespiti I¢cin Yapilan PZR Sonugclar

mecA geni i¢in yapilan PZR ve elektroforez islemleri sonunda pozitif kontrol
susunda ve 125 izolatta 310 bp bolgesinde pozitif bant saptandi, PZR jel goriintiisii
Sekil 15’te verildi.
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Sekil 15. mecA geni yoniinden pozitif izolatlarin PZR jel goriintiisii
(M: Marker, 1. bant: mecA pozitif kontrol, 2-15. bantlar: mecA pozitif hasta izolatlari, mecA:310 bp)

pvl geni igin yapilan PZR ve elektroforez islemleri sonunda pozitif kontrol susunda

ve iki izolatta 433 bp bolgesinde pozitif bant saptandi, PZR jel goriintisii Sekil 16°da
verildi.

Sekil 16. pvl geni yoniinden pozitif izolatin PZR jel goriintiisii

(M: Marker, 1. bant: pvl pozitif kontrol, 5,6. bantlar: pvl pozitif hasta izolatlar1, 2,3,4,7,8,9. bantlar:
pvl negatif hasta izolatlar1, pvl: 433 bp)
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icaA geni i¢in yapilan PZR ve elektroforez islemleri sonunda pozitif kontrol susunda

ve 96 izolatta 1315 bp bolgesinde pozitif bant saptandi, PZR jel goriintiileri Sekil
17°de verildi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1500 bp: - - e e e - . e pe. ~—

Sekil 17. icaA geni yoniinden pozitif izolatlarin PZR jel goriintiisii

(M: Marker, 1,3,8,12,14. bantlar: icaA negatif hasta izolatlar1, 2,4,5,6,7,9,10,11,13. bantlar: icaA
pozitif hasta izolatlari, 15. bant: icaA pozitif kontrol, icaA: 1315 bp)

icaD geni i¢in yapilan PZR ve elektroforez islemleri sonunda pozitif kontrol susunda
ve 100 izolatta 381 bp bolgesinde pozitif bant saptandi, PZR jel goriintiileri Sekil
18°de verildi.

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 1213 14 15

400 bp, - - ek e e e e s B e e e -

I e eeeeeese—— 8 |

Sekil 18. icaD geni yoniinden pozitif izolatlarin PZR jel gérintiisii
(M: Marker, 1.bant: icaD pozitif kontrol, 2-15. bantlar: icaD pozitif hasta izolatlari, icaD: 385 bp)
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bap geni i¢in yapilan PZR ve elektroforez islemleri sonunda pozitif kontrol susu
temin edilemedigi icin calismaya pozitif kontrol susu dahil edilemedi. Calisilan

klinik izolatlarda ise bap geni saptanmadi.

S. aureus’larin izole edildikleri 6rnek tiirleri ve saptanan virulans genlerinin dagilimi
Tablo 17°de verildi. icaA ve icaD genlerinin varligi agisindan izole edildikleri
ornekler arasinda anlamli farklilik bulundu (p<0,05). Antibiyotik direng oranlar1 ile
virulans genleri arasinda ise anlamli bir farklilik goriilmedi (p>0,05). Antibiyotik

direng oranlari ile virulans genlerinin dagilimi Tablo 18’de verildi.

Tablo 17. Ornek tiirlerine gére virulans genlerinin dagilim1

Ornek Tiirii mecA n:125 pvl n:2 icaA n:96 icaD n:100
(n,%) (n,%) (n,%) n,%o)
Kan 40(32) 0 33(34,37) 37(37)
Kateter Kam 39(31,2) 0 16(16,66) 18(18)
Eksiida 46(36,8) 2(100) 47(48,95) 45(45)
Toplam 125 2 96 100

Tablo 18. Antibiyotik direng oranlarina gére virulans genlerinin dagilimi

Antibiyotikler mecA n:125 pvl n:2 icaA n:96 icaD n:100

(n,%) (n,%) (n,%) (n,%)
Eritromisin 42 (33,6) - 29 (30,2) 32 (32)
Klindamisin 42 (33,6) - 29 (30,2) 32 (32)
Tetrasiklin 46 (36,8) 1 (50) 35 (36,45) 37 (37)
Siprofloksasin 29 (23,2) 1 (50) 24(25) 24 (24)
Trimetoprim- 6 (4,8) - 5 (5,20) 5(5)
siilfametoksazol

Calismaya alinan 130 S. aureus izolatinin 81’i mikrotitrasyon plagi yontemiyle
fenotipik olarak biyofilm dretti. Biyofilm iiretimi gozlenen 81 izolatin biyofilm ile
iligkili genlere sahip olma orani icaA ve icaD igin %96,29 olarak tespit edildi.
Biyofilm tiretmeyen 49 izolatin biyofilm ile iliskili genlere sahip olma orani ise icaA

igin %36,73, icaD igin %44,89 olarak tespit edildi. Biyofilm iiretimi giighi derecede
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pozitif olan 30 izolatin ise hepsinde icaA ve icaD genleri tespit edildi. Biyofilm
iiretimi ve biyofilm tiretme dereceleri ile icaA ve icaD genleri varligi arasinda
anlamli farklilik bulundu (p<0,05).
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5. TARTISMA

Insanlar, S. aureus bakterileri igin dogal bir rezervuardir. S. aureus %20-25 oraninda
direncli sekilde, %60'a varan oranlarda da aralikli olarak burunda kolonize olabilir.
Calismalarda ~ S.  aureus’un nazal  kolonizasyonu  enfeksiyon  riskinin
artmastyla iligkilendirilmistir. Hastanede yatan hastalar, ekzematdz cilt hastaligi
olanlar, damar i¢i madde kullananlar, insiiline bagimli diyabetliler ve uzun siireli
kalic1 intravaskiiler kateteri olan hastalarda kolonizasyon, normal popiilasyona gore
daha yiiksek oranlarda goriilmektedir. Bulas, kolonize bir tasiyicidan dogrudan temas

yoluyla gergeklesir (19, 123).

Diinyada hastane kaynakli patojenler arasinda S. aureus ilk siralarda yer almaktadir.
Ozellikle de cerrahi alandan kaynaklanan enfeksiyonlar arasinda en yaygin
patojendir. Hastane kaynakli enfeksiyonlarda S. aureus’un g¢ogu susu metisiline
direncglidir ve tedavisi giictiir. Morbidite ve mortalite orani yiiksektir (124, 125).
Bunun yaninda toplum kaynakli S. aureus izolatlarinda ise virulansla iliskilendirilen
pvl geni bulunmaktadir. Bu gen invazif deri-yumusak doku enfeksiyonlari ve

nekrotizan pnémoni ile iliskili bulunmustur (41).

Bhatta ve ark. (126) Nepal’de yaptiklar1 ¢alismada, 139 MRSA izolatin1 pvl gen
varligt yoniinden incelemis, izolatlarin %56,8’inde pvl gen varligini pozitif olarak
saptamiglardir. Bu pvl geni pozitif izolatlarin timiinin TK-MRSA oldugunu,
%93,67’sinin de eksiida orneklerinden elde edildigini bildirmislerdir. Cirit ve ark.
(127) ise gesitli klinik 6rneklerden elde ettikleri 130 MRSA ve 20 MSSA izolatinda
pvl gen varligimi arastirmiglardir. Yatan hasta orneklerinden elde edilmis olan iki

MRSA ve bir MSSA olmak iizere {i¢ izolatta pvl gen pozitifligi saptamiglardir.

Cogunlukla toplum kokenli enfeksiyonlarda goriilmekle birlikte pvl geni pozitif
suslarin  hastanelerde de yayilabildigi goriilmistiir. pvl gen pozitifligi toplum
kaynakli S. aureus suslarinin ¢ogunda saptanirken, hastane kaynakli suslarinin
minimum %5’inde saptanmaktadir (32). Bizim c¢alismamizdaki izolatlarin 10’u
(%7,69) polikliniklere ayaktan basvuran hasta 6rneklerinden, 120°si (%92,30) ise
yatan hasta Orneklerinden izole edilmistir. Bununla beraber pvl gen pozitifligi

saptanan iki izolattan (%1,53) biri ayaktan bagvuran bir hastanin yara yeri kiiltiir
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orneginden, digeri ise serviste yatmakta olan bir hastanin yara yeri kiiltiir 6rneginden
izole edilmistir. Calismamiz yapilan diger calismalarla da karsilagtirildiginda hasta
profilinin gogunlukla yatan hasta grubundan olmasiyla birlikte TK-MRSA izolat
sayisinin diigiik olmasi ve izolatlarin farkli klinik 6rneklerden elde edilmesi sebebiyle
eksiida Orneklerinin tiim Orneklerin bir kismii olusturmasi, disiik pvl gen

pozitifliginin sebebi olarak goriilmiistiir.

S. aureus’un mobil genetik elemanlarla direng geni transferi basta olmak tizere pek
¢ok mekanizmayla antimikrobiyal ajanlara direng gelistirme yetenegi enfeksiyonlarin
tedavisini  giiclestirmekte, bu da mortalite ve morbiditenin artmasiyla
sonuglanmaktadir. Cosgrove ve ark.’nin (128) yaptigt ¢alismada, MRSA
bakteriyemisinin MSSA bakteriyemisinden daha yiiksek mortalite ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Bu sebeple MRSA suslariin dogru tanisi oldukg¢a onemlidir. Dhungel
ve ark. (129) 39 S. aureus izolatinda sefoksitin disk diflizyon yontemiyle metisilin
direncini arastirmis, izolatlarin %87,2'sini MRSA olarak tespit etmislerdir. Bu
MRSA izolatlarinin ise %94,1'inde mecA gen varlig: tespit etmislerdir. mecA genini
igermeyen izolatlarin ise PBP’nin oksasiline afinitesindeki degisiklikle yeni bir mecA
homologu gelistirebilecegini ifade etmislerdir. Dogan ve ark. (130) ise oksasilin ve
sefoksitin disk diflizyon yontemleriyle metisiline direngli bulduklar1 45 S. aureus
izolatinin tamaminda mecA genini pozitif olarak tespit etmislerdir. Metisilin direngli
izolatlarda mecA gen varligi yiiksek oranda pozitiflik gostermektedir. Bizim
calismamizda tiim izolatlar sefoksitin disk diflizyon yontemiyle direngli olarak
belirlenirken; izolatlardaki mecA gen pozitiflik oran1 %96,15 olarak tespit edilmistir.
Yontemler arasinda ortaya ¢ikan uyumsuz izolatlarin direncinin ise mecA ile %70
benzerlik gosteren mecC geninden kaynaklanabilecegini diisiindiik. Calismalarda
mecC geninin PBP2a benzeri bir PBP kodlayarak metisilin direncine neden oldugu

gosterilmigtir (131).

Metisiline direngli S. aureus suslarinin yol agtig1 enfeksiyonlarin ¢ogunlukla ¢oklu
ilag direnci ile seyretmesi tedavi seceneklerinde kisitliliga yol agmaktadir (132).
SENTRY siirveyans calismasinda 2009-2016 yillar1 arasindaki MRSA’larin
antimikrobiyal duyarlilik profiline baktigimizda eritromisin, klindamisin, tetrasiklin,

siprofloksasin, gentamisin ve trimetoprim-siilfametoksazol duyarlilik sikliklarinin
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sirastyla %17, %67, %88, %27, %86 ve %97 oldugu bildirilmistir. Vankomisin ve
teikoplanine direng gosteren MRSA izolatt gbzlenmemis, bir izolat linezolide
direngli bulunmustur (133). Bizim izolatlarimizda vankomisin, teikoplanin ve
linezolid direnci goriilmemis; eritromisin, klindamisin, tetrasiklin, siprofloksasilin,
gentamisin ve trimetoprim/siillfametoksazol antibiyotiklerine duyarlilik oranlart ise
strastyla %67,69, %67,69, %64,61, %33,07, %52,30 ve %95,38 olarak saptanmustir.
MRSA izolatlarinda eritromisin, tetrasiklin ve gentamisin duyarliligi disinda
calismamiz verilerindeki antibiyotik direng oranlar1 SENTRY siirveyans caligsmasi
verileriyle benzerdir. Calismamizda gentamisin antibiyotigi i¢in duyarlilik sonucu
yalnizca 68 izolatta mevcuttur ve bu izolatlar duyarli olarak bulunmustur. Kalan
izolatlar igin gentamisin duyarlilik bilgisi verilerimizde mevcut degildir. Eritromisin
ve tetrasiklin duyarlilik oranlarinin ise SENTRY siirveyans calismasinin tersine
caligmamizin tek merkezli ¢alisma olmasit Sebebiyle farklilik gosterebilecegi

distiniilmistiir.

S. aureus enfeksiyonlarinin tedavisinde metisilin disinda bir¢cok antibiyotige karsi
giderek artan ¢oklu ilag direnci en 6nemli sorunlardan biridir. MRSA tedavisinde ilk
secenek antibiyotikler ise glikopeptidlerdir. Vankomisinin antibiyotik duyarlilik
testleriyle duyarli goriinmesine ragmen MIK degerlerinde yiikselme ve rutin
laboratuvar testleri ile saptanamayan direngli alt popiilasyonlarmin varhigi gibi
durumlar tedavi basarisini etkilemektedir. Ulkemizde Arabaci ve ark. (134) yaptiklari
calismada MRSA izolatlarinda MiKso/MIKgo degerlerini vankomisin ve teikoplanin
icin 1,5/2 pg/ml; MIK araliklarini ise vankomisin icin 0,38-2 pg/ml, teikoplanin i¢in
0,125-2 pg/ml seklinde bulmuslardir. Yine Tagkin Dalgic ve ark. (135) yaptiklari
calismada MRSA izolatlarinda vankomisin MIK araligim 0,5-1 pg/ml, MiKso ve
MiKgo degerlerini 1 pg/ml; teikoplanin MIK araligini 0,25-2 pg/ml, MiKso ve MiKgo
degerlerini 2 pg/ml olarak bulmuslardir. Calismamizda vankomisin MIK
degerlerinin aralign 0,5-2 pg/ml, teikoplanin MIK degerlerinin araligi ise 0,25-2
ug/ml; vankomisin ve teikoplanin igin MiKso degerleri 1 ug/ml, MiKgo degerleri ise
sirastyla 1 pg/ml, 2 pg/ml olarak saptanmis ve yapilan diger caligsmalarla

kiyaslandiginda benzer bulunmustur.

68



S. aureus bakterisiyle ortaya c¢ikan enfeksiyonlar yumusak doku enfeksiyonlari,
bakteriyemi gibi olduk¢a ¢esitli akut enfeksiyonlari igerir. Bunun yaninda
osteomiyelit, endokardit gibi uzun siireli enfeksiyonlar da goriilebilir. Bunlar ¢ogu
zaman Kateter, protez eklemi gibi implante edilmis malzemeler {izerinde tutunan bir
biyofilm ile iliskilidir (136, 137). Biyofilm, bir yiizeye veya dokuya baglanan,
koruyucu bir hiicre dig1 matriks i¢ine gomiilii, sapsiz bir mikrobiyal topluluk olarak
tanimlanir. Biyofilmin gelisim asamalar1 birgok kisi tarafindan tanimlanmustir. Ug
ana olaya ayrilabilir. Baslangi¢ asamasinda bireysel bir planktonik hiicrenin, doku
veya yabanci materyale geri doniisimlii ve geri doniisiimsiiz adezyonu, ikinci
basamakta hiicre proliferasyonu ve EPS sentezi, li¢lincii basamakta ise beslenme ve

atiklarin uzaklagtirilmasini saglayan kanallarin bulundugu {ii¢ boyutlu yapmin

olusumu seklindedir (138).

Biyofilm matriksi konak¢inin bagisiklik tepkisine ve antimikrobiyal ilaglarin etkisine
kars1 direng sagladigi igin biyofilmlerle iliskili enfeksiyonlarin tedavisi zordur (139).
Biyofilm {iiretimine sebep olan mikroorganizmalarin hastalik olusum siirecindeki
mekanizmasi tam olarak anlasilabilmis degildir. Implantlar iizerindeki biyofilmden
kopan hiicrelerin iriner sistem enfeksiyonu veya sepsis olusturmalari, endotoksin
iretimi ve konak immiin sistemine kars1 direng gelistirmeleri gibi mekanizmalar 6ne
striilmektedir. Stafilokoklar tarafindan olusturulan biyofilmler, biyofilmle iliskili
enfeksiyonlarin en yaygin nedenlerinden biri olarak kabul edilmistir (90, 106).
Biyofilm gelisimi ve biyofilmin antibakteriyel ilaglara karsi direnci ile ilgili farkl

arastirmacilar tarafindan bir¢ok ¢alisma mevcuttur.

Belbase ve ark. (140) yara orneklerinden izole ettikleri 76 S. aureus izolatinda
mikrotitrasyon plagi yontemi kullanarak biyofilm iiretimini arastirmiglardir. Bu
izolatlarin 35’inin (%46,1) biyofilm {irettigini, izolatlar arasindaki 36 MRSA
1zolatinin ise %63,8 oraninda biyofilm iirettigini tespit etmislerdir. Giir Vural ve ark.
(141) mikrotitrasyon plagi yontemi kullanarak 200 S. aureus izolatinin biyofilm
tretimini arastirdiklar1 calismada tiim S. aureus suslar1 arasinda %51 oraninda;
MRSA suslari arasinda ise %68 oraninda biyofilm olusumu tespit etmislerdir. Hortag
Istar ve ark. (142) 200 S. aureus izolatin mikrotitrasyon plagi yontemiyle biyofilm

olusumunu arastirdiklar1 c¢alismada izolatlarin  83’iiniin  (%41,5) biyofilm
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olusturdugunu, bu izolatlarin 49’unun (%59) MRSA oldugu tespit etmislerdir.
Biyofilm {iiretimini etkileyen bir¢ok yapisal ve ¢evresel faktdr vardir. Calismalardaki
sonuglara gére MRSA izolatlarinin biyofilm iiretme oranlarmin MSSA’ya gore
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bizim g¢alismamizda ise biyofilm iiretimi sonucunda
izolatlarin 81’inde (%62,30) biyofilm tiretimi saptanmistir. Calismamizdaki MRSA
izolatlarindaki biyofilm iiretim orani yapilan g¢alismalarla kiyaslandiginda benzer

bulunmustur.

Ulkemizde yapilan bir calismada Demir ve ark. (143) kronik yara enfeksiyonu etkeni
olarak izole ettikleri 112 S. aureus izolatinda %70,5 oraninda biyofilm olusumu
tespit etmislerdir. Arciola ve ark. (144) ise protez enfeksiyonlarindan izole ettikleri
15 S. aureus izolatinin 11°inde (%73.0) biyofilm {iiretimini pozitif olarak
bulmuslardir. Bu ¢alismalarla karsilastirildiginda g¢alismamizdaki S. aureus
izolatlarinda biyofilm tiretimi diisiiktiir. Sonuglar arasindaki farklilik, 6zellikle yara
yerlerinden ve yabanci cisim enfeksiyonlarindan izole edilen 6rneklerde daha yiiksek
oranlarda goriilen biyofilm olusumundan kaynaklaniyor olabilir. Poudel ve ark. (145)
ise kan Kkiiltiirlerinden izole ettikleri S. aureus izolatlarinda biyofilm varligini
arastirmis  ve izolatlarin  %66,7’sinde  biyofilm olusumu saptamislardir.

Calismamizdaki biyofilm {iretim oran1 bu ¢aligsma ile benzerlik gostermektedir.

Calismalarda cesitli 6rnek tiirlerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin biyofilm
iiretimi arasindaki farkliliklar dikkati ¢ekmektedir. Hortag Istar ve ark. (142)
biyofilm olusturan izolatlar arasinda yara izolatlariin kan ve kateter izolatlarina
oranla daha yiiksek oranda biyofilm frettigini goézlemlemiglerdir. Bizim
calismamizda kan Orneklerinde %62,5, katater Orneklerinde %37,5, eksiida
orneklerinde %82 oraninda biyofilm iiretimi gézlenmistir. Biyofilm iireten izolatlar
arasinda Ornek tiirline gore giiclii derecede biyofilm iiretme oranlar1 ise kan
orneklerinde %22,5, kateter 6rneklerinde %25, eksiida 6rneklerinde %22 seklindedir.
Calismamizda Hortag Istar ve ark.’nin (142) ¢alismasindaki gibi eksiida izolatlarinin
kan ve kateter izolatlarina gore daha yiiksek oranda biyofilm iireticisi oldugu
gozlenmistir ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Biyofilm
olusturma dereceleri ile 6rnek tiirleri arasindaki iliski ise istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir.
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Biyofilm {iireten suslarin liretmeyenlere kiyasla antibiyotik direncinin yiiksek oldugu
bilinmektedir. Neopane ve ark. (146) yara orneklerinden elde ettikleri 43 klinik S.
aureus izolatinin %69,8’inin biyofilm lireten izolatlar oldugunu ve biyofilm iireten
izolatlarda  iiretmeyenlere = gbére  eritromisin, klindamisin, trimetoprim-
siilfametoksazol, siprofloksasin ve tetrasiklin antibiyotiklerine karsi direncin daha
fazla oldugunu tespit etmislerdir. Bhattacharya ve ark. (147) cesitli 6rnek tiirlerinden
izole ettikleri S. aureus izolatlarinin %55’inde biyofilm iretimi saptamiglardir.
Biyofilm iiretenlerde eritromisin, siprofloksasin, trimetoprim-siilfametoksazol ve
klindamisine daha yiiksek direng gortirken, biyofilm tiretmeyenlerde ise tetrasiklin ve
gentamisin direncinin daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamizda
da biyofilm ireten S. aureus izolatlarinin {iretmeyenlerle arasindaki antibiyotik
direng profili kiyaslamasi sonucunda eritromisin, klindamisin, tetrasiklin,
trimetoprim-siilfametoksazol ve siprofloksasin antibiyotiklerine karsi biyofilm tireten
izolatlarda iiretmeyenlere kiyasla antibiyotik direng oranlarinin daha yiiksek oldugu,
trimetoprim-siilfametoksazol disinda diger antibiyotikler igin bu oranlarin

istatistiksel olarak anlaml oldugu gériilmustiir.

Antibiyotiklere direng gelistiren ve ayni zamanda biyofilm tireten bakteri varliginda
tedavi zorlasmaktadir. Biyofilm olusturan bakterilerin planktonik bakterilere gore
antibiyotiklere 100-1000 kat direngli oldugu bildirilmistir. Polisakkarit ve proteinden
olusan biyofilm matriksi iginde yerlesen bakterilerin implante yabanci cisimlere veya
hasarli dokulara yapigabilmeleri daimi enfeksiyonlara yol ac¢ilmasina sebep olur
(148, 149). Antibiyotik tedavisi biyofilmden ayrilan serbest bakterilerin sebep oldugu
semptomlar1 yok edebilir fakat biyofilmi ortadan kaldiramamaktadir. Biyofilm
yapisinin bir diger 6zelligi ise konak immiin hiicrelerinden korunabilmesidir. Ayrica
notrofil, lenfosit aktivitesini ve kemotaksisi o6nler (106, 150). Biyofilmin
antibiyotiklere karst diren¢ olusturmasinda bazi mekanizmalarin rol aldig
diisiiniilmektedir. Bunlardan biri ekzopolisakkarid matriksin antibiyotigi absorbe
edip, difiizyonunu kisitladigi diisiincesi olsa da biyofilm tabakasina ¢ogu
antibiyotigin Kolayca difiize oldugu bilinmektedir. Vankomisin ve teikoplanin gibi
glikopeptidlerin gegisini engellemekte ise molekiiler filtre mekanizmasinin 6nemli
bir mekanizma oldugu gosterilmistir. Antibiyotik tedavisi, biyofilmlerin kenarlarinda

bakterisidal etki gosterir ancak derin kisimlarda bakteriler canli kalmakta ve
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reenfeksiyon gelisimine sebep olmaktadir (102, 106, 151). Logaritmik tireme
donemindeki S. aureus’larda respiratuvar aktivite artmaktadir. Biyofilm olusturan
bakterilerin plantoniklere gore metabolizmasinin yavas, membran potansiyellerinin
ve biiylime hizlarinin diisiik oldugu goriilmiistiir. Ayrica S. aureus’larin biyofilm
olusturma hiz1 ile antibiyotiklere karsi direnci arasinda bir iliski oldugu
gosterilmistir. Yapilan ¢alismalar beslenmesi kisitlanarak biiylime hizlar diistiriilen
S. aureus’lara antibiyotiklerin yeterince etkili olamadigini gostermistir. Bu
sonuglarla biyofilmin, bakteri beslenme ve biiyiimesine etki ederek antibiyotiklere
kars1 direng gelisimine katki sagladigi gorilmektedir (152). Antibiyotik direncinin
arastirtlmas1 daha etkili tedavilerin gelistirilmesi igin Onemlidir. Gelistirilen
tedavilerin biyofilm i¢inde, duragan fazda bekleyen mikroorganizmalara etkili olmasi
tercih edilir. Bu amagla farkli antibiyotiklerin farkli bakteri tiirlerindeki biyofilmlere

olan etkisi ¢esitli arastirmacilar tarafindan ¢alisilmistir (104, 153).

Gliniimiizde metisiline direngli stafilokoklardaki artis klinikte vankomisin ve
teikoplanin kullanimima yol a¢mustir. Glikopeptidler, gram pozitif bakterilerde
transglikolizasyon reaksiyonunu ve peptidoglikan olusumunu engeller. Ayrica RNA
sentezini engelleyip, membran gegirgenligini bozarak protoplastlara zarar verip
bakterisidal etki gosterir. Biyofilmin, antimikrobiyal gecisini engelleyerek bakterinin
ilagtan korunmasina ve tedavinin basarisiz olmasina sebep oldugu gosterilmistir (19,
154). Wilcox ve ark. (155) intravaskiiler kateterlerin igerisinde olusmus biyofilm
igerisindeki antibiyotik konsantrasyonunu vankomisin ve linezolid infiizyonu ile
degerlendirmigler, vankomisin antibiyotiginin konsantrasyonunu linezolide oranla
daha yiiksek bulmuslardir. Vankomisinin yiiksek konsantrasyonunun sebebini ise
glikokaliks yapisinin glikopeptidleri baglamasi olarak agiklamiglardir. Trafny (156)
yaptig1 ¢alismada 19 S. aureus izolatinda vankomisin, teikoplanin ve siprofloksasin
antibiyotiklerinin bakterilerin sesil formlarina etki eden MIK degerleri ile biyofilm
olusturmus formlarma etkili BIK degerlerini karsilastirdiginda biyofilm olusturmus
formlarda belirgin artis oldugunu gostermistir. Nishimura ve ark. (157) artroplasti
hastalarindan elde ettikleri 6 stafilokok susu ile yaptiklari ¢alismada, biyofilm
olusturan ve olusturmayan bakterilerin vankomisin igin minimum bakterisidal
konsantrasyon (MBK) degerlerini karsilastirdiklarinda belirgin fark bulmuslardir.

Planktonik bakterilerin MBK degerlerini 0,5-1 pg/ml arasinda bulurken, biyofilm
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olusturan bakterilerin MBK degerlerini bir izolat i¢in 512 pg/ml degerinde, diger

izolatlar i¢in ise 1024 pg/ml degerinin tizerinde bulmuslardir.

Erdogmus ve ark. (152) yaptiklar ¢alismada mastitisli ineklerin siitlerinden izole
edilen stafilokok izolatlarinda biyofilm olusturan ve olusturmayan formlarin iizerine
oksasilin, vankomisin ve eritromisin antibiyotiklerinin etkisini belirleyebilmek i¢in
MIK, BiK ve minimum biyofilm eradike edici konsantrasyon (MBEK) degerlerini
karsilastirmislardir. Izolatlarda BIK ve MBEK degerleri tiim antibiyotikler igin
benzerlik gostermis ve 640 pg/ml olarak bulunmustur. Izolatlarda vankomisin
antibiyotigi i¢in BIK degeri en diisiik MiK degerinin 40 kat;; MBEK degeri ise en
diisik MIK degerinin 80 kat1 olarak saptanmustir. Sahin ve ark. (108) ise
calismalarinda 8 S. aureus klinik izolatinin planktonik ve biyofilm olusturan
yapilarmda MiKgy, BiK ve MBEK degerlerini karsilastirmuslardir. Izolatlarm
vankomisin antibiyotigi icin en diisiik BiK degerini MiKgo degerinin 8 kat, en diisiik
MBEK degerini ise MiKgo degerinin 32 kati olarak bulmuslardir. Bizim
calismamizda ise giiclii derecede biyofilm olusturan 30 klinik izolatin MiK ve BIiK
degerleri kiyaslanmis, vankomisin i¢gin en diisiik BIK degeri MiKgo degerinin 64 kati;
teikoplanin igin ise en diisiik BIK degeri MiKgo degerinin 16 kati olarak
bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglar biyofilm olusturan bakterilerin inhibisyonunun
daha zor oldugunu ve bu bakterilerde antibiyotiklerin biyofilm olusturmayan
formlarina etkili olan MIK degerlerinin iistiinde dozlara gereksinim olabilecegini,
diger c¢aligmalarda da oldugu gibi biyofilmin antibiyotik etkinligini azalttigini
gostermistir.  Bu durum, biyofilmlerin yapisindaki farkliliklardan, kullanilan
yontemlerin farkliliklarindan veya bolgeler arasi farkliliktan kaynaklaniyor olabilir.

Bu konuda yapilacak epidemiyolojik ¢aligmalar 6nemlidir.

Polisakkarit intraseliiler adhezin (PIA) ya da poli-N-asetilglukozamin (PNAG) olarak
adlandirilan, hiicrelerin ylizeylere yapigsmasini saglayan adhezyon molekiiliiniin
tiretimi stafilokoklarda biyofilm olusumu i¢in ¢ok 6nemlidir. Bu molekiil icaADBC
operonu tarafindan sentezletilir (158). S. aureus 'un biyofilm olusumda icaA ve icaD
genlerinin etkisi de onemlidir. Bu genlerin gorevi UDP-N-asetil glukozamini
kullanarak oligosakkarit sentezletmektir. icaA geni yalmiz oldugunda N-

asetilglukozamin transferaz aktivitesi disiikken, icaD geni varliginda enzim
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aktivitesi belirgin bir sekilde artar. icaC deasetilasyon basamaginda gorev alarak bu
oligomerleri uzatir. icaB’nin ise deasetilasyonda katalizor olarak gorev yaptigi
distintilmektedir (109, 110). Refaat ve ark. (159) diyabetik yara enfeksiyonu bulunan
hastalardan elde ettikleri 48 S. aureus izolat1 ile yaptiklar1 ¢alismada izolatlarin
43’iiniin (%89,58) mikrotitrasyon plagi yontemiyle biyofilm olusturduklarini tespit
etmiglerdir. Bu izolatlarin %100’inde icaA, icaB ve icaD gen bolgelerini;
%56,25’inde ise icaC gen bolgesini saptamislardir. Sahin ve ark. (160) S. aureus
izolatlar1 ile yaptiklar1 CRA ve mikrotitrasyon plak yoOnteminin en az birinde
biyofilm olusumu saptanan 152 izolatta icaA ve icaD gen pozitifliklerini
aragtirmiglardir. Bu izolatlarin 136’sinda (%89,5) icaA ve icaD gen bolgeleri
saptanmigtir. Mikrotitrasyon plagi yonteminde giiglii derecede biyofilm iireten 25
izolatin hepsinde, orta derecede biyofilm iireten 95 izolatin 93’iinde (%97,9),
biyofilm tiretimi negatif olan 32 izolatin ise 18’inde (%56,3) icaA ve icaD gen
bolgelerinin her ikisi de bulunmustur. Taskin Dalgi¢ ve ark.’nin (135) yaptigi 50’si
MRSA olan 100 S. aureus izolatiin kullanildigi bir calismada tim MRSA
izolatlarinda ve 48 MSSA izolatinda biyofilm olusumu saptanmistir. Bu izolatlarin
tamaminda icaD geni pozitif olarak bulunmustur. icaA geni ise tim MRSA ve 49
MSSA izolatinda gozlenmistir. Milletli Sezgin ve ark. (161) nazal siiriinti
orneklerinden izole ettikleri 87 S. aureus izolati ile yaptiklar1i caligmada
mikrotitrasyon plagi yontemiyle izolatlarin 86’smnin biyofilm {ireticisi oldugunu
tespit etmislerdir. Biyofilm iireten bu izolatlarin %90,6’sinda icaA, %91,8’inde icaD
gen bolgelerini pozitif olarak saptamislardir. Bizim ¢aligmamizda izolatlarin 96’sinda
(%73,84) icaA, 100’iinde (%76,92) icaD gen bolgeleri saptanmistir. Mikrotitrasyon
plagi yontemiyle biyofilm iiretimi pozitif olan 81 izolatin 78’inde (%96,29) icaA ve
icaD; negatif olan 49 izolatin 18’inde (%36,73) icaA, 22’sinde (%44,89) icaD gen
bolgeleri saptanmustir.  Biyofilm olusumu giiglii derecede pozitif olarak
degerlendirilen 30 izolatin ise tamaminda icaA ve icaD gen bdlgeleri pozitif
bulunmustur. Biyofilm iiretimi saptanan izolatlarda icaA ve icaD gen pozitifliginin
yiiksek oranlarda saptanmasi yapilan c¢aligmalarla benzerlik gostermektedir.
Sonuglara gore biyofilm aktivitesi ile icaA ve icaD genleri arasindaki iliski
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Elde ettigimiz bulgularla biyofilm

tiretiminde ica genlerinin 6nemi gézlenmistir ancak tek basina biyofilm iiretiminden
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sorumlu olmadig1 diger genetik faktorlerin ve ¢evresel sartlarin da biyofilm
tiretiminde rol oynadigi gosterilmistir. Ayni zamanda ica genlerinin pozitifliginin her

zaman biyofilm iiretimi ile sonuglanmadigi da gosterilmistir (13, 162).

Lasa ve ark. (14) sigir mastitisinden elde edilen S. aureus V329 susunda, biyofilm
olusumu igin gerekli olan ve bap geni tarafindan kodlanan bap proteinini elde etmis;
bap proteininin hem abiyotik yiizeylere birincil baglanmay1r hem de hiicreler arasi
yapismay1 destekledigini gostermislerdir. Calismalarinda icaADBC operonunu
igermemesine ragmen, bap genini barindiran stafilokok izolatlarinin gii¢lii biyofilm
tireticileri oldugunu bu bulgular 1s18inda bap geninin normal PIA/PNAG'a bagimli
mekanizmaya alternatif bir biyofilm gelistirme mekanizmasina aracilik edebilecegini
bildirmislerdir. Cucarella ve ark.’nin (163) yaptiklari ¢alismada sigir mastitislerinden
izole edilen 195 izolatta PZR ile icaADBC ve bap gen bolgesi arastirilmis, izolatlarin
184’iinde (%94,36) icaADBC; 50’sinde (%25,6) bap gen bolgesi pozitif saptanmustir.
Yine Cucarella ve ark.’in (164) yaptig1 bir bagka ¢alisma ile mastitli sigirlardan
edinilen 350 S. aureus izolatinin %5’inde bap geni tespit edilirken, insanlardan
edinilen 75 S. aureus izolatinda bap geni tespit edilememistir. Sahin ve ark. (160)
CRA ve mikrotitrasyon plak yonteminin en az birisinde biyofilm saptanan 152 izolat
ile yaptiklari caligmanin PZR sonucunda izolatlarin yalnizca birinde bap geni
saptamiglardir. Bizim g¢alismamizin sonucunda ise bap gen boélgesi igeren izolat
bulunamamistir. Kuvvetli biyofilm olusumundan sorumlu bap geninin S. aureus
izolatlar1 arasinda yeteri kadar yaygin olmadig1 ve prevalansinin diisiik oldugu 6ne
stirilmektedir (165). S. aureus suslarindaki bap geni ile ilgili yapilan ¢alismalar, bap
geninin bulunma frekansimin diisiikliiglinden dolay1 oldukea kisitlidir ve ¢aligmalarda
bap genine insan kaynakli izolatlardan ziyade agirlikli olarak kronik sigir

mastitlerinde rastlanilmigtir (111).
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6.

SONUCLAR

Klinik 6rneklerden elde edilen S. aureus izolatlarinin (n:130) antibiyotik direng
oranlart; penisilin %100, siprofloksasin %22,30, eritromisin %32,30, klindamisin

%32,30, tetrasiklin %35,38, trimetoprim-siilfametoksazol %4,61 olarak saptandi.

Kristal viyole kullanilarak elde edilen OD degerlerine gore izolatlarin 81’inin
(%62,30) biyofilm iireticisi oldugu; 28’inin (%21,53) zayif derecede, 23’iiniin
(%17,69) orta derecede, 30’unun (%23,07) ise gli¢lii derecede biyofilm

olusturdugu belirlendi.

Klinik izolatlarm vankomisin i¢in MiKso ve MiKgo degerleri 1 ug/ml, teikoplanin

icin MiKso ve MiKgo degerleri sirastyla 1 pg/ml ve 2 pg/ml olarak bulundu.

Giiglii biyofilm (skor:3) olusturan klinik izolatlarm vankomisin i¢in MiKso ve
MiKgo degeri 1 pg/ml, BiKso degeri 256 pg/ml, BiKgo degeri 512 pg/ml;
teikoplanin i¢in MiKso degeri 1 pg/ml, MiKgo degeri 2 pg/ml, BiKso degeri 256
pg/ml, BIKgo degeri 1024 pg/ml olarak hesaplandi. Buna gore izolatlarin
vankomisin ve teikoplanin antibiyotikleri i¢in BiKgo degerleri MiKgo degerlerinin
512 kat1 olarak bulundu. Vankomisin icin en diisiik BIK degeri MIKgo degerinin
64 kat1; teikoplanin igin ise en diisiik BIK degeri MIKgo degerinin 16 kati olarak

bulundu.

Tim S. aureus izolatlarinin (n:130) virulans faktorleri degerlendirildiginde mecA
geni %96,15, pvl geni %1,53, icaA geni %73,84, icaD geni %76,92 oraninda
pozitif saptandi, bap geni izolatlarda saptanmadi. icaA ve icaD geni varlig
acisindan izole edilen 6rnek tiirleri arasinda anlamli farklilik bulundu (p<0,05).
Antibiyotik direng oranlar ile virulans faktorlerinin varligi arasinda anlamli bir

farklilik tespit edilmedi (p>0,05).

Mikrotitrasyon plak yontemiyle saptanan biyofilm aktivitesi ile icaA ve icaD
genleri varligi agisindan anlaml farklilik bulundu (p<0,05). Mikrotitrasyon plak
yonteminde giiclii derecede biyofilm olusturan 30 izolatin tamaminda icaA ve

icaD geni bulundu.
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