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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

LARVA DEBRIDMAN TEDAVISI UYGULANAN HASTALARDAN ALINAN
BiYOPSi ORNEKLERINDEN iZOLE EDIiLEN BAKTERILERIN RETROSPEKTIF
DEGERLENDIRILMESI

Emrah GUREL

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Mikrobiyoloji Programi
Tibbi Mikrobiyoloji TezliYiiksek Lisans Programm

Damsman: Prof. Dr. Erdal POLAT

Larva debridman tedavisi (LDT) Lucilia sericata I. ve II. donem larvalari tarafindan tiretilen
enzimlerin, nekrotik dokular1 debride etmeleri amaciyla uygulanan bir tedavidir. Larvalarin
kronik yaralardaki nekrozlu dokular1 eriterek ve sindirerek ortadan kaldirabildikleri,
mikroorganizmalar1 Oldiirerek yarayr dezenfekte etttikleri ve dokuyu graniilasyon olusumu
yoniinde uyardiklar1 gosterilmistir. Bu ¢alismada, LDT ile izlenen hastalarin nekrozlu iilsere
veya pirilan yaralarina ait biyopsilerde fretilen bakterilerin retrospektif olarak
degerlendirilerek LDT siiresince en sik miicadele edilen etkenlerin saptanmasi amaglanmaistir.
Calismamiz, LDT istegi ile TUBITAK Biyoterapi Arastirma ve Gelistirme Laboratuvari’na
gonderilen hastalarin kronik yarasindan alinan ve Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na bakteriyolojik inceleme igin gonderilen 100 hastaya ait biyopsi
ornegi ile gergeklestirilmistir. Bu hastalarin ilk 1. LDT uygulamasindan 6nce alinmis olan ve
3. LDT uygulamasindan 72 saat sonra ayni bdlgeden alinmig olan yara biyopsilerine ait
bakteriyolojik kiiltiirler yapilmis ve iireyen bakteriler konvansiyonel yontemler yani sira tiir
diizeyinde Matriks-Destekli Lazer Desorpsiyon/Iyonizasyon Kiitle Spektrometresi (MALDI
TOF-MS) ile tanimlanmistir. Biyopsi oOrneklerinde iireyen bakterilerin yogunlugu yari-
kantitatif sayim ile 1+, 2+, 3+ ve 4+ seklinde skorlanarak saptanmistir. Sonugclar istatistiksel
yontemler kullanilarak degerlendirilmistir.

Yara biyopsileri incelendiginde 51 inin diyabetik ayak iilseri, 38’inin bas1 (dekiibitiis) iilseri
11’inin vendz iilser oldugu gorilmiistiir. 3. LDT sonrasi diyabetik ayak iilserlerinde 4+ lireme
goriilen, basi iilserlerinde 3+ lireme goriilen biyopsi sayisinin anlamli diizeyde azaldig: (p<
0.05), 1+ iireme goriilen biyopsi sayisiin ise anlaml diizeyde arttig1 (p< 0.05) saptanmuistir.
Venoz iilserlerde 3. LDT sonrasi 1+, 2+, 3+ ve 4 + lireme gosteren biyopsi sayisinda, anlamli
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bir farklilik saptanmamustir. (p>0.05). 3. LDT sonrasi diyabetik ayak iilserlerinde S.pyogenes,
S.agalactiae, E.cloacae ve M.morgani oranlari, basi iilserlerinde S.pyogenes, S.agalactiae,
C.striatum, P.vulgaris ve M. morgani oranlar1 LDT 06ncesi oranlara gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azalmistir (p<0.05). Venoz iilserlerde ise anlamh diizeyde fark
saptanmamaigtir.

LDT ile iilserlerde iireyen mikroorganizmalarin bir boliimii ortadan kaybolmakta veya
azalmaktadir ancak siirekli varligin1 koruyan bakterilerle yara iyilesmesini saglamak uzun
siireli tedavilerin geregine isaret etmektedir.

Kasim 2023, 86 sayfa.
Anahtar kelimeler: Larva debridman tedavisi, bakteriler, diyabetik yara, basi iilseri, venoz

iilser, |
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

RETROSPECTIVE EVALUATION OF BACTERIA ISOLATED FROM BIOPSY
SPECIMENS COLLECTED FROM PATIENTS UNDERGOING LARVAL
DEBRIDEMENT THERAPY

Emrah GUREL

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Microbiology
Microbiology
Medical Microbiology

Supervisor: Prof. Dr. Erdal POLAT

Larva debridement therapy (LDT) debride the necrotic tissues by the enzymes of Lucilia
sericata I. and Il. larvae. Larva can dissolve necrotic tissues in chronic wounds by dissolving
and digesting them, disinfect the wound, and stimulate the tissue to form granulation. In this
study, the aim was to evaluate retrospectively the bacteria existing in biopsies of necrotic
ulcerated or purulent wounds of patients undergoing LDT and to determine the most common
bacteria to be combated during LDT.

Chronic wound biopsies of 100 patients who were sent to TUBITAK Biotherapy Research and
Development Laboratory with the request of LDT, were analysed bacteriologically in the
Medical Microbiology Laboratory of Cerrahpasa Medical Faculty Hospital. Biopsies cultures
collected from the same area before the first LDT and after the 3rd LDT were made, bacteria
were identified using conventional methods and MALDI TOF- MS. The density of bacteria
grown in culture media was determined by semi-quantitative counting and scoring as 1+, 2+,
3+ and 4+. The results were evaluated statistically.

From wound biopsies, 51 were diabetic foot ulcers, 38 were pressure ulcers, and 11 were venous
ulcers. After 3rd LDT, the number of biopsies with 4+ growths in diabetic foot ulcers and 3+
growths in pressure ulcers were significantly decreased (p< 0.05), the number of biopsies with
1+ growth was significantly increased (p< 0.05). After the 3rd LDT a statistically significant
decrease was found in the rates of S.pyogenes, S.galactiae, E. cloacae and M.morgani in
diabetic foot ulcers, and in the rates of S.pyogenes, S.galactiae, C.striatum, P.vulgaris and M.
morgani in pressure ulcers compared with their rates obtained before LDT (p<0.05), A
significant difference was not found in venous ulcers.
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With LDT, some of the microorganisms that reproduce in the ulcers disappear or decrease, but
ensuring wound healing with bacteria that periste indicates the need for long-term treatments. |

November 2023, 86 pages.

Keywords: Larval debridement therapy, bacteria, diabetic wound, pressure ulcer, venous ulcer.
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1. GIRIS

Larva debridman tedavisi (LDT) ya da Maggot Debritman Tedavisi (MDT), sinek
larvalarmin, nekrotik dokulari debride etmeleri amaciyla uygulanan bir tedavidir (1-3).
Tedavide oOzellikle Diptera’da bir Calliphoridae tirii olan Lucilia sericata larvalari
kullanilmaktadir (1-45).

Yara, canli dokunun siirekliliginin bozulmasi, olarak tanimlanir. Ag¢ik bir yarada
mikroorganizma bulunmamasi miimkiin olamayacagindan subakut, akut veya kronik bir
enfeksiyonun bulunma olasiligi ¢ok yiiksektir (1). Kroniklesen yaralar, iyilesmeyen veya
normal fizyolojik iyilesme siirecini gostermeyen yaralardir. Bu yaralarda eksilen dokularin geg
onarimi nedeniyle olusan su kaybi sonucu canli kalan dokular kurur. Kuruluk canli dokuda
nekrozlarin olusmasina neden olur ve olusan nekroz bakteriler i¢in bir tireme ortami olusturur.
Nekrozlu dokuda kan akiginin siirli olmasina bagli olarak antibiyotiklerin bdlgeye yeterince
ulagmast miimkiin olmaz. Nekroz enfeksiyonu arttiran infeksiyon da yeni nekrozlara yol acan
bir dongii iginde devam eder (1,2).

Yarada enfeksiyonun baslamasiyla birlikte bakteri toksinlerinin dokudaki fibrin ve
biiylime faktoriinii parcalarina ayirdigi, kollajen yapimini engelledigi bilinmektedir (1). Yara
infeksiyonlarinda en sik karsilasilan etkenler Staphylococcus aureus, Pseudomonas tiirleri,
Esherichia coli ve Proteus tiirleridir. Bunlar1 basta enterokoklar ve beta hemolitik streptokoklar
olmak tizere diger Gram pozitif bakteriler izler (1-3).

Larva debridman tedavisi (LDT) siirecinde, Lucilia sericata nin 1. ve II. donem larvalari
tarafindan tretilen enzimlerin kronik yaralardaki nekrozlu dokular1 eriterek ve sindirerek
ortadan kaldirabildikleri, mikroorganizmalar1 6ldiirerek yaray1 dezenfekte etttikleri ve dokuyu
graniilasyon olusumu yoniinde uyardiklari bir ¢ok aragtirma ile gosterilmistir (1-45).

Bu c¢alisgmada, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi (CTF), Tiibitak Biyoterapi Arastirma ve
Gelistirme Laboratuvari’na miiracaat eden ve LDT ile izlenen hastalarin nekrozlu iilsere veya
piiriilan yaralarindan alinmis biyopsi Orneklerinde iiretilen bakterilerin retrospektif olarak
degerlendirilmesi sonucunda, LDT siiresince en sik miicadele edilen etkenlerin saptanmasi

amaclanmustir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. TARIHCE

Larva debridman tedavisi (LDT) ya da Maggot Debridman Tedavisi (MDT), yara
iyilesmesini hizlandirmak amaciyla, nekrotik dokular1 debride eden Lucilia sericata
larvalarmin yarali dokuya uygulanmasidir (1-3).

Yaralarin larvalarla tedavisi konusunda yapilan uygulamalarin tarihsel gelisimi her
zaman merak konusu olmustur. Avustralya’daki yerli kabile iiyelerinin uzun yillardan beri
larvalar1 tedavi amaciyla kullandiklarini belirten kaynaklara ulasilmistir. Yine kadim
donemlerden beri biiyiik bir medeniyet olarak bilinen Mayalarin sigir kani ile 1slattiklar1 bez
pargalarini belirli bir siire acik havada birakarak larvalarin cogalmasini sagladiklari sonra da bu
bezleri yaralara tedavi amacli tatbik ettikleri belirtilmektedir (4-7).

Larvalarin yaralardaki olumlu etkilerini gozlemleyen ilk hekimin, 1557 yilinda,
St.Quentin Savasi'nda bulunan Fransiz bilim insan1 cerrah Ambroise Pare oldugu belirtilmistir
(5-6). Pare, baslangigta larvalarin olumsuz etkilerini farketmis, bu yiizden hastalarinin enfekte
olmasini engellemeye ¢alismistir. Calismasinin ilerleyen asamalarinda hastalarindan birinin
kafatasindaki doku kaybinin bir avug biiylikliigiinde olmasina ragmen hala yasadigini ve bu
derin yaradan larvalarin ¢iktigin1 gézlemlemistir (4-7).

Hieronymus Fabricus D’nin 1634 yilinda, larvalarin yaralardaki etkilerini fark ettigi,
1704 yilinda Zachmann’in yaralarda olusan larval kokenlerini tanmimlamaya calistig
anlatilmistir (5-6). Yapilan arastirmalarda, Napolyon kuvvetlerinin Misir seferi sirasinda
Fransiz askeri cerrah, Baron Dominique Jean Larrey’e ait (1766-1842) birtakim larvalarin
yaralarda enfeksiyon olusumuna engel teskil ettigi, sadece 6lii dokuyu debride ettikleri, saglam
doku tizerinde olumsuz etkilerinin olmadigi; aksine olumlu etkilerinin bulundugunu belirten
notlara ulasilmistir (4-6).

Robert Koch ile Louis Pasteur’iin, 19. Yiizyilin son ¢eyreginde ortaya attiklar1 germ
teorisi, hekimlerin agik yaralara enfekte olan materyalleri koymaktan g¢ekinmesine neden
olmustur. Bundan dolay1 19. Yiizyilin sonunda sterilize edilmeyen larvalar1 kullanan ¢ok az
sayida bilim insan1 kalmustir (6). Johns Hopkins Universitesi’nde ortopedik cerrahi profesorii
olan William Stevenson Baer 1929 yilinda yer aldigi muharebe alanlarindaki tecriibelerini
aktarirken, muharebe sahasinda edindigi tecriibelerden yararlanma zamaninin artik geldigini

diisiinerek, ilk olarak larvalar1 nereden temin edebilecegini arastirdigini, sonra bunlari



cevresindeki sineklerden [Baltimor’da] temin edebilecegine kanaat getirdigini, topladiklari
larvalar ve sinekleri kontamine halde yaralarin derin oyuklarina doldurduklarint ve sonuglari
gozlemlemeye bagladiklarini, ortalama alt1 hafta kadar gectikten sonra yaralarin tamaminin
tyilesmis oldugunu belirtmektedir. Osteomiyelit teshisi konan ve tedavisi olumsuz sonug veren
21 hastaya bu larvalar1 uygulamig ve yaklasik iki ay kadar sonra hastalarin hepsinin iyilestigini
raporlamigtir. Ortalama 89 hastalik dizisinin de neredeyse tamaminda basarili sonuglar almaistir.
Tiim bu ¢alismalar sonucunda, Baer modern larva tedavisinin kurucusu olmustur (4-8). Bunun
yani sira Baer’in aktarimlarindan ilk larva tedavi denemesinin Amerikan I¢ Savasi (1861-1865)
zamaninda Marylandli bir hekim olan John Forney Zacharias (1837-1901) tarafindan yapildigi
anlagilmaktadir. Zacharias’in, ilk defa gangrendeki ¢iiriimiis dokuyu temizlemek i¢in larvalari
Danville'deki Virjinya hastanesindeki gorevi sirasinda denedigi ve ¢ok giizel netice aldigi
belirtilmektedir (5-8). Bu larvalarin bir giin gibi kisa bir siirede ellerindeki biitiin ajanlardan
¢ok daha iyi yaray1 temizleyebildikleri, sonraki siire igerisinde bu larvalari ¢esitli yerlerde yine
yaralara tatbik ettiklerini, cabuk adaptasyon ozellikleri sayesinde ve septisemiyi engelleyerek
pek c¢ok hayati kurtardiklarim1 ve hizli bir iyilesme saglandigini, larvalarin yara
debridmanindaki ciddi katkis1 lizerinde durduklarini not etmislerdir (8).

Eli Chernin, 1986 yilinda savas alanindaki yaralilarda larvalarin yara iizerindeki olumlu
etkilerini gozlemledigini, yogun olarak bakimsiz, larvalarla dolu yaralar izlerken edindigi
deneyimlere gore bu kurtlarin sadece cansiz dokuyu yikima ugrattig1 ve spesifik olarak saglam
dokudan olusan boliimlere yikict etki gostermedigini belirtmistir (7).

Kronik osteomyelitin tedavisinde larval tedavi ¢abuk ve basarili bir yontem olmustur.
Calisanlarin ve hastanin rahatsizliklarini minimalize etmek maksadiyla larvalar1 orten ag
kafesler tasarlanmistir. Saglam deri tabakasindaki kasintiy1 yok etmek maksadiyla Baer yara
kenarlarini 6zel bir bandajla kaplamustir (7-8). Baer’in bu ¢alismalar1 sirasinda hastalarda bazi
beklenmeyen semptomlar ortaya ¢ikmistir. Bir takim yaralarm Clostridium perfringens ve
Clostridium tetani ile kontaminasyonlar1 sonucu 8 hastasina tetanoz tanis1 konulmus ve tani
konulan bir hasta ise bu sebeple yasamini kaybetmistir. Bu durum ne olursa olsun steril
larvalarin uygulanmasi sartini ortaya ¢ikarmistir (7-8). Baer, Calliphoridae ailesinden olan ii¢
tirii (Lucilia caesar, Phormia regina ve Lucilia sericata) belirleyerek koloniler olusturmus,
spesifik sinekleri tedavide kullanma konusunda ¢aligsmalar yapmistir. Larvalar sterilize etmek
icin civa kloriir, alkol, formaldehit ve farkli dezenfektanlar1 kullanmis ve ¢esitli degisik

yontemler gelistirmistir (7-8). Baer, larvalar i¢in “canli antiseptikler” tanimini kullanmis ve



iyilesmenin larvalarin 61i dokuyu temizlemeleri ile ilgili olmadigina, ilave olarak da “biyolojik
reaksiyon” ismini verdigi durumun da etkisi olduguna kanaat getirmistir (8).

Baer'in 6grencisi olan Stanton Knowlton Livingston, Baer oldiikten sonra bu isin en
onemli destek¢isi durumuna gelmis ve LDT iizerinde otorite saglamistir. Hastas1 tizerinde as1
olarak kullandig1 sivinin hastada sistemik bir reaksiyonu tetikledigini notlarinda belirtmistir.
Larvralardan elde edilen ve Livingston tarafindan "Larva Aktif Oziitii" olarak adlandirilan bu
stvinin ilk asamada yara debridmani ve dezenfeksiyon amaciyla kullanilmasi onerilmistir (9-
12).

20. Yizyilm ikinci ¢eyreginde LDT giindemde oldukca yer almis ve Amerika sinirlari
icerisinde ii¢ ylizden fazla hastanede yara tedavisi programina dahil edilmistir. Bu konuyla ilgili
0 dénemde yiiz ile iki yiiz aras1 yayimn yapilmistir (6). Her ne kadar basarili sonuglar elde edilse
de, yiiksek maliyeti sebebiyle cogu hastanede steril larva yetistirmek i¢in laboratuvar imkani
tesis edilememistir. Piyasadaki bu agig1 degerlendirmek ve bu hizmeti sunmak amaciyla bir
yatirnmec1 tarafindan Lederle Sirketi Kurulmustur. ABD'de "Surgical Maggots-Lederle”
markasiyla steril olan larvalar piyasaya stiriilmiistiir (5-7).

Hayati tehlike durumlarinda larva tedavisinin faydal bir se¢enek oldugu ve bu tedavi
imkaninin bazi yaralarda son care tedavi yolu olarak uygulanabilecegi Craig Amerikan Ordusu
Ozel Kuvvetler Tibbi Kitapcigi'nda vurgulandiktan sonra, larva tedavisinin klinik tarafindan
uygulanmasi artarak devam etmistir. Amerika igerisinde Ronald Sherman ve Edward Pechter
bu yontemin o donemdeki en 6nemli destekgileri konumundadirlar (4-5). 20. Yiizyilin sonlarina
dogru Sherman olusturdugu kiigiik sinek kolonisiyle steril bir sekilde larva {iretimini
amaclamis, basi iilserlerinin klasik tedavi yontemleri ile larva yontemini karsilastirmis ve larva
ile yaraya miidahalenin diger tedavi ¢esitlerine gore daha ¢abuk etki ettigini ve kisa siirede
yaralarin tedavi edilmesine sebep oldugunu gézlemlemis ve bildirmistir (13). Sonraki siiregte
cesitli sarg1 yontemleri uygulayarak klinik gbzetimi altinda tedavide olumlu geri doniisler ile
karsilagsmustir (14).

20. Yiizyilin ikinci ¢eyreginin sonlarina dogru sulfonamidlerin yayginlagmasi ve 1944'te
penisilinin bulunmasi ve diger antiseptik ilaglarin gelistirilmesi LD T nin 6nemini kaybetmesine
neden olmustur (6). MDT, 20. Yiizyil ikinci yarisinda, 1980 yilina kadar modern tedavi
yontemlerine yanit vermeyen deri ve yumusak doku yaralarimin iyilestirilmesinin son
safhalarinda tercih edilmistir (13).

20. Yizyilin sonlarinda ilk olarak Israil ve sonraki yillarda Isvec, Almanya, Isvicre,

Avusturya, Ukrayna, Tayland ve Kanada bu tedavi yontemini kullanan iilkeler arasina



girmislerdir (13). 1998 yilindan sonra Almanya ve Belgika'da ticari amag¢ dogrultusunda
kurulan sirketler Avrupa’ya larva satmaya baslamistir (6). 1991 yilindan 2001 yilina kadar
gecen on yillik zamanda diinya genelinde on bin hasta bu sekilde sagligina kavusturulmustur
(12). Uluslararas1 Biyoterapi Toplulugu ilk olarak 1996 yilinda Uluslararasi Biyoterapi
Konferansi’n1 diizenlemistir. Faydasi tiim diinyaca bilinen ve uygulanan bu yontem 2004
yilinda Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis ve kabul gérmiistiir (6).

Ingiltere'de larva tedavisinin tekrardan dnem kazanmasinda, emekli bir doktor olan John
Church'un Stephan Thomas ile Biyocerrahi Arastirma Unitesi'ni kurmasi etkili olmustur.
Biyocerrahi Arastirma Unitesi 1995'ten giiniimiize kadar ticari amag¢ dogrultusunda steril larva
satisini siirdiirmektedir (2). Bu iinite faaliyete girdikten sonra Ingiltere'de alt1 yiiz ellinin
tizerindeki merkezde yaklagik 5 y1l boyunca on bes bini asan LDT uygulanmistir.

Tiirkiye'de LDT'yi uygulayan ilk kisi, 2002 yilinda GATA Tip Fakiiltesi Tibbi
Parazitoloji Bilim Dali baskani Prof.Dr. Mehmet TANYUREK olmustur. TANYUREK ve
arkadaslari; diyabetik ayak, atesli silah yaralanmasi, kronik osteomiyelit, venoz staz iilseri,
Buerger hastaligi olan ve yaralarinda Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Serratia marcescens, Escherichia coli, Proteus mirabilis tiremis olan 11 hastaya yaptiklari
LDT sonucunda 10 hastada tam debridman, 1 hastada ise kismi debridman saglandigini
bildirmislerdir (14). Sonraki donemde Prof.Dr. Erdal POLAT ve ekibi LDT'yi uygulamaya

baslamistir.

2.2. LARVA DEBRIDMAN TEDAVISI UYGULANABILEN HASTALIKLAR

Kronik yaralar ve ¢esitli tedavi yontemlerinin olumlu sonu¢ vermemesi iizerine,
ameliyat fikrinin bir risk olarak goriildiigii akut olmayan yaralar i¢in, Lucilia sericata
larvalarinin yarali dokuya uygulanmasi ile yara iyilesmesinin hizlandirilmasi iyi bir segenek
olarak kabul edilmektedir (2). Hayati tehlike arzeden ve risk olusturan nekrozitan fasiitte
cerrahi operasyonlarda asistan gorevi géren LDT basarili bir bi¢imde uygulanmis olsa da
hastalarin hayatin1 tehdit eden enfeksiyonlarda cerrahi debridmanin, LDTden daha fazla 6nem
arzettigi bilinmektedir (15). LDT i¢in antibiyotik kullanimi, yas, gebelik, immobilite ve
degisken zihni durumlar engel teskil etmemektedir (5).

Nekrotik deri tiimorlerinin larvalarla rastlant1 sonucu infestasyonlarinda kokunun daha

az oldugu ve malign dokunun bir béliimiiniin daha temiz oldugu gézlemlenip raporlanmustir.



Ancak LDT tiimore dayali belirli sorunlarin tedavisinde bir yol olarak goriilmesine ragmen
kanser hastalarinin tedavisinde uygulanamamaktadir (5).

Giiniimiizde, LDT apse, seliilit, kangren ve ¢esitli lilserler (basi, venoz staz, arteriyel hastalik,
lenfostaz, diyabetik ayak, travmatik ve postoperatif yaralar), Buerger hastaligi, ostecomyelit,
mastoidit ve yaniklar gibi deri ve yumusak doku yaralarinin tedavilerinde kullanilmaktadir (5-
12). Diyabetik ayak ve basi iilserleri olan hastalara, ayakta tedavi uygulanan ya da yatan

hastalara bu tedavi yontemi uygulanabilmektedir (12).

2.3. LARVA DEBRIDMAN TEDAVISININ YARA UZERINDEKI ETKIiLERIi

Sinek larvalarinin yara tedavisi igin ii¢ faydali etkisinin oldugu agiklanmaktadir (5, 9, 10, 16-
37). Bunlar asagida siralanmastir:

1. Yara debridmani veya nekrotik dokunun ortadan kaldirilmasi,

2. Yaranin dezenfeksiyonu,

3. Yara iyilesmesinin uyarilmasidir.

2.3.1. Yara Debridmam Veya Nekrotik Dokunun Ortadan Kaldirilmasi

Bakterilerin, 6lii dokunun ve yabanci cisimlerin yaradan ayristirilmasina yaranin
debridmani denir. Bu {i¢ etken viicuttaki agik dokunun kapanmasina faydali olan
metallaproteazlarin {iretilmesini engeller. Bakteriler yara iizerinde inhibe edici maddeler
salgiladiklar1 gibi yara cevresindeki oksijen ve besini de tiiketirler. Ureyebilmek ve kendilerini
zararl etkilerden uzak tutmak i¢in biyofilm olustururlar (16). Yara enfeksiyonlar1 sirasinda,
makrofajlarin, graniilasyon dokusu olusumu ve tekrardan damarlanma evresini kapsayan
onarim yoluna katilmalar1 gecikir. Bu durum, dokunun kapanmasina ve inflamatuvar fazin
ertelenmesine neden olur (16).
Kronik yara genellikle inflamatuvar evrede sabit olarak kalan ve iyilesmeyen yara iken; akut
yara, taze olup iyilesme siirecini hizla kateden yaradir. Biitlin skar doku tedavilerinin amaci
skar dokuda normal ve belirli bir asamada iyilesen bir ortam olusturmaktadir (16).

L. sericata larvalarmin besin kaynagi 6lii doku, eksuda ve hiicresel atiklardir.
Bu sebepten dolay1 viicuttan disariya kollajenaz, tripsin benzeri ve kimotripsin benzeri
proteolitik enzimler salgiladiklari ve bu enzimler sayesinde sivi hale gelen dokular1 sindirim
sistemlerine aldiklar1 bildirilmektedir (5). Kas liflerinin parcalanmasini engelleyen fakat bag

dokuyu parcalaria ayiran kollajenazin islevi i¢in en dogru pH 8-9 araligindadir ki, bu aralik



skar dokuda larvalar tarafindan salgilanan amonyak ve amonyak tuzlar1 tarafindan
saglanmaktadir (9-10).

Akut yarada, yabanci cisimlerin ve bakterilerin bolgeden temizlenmesi yaranin normal
sekilde iyilesme siirecini baglatirken, kronik olan yarada, yara debridmani yaray1 akut yara
durumuna getirmeyi ve bu sekilde yaranin normal sekilde iyilesme siirecine baglamasini saglar
(16). Ayrica larvalarin yara tizerinde siiriinerek hareket etmeleri esnasinda nekrotik dokuyu agiz

kancalari ile mekanik olarak parcalamalari yara iyilesme siirecini hizlandirmaktadir (5).

2.3.2. Yara Dezenfeksiyonu

Larvalarin, hastanin kontamine yarasi lizerinde filtre gorevi goren sterilize edici bir
gorevi oldugu diisiincesi bazi arastirmacilar tarafindan desteklenmistir (17). Bexfield ve
arkadaglar1 (18). L.sericata ekskresyon/sekresyonlarindan in vitro olarak potent, termostabil,
proteinaza direngli ve metisilin direngli S. aureus (MRSA)’a antibakteriyel etki gosteren iki
antibakteriyel molekiil tanimlamiglardir. Bunlardan birisi <500 Da biiytikliigiinde ve MRSA’ya
etkili olarak digeri 0,5-0,3 kDa biiyiikliigiinde ve metisilin duyarli S.aureus (MSSA)’a etkili
olarak bulunmustur (18). Bunlara yakin bir ¢caligmada ise steril L.sericata larvalarindan elde
edilen sekresyon icerisinde <l kDa biiyiikliiglinde bir molekiilin, MRSA, MSSA,
Streptococcus pyogenes ve Pseudomonas aeruginosa’ya karsi etkili oldugu gozlemlenmistir
(18). Bu calismalara ek olarak, Huberman ve arkadaslari1 (19) kromatografik yollarla ii¢ degisik
(138 Da, 152 Da, 194 Da) molekiil tanimlamislardir. Bunlarin ti¢iiniin de Micrococcus luteus
ve P. aeruginosa’ya karsi antibakteriyel olarak gozlemlendigi ve bu antibakteriyel etkinin
diizenli kullanilmasi halinde artarak devam ettigini tespit etmislerdir (19).

Cogunlukla sinek larvalarinin besin ihtiyaclarini karsiladigr bir bolge olan 61t dokular
ya da yaralar, normal olarak bir¢ok bakteri tiirlinii barindirmaktadir. Larvalarin bu gibi yerlerde
hayatlarini devam ettirebilmeleri i¢in ya bu bakterileri sindirmeleri ya da gérmezden gelmeleri
gerekmektedir (2). Larvalarin sindirim sisteminde yer alan bakterilerin yasantis1 farkli
aragtirmacilar tarafindan incelenmistir. Robinson ve Norwood (17) steril olan larvalari enfekte
bir yara lizerinde gozlemlemisler ve bakterilerin ¢gogunlugunun orta bagirsaktan gectikleri
sirada, geri kalan bakterilerin ise son bagirsaktan gectikleri sirada parcalandiklarini
gozlemlemislerdir (17). Mumcuoglu K. ve ¢alisma arkadaslar1 (20) bakterilerin canliligin
incelerken steril larvalarin sindirim sisteminde, degisik bolgelerde bulunan yesil floresan

protein iireten E.coli bakterisinin floresan yogunlugunu temel alarak, bakterilerin bagirsaktaki



hareketleri siiresince cogunun orta bagirsakta pargalandigi, geri kalan kisminin ise son
bagirsakta parcalanarak canliliklarin yitirdiklerini gézlemlemistir.

Skar dokunun iyilesme siirecinde, hareket halindeki larvalar, irritasyonunlari ile ve
salgilarina bagl olarak artan seroz eksuda ile yaray1 temizlemekte ve bakterileri yaradan uzak
tutmaktadirlar (17). Bunlara ek olarak, larva tedavisinin uygulandigi yaralarin larva salgilari ile
alkali hale gelmesi ile de dezenfekte olduklari dikkat ¢ekmistir (17). Cerovsky ve arkadaslari
(21), L. sericata larvalarinin farkli kisimlarinda (bagirsak, salgi bezleri, yag dokusu, hemolenf)
ve ekskresyon/sekresyonlarinda "lucifensin” (Lucilia defensin) adin1 koyduklar1 maddeyi
aciklamislar ve bu maddenin antibakteriyel cevaptan sorumlu oldugu fikrini ortaya atmiglardir
(21). Diger arasgtirmacilar ise larval sekresyonlarin P. aeruginosa ve S. aureus biyofilmlerini

degisik dozlarda etkisiz hale getirdigini tespit etmislerdir (22-24).

2.3.3. Yara lyilesmesinin Uyarilmasi

Bulundugu cevrede epidermal biiyiime faktorii (EGF) bulunmasi halinde L. sericata
larval sekresyonlarinin ve hemolenfinin insan fibroblastinin artmasini uyardigi ortaya
konmustur (25). Baska mekanizmalarin da olmasi gerektigi ancak fibroblast proliferasyonunun
graniilasyon dokusunun meydana gelmesinde tek yol oldugu diger arastirmaci ve bilim insanlari
tarafindan da gozlemlenmistir. Chambers ve arkadaslar1 (26) larvalar tarafindan yara iizerinde
salgilanan ekskresyon ve sekresyonlarin ihtiva ettikleri proteinazlarin, hiicre dis1 matriksin
tekrardan sekillenmesinde 6nemli bir faktor oldugunu savunmuslardir (26). Farkli ¢aligmalarda,
larva ekskresyonlarmin, ekstraseliiler matriks proteinlerinin yayilimlarin etkiledigi ve insan
dermal fibroblastlarinin kollajen basta olmak iizere fibronektin ve benzeri gibi ekstraseliiler
matriksin belli basli bilesimlerinin hareketlendirdigi  belirtilmistir. Bu hareketlerin
L.sericata'nin sekrese durumda oldugu donemlerde gergeklestigi sonucu ortaya ¢ikmustir (27).

Skar dokuda spesifik sitokinlerin hizli sekilde granulasyonu ortaya ¢ikardigi ve L.
sericata larva ekstraklarinda yiiksek dozda interferon-y (20-35 pg/ml) ve interlokin-10 (7-27
pg/ml) oldugu Mumcuoglu ve arkadaslar1 tarafindan agiklanmistir (20,28). Tiim bunlara ek
olarak diger arastirmalarda LDT'nin anjiyogenezi de stimule edecegi fikri bir adim o6nde
goriilmiis ve larval ekskresyon ve sekresyonlarimin histidin, vlinol ve 3-guanidinopropionik
asitin kapsadigi, endotelyal hiicrelerin iistiinde proliferatif etkisi oldugu ortaya sunulmus, bu
maddelerin fibroblastlar iistiindeki etkisinin ise aksi iddia edilmistir (28). Larvalarin yara
tizerinde hareket halinde olmasinin, yaranin tedavi siirecini hizlandiran fiziksel bir uyari

sagladigina inanilirken, Wollina ve arkadaslari (29) LDT'den sonra yarada doku



oksijenizasyonunun ilerledigini ve es zamanli olarak yara 6deminin minimize edildigini
aciklamiglardir (2,29-37).
Larva debridman tedavisi i¢in Oncelikle steril magotlarin iiretimi gerekmektedir.

Uretilen steril magotlarla tedavi uygulanmaktadir.

2.4. STERIL LARVALARIN URETIMi

L.sericata larvalart LDT de yesil sise cami sinegi olarak isimlendirilir. Dezenfekte
edilmis larvalar bes giin boyunca 5-8°C'lik sicaklikta hayatta kalabilmektedir. Kar amaci olarak
iiretilen ve piyasaya siiriilen steril larvalar giiniimiizde Ingiltere, Almanya ve Amerika'da bir
¢ok oOzel firma tarafindan tretilmektedir. Cogunlukla sineklere besin olarak %20 seker
soliisyonu ve iiremeyi hizlandirmak amaciyla et ya da ciger pargalar1 verilse de steril larva
eldesinde ¢esitli yontemler de uygulanmaktadir (5-7, 12). Cigerin lstlinden alinan yumurtalar
ayristirildiktan ve dezenfekte edildikten sonra steril besi yerlerine yerlestirimekte, 2-36 saat
sonra yumurtadan ¢ikan larvalar besiyerlerinden alinarak dezenfekte edilmis olan kaplara

yerlestirilmektedir (12).

2.5. LDT’NiN UYGULANMASI

Oncelikli olarak, LDT doktorun denetiminde yapilmalidir. Tedavi bekleyen hastalarin
cogunlugu geriartri, ortopedi ve dermatoloji kliniginden olsa da LDT hastanenin herhangi bir
polikliniginde de uygulanabilir (12-15).

Dezenfekte edilmis olan bir parca dakron ya da naylon ince tiil hidrokolloid ¢erceveden
biraz kiigiik fakat yaradanda biraz genis olacak sekilde kesilir. Bu metot kafes seklinde
pansuman uygulanmasidir. LDT de genellikle izlenen bir yoldur. Bu amagcla yaranin {stii
kapanmayacak sekilde sadece kenarlarini ¢evreleyen yapiskan hidrokolloid kullanilir. Bu tiil
yapiskan bant yardimiyla hidrokolloid ¢ergeveye bir ucu hava alacak bi¢imde tutturulur.
Dezenfekte edilen tamponlar drenaji saglamak {izere tiiliin {istiine yerlestirilir. Til, eriyen
nekroze dokunun drenajin1 kolaylastirdig1 gibi larvalarin oksijen ile bulugmasina da imkan
saglar (12-16, 38).

”Biobag®” LDT uygulamalarinda yakin zamanda kullanilan bir yontem olmustur. 0.5
mm. kalinliginda bu is igin iretilen 6zel bir maddeden (polyvinylalcohol-hydro-sponge)

olusturulmus iki tiil pargas1 arasina maggotlar, ¢cay posetinde oldugu gibi yerlestirilir ve posetin
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agz1 yapistirilir. Enfeksiyon kontrolii ve yaranin hizli sekilde tedavi edilmesi, posetlerin
gecirgen Ozelligi olmasindan dolay1 larvalarin basit bir sekilde beslenip, salgilarininda yaraya
niifuz etmesiyle gergeklesmektedir (39). Kafes olarak adlandirilan pansuman c¢esidine bu
yontemde ihtiya¢ duyulmaz. Gazli bez ya da sarg1 yardimiyla posetlerin dogrudan yaraya temas
etmesi ve sabit kalmasi saglanir. Bu yontemin farkli avantajlar1 vardir (40).

a) Maggotlar, bu yontemle, yara yiizeyinde direkt olarak hareket edemediklerinden yara
kenarlarindaki mekanik irritasyon 6nlenmis ve agr1 minimize edilmis olur.

b) Hastalarin tedavi yontemini hizli sekilde onaylamasi yani sira maggotlarin poset igerisindeki
hareket kabiliyetinin kisitlanmasindan dolay1 daha temiz bir ortam saglanmis olur.

Yaranin tedavi agamasinda uygulanacak maggotlarin miktar1 ve siiresi LDT'nin 6nemli
sorunlarindandir. Biiyiilk olmayan yaralarda en fazla iki yiiz larva kullanilmasi; genis olan
yaralarda ise kullanilan larva sayisi bine ¢ikabilecegi belirtilmektedir (12). Bazi yaralarin
genisligini ve derinligini hesaplamak zor olsa da, ¢ogunlukla nekroze boélgeler i¢in 10
maggot/cm? tavsiye edilmektedir. Ihtiya¢ duyuldugunda forseps yardimiyla maggotlar yara
tizerinden uzaklastirilsa da, biitiin tedavi periyotlarinin ardindan, maggotlarin steril serum
fizyolojik sikilarak skar dokudan toplanmasi onerilmektedir. Biiyiik maggotlar 1slak yaradan
uzaklasip kuru olan alanda pupa olmaya ¢alistiklari i¢in basit bir sekilde toplanabilmektedirler.
Ancak yaranin i¢ kisminda maggot kalma olasiligt oldugundan bir giin sonra yaraya bir kez
daha bakilmasi ve eger varsa kalan maggotlar toplanmasi gerekmektedir (12).

Tedavide kullanilacak maggotlar, yumurtadan ¢ikip hava ile tenefiis ettikten sonra
cabuk bir sekilde 16. ile 40. saatler araligindaki gelisim donemine ulasmalar1 beklenir ve bu
periyotta tahminen 20-25 mg. besin alma gereksinimleri olacagindan, maggotlar, kendi
substratlari igerisinde 14-16 saat bekletilirek iiretilir. 10-15 gr nekroze dokuyu, 16 saatlik 400-
600 maggotun bir tam giinde tiiketebildigi belirtilmistir. Yaralarin hizli ve daha kesin tedavisi
giinliik olarak konulan biiyilk maggotlarla miimkiin oldugu gibi gen¢ maggotlarin yara
yiizeyinde 2-3 giin kalmasi da pratik bir ¢oziim olarak 6nerilmektedir. Bu siire boyunca emici
pansuman katmaninin, larvalar yarada bir giinden fazla kalacaksa stirekli olarak degistirilmesi
gerekmektedir. Maggotlar yara {istiinde 2-3 giin kalacaksa “Biobag®” ydnteminin tercih
edilmesi gerektigi belirtilmektedir (13,16,41).

Yaranin iyilesme siirecini arttirmak icin canli dokularin yiizeyinde var olan kalin
olmayan piiriilan maddenin debridmani maggotlar tarafindan saglanmali, biiyiik 6lii dokular ise
cerrahi debridman ile sik sik temizlenmelidir. Her kontrolde dokunun durumu, nekroz, drenaj,

piiriilen akinti, kotii koku gibi izlenimler kayit altina alinmali, tedavi siirecindeki kiginin



11

herhangi bir agris1 olup olmadigi not alinmalidir. Ayrica, larvalarin 6lii dokuyu canli dokudan
ayristirarak cerrahi operasyonu kolaylastirmasi ve maggotlarin kiitlesindeki 37°C'de
yumurtadan ¢iktiktan sonraki degisim LDT'nin en biiyiik avantajlarindan birisidir. Tedavi
siireci boyunca, tedavinin her basamaginda ya da en azindan haftada bir defa fotograf ¢ekilmesi

tavsiye edilir (12,30-45).

2.6. YARA SINIFLAMASI

Yara, doku stirekliliginin bozulmasi, dokularin zarar gérmesi ya da kesintiye ugramasi
sonucunda anatomik ve fonksyonel biitiinliigiiniin bozulmasi seklinde agiklanabilir.

Doku ve hiicreler, agik yaralarda meydana gelen deri eksikliklerinin ge¢ tedavi edilmesi
ve bu siire i¢inde deri Ortiisiiniin i¢ kisminda hayatlarini devam ettiren dokularin agikta kalarak
atmosferle temas halinde olmasindan zarar goriir. Zaman kaybetmeden deri ile kapatilmadigi
takdirde birden fazla negatif etken skar dokunun onarimini bozar ve yavaslatir (1,46,47).

Acik yaralarin iyilesmesini ve tedavi siirecini aksatan pek ¢ok olumsuzluklar
bildirilmistir. Bunlar; sicaklik kaybi, kan hiicrelerinden eritrosit ve 16kositlerin kayb1 ayrica
protein ve immun maddelerde azalma, doku kurulugu, bazi dokularin korumasiz kalmasi,
l16kositlerin derine gogii ve yara enfeksiyonu olarak bilinir (1,46,47).

Yaralar, olug zamanina gore, deri biitiinliigliniin durumuna gore, etkenin deride yaratti3

degisiklige gore ve bulag durumuna gore siniflandirilmaktadir (46,47).

2.6.1. Olus Zamanina Gore Yaralar

Bunlar akut gelisen yaralar ve kronik yaralar olmak tizere siniflandirilmistir (46,47).

Akut yaralar: Akut yaralar cogunlukla travma sonrasi ani gelisen yaralardir. Bu yaralarda yara
lyilesmesini engelleyen ya da geciktiren faktorler az oldugundan yara stireklilik gostrerek
tyilesir ve kisa siirede 2 ila 6 hafta icinde doku iyileserek biitiinliiglinii kazanir.

Akut yaralar ezilme ile (kontiizyon) , siyrilma ile (abrazyon), yirtilma ile (laserasyon) , batma,
bocek sokmasi, kursun ile (penetran), kimyasal veya fizikler nedenlere bagli yanma ile (yanik),
hayvan ya da insan 1sirmasi ile (1siriklar) ve cerrahi kesiklerle (insizyon) olusabilen yaralardir.
Kronik Yaralar: Normal yara iyilesmesinin hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve
remodelizasyon asamalarinin bozulmus olmasina bagli olarak veya yara iyilesmesini
engelleyen lokal ve sistemik ¢ok sayida diger faktorler nedeniyle, normal fizyolojik iyilesme

stirecini gostermeyen (6 hafta {lizeri) ya da yavas iyilesen (3 ay lizerinde) yaralardir. Bu tip
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yaralarda yara iyilesmesi yavas oldugundan skar dokusu olusumu diizensizdir ve yaraya neden
olan faktor devam ettigi siirece yara siklikla tekrarlar.

Basi yaralari, arteriyel iilserler, venoz iilserler ve diyabetik yaralar kronik yaralara 6rnek teskil
eder.

Bast yaralari (Bast iilserleri): Viicutta kemik dokunun yogun oldugu bolgelerin basiya maruz
kalmas1 sonucu bu bolgelerde olusabilen, farkli evre, farkli boyut, farkli sekil ve derinlikteki
kronik yaralardir. Kuyruk sokumu ve topuklar basi yaralarinin en sik goriildiigii yerlerdir.
Arteriyel iilserler: Ekstremite distalinde goriilen, s1g, diizgiin kenarli, nekrotik olabilen, yara
tabani1 kuru ve soluk yaralardir. Bu tip yaralarda cilt soluk ve soguktur. Hastalarda yiiriimekle
artan istirahatte azalan ancak devam eden ekstremite agrilart goriiliir. Distal nabizlar zayiftir
veya alinmazlar.

Vendoz iilserler: Alt ekstremitelerde ve 6dem zemininde goriilen, vendz staz ve basing artigina
bagl olarak gelisen iilserlerdir. Ulser tabam1 nemli, s13, yara kenarlar1 diizensizdir, ¢evre
dokular pigmentasyon artisina bagli olarak koyu renklidir. Bu tip ilserler ekstremitelerde
pretibial bolge ve malleol gevresinde lokalize olurlar. Ulser ¢evresi dokular pigmentasyon
artisina bagli olarak koyu renklidir.

Diyabetik Yaralar: Uzun siireli ve kontrol altina alinmamis diyabet hastalarinda alt
ekstremitelerin uglarinda, mikrovaskiiler (kiigiik damar) komplikasyonlar1 olarak olusan kuru
ve nekrotik yaralardir. Iskemi ve duyu kaybi (ndropati) bu durumun olusmasindan sorumlu
tutulmaktadir. Bu tip yaralarda diyabete bagli sinir hasari nedeniyle ayak ve parmaklarda sekil

bozulmustur.

2.6.2. Deri Biitiinliigiiniin Durumuna Goére Yaralar:

Bunlar agik yaralar ve kapali yaralar olarak siniflandirtlmustir (46,47).

Acik Yaralar: Acik yaralarda cilt ve/veya cilt alt1 dokunun biitiinliigii bozulmustur. Bu yaralar
genellikle zedelenme, yirtilma, kesilme, delinme veya 1sirilma sonucu olusur. Hava ile temas
halinde oldugundan acik yara olarak adlandirilan bu yaralara o6zenli bir yara bakimi
saglanmadig1 takdirde dokunun kapanmasi gecikir ve bu siire i¢inde yaranin enfekte olmasi
kagiilmazdir. Bu durum yara iyilesmesini uzatir.

Kapal yaralar: Bu yaralar cilt biitiinliigli bozulmamis yaralardir. Ezilme, burkulma, eklem

veya kas i¢i hematom olusmasi gibi nedenlerle gelisirler. Sik enfekte olmazlar.
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2.6.3. Etkenin Deride Yarattig1 Degisiklige Gore Yaralar:

Siyrik yara, kesik yara, ezik yara, delici yara, pargali yara seklinde siniflandirilmiglardir (46,
47).

Siyrik yara: Travma neticesinde deri dis yiizeyinin bir boliimiiniin styrilmasi ile olusur. Kilcal
damarlara bagli kanama gortliir.

Kesik yara: Sivri uglu ya da keskin bir cisimle derinin zarar gérmesi sonucu gelisir. Yiizeyel
olabilecegi gibi sinirler kaslar damarlarin da zarar gérmesi halinde yara derin olabilir.

Ezik yara: Yara kenarlarinin ezik oldugu ve kanama riskinin az oldugu yaralardir. Agirlik
altinda kalma, darbeye maruz kalma (tas, sopa, yumruk), kaza gecirme (trafik kazalari,
diismeler, carpmalar) bu tip yaralarin olusmasina neden tegkil eder.

Delici yara: Bu yaralar derin yaralardir ve delinme organlara kadar gidebilir. Delici 6zellik
tasiyan etkenlerle olusurlar (bigak, ¢aki, sis, kirtk cam, kursun).

Parcali yara: Bu tip yaralarda doku ile anatomik bolgesi arasindaki baglanti sonlanmistir.

Dokunun 6liimii ya da kopmasi ile olusan bu yaralar olduk¢a kanamalidir.

2.6.4. Bulas Durumuna Gore Yaralar:

Bu yaralar temiz yaralar, temiz kontamine yaralar, kontamine yaralar, kirli ve enfekte yaralar
olarak smiflandirilmustir (46, 47).

Temiz yaralar: Viicuda has microbiota alanlarindan uzak bolgelerde yer alan enfekte olmamis
yaralardir.

Temiz kontamine yaralar: Bu yaralar viicuda has microbiota alanlarina ¢ok yakin yaralardir.
Gastrointestinal system, solunum sistemi, iirogenital sistem ve derinin agilmasi ile olur.
Kontamine yaralar: Agik yaralanmalarla; gastrointestinal sistem, tirogenital sistem sistem,
safra yollarina direkt agilma ile olan yaralardir. Bu yaralar mikroorganizmalarla kolonize
olmus yaralardir.

Kirli ve enfekte yaralar: Bu tip yaralar, hastalik yapici mikroorganizmalarin ¢ogaldig ve

enfeksiyona neden oldugu yaralardir.

2.7. YARA ENFEKSIYONU

Yarada hastalik yapict patojen mikroorganizmalarin ¢ogalmast sonucu yara

enfeksiyonu gelisir. Enfekte yarada, patojenlerin toksinleri fibrin ve biiylime faktoriini
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parcalarina ayirir, kollajen yapimini zorlastirir ve daha bir¢ok mekanizma neticesinde dokunun
onarimini engellenir. Bu nedenle enfeksiyon yaray1 negatif yonde etkileyen, tedavisini aksatan
olumsuz bir durumdur.

Kronik yaralarda ¢ogunlukla enfeksiyona neden olan aerop patojen bakteriler Staphylococcus
spp., Enterococcus spp., Pseudomonas spp., Proteus spp., Escherichia coli; Enterobacter spp.,
Stenotrophomonas spp., Klebsiella spp. ve Serratia spp.’dir (3, 48, 49).

Gram negatif bakterilerden Pseudomonas aeruginosa, esas olarak, konagin deri
savunmasinin tahrip oldugu genis yanikli hastalar; normal temizleme mekanizmalarinin
bozulmus oldugu kistik fibroz gibi kronik solunum hastaligi bulunan kisiler; bagisikligi
bastirilmis kisiler; ndtrofil sayisinin 500/mL’nin altina indigi kisiler ve kateter konmus olgular
gibi hastanede yatan kisilerde infeksiyonlara neden olan firsatg1 bir patojendir. Hastane
infeksiyonlarinin %10 ila 20’sinden sorumludur ve birgok hastanede, nozokomiyal pnémoninin
en sik rastlanan etkenidir.

P. aeruginosa insan viicudunun hemen her yerinde infeksiyonlara neden olabilse de idrar yolu
infeksiyonlari, pnémoni (6zelikle kistik fibrozlu olgular) ve yara infeksiyonlar1 tabloya
hakimdir (48, 49). Bu durumlarda bu bakteri kana karisip sepsise neden olabilir.

Proteus vulgaris, Proteus mirabilis ve Morganella morganii gibi bakteriler esas olarak
idrar yolu infeksiyonlarindan izole edilseler de pnémoni, yara infeksiyonlari ve septisemiye de
neden olabilmektedirler (48, 49).

E. coli, en sik idrar yolu infeksiyonu, neonatal menejit, sepsis ve turist diyaresi
olusturmaktadir. Yara yeri infeksiyonlari, immiinsuprese hastalarda hastane kokenli
pnomoniler ve peritonitler diger sik karsilasilan infeksiyonlar1 arasindadir (48, 49).

Klebsiella spp., Enterobacter cloacae ve Serratia marcescens insanda infeksiyona en
cok neden olan tiirler arasinda yer almaktadir. Bu organizmalar birbirlerine ¢ok benzeyen
ozelliklere sahiptirler. Klebsiella spp. infeksiyonu bulunan olgularda siklikla diyabet, ileri yas,
kronik solunum hastaligi veya alkolizm gibi yatkinlastirici etmenler vardir. Enterobacter ve
Serratia tiirleri ile gelisen infeksiyonlar 6zellikle intravendz Kkateterizasyon, solunum
entiibasyonu ve idrar yolu girisimleri gibi durumlarda ortaya ¢ikmaktadir (48, 49).

Enterokoklar normal gastrointestinal ve bilier sistemde ve az sayida da vajina ve erkek
iretra florasinda bulunurlar. Bu nedenle hastanin kendi barsak florasindan kaynaklanan endojen
infeksiyonlara yol acarlar. Diabetes mellitus, immiinsiipresyon, prematiirite, maligniteler,
genitoliriner veya solunum sistemi girisimleri, uzun siireli hospitalizasyon ve 06zellikle de

sefalosporinler gibi enterotoksik etkinligi bulunmayan genis spektrumlu antibiyotiklerin
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kullanim1 gibi hazirlayict faktorlerin varliginda iiriner sistem infeksiyonlari, bakteriyemi,
endokardit, intraabdominal infeksiyonlar, yara infeksiyonlar1 gibi ¢cok sayida klinik tablonun
sorumlusudurlar (48, 49).

Gram pozitif bakterilerden koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) deride, orofarinkste ve
gastrointestinal kanalda kalici flora iiyesi bakterileridir. Bu nedenle bir siire 6ncesine kadar bu
bakterilerin  klinik  Orneklerden  izolasyonlar1  genellikle kontaminasyon olarak
degerlendirilmekte iken, gliniimiizde insan infeksiyonlarina neden olan 6nemli patojenler
arasinda bulunmaktadirlar. KNS’ler genel olarak yabanci cisim, kateter, protez ve sant
infeksiyonlarina neden olur. Bunun disinda hastane ve toplumsal kaynakli {iriner sistem
infeksiyonlari, intravendz kateter infeksiyonlari, bakteriyemi, osteomyelit ve cerrahi sonrasi
endoftalmitte etken olabilirler. KNS’lerin yabanci cisim infeksiyonlar1 ile ilgili polimer
yiizeylere kolonize olabilme ve biyofilm olusturabilme yetenekleri vardir. Bu nedenle, viicudun
savunma hiicreleri ve antibiyotikler gibi dis etkilerden kagabilirler. Boylece tedavi giicligii

yaratan kronik, persistan infeksiyonlara neden olabilirler (48, 49).

2.8. YARANIN IYILESMESI

Yara iyilesme fazlarinin diizenli ve sirali olarak tamamlanarak dokunun anatomik ve
fonksiyonel 6zelliklerini tekrar kazanma siirecidir. Yaranin iyilesme siirecinde, inflamatuar faz,

proliferasyon fazi ve matiirasyon fazi olmak iizere birbiri i¢ine gegmis li¢ temel faz goriliir.

2.8.1. inflamatuar Faz (Eksudasyon Fazi, Hazirhk Fazi)

Dokunun kesildigi durumlarda kanin yara alaninda birikmesi sonucu, kesik doku
tizerinde fibrinojenin fibrine doniismesiyle birlikte, koruyucu fonksiyona sahip piht1 olusur.
Yara kabugunun olugsmasi, pihtinin retrakte olarak yara dudaklarini birbirine yaklastirirken
zamanla kurumasi sonucu meydana gelir. Bu siirecte kapiller damarlarin gegirgenliinde artig
gozlenir ve bunu inflamasyon siireci izler. Dokunun kesilmesinden sonra l6kositler yara
yataginda kiimelenmeye baslar. Lenfosit ve makrojlar da yara yatagina dogru hareket ederler.
Fibroblast ve endotel hiicrelerinin ¢ogalmasina neden olurlar. Boylece zarar gérmiis olan
hiicreler onarilarak hasarli dokular temizlenir. Yaranin en 6nemli noktasindaki hipoksik
cevrede tekrar damar olusumunun uyarilmasi makrofajlar tarafindan saglanir. inflamasyon

slireci sona erecegi zaman kapiller damarlar tomurcuklanarak yara yataginda yeni damarlanma
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meydana getiriler boylece yaraya yiiksek oranda oksijen ve besin maddesinin ulagsmast miimkiin

olur (50, 51).

2.8.2 Proliferasyon Faz (Kollajen Yapim Faz)

Proliferasyon Fazi, kesik dokunun iyilesmesinin ana evresidir. Dokunun onariminda
elastin, glikozaminogliganlar, kollajen, proteazlar ve fibronektin biiylik katki saglar. Geng
fibroblastlar bu ortamda hakim durumdadir. Doku kaybi olustuktan sonraki siirecte cilt
fibroblastlar1 ve damar ortami mezenkimal hiicreler degiserek miyofibroblastlara gevrilirler.
Miyofibroblastlara doniisen hiicrelerin aktif bir sekilde kasilarak yara kontraksiyonuna neden
olmalar1 sonucunda yara kiigiilmeye baslar. Dokunun eski haline gelmesinin ikinci fazindaki
temel olay kollajen fazdir. Fibroblastlar mobilize olarak yeni kollajeni olustururlar.
Tropokollajen sentezinin ardindan olgunlasmis kollajen olusur ve capraz baglarla liflerin

birbirine tutunmasi sonucu doku eski haline doner (50, 51).

2.8.3. Matiirasyon Faz1 (Olgunlasma fazi)

Bu evre olgunlasma ve tekrardan sekillenme evresidir. Vaskiiler kanallarin kapanmasi,
daha saglam bir kollagen yapinin olusmasi ile karakterizedir. Kisa siirede (6-12 ay) maturasyon
geligir. Bu siire¢ sonrasinda dokuda odem, sertlik ve kizarikligin kayboldugu, bir 6nceki

dokudan daha saglam bir doku olustugu gézlemlenir (50, 51).

2.9. KRONIK YARALARDA ENFEKSIYON ETKENI OLABILEN BAKTERILER

Normal fizyolojik 1yilesme siirecini gostermeyen ya da yavas iyilesen kronik yaralarda
enfeksiyon etkeni bakterilerin biiyiik bir boliimii yarada biyofilm olusturarak bu bolgede uzun
slire tutunan bakterilerdir. Biyofilm olusturan bakteri popiilasyonlarina antibiyotiklerin etkisi
daha yavas olabildiginden bu yaralarin yalnizca antibiyotiklerle tedavisi yara iyilesmesini
hizlandirabilecek yegane faktor degildir. Enfekte kronik yaralarda LDT antibotik tedavisi ile
birlikte iyilesmeyi hizlandiran 6nemli bir yontemdir. Bu tip yaralarda siklikla rastlanan
bakteriler asagida belirtilmistir (46-53).

Staphylococcus cinsi: Micrococcaceae familyasinda bulunan bu cins kiimeler veya
diplokoklar seklinde goriiliir. Bunlar, Gram pozitif boyanan, sporsuz, hareketsiz, kapsiilii
bunmayan, katalaz pozitif koklardir (46-53). Siiflandirmalarinda koagiilaz enzimi 6nem tasir.

(46-53). Koagiilaz enzimi iireten koagiilaz pozitif stafilokoklardan en 6nemlisi Staphylococcus



17

aureus’tur. Koagiilaz enzimi iretmeyenler ise koagiilaz negatif stafilokoklar olarak
adlandirilirlar. Karbonhidratlar1 fermentatif olarak parcalayan bu bakteriler laktik asit
olusumunu saglarlar. Mannitole etkileri tiir diizeyinde farklilik gosterir ancak S. aureus
mannitole etkili olmasi ile taninir. Stafilokoklar insan viicudunun bir¢ok anatomik bolgesinde
mikrobiyota bakterisi olarak yer alirlar. Basta S.aureus olmak {izere bu cins yara

enfeksiyonlarindan siklikla izole edilmistir (46-53).

Streptococcus cinsi: Bu cins Streptocococcaceae familyasi liyesidir. Yuvarlak veya
oval sekilli, diplokok seklinde duran veya zincirler olusturan, Gram pozitif, katalaz enzimi
bulunmayan koklardir. Streptokoklarin siniflandirilmasinda kanli agardaki hemolizleri biyiik
onem tasir (46-53). Insan viicudunun farkli mikrobiyotalarinda bulunabilen streptokoklar
insanlarda 6nemli enfeksiyon etkenleri arasinda yer alirlar. Enterokoklar, Grup B streptokoklar,
S. pyogenes ve S.pneumoniae insan sagligini etkileyen ve siddetli enfeksiyonlara neden olan en
onemli streptokoklardir. Streptokoklar genelde aerob veya fakiiltatif anacropturlar. Ancak
zorunlu anaerop olan ¢ok sayida tiir de bulunmaktadir. Streptokoklar yara enfeksiyonlarindan

siklikla etken olarak izole edilmislerdir (46-53).

Corynebacterium cinsi: Korinebakteriler katalaz pozitif aerop Gram pozitif
¢omaklardir. Cin harfleri goriiniimiinde dizilimleri ile tanmirlar. Korinebakterilerdeki temel
cinsler Corynebacterium ve Arthrobacter’dir. Corynebacterium cinsi ¢ogunlukla mikrobiyota
bakterisi olarak tanmnmaktadir. Ancak; C. diphteriae, C.ulcerans, C. equi, C. ovis, C.
haemolyticum, C.striatum gibi 6nemli tiirler patojendir (46-53). Deri mikrobiyotasinin énemli

etkenleri arasinda yer alan bu bakteriler yara infeksiyonlarinda siklikla karsimiza ¢ikarlar.

Klebsiella cinsi: Kapsiillii yapilari ile taninan Gram negative ¢omaklardir. Kapsiil
yapilar1 nedeniyle miikoid koloniler olustururlar. O ve K antijenleri bu bakterilerin ayiriminda
onem tagir. Onceleri Enterobacteriaceae ailesinde yer alan E.aerogenes’in son yillarda
Klebsiella ailesine alinmasi ile K. aerogenes, K. pneumoniae, K. oxytoca, K. ozaenae, K.
granulomatis gibi patojen tiirler insanda hastane infeksiyonlar1 yani sira pek ¢ok o6liimciil

infeksiyonlara neden olabilmektedirler (46-53).

Escherichia cinsi: Bu cinste en 6nemli patojen bir Gram negatif gomak olan E.coli’dir.
Bu bakteri barsak mikrobiyotasi iiyesi olarak taninir. Hareketli olup, karbonhidratlar1 fermente
eder ve tritofan amino asidini pargalayarak indol agiga ¢ikmasina neden olur. K vitamini de

sentezleyebilen bu bakteriler basta idrar yolu infeksiyonu olmak {iizere yumusak doku
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infeksiyonlari, yeni doganda menenjit ve sepsise, bebeklerde ishale neden olmaktadirlar (46-
53). Escherichia coli, yaslilarda ve cerrahi operasyon gecirdigi ya da iyonizan radyasyona
maruz kaldigi i¢in bagisikligr baskilanmis bireylerde idrar yolu enfeksiyonlarina da neden

olabilir. Bunun disinda sik olmamakla beraber kronik yaralardan da izole edilmistir (46-53).

Proteus cinsi: Enterobacteriaceae ailesinde yer alan bu bakteriler pleomorfik, Gram
negatif comakladir. Spor ve kapsiilleri yoktur. Hareketli bakterilerdir. Insan barsak
mikrobiyotasinda, lagim sularinda, 6lii ya da bozulmus organik maddelerde bulunurlar (46-53).
Proteus cinsi 6zellikle idrar yolu infeksiyonlarinda, abs eve yaralarda, pndmoni, septisemi
olgularinda etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Hastane infeksiyonlarina da neden olabilen bu
bakterilerde antimikrobiyal direng hizla artmaktadir (46-53).

Pseudomonas cinsi: Bu bakteriler Gram negatif ¢omaklardir. Bu grupta bulunan P.
mallei insan ve hayvanlarda Ruam adi ile bilinen Malleus’un etkenidir. Diger Pseudomonas
cinsleri ve 6zellikle P.aeruginosa savunma sistemi zayiflamis, kistik fibrozis gibi altta yatan
hastalig1 olan hastalarda lokalize yara yeri infeksiyonundan bakteriyemi ve menenjite kadar
uzanan hastalik tablolarina yol agmaktadirlar (46-53). Ayrica hastane infeksiyonlarinin % 10-
25’inden sorumlu tutulmaktadirlar (46-53). Pseudomonas aeruginosa 'nin 17 somatik (O) ve 6
flagella (H) antijeni vardir. O antijeni 1siya dayanikli, flagella ve fimbria antijenleri 1siya
dayaniksizdir. Fosfatazlar, proteazlar ve fosfolipazlar da antijen olarak rol oynarlar. Cogu
Pseudomonas suslari kiiltiir ortaminda pigment tretirler. Bunlar fluoresan pigmentlerdir. Bu
pigmentler P. aeruginosa, P. putida, P. fluorescens, P. chlororaphis, P. syringae, P. cichori, P.
flavescens’in karakteristigidir. Bu pigmentler sideroforlardir ve kiiltiir ortaminda diigiik demir
konsantrasyonlarinda bol miktarda tiretilirler (46-53). Pseudomonas aeruginosa biyofilmler
icinde siklikla rastlanan ve kronik yaralarda karsimiza ¢ikabilen en onemli patojenlerdendir

(46-53).

2.10.BAKTERI TANIMLAMASI

Teknolojik ilerlemeler bakteri tanimlama yontemlerinin de gelismesine yol agmustir.
Konvansiyonel yontemlerin zaman isteyen ve c¢alisanin emek vermesi gereken ydntemler
olmasi1 nedeniyle yar1 otomatize sistemlerle ya da giiniimiizde bir ¢ok hastanede kullanimda
olan otomatize sistemlerle bakteri tanimlamasi tercih edilmektedir. Daha ileri gidilerek

molekiiler yontemlerle de tanimlama goriilmektedir.
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2.10.1. Konvansiyonel Yontemlerle Tani

Yontem, bakterinin fenotipik 6zellikleri yani sira biyokimyasal 6zelliklerine gore de
tanimlamay1 amaglamaktadir. Mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilan mikroskopi, bakterinin
biyokimyasal 6zelliklerini ortaya ¢ikaran yontemler ve serolojik yontemler bunlara 6rnek teskil
etmektedir (52-53).
Mikroskopi: Orneklerin klinik degerlendirilmesinde mikroskopi basta gelen temel
yontemlerdendir. Farkli boyama yontemleri kullanilarak boyanmis olan bir preparatta
bakterinin morfolojisini, Gram pozitif veya Gram negative boyanma oOzelligini hizlica
gormemizi saglar. Ayrica kullanilan mikroskobun 6zelligine gére mikroskopi daha kapsamli
veriler de sunar. Mikroskopi, klinik 6rnekte bulunan ve /veya iireyen bakteri hakkinda 6n bilgi
sahibi olmamizi saglayan ve tanimlama i¢in sececegimiz yontemleri daha hizli saptamamiza
yarayan temel bir tan1 yontemidir (52-53).
Kiiltiir: Aerop ve anaerop bakterilere ait 6zelliklerin incelenebilmesi, metabolik aktiviteleri
sonucu olusan iriinlerin belirlenebilmesi ve bu iirlinlere gore tanimlanabilmeleri igin
tretilmeleri gerekmektedir. Invitro kosullarda saf kiiltiir seklinde bakterilerin {iretimi
besiyerlerinde miimkiin olabilmektedir. Aerop bakterlerin iiretilebilmesi i¢in genelde %5 koyun
kani ile zenginlestirilmis genel iiretim besiyerlerinden olan, koyun kanli agar, ¢ikolatamsi agar,
secerek Tlretici bir besiyeri olan MacConkey agar ve tiyoglikolatli sivi besiyeri tercih
edilmektedir. Bakterilerin konvasyonel yontemlerle tanimlamasinda taniticit besiyeri olarak
basta ii¢ sekerli demirli agar (TSI) besiyeri olmak iizere hareket besiyeri, lire besiyeri, Sitrat
besiyeri, gliikkoz besiyeri gibi aranan 6zellige spesifik olan pek ¢ok besiyeri kullanilabilmektedir
(52-53).
Seroloji: Serolojik testler; bir mikroorganizmaya ait antijenleri kullanarak hasta serumundaki
antikorlar1 belirlemeye ya da belli antikorlar1 tasiyan serumlarla hasta 6rnegindeki antijenleri
belirlemeye, ayrica insanin bagisiklik durumunu anlamaya yarayan ve mikroorganizmalarin
serotiplendirilmesinde kullanilan testlerdir. Antijen-antikor reaksiyonlar1 bu testlerin basinda
gelmektedir. Bunun disinda monoklonal antikorlar kullanarak, immiinoassey yontemleri
kullanarak veya immiinfloresan teknikleri ile de serolojik tanimlamaya gidilebilmektedir (52-
53). Mikrobiyoloji laboratuvarinda kiiltiir ve sik¢a kullanilan mikroskopi disinda antikorlu

polivalan serumlar da baz1 bakterilerin tanisinda kullanilan 6nemli bir tan1 yontemidir.
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2.10.2. Yar1 -Otomatize Sistemlerle Tani

Mikrobiyoloji laboratuvarinda biyokimyasal testlerle bakteri tanimlamasi yogun emek
ve yogun sarf malzeme tiiketimine yol agmaktadir. Bunu daha aza indirgemek i¢in kiigiik
minyatiir biyokimyasal yontemler kullanima girmistir. Analitik profil index (API) olarak
adlandirilan tani kKitleri bakterilerin tanimlanmasinda sik¢a kullanilmaktadir. Bu Kitler
(bioMerieux, Marcy I’Etoile, France) test i¢in gereken maddeleri dehydrate sekilde igeren 20
mikrokuyucuklu uzun bir stripten olusmustur. Bakteri siispansiyonu kit talimatina gére bu
mikrokuyucuklara ekilir. Inkiibasyon sirasinda, enzim substrat1 ile reaksiyona girer ve olusan
degisiklikler, birtakim reaktiflerin ilavesi ile olusan renk degisikligi ile gortliir duruma gelir.

Bu reaksiyonlar API veya bilgisayar programi ile tanimlanir (52-55).

2.10.3.0tomatize Sistemlerle Tani

Otomatize yontemler ig giiclinli ve test siiresini azaltmak yogun ayirag ve besiyeri
kullaniminmt diistirmek icin gelistirilmistir. Bu sistemler i¢in 6zel hazir besiyerleri kullanimi
onerilmektedir. Enzim-substrat etkilesimi dogrultusunda ya da gaz olusumuyla bakterilerin
belirlenmesini esas teskil eder. VITEK (bioMerieux) ve PHOENIX (BD) yontemi acrop ve

anaerop bakterilerin tanimlanmasinda siklikla kullanilmaktadir (55).

2.10.4 Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight (MALDI-TOF MS)
ile Tam

Bu yontem, mikroorganizmadaki biyomolekiillerin iyonize olduktan sonra manyetik
alandan gecirilmesi neticesinde protein profillerinin goriintiilenmesine dayanmaktadir. Bu
profillerin grafik seklinde goriiniimleri, cihazin veri tabanindaki mikroorganizmalar ile olan
uyumuna gore tiir diizeyinde tanimlanir (56). Bu Kiitle spektrometri yontemi 1900'lerde
kesfedildigi halde uzun siire ¢ok smirlt kullanilmistir. 1970’11 yillarda mikrobiyoloji alaninda

kullanilmaya baslanmistir.

MALDI, 1980’lerin sonunda soft iyonizasyon tekniklerinin gelistirilmesi sonucu proteinler i¢in
uygulanabilir duruma geldi. Bu teknikte protonlarin eklenmesi ya da ¢ikarilmasi ile peptit
zincirleri iyonize olmaktadir. MALDI-MS cihazi ilk kez 1990'larin basinda ticari kullanima
sunuldu (254). Giiniimiizde Vitek MS (BioMerieux, Etoile France) ve MALDI Biotyper
(Bruker Daltonics Inc, Fremont, CA) olarak satilan MALDI -TOF sistemleri bulunmaktadir.
Bakteri izolatlar1 igin MALDITOF MS’in tiirleri %84,1 ile %95,2 oranlarinda dogru
tanimladig1 bildirilmistir (56, 57).
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2.11. BAKTERI MIKTARININ BELIRLENMESI

Kronik yaralarda bulunan bakterilerin cins ve tiirii biiylik 6nem tagimaktadir ancak
bunlarin sayisi da 6nemlidir. Mikroorganizmalarin sayimi i¢in gelistirilen sayim yontemlerinin
hicbirisi, tam ve kesin sayiy1 belirlemeye imkéan saglayamamasinin yanisira her yontemin
birbirleri arasinda avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Numunede bulunan canli bakteri
sayis1 bu giin pek ¢ok molekiiler yontemle saptanmakla beraber cansiz mikroorganizmalari da

kapsamasi bir dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Infekte bir dokunun kantitatif tanim1 dokunun 1 ¢cm? sinde ya da 1 graminda 10° CFU
/g bakteri varligi olarak ifade edilmistir (58). Bakteri miktarmin 10°CFU /g’a ulasmasi
durumunda iilserin iyilesmesinde gecikme oldugu bildirilmistir. Kritik kolonizasyon konseptine
gore ise > 10* CFU/g’a esit veya daha fazla bakteri varlig1 infeksiyon icin kritik bir deger
olarak her an dokunun infekte olabilecegi, biyofilm gelismesinin arttig1 seklinde ifade edilmistir

(59, 60, 61).

Mikrobiyolojide kiiltiire dayanan yontemlerle bakteri miktarinin belirlenmesi kantitatif
veya yarikantitatif kiiltiir yontemleriyle yapilmaktadir. Kantitatif kiiltiir 6rnekten yapilan seri
diliisyonlarda tlireyen bakteri miktarini belirleyerek sonuca ulasan bir yontemdir. Yari-kantitatif
kiiltiir ise diliisyonlar yapilmadan azaltma yontemiyle 6rnegin Petrideki besiyerine ekilmesi ve
4 kadrandan her birindeiireyen bakteri yogunluguna gore bakteri sayisinin belirlenmesidir (60,
62). Bakteri yogunlugu 1+ (seyrek lireme), 2+ (hafif iireme) ,3+ (orta derece lireme), 4+ (yogun
iireme) ya da +, ++, +++, ++++ seklinde ifade edilmektedir. 1+ iiremenin 102-10% CFU/g, 2+
tiremenin 103-10* CFU/g, 3 + iiremenin 10%-10® CFU/g ve 4+ iiremenin 10’CFU/g’a es deger
oldugu bildirilmistir (63, 64).

Bir ¢ok calismada kronik yaralarda bakteri miktarinin belirlenmesinde yari-kantitatif kiiltiir

kullanilmistir (63-66).
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3. YONTEM

Eyliil 2018-Ekim 2019 tarihleri arasinda, degisik hastanelerden ve kliniklerden ‘larva
debridman tedavisi’ istegi ile TUBITAK Biyoterapi Arastirma ve Gelistirme Laboratuvari’na
gonderilen hastalarin kronik yarasindan alinan ve CTF Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina bakteriyolojik inceleme i¢in gonderilen biyopsi 6rneklerinde tiretilen bakteriler

retrospektif olarak degerlendirildi.

Calismamuz, 1.U.C, CTF Etik kurulunca 02.10.2019 tarih ve 150312 say1l1 yaz1 ile
onaylanmaistir.

Larva Debridman Tedavisi almak iizere TUBITAK Biyoterapi Arastirma ve Gelistirme
Laboratuvari’na bagvuran, son 72 saat i¢inde antibiyotik kullanmamis erigkin hastalara ait yara
biyopsi ornekleri ¢alismaya dahil edildi.

Calisma grubu ardarda en az 3 kere larva debridman tedavisi uygulamasi géren 100
hastadan olustu. Bu hastalarin 1. LDT uygulamasindan 6nce alinmis olan yara biyopsilerine ve
3. LDT uygulamasindan 72 saat sonra ayni bdlgeden alinmis olan yara biyopsilerine ait
bakteriyolojik analiz sonuglari degerlendirildi. Bu 6rneklerde total bakteri yogunlugu yari-

kantitatif sayimla belirlendi ve lireyen bakteriler tanimlandi.

3.1. GERECLER

3.1.1. Deneylerde Kullamlan Besiyerleri
Koyun Kanh Agar Besiyeri

Agar (oxoid) 409
Koyun kani (Defibrine) 50 mL
Distile Su 1000 mL

Toz besiyeri, hazir olarak 500 g.'lik kutuda temin edildi. Distile suda 40 g toz besiyeri [ (Tripton
(14 g), nétralize pepton (4,5 g), maya oziitii (4,5 g), sodyum klorit (5 g), agar (12 g) ] eritildi.
Ph’in 7,3 £ 0,2 olmasi saglandi ve otoklavlanarak steril edildi. Besiyeri 1s1s1 45°C’ye kadar

diistiriildiikten sonra igine 50 mL defibrine koyun kani ilave edildi ve iyice karistirildi.
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Katilasmadan Petri kutularina dokiildi. Bu besiyerinde infeksiyon etkeni bakterilerin hemoliz
yapabilme o6zellikleri arastirildi (52, 53).

Cikolatams1 Agar Besiyeri

Agar base (oxoid) 409
Defibrine koyun kani 50 mL
Distile Su 1000 mL

Uretici firmadan (Oxoid) toz besiyeri 500 g.'lik kutuda hazir olarak alindi. 1000 mL distile suda
40 g toz besiyeri [ (Tripton (14 g), nétralize pepton (4,5 g), maya oziitii (4,5 g), sodyum klorit
(5 9), agar (12 g) ] eritildi . pH 7,3 + 0,2’¢ ayarlandi. 121°C’de 15 dakika otoklavlandiktan
sonra 45°C’ye kadar sogutuldu. 50 mL defibrine koyun kani ilave edilerek iyice karistirildi. 2
dakika boyunca kaynayan suda tutuldu. Iyice karistirildiktan sonra Petri kutularina dékiildii. Bu
besiyeri genel iretim amagli ve ayrica bakteri yogunlugunun yari kantitatif sayiminda

kullanilmustir (52, 53).

MacConkey Agar Besiyeri (Oxoid)

Pepton 209
Laktoz 109
NaCl 59

Safra tuzlar 15¢9
Notral kirmizisi 0,039
Kristal viyole 0,001 ¢
Agar 159
Distile su 1000 mL

Toz besiyeri 500 g olarak (oxoid) temin edildi. 51,5 g toz besiyeri, distile suda eritildi ve pH’in
7,1 £ 0,2 olmasi saglandi. Otoklavlandiktan sonra (121 °C’de 15 dakika) besiyeri 1s1s1 45°C’ye
inince Petri kutularma dokiildi. Hazirlanan besiyeri hasta orneklerinden Gram negatif

¢omaklarin izolasyonunda kullanilmistir (52, 53).

Tiyoglikolath Sivi Besiyeri (BD)

Maya oziitii 50

Tripton 15¢
Glikoz 5549
Sodyum tiyoglikolat 0,59
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Sodyum klorit 2549
L-sistein 0549
Resazurin 0,001 ¢
Agar 0,759
Distile su 1000 mL

Besiyeri (Oxoid) 1000 mL distile suda 1sitilarak eritildikten sonra pH 7,1 + 0,2’¢ ayarlandi ve
tiplere 10 mL dagitildi. 121 °C’de 15 dakika otoklavlandiktan sonra 45°C ’ye gelinceye kadar
sogutuldu. Bu besiyeri parafilm ile kapatilip 4°C’de sakland1 (52, 53).

Safrah Eskiilin Agar (Oxoid)

Pepton 14 g
Safra tuzlar 159
Ferrik sitrat 059
Eskiilin 19

Agar 14 ¢

Toz besiyeri 500 g’lik kutuda hazir olarak alindi. 44,5 g toz besiyeri 1000 mL distile suda
eritildi. 7,1 + 0,2 pH olmas1 saglandi. Otoklavlandiktan sonra (121 °C’de 15 dakika) besiyeri
1s1s1 45°C’ye inince Petri kutularina dokiildi. Bu besiyeri enterokoklarin/Grup D
streptokoklarin ayiriminda kullanilmistir (52, 53).

DNaz Besiyeri (Oxoid)

Deoksiribonukleik asit 290
Triptoz 20 ¢
Sodyum kloriir 5¢

Agar 15¢
Distile su 1000 mL

Toz besiyeri tiretici firmadan (oxoid) 500 g'lik kutuda hazir olarak alindi. 42 g toz besiyeri 1000
ml distile suda eritildi, pH 7,3 + 0,2’¢ ayarlandi ve 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. 45 °C’ye
kadar sogutulduktan sonra 4 mm kalinlikta olacak sekilde petri kutularina dokiilerek
donduruldu. Bu besiyeri bakterinin DNAz aktivitesini gostermek i¢in kullanilmistir (52, 53).
Uc Sekerli Demirli Agar Besiyeri (TSI) (Oxoid)

‘Lab- Lemco’ tozu 30

Maya 6zii 39

Pepton 209
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Sodyum Kilorit 59
Laktoz 109
Stikroz 109
Glikoz 1lg
Ferrik sitrat 0,39
Sodyum tiyosiilfat 0,39
Fenol kirmizisi 0,024 g
Agar 129
Distile su 1000 mL

Uretici firmadan 2,5 kg’lik kutuda hazir olarak alind1. 64,52 g toz besiyeri 1000 mL distile suda
eritildi ve tiiplere 2,5 mL dagitildi. pH 7,3 + 0,2°e ayarlandi. Besiyeri igeren tiipler, 121°C’de
15 dakika otoklavlandi. Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra yatik konumda sogutuldu. Bu besiyeri,
Gram negatif comaklarin dekstroz, laktoz ve siikroz fermentasyonu ile hidrojen siilfid iiretimi
ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilmistir (52,53).

Hareket, indol, Ornitin Besiyeri (Difco)

Pepton 109
Maya 6zii 39
Tripton 109
Dekstroz 19
L-ornitin HCI 59
Brom krezol moru 0,02 g
Agar 29
Distile su 1000 mL

Hazir olarak 500 g’lik kutuda alind1. Uretici firma direktifleri dogrultusunda 31 g toz besiyeri
1000 mL distile suya ilave edildi hafifce 1sitilarak erimesi saglandi ve tiiplere dagitildi. pH’s1
6,5’e ayarland1 ve tiipler, otoklavda steril edildi. Bu besiyeri Enterobacteriaceae iiyelerinin
ornitin dekarboksilaz aktivitesi gosterip gostermediginin, indol {retiminin ve hareket
ozelliklerinin gosterilmesinde kullanildi (52,53).

Christensen Besiyeri (Ure Besiyeri)(Sigma)

Pepton 19
Glikoz 1lg
Sodyum Klorit 50
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Disodyum fosfat 1,2¢g
Potasyum dihidrojen fosfat 0,8¢g
Fenol kirmizisi 0,012 g
Agar 159
Distile su 1000 mL

Glikoz ve iire ilave edilmeden Once diger maddeler suda eritildi. pH’n 6,8 £ 0.2 olmasi
sagland1. Besiyeri 121 °C’de 15 dakika tutularak steril edildi. Besiyeri sicakligi 45°C’ye kadar
diistince, 6nceden siiziilmiis olan steril glikoz ve iire eriyikleri katildi, iyice karistirildi ve steril
sartlarda tiiplere 1’er ml dagitildi. Dik olarak katilasmaya burakilan besiyeri bakterilerde iireaz

enzimi varliginin saptanmasinda kullanildi (52, 53).

Sitrat Besiyeri (Sigma)

Sodyum klorit 59
Amonyum dihidrojen fosfat 1g
Dipotasyum fosfat 19
Magnezyum siilfat 0,29
Sodyum sitrat 30
Bromtimol mavisi eriyigi 0,08 g
Agar 209
Distile su 1000 mL

Maddeler karistirildi ve 1000 mL distile suda eritildi.Her bir tiipe 5’er mL dagitildi. pH’ 1n 6,8
+ 0,2 olmasi saglandi, 100°C’de 1 saat steril edildi. Tiipler yatik konumda tutularak sogutuldu.
Hazirlanan besiyeri Gram negatif bakterilerin sitrati karbon kaynagi olarak kullanip

kullanmadiklarin1 anlamak amaciyla deneylere eklendi (52, 53).

Dekstroz (D) Besiyeri (Merck)

Bromtimol mavisi eriyigi 0.049
Kazeinin pankreatik dijesti 109
Glikoz 59

Agar 15¢
Distile su 1000 mL

Hazir besiyeri iretici firma (BD Diagostic Systems) direktifleri dogrultusunda distile suda
(1000 mL) eritildi. 100°C’de, 1 saat tutularak steril edildi ve pH’1n 6,9 + 0,2 olmas1 saglandi.
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Her bir tiipe 5’er ml olacak sekilde dagitildi. Tiipler, otoklavda 121°C’de 15 dakika tutuldu. Bu

besiyeri Gram negatif comaklarin dekstroza etkisinin arastirilmasinda kullanildi (52, 53).

Clark-Lubs Besiyeri (Merck)

Pepton 7,09
D (+) Glucose 509
Fosfat bafir 5049
Distile su 1000 mL

Uretici firmadan alinan hazir besiyeri 1000 mL distile su icerisinde eritildi. Standart deney
tiiplerine 5'er mL olarak dagitildi1 ve otoklavda 121 ° C 'da 15 dakika sterilize edildi. Bu besiyeri
bakterilerin asetoin ve metil kirmizist olusturma 6zelliklerini aragtirmak igin kullanilmistir (52,
53).

Mueller Hinton Agar Besiyeri (BD)

Sigir Eti Ekstrakt 2,0¢
Kazein Asit Hidrolizati 17,59
Nisasta 1,59
Agar 179
Distile su 1000 mL

Hazir besiyerinden 38 g, 1000 mL distile suda eritildi. 7,1 + 0,2 pH olmasi saglandi.
Otoklavlandiktan sonra (121 °C’de 15 dakika) besiyeri 1sis1 45°C’ye inince petri kutularina
dokiildii. Kanli Mueller Hinton Agar (KMHA) besiyeri ise petri kutularina dagitilmadan 6nce
besiyerine %5 koyun kani eklenerek hazirlandi. Bu besiyeri bakterilerin optokin, basitrasin ve

novobiosin disklerine duyarliliklarin1 saptamak i¢in kullanilmistir (52, 53).

3.1.2. Bakteri Tammmlamasinda Kullanilan Ayiraglar ve Kitler
-Oksidaz ayraci (Sigma)

-Kovaks ayiraci (Sigma)

-Metil kirmizis1 ayiraci ( Giil Biyoloji)

-Hidrojen peroksit (%3 liik)

-HCI (%1 lik)

-BBL DrySlide PYR Kit (BD)
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3.1.3. Bakteri Tanimlamasinda Kullanilan Diskler
-Basitrasin Diski (oxoid)

-Novobiosin Diski (oxoid)

-Optokin Diski (oxoid)

3.1.4 Bakteri Tanimlamasinda MALDI-TOF
-Sisteme spesifik hedef slaytlar ve reaktifler kullanildi.

3.2.YONTEM

3.2.1. Hastalara Ait Bilgilerin Toplanmasi

TUBITAK Biyoterapi Arastirma ve Gelistirme Laboratuvari’'na LDT igin miiracaat
eden 100 hastanin iilserli veya piiriilan kronik yaralarindan biyopsi 6rnekleri alinmadan 6nce,
bireylerin, yaslari, cinsiyetleri, meslekleri, daha 6nce LDT alip almadiklari, LDT uygulanma
sayist, tanimlanmis kronik bir hastaliklarinin olup olmadigi, antibakteriyel bir tedavi alip
almadiklari, daha dnce tani aldiklar1 6nemli hastaliklari olup olmadig: hakkindaki bilgilerin yer

aldig1 dosya kayitlarina ulasildi ve bilgiler not edildi.

3.2.2.Biyopsilerin Alinmasi.

Lucilia sericata sinek tiiriine ait II. donem larvalar konmadan 6nce infeksiyonun aktif
oldugu saglam dokuya en yakin yerden steril sartlarda biyopsi 6rnekleri alinmis ve daha sonra
bu yaralara larvalar konulmustur. 48 saat bekletilerek LDT gergeklestirilmistir. Bu siire
sonunda larvalar yaralardan uzaklastirilmis ve yara yerinden tekrar biyopsi 6rnekleri alinmistir.
Bu islem hastalara haftada 2 ila 3 defa, olmak {izere biitiin tedavi siiresince tekrarlanmistir (2,

44, 45).

3.2.3. Bakteri Kiiltiirlerinin Yapilmasi

Biyopsi 6rnekleri gilivenlik kabini iginde steril bistiiri yardimu ile kiiglik parcaciklara
ayrildiktan sonra, aerob kiiltiir i¢in %5 koyun kanli agar, ¢ikolatamsi1 agar, MacConkey agar ve
tiyoglikolatli siv1 besiyerlerine ekilmistir. Besiyerleri 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir.
Ureyen bakteriler Gram boyanma 6zellikleri ve biyokimyasal dzelliklerine gore tanimlanmustir

(52, 53).
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3.2.4. Uretilen Bakterilerin Konvansiyonel Yontemle Tanimlanmasi

Gram Boyama: Boyanacak olan preparati hazirlamak i¢in 6nce lam tizerine bir damla
tuzlu su kondu ve besiyerlerindeki bakteri kolonisinden alinarak lam tizerindeki tuzlu suyla
karistirildi. Lam tizerine yayildi, kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar Gram boyama ile

boyandi. Bunun i¢in sirasi ile asagidaki islemler uygulandi.

Sekil 3.1: Ulserli yara 6rneklerinin alindig1 hasta dokulara ait bazi1 goriintiiler
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Preparatlar havada kuruduktan sonra alevden gecirilerek tespit edildiler ve asagidaki sira

izlenerek boyandilar.

1. Kristal viyole. Boya lam iizerine dokiildii ve lam iizerinde 2 dakika bekletildi. Sudan
gecirildi.
2. Lugol: Mordan gorevi goren bu boya lam tizerine dokiildii. 2 dakikalik bir siire bekletildi.

Sudan gegirildi.

3. Alkol renk gidermek i¢in kullanildi. Preparat {izerine damlatilarak renk giderildi. Sudan

gecirildi.
4. Sulu fuksin: Boya lam tizerine dokiildii ve lam {izerinde 30 saniye bekletildi. Sudan gegirildi.

Preparatlar bir siire havada kurutuldu. Ustlerine immersiyon yag1 damlatildi. Isik
mikroskobunda yiizliik biiyiitmeli objektif kullanilarak incelendi (52, 53).

3.2.4.1. Gram Negatif Comaklarin Tamimlanmasi:

Yirmi dort saatlik kiiltiirlerden hazirlanan Gram preparasyonlarin incelenmesi sonucu,
kiiltiirlerde Gram negatif ¢comak oldugu saptanan ve MacConkey agarda iireyen farkl
morfolojideki kolonilerden; ii¢ sekerli demirli agar (TSI), hareket-indol-ornitin (MiO),
Christensen, Clark-Lubs, sitrat ve dekstroz besiyerlerine ekim yapildi. Oksidaz ve Voges
Proksidaz 6zellikleri incelendi (52, 53).

Oksidaz Ozelliginin Incelenmesi: Petri kutusu icine siizge¢ kagidi konup ortasina 2-3 damla
Oksidaz ayiract damlatildi. Gram negatif bakterilerin 18-24 saatlik saf kiiltiirlerinden, tek
kullanimlik plastik steril 6ze ile alinarak ayiracin damlatildig: yere siiriildii. Koyu mor rengin
olusumu oksitlenmenin varligini ifade ettiginden pozitif sonug olarak degerlendirildi (52, 53).
TSI Besiyerinde Uremenin Degerlendirilmesi: D-Glikoz ve siikroz fermantasyonunun
varhigl, 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra, besiyerinin kirmizimsi renginin, tiipin dip
kismindan baglayarak sariya doniigsmesi ile degerlendirildi. Sar1 renk olusumu pozitif olarak
kabul edildi (24). Laktoz fermantasyonunun varligi, 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra,
besiyerinin egik yiizeyinin kirmizidan sariya doniismesi pozitif olarak degerlendirildi (52, 53).
H>S olusumu, 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra, besiyerinde yiizeyden baslayip derine dogru

ilerleyen siyahlagma ile tanimlandi (52, 53).

Hareket, indol, Ornitin Ozelliklerinin Degerlendirilmesi: Bakterilerde hareket 6zelliginin
incelenmesi, Gram negatif bakterilerin MIO besiyerinde 18-24 saatlik inkiibasyonundan sonra

bakterilerin besiyerinin tam ortasinda inokulasyon hatti boyunca sinirlt bir tireme gosteren ve
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besiyerine dagilmayan kokenler hareketsiz, besiyerinde dagilarak homojen bir bulanikligin

olusmasina neden olan kokenler ise hareketli bakteriler olarak degerlendirildi (52, 53).

indol Olusumunun Belirlenmesi: Gram negatif bakterilerin MIO besiyerinde 18-24 saatlik
inkiibasyonundan sonra besiyerine 0,2-0,3 ml Kovacs indol ayiraci eklendi. Kirmizi renk
olusumu indol varliginmi gosterdi (52, 53).

Ornitin Varhgmin Belirlenmesi: Gram negatif bakterilerin MIO besiyerinde 18-24 saatlik
inkiibasyonundan sonra olusan sar1 rengin, mora doniisiimii ornitin dekarboksilaz varliginda

putresin olusumunu gosterdi. Ornitin dekarboksilaz olusmazsa ortam sar1 kalir (52, 53).

Asetoin Olusumunun Gosterilmesi: Asetoin olusumu Voges Proskauer Testi ile gosterildi.
Test edilecek bakterinin saf kiiltiiriinden Clark-Lubs besiyerine ekim yapildi ve 35 °C’de 24
saat inkiibe edildi. Voges cozeltilerinden, A ¢ozeltisinden 0,6 ml, B ¢ozeltisinden 0,2 ml
alinarak Clark-Lubs besiyerine ilave edildi. VP testi, butilen glikol iiretimine aracilik eden
asetoin veya asetil metil karbinol varligini tespit eder. Besiyerinde asetoin varsa agik havada
oksitlenir ve KOH ile diasetillenir. Daha sonra, besiyerinde alfa-naftol varken, diasetil ile
peptonda bulunan guanidine komponentleri reaksiyona girer. Boylece kirmizi renk olusur.
Kirmiz1 renk gelismesi, pozitif sonu¢ olarak degerlendirildi ve butilen glikol olustugunu

gosterdi (52, 53).

Metil Kirmizisi Testi: Bu test, glikozun fermentatif metobolize olmasi sonu besi yerinde
organik asitlerin meydana gledigini ve pH'min diistiiglinii ortaya koymak i¢in yapilir. Metil
kirmizisi solusyonu pH 6.0 da sar1 renk ve pH 4.4 den asagida kirmizi renk gosterir. Uremis
kiiltiirlerden, Clark-Lubs besiyerlerine ekimler yapildi ve tiipler uzun bir siire inkiibe edildi
(37°C de 2-7 giin). Ardindan tiiplerin {izerine metil kirmizis1 olarak bilinen solusyondan
damlatildi (4-5 damla). Tiipler hafifce galkalandi. Deney sonunda tiipteki besiyerinin kirmizi
renge doniigsmesi metil kirmizisi testinin pozitif oldugunu gosterdi (52, 53).

Ureaz Aktivitesinin Incelenmesi: Besiyerinde iireyen Gram negatif ¢omaklar Christensen
besiyerine ekildi ve inkiibasyona burakildi. 24 saat sonra besiyerinin pembe renge doniismesi
bakteride iireaz enziminin bulundugunu belirtti. Bu enzim varliginda {ire, amonyak ve
karbondioksite ayrisir ve ortam alkalilesir (52, 53).

Sitrat Ozelliginin incelenmesi: Besiyerinde iireyen Gram negatif comaklar sitrat besiyerine
ekildi ve inkiibe edildi. 24 saat sonra besiyerinin alkali renk olan maviye doniismesi Sitrat
pozitif olarak kabul edildi. Besiyeri alkalilesmesi, sitrati kullanimindan sonra nitrojen

olugsmasina baglhdir (52, 53).
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Glikoz Fermantasyonunun Incelenmesi: Gram negatif bakterilerin dekstroz besiyerinde 18-
24 saatlik inkiibasyonundan sonra bakterilerin glikoza etkisi nedeniyle ayirag¢ asit reaksiyon

vererek yesilden saritya doner. Besiyerinin pargalanmis olmasi, gaz olusumu olarak

degerlendirildi (52, 53).

3.2.4.2. Gram Pozitif Diplokoklarin Tanimlanmasi:

Besiyerlerinde iireyen kolonilerden mikroskobik incelemede Gr (+) kiime seklinde
goriilenlere katalaz, koagiilaz, basitrasin ve novobiosin duyarliligi, Dnaz testleri yapildi (52,
53).

Katalaz Enziminin Belirlenmesi: Mikroskobik incelemede Gram pozitif kiime yapan
diplokoklar seklinde goriilen bakterilere ait koloniler besiyerinden 6ze ile toplandi ve lama
stirildi. %3’lik H202 (1 damla) bunun tizerine damlatildi. Katalaz enzimi varliginda, H2O> su
ve oksijene parcalandigindan agiga c¢ikan oksijen neticesinde kabarciklarin goriilmesi

bakterinin katalaz pozitif oldugunu gosterdi. Kabarciklarin bulunmamasi katalaz negatif kabul
edildi (52, 53).

Basitrasin Direncinin Arastirillmasi: Test, mikroskobik incelemede Gram pozitif kiime yapan
diplokoklar seklinde goriilen bakterilere ait kolonilerle hazirlanan siispansiyonun Mueller
Hinton Agar (MHA) ylizeyine yayilmasi ve lizerine Basitrasin diski (Thermofisher Sci)
konmasi ile yapildi. 37 °C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan basitrasine direngli olan kdkenler
Staphylococcus spp. olarak tanimlandi (52, 53).

Novobiosin Duyarhhgmin Arastirilmasi: Stafilokok kolonilerinden hazirlanan 0.5
McFarland bulanikligindaki siispansiyondan MHA besiyerine ekildi ve iizerine Novobiosin
diski (Thermofisher Sci) yerlestirildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda novobiosine direngli olan

stafilokoklar Staphylococcus saprophticus olarak tanimlandi (52, 53).

DNaz Testi: Stafilokok kolonilerinden alinarak DNaz besiyerine ¢izgi seklinde ekimi yapildi.
Inkiibasyondan sonra besiyerinin yiizeyi %1°lik H kaplandi. Ureme ¢izgisinin etrafinda bir

saydam hale olusumu bakterinin DNaz pozitif olduguna isaret etti (52, 53).

Koagiilaz Deneyi: Staphylococcus aureus’un diger stafilokoklardan ayirt edilmesinde

kullanildi. Koagiilaz deneyi lam deneyi ile yapildi.

Lam Deneyi: Bu deneyin amaci stafilokoklarda bulunabilen “kiimelestirici faktorii” (clumping
factor) belirlemektir. Bu faktor bakteri yiizeyinde bulunur. Fibrinojeni pihtilastirir ve

stafilokoklarin kiimelenmesine neden olur. Lamin bir ucuna tuzlu su (1 damla), diger ucuna
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plazma (1 damla) kondu. Stafilokok kolonilerinden 6ze yardimi ile alindi ve lam {izerine
konmus olan damlalarla karistirilip homojen olmasi saglandi. Lam hafifce asagi ve yukari
gevrilerek kiimelesme olup olmayacagi gozlenmeye baslandi. 1,0-3,0 saniye i¢inde gozle

goriilebilen kiimeleri olusturan koloniler pozitif kabul edildi (52, 53).

Optokin Duyarhlik Testi: Alfa hemoliz yapan streptokok morfolojisine sahip kolonilerden
%S5 koyun kanli agara 6ze ile ekildi. Agar iizerine 5 ug lik optokin diski (oxoid) kondu ve 35
°C’de 18-24 saat siiresince, %5 CO2 gazi igeren etiivde inkiibe edildi. Diskin etrafindaki
tirememe zonu Ol¢iildii ve >14 mm inhibisyon zonu olusturan bakteri, S. pneumoniae olarak
tanimlandi (52, 53).

PYRTesti: Bu test bakteride L-pyrrolidonyl arylamidase varligini aragtirmak i¢in kullanildi.
Hizli test (BBL DrySlide PYR Kit) kiti ile yapilan testte PYR nin emdirilmis oldugu filtre
kagidina Enterokok olabilecegi diisiiniilen koloni 6ze ile siiriildi, bir damla ayirag (solvent)
damlatild1 ve 5 dakika beklendi, sonra bir damla PYR ayiract kondu ve siire olarak 30-60 saniye
beklenerek reaksiyon izlendi. L-pyrrolidonyl-beta-naphthylamide hidrolizi neticesinde beta-
naphthylamine agiga ¢iktiginda goriilen kirmizi renk testin pozitif oldugunu belirtti. Siipheli
koloniler kirmizi renk olusturuyorsa bunlar Enterococcus spp. olarak tanimlandi. Kolonilerden

sar1 veya portakal rengi olusturanlar PYR negatif olarak kabul edildi (52, 53).

3.2.4.3. Gram Negatif Diplokoklarin Tanimlanmasi

Gram preparasyonda pembe renkli diplokoklar seklinde goriilen bakterilere ait
kolonilerden katalaz, oksidaz ve DNaz gibi 6nemli testler yapildi. Bakterilerin 6n tanisi igin
yapilan bu testler neticesinde, DNaz testi sonucu pozitif ¢ikan Gram (-) diplokoklar Moraxella
spp. olarak tanimlandi (52, 53).

3.2.4.4. Gram Pozitif Comaklarin Tanimlanmasi
Besiyerlerinde iireyen bakterilerden hazirlanan Gram preparasyonda mor renkte
boyanan Gram pozitif ¢comak seklinde olan bakterilerin 6n tanist bu bakterilerin, Spor

olusturma, difteroid dizilim olusturma 6zelliklerine gore yapildi (52, 53).

3.2.5. Uretilen Bakterilerin MALDI-TOF MS ile Tanimlanmasi
Derin dondurucuda saklanan bakteriler ¢oziindiiriildi. Triptik soy agar besiyerlerine
pasajlar1 alind1. Ureyen kolonilerden tekrer saf pasajlar alind1 ve her bir bakterinin 18-24 saatlik
kiiltiiriinden koloni alinarak “hedef slayt” olarak adlandirilan tek kullanimlik BRUKER maldi

slaytlar1 iizerindeki isaretli bolgelere yayildi ve kurumasi beklendi. 1’er pLL matriks soliisyonu
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kuruyan drnekler iizerine eklendi ve yine havada kurutmaya birakildi. Ornekler hazirlandiktan
sonra slayt “MALDI TOF MS (Bruker, Beckman Coulter) cihazina yiiklendi ve galisma
baslatildi. Sonuglar 1 saat sonra elde edildi. Bu cihazda lazer 1s181na maruz kalan metal slayt
tizerindeki bakteri 1sinlar1 emer ve peptitler iyonize hale doniiserek vakum borusu iginde
dedektore dogru hareket ederler. Dedektor proteinlerin kiitlesine bagli olarak varig hizlarini
Olciip, bakterinin bilgisini olusturur. Bu bilgi veri tabanindaki bilgi ile karsilastirilarak tiir

diizeyinde tanimlama yapilir.

3.2.6. Yar1 - Kantitatif Sayim Ile Koloni Sayim
Hastalardan alinan biyopsi 6rnekleri steril bistiiri yardimu ile steril bir Petri kutusu i¢inde
pargalandi. Daha sonara hassas terazide steril edilmis folyolar i¢inde her bir 6rnek 1 g doku
olacak sekilde tartildi. Doku steril ¢ikolatamsi petrilerin 1.ci kadranina steril bir 6ze yardimi ile
iyice yayild1 ve bu bdlgeden itibaren azaltma yontemi uygulanarak 4. kadrana kadar ekildi. 37
°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonucunda Tablo 1 de belirtilen skorlamaya gére
bakteri yogunlugu saptandi (60-64).

Tablo3.1:Besiyerinde iireyen bakteri yogunlugunun yari-Kantitatif yontemle derecelendirmesinde
kullanilan skorlar (60-64)

Kadranlarda iireyen Kkoloni sayisi
SKOR 1. 2. 3. 4.
kadran kadran kadran kadran
1+
(Seyrek iireme,10%-10% CFU/qg) <10 i i i
2+
(Hafif ireme, 10%-10¢ CFU/g) <10 <10 - -
3+
(Orta derecede iireme,10*-106 CFU/g) >10 >10 >10 i
4+
(Yogun iireme,10’CFU/g) >10 >10 >10 >5

3.2.7.istatiksel Analiz

Calismamizda istatistik programi olarak IBM SPSS versiyon 21 (Statistical Package for the
Social Sciences, IBM Analytics, Armonk, New York, USA) kullanildi. Kategorik veriler siklik ve
yiizdeler stirekli veriler ise ortalama ve standart hata degerleriyle tanimlandi. Kategorik verilerin
birbirleri ile karsilastirilmasinda Ki-kare testi uygulandi. P<0,05 istatistiksel agidan anlamli olarak

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen hastalara ait demografik bilgiler retrospektif olarak
inccelendiginde hastalarin 57’sinin erkek 43’linlin kadin oldugu erkeklerin yas ortalamasinin

57+ 3, kadinlarin yas ortalamasinin ise 49 + 2 oldugu belirlenmistir. Tablo 1

Biyopsilerin alindig iilserli yaralar incelendiginde 51 inin diyabetik ayak iilseri, 38’inin

basi (dekiibitiis) iilseri 11’inin vendz iilser oldugu saptanmistir. Sekil.4.1

Venodz
ilser.11%

Diyabetik ayak
ll=zeri.51%

Basi llseri
38%

Sekil 4.1. Ulserli yara érneklerinin dagilimi

Hastalarda basta diyabet (85/100) olmak iizere vendz yetmezlik (11/100), hipertansiyon
(55/100) ve osteomiyelit (4/100) seklinde kronik hastaliklar oldugu belirlendi. Diyabetik ayak
tilserlerinin ayak parmaklarinda ve bacaklarda, basi tilserlerinin sakral bolgede ve topuklarda,

venoz llserlerin ise bacaklarda oldugu gézlendi. Tablo 4.1

Bu hastalardan larva debridman tedavisi uygulanmadan Once alinan biyopsi
orneklerinde tireyen bakteri yogunlugu yar1 kantitatif sayimla degerlendirildiginde toplam 100
adet biyopsinin 59’unda (%59) (4 +) tireme 27°sinde (%27) (3+) tireme 14’tinde (%14) ise (2+)
ireme oldugu gozlendi. Tablo 4.2
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Bu iireme yogunluklar1 diyabetik ayak yarasina ait 51 biyopsi drneginin 31’inde (4+)
13’tinde (3+) 7’sinde (2+) yogunlukta, basi iilserine ait 38 biyopsi Orneginin 22’sinde (4+)
11’inde (3+) 5’inde (2+) yogunlukta, venoz iilsere ait 11 biyopsi 6rneginin 6’sinda (4+) 3’linde
(3+) 2’sinde (2+) yogunlukta idi. Tablo 4.2

Tablo 4.1: Biyopsilerin alindig1 hastalara ait baz1 demografik ve klinik 6zellikler

Parametreler S
Cinsiyet ve Yas

Kadin/Erkek, n 43/57
Yas ortalamasi

Erkek 57+3
Kadin 49+2

Altta yatan hastahk

Diyabet 85
Venoz yetmezlik 11
Hipertansiyon 55
Yara Tipi

Diyabetik yara 51
Basi tilseri 38
Venoz iilser 11
Yara yeri

Ayak parmagi 43
Topuk 20
Sakral bolge 18

Bacak 19
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Uciincii  kez uygulanan LDT sonrasi yaralardan alman biyopsiler tekrar
degerlendirildiginde iireme yogunlugu 51 diyabetik ayak yarasina ait biyopsi orneklerinin

18’inde (4+) 8’inde (3 +) 3’iinde (2+) 22 sinde (1+) yogunlukta idi. Tablo 3

Ureme yogunlugu 38 basi iilserine ait biyopsi drneginin 15’inde (4+) 5’inde (3+)
5’inde (2+),13’linde (1+) yogunlukta, venoz iilsere ait 11 biyopsi 6rneginin 6’sinda (4+) 1’inde
(3+) 4’tinde (2+) yogunlukta idi. Tablo 3

Biyopsi orneklerinden elde edilen veriler iireme yogunlugu bakimindan istatistiksel

olarak karsilastirildiginda;

Diyabetik ayak iilserlerinde 3. LDT sonrasi1 4+ iireme goriilen biyopsi sayisinin anlamli
diizeyde azaldig1 (p< 0.05), 1+ tireme goriilen biyopsi sayisinin ise anlamli diizeyde arttig1 (p<
0.05), 3+ ve 2+ iireme goriilen biyopsi sayisinin gruplar arasinda anlamli diizeyde fark

gostermedigi (p>0.05) saptanmustir. Tablo 3

Basi iilserlerinde 3. LDT sonrasi 3+ iireme gosteren biyopsi sayisinin anlamli diizeyde
azaldig1 (p< 0.05), 1+ tireme gosteren biyopsi sayisinin ise anlamli diizeyde arttig1 (p< 0.05) 4+
ve 2+ lireme gosteren biyopsi sayisinin gruplar arasinda anlaml diizeyde fark gostermedigi

(p>0.05) saptanmistir. Tablo 3

Venoz iilserlerde LDT o6ncesi ve 3. LDT sonrast 1+, 2+, 3+ ve 4 + iireme gosteren

biyopsi sayisinda, gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmamustir (p>0.05). Tablo 3

Tiim biyopsi 6rnekleri bir arada degerlendirildiginde 3. LDT sonras1 4+ {ireyen biyopsi
sayisinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 (p< 0.05), 1+ {ireyen biyopsi sayisinin
ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi (p< 0.05), 3+ ve 2+ {ireme gosteren biyopsi

sayisinin gruplar arasinda anlamli diizeyde fark gostermedigi (p>0.05) saptanmistir. Tablo 3

Calismamizda Orneklerin alindigi bolgeden LDT uygulama oncesi ve 3 LDT
uygulamas1 sonrasi iiretilen bakteriler belirlenmis 6n tanilari konvansiyonel ydntemlerle

yapilmis ve kesin tant MALDI-TOF ile ger¢eklestirilmistir. Tablo 3

Biyopsi Orneklerinden elde edilen veriler iireme yogunlugu bakimindan istatistiksel

olarak karsilastirildiginda;

Diyabetik ayak iilserlerinde 3. LDT sonras1 4+ lireme goriilen biyopsi sayisinin anlamli

diizeyde azaldigi (p< 0.05), 1+ tireme goriilen biyopsi sayisinin ise anlaml diizeyde arttig1 (p<
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0.05), 3+ ve 2 + iireme goriilen biyopsi sayisinin gruplar arasinda anlamli diizeyde fark

gostermedigi (p>0.05) saptanmistir. Tablo 3

Bast iilserlerinde 3. LDT sonrasi 3+ lireme gosteren biyopsi sayisinin anlamli diizeyde azaldigi
(p<0.05), 1+ iireme gosteren biyopsi sayisinin ise anlaml diizeyde arttig1 (p< 0.05) 4+ ve 2+
lireme gosteren biyopsi sayisinin gruplar arasinda anlamli diizeyde fark gostermedigi (p>0.05)

saptanmistir. Tablo 4.2

Tablo 4.2: Biyopsilerde LDT o6ncesi ve 3.LDT sonrasi semi-kantitativ yontemle saptanan bakteri

yogunluklari
Biyopsi LDT oncesi 3.LDT sonrasi P
ornekleri bakteri yogunlugu bakteri yogunlugu
4+ | 3+ | 2+ | 1+ | 4+ | 3+ | 2+ | 1+ | 4+ | 3+ 2+ 1+
i i IO B
LDTO n:51 31 | 13 7 0 18 8 3 gp | 0050051 0.05 1 0.05
LDTS n:51
Bas1 Plse_&rl 22 11 5 0 15 5 5 13 > < > <
LDTO n:3§ 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05
LDTS n:38 . ' ' '
Vemdzillser | 6 | 3 | 2 o |6 |1 a|o|>]|>]>|>
LDTO n:11 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05
LDTS n:11 ' ' ' '
Toplam 59 27 14 0 39 14 12 35 < > > <
0.05 | 0.05| 0.05 | 0.05

Venoz iilserlerde LDT o6ncesi ve 3. LDT sonrast 1+, 2+, 3+ ve 4 + lireme gosteren

biyopsi sayisinda, gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmamustir (p>0.05). Tablo 4.2

Tim biyopsi 6rnekleri bir arada degerlendirildiginde 3. LDT sonrasi 4+ {lireyen biyopsi
sayisinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 (p< 0.05), 1+ {ireyen biyopsi sayisinin
ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 (p< 0.05), 3+ ve 2 + iireme gosteren biyopsi
sayisinin LDT oOncesi ve 3. LDT sonrasi iireme oranlar1 arasinda anlamli diizeyde fark

bulunmadigi saptanmistir (p>0.05). Tablo 4.2

Calisgmamizda Orneklerin alindigi bolgeden LDT uygulama oncesi ve 3 LDT
uygulamas1 sonrasi iiretilen bakteriler belirlenmis 6n tanilar1 konvansiyonel yontemlerle

yapilmis ve kesin tant MALDI-TOF ile gerceklestirilmistir.
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Diyabetik ayak iilserlerinde iireyen Gram pozitif bakteriler degerlendirildiginde;

LDT o6ncesi: En yiiksek oranda tireyen Gram pozitif bakterilerin sirasiyla S. epidermidis
(%74.5), S. agalactiae (%56.9) ve C. striatum (%54.9) oldugu gozlenmistir. Bunlar1 S.
pyogenes (%25,5), S. haemolyticus (%21,6), E. faecalis (%19,6) S. hominis (%15,7), MRSA
(%15,7) ve Arcanobacter haemolyticum (%13,7) izlemistir. Tablo 4.3,Sekil 4.2

3. LDT sonrast: En yiiksek oranda iireyen Gram pozitif bakterilerin sirasiyla S.
epidermidis (%98), C. striatum (% 45.1), S. agalactiae ( %31,4) ve S. virridans (%23,5) oldugu
gbzlenmistir. Tablo 4.3 ,Sekil 4.3

Diyabetik ayak iilserlerinde LDT Oncesi iireyen bakterilerin oranlar1 3. LDT sonrasi
tireyenlerin oranlari ile karsilagtirildiginda LDT oncesi lireyen S. pyogenes ve S. agalactiae
oranlarinda 3. LDT sonrasi istatistiksel olarak anlamli dercede azalma oldugu (p<0.05), buna
karsin 3. LDT sonrasi tireyen S. epidermidis ve S. virridans oranlarinda ise LDT 6ncesi iireme
oranlarina gore istatistiksel olarak anlamli dercede artma oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Diger
Gram pozitif bakterilerin LDT 6ncesi ve 3. LDT sonrasi iireme oranlari arasinda anlamli

diizeyde fark saptanmamustir.

Diyabetik ayak iilserlerinde tireyen Gram negatif bakteriler degerlendirildiginde, yalniz

Gram negatif ¢comaklarin iiredigi Gram negatif diplokoklarin tiremedigi goriilmiistiir.

LDT oncesi: En yiiksek oranda iireyen Gram negatif ¢omaklarin sirasiyla P. aeruginosa
(%54,9), P. mirabilis (%43,1), E .coli (%35,3), P. vulgaris (%31,4) ve M. morganii (%23,5)
oldugu goriilmiistiir. Tablo 4.4 Sekil 4.4,

3.LDT sonrasi: En yiliksek oranda iireyen Gram negatif ¢omaklarin sirasiyla, P.
aeruginosa (%43,1), P. mirabilis (%31.4), E. coli (%21.6) ve P. vulgaris (%21.6) oldugu
saptanmugstir . Tablo 4.4 Sekil 4.5

LDT oncesi tireyen Enterobacter cloacae ve Morganella morgani oranlarinda 3. LDT
sonrasl istatistiksel olarak anlamli dercede azalma oldugu goriilmistiir (p<0.05). Diger Gram
negatif bakterilerin LDT oncesi ve 3. LDT sonrasi {ireme oranlar1 arasinda anlamli diizeyde

fark bulunmadig saptanmistir (p>0.05). Tablo 4.4
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Tablo 4.3: LDT oncesi ve 3.LDT sonrasi diyabetik ayak iilserlerinde Gram pozitif bakterilerin dagilimi

Gram pozitif bakteriler Diyabetik ayak iilseri. LDTO n:51 LDTS n:51
Gram pozitif diplokoklar
LDT Oncesi 3.LDT Sonrasi
(%) s(%0) P
MSSA 1(2) 2(3,92) >0.05
MRSA 8(15,7) 7(13,7) >0.05
Staphylococcus
epidermidis 38(74.5) 50(98) <0.05
Staphylococcus hominis 8(15,7) 6(11,8) >0.05
Staphylococcus
schleiferi 2(3,92) - -
ﬁ‘aphy'o‘?occus 11(21,6) 7(137) >0.05
aemolyticus
Staphylococcus 2(3.92) i i
chromogenes
Kytococcus sedentarius 2(3,92) - -
Streptococcus pyogenes 13(25,5) 3(5.9) <0.05
Streptococcus
agalactiae.(B grubu 29(57) 16(31,4) <0.05
streptokoklar)
Non A non B Beta
hemolitik streptococcus 2(3.92) i i
Streptococcus
dysgalactiae 1) i i
Streptococcus viridans 3(5.9) 12(23.5) <0.05
Enterococcus faecalis
10(19,6) 7(13,7) >0.05
Gram pozitif comaklar
Co_rynebacterlum 28(55) 23(45,1) >0.05
striatum
Corynebacterium 1(2) i i
amycolatum
Arthrobacter cumminsii 2(4) - --
Arcanobacter
haemolyticum 1(13,7) i i

MSSA: Metisilin duyarli S.aureus, MRSA: Metisilin direngli S.aureus, KNS: Koagiilaz negatif stafilokok.
LDT: Larva Debridman Tedavisi
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E MSSA

B MRSA

B Staphylococcus epidermidis
[ Staphylococcus hominis

M Staphylococcus schleiferi

[ Staphylococcus haemolyticus
B Staphylococcus chromogenes
[ Kytococcus sedentarius

M Streptococcus pyogenes

W Streptococcus agalactiae

E Mon A non B B hemolitik streptococcus
[ Stre ptococcus dysgalactiae

[ Stre ptococcus viridans

M Enterococcus faecalis

[ Corynebacterium striatum

m Corynebacterium amvycolatum

O Arthrobacter cumminsii

[ Arcanobacter hae molyticum

Sekil 4.2: LDT oncesi diyabetik ayak iilserlerinde iireyen Gram pozitif bakteriler

m MSSA

m MRSA

m Staphylococcus
epidermidis

m Staphylococcus hominis

m Staphylococcus
haemolyticus

w Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalactiae
Streptococcus viridans

m Enterococcus faecalis

m Corynebacterium striatum

Sekil.4.3: 3.LDT sonrasi diyabetik ayak tilserlerinde iireyen Gram pozitif bakteriler
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Tablo 4.4: LDT o6ncesi ve 3.LDT sonrasi diyabetik ayak iilserlerinde Gram negatif comaklarin dagilimi

Gram negatif comaklar Diyabetik ayak iilseri. LDTO n:51 LDTS n:51
LDT Oncesi 3.LDT Sonrasi P
(%) s(%)
Acinetobacter baumanii 6(11,8) 6(11,8) >0.05
Acinetobacter
calcoaceticus 1) ] i
Alcaligenes faecalis 12) . -
Citrobacter freundii 2(3.92) ; -
Enterobacter cloacae 6(11,8) 2(3,92) <0.05
Escherichia coli 18(35,3) 11(21,6) >0.05
Klebsiella aerogenes
(Eski:E.aerogenes) 8(15.7) s T
Klebsiella pneumoniae 9(17,6) 6(11,8) >0.05
Klebsiella oxytoca 6(11,8) 5(9,8) >0.05
Klebsiella ozaenae 3(5,9) 2(3,92) >0.05
Morganella morganii 12(23,5) 5(9,8) <0.05
Oligella ureolytica 12) - -
Proteus mirabilis 22(43,1) 16(31,4) >0.05
Proteus vulgaris 16(31,4) 11(21,6) >0.05
Providencia rettgeri 2(3,92) - -
Providencia stuartii 6(11,8) 3(5,9) >0.05
Pseudomonas
aeruginosa 28(54,9) 22(43.1) >0.05
Pseudomonas
fluorescens 2(3.92) ] i
Pseudomonas
putrefaciens 1) i -
Serratia marcescens 3(5,9) - -
Stenotrophomonas
maltophilia 7(13.7) i i

LDT:Larva Debridman Tedavisi
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Sekil 4.4: LDT oncesi diyabetik ayak {ilserlerinde iireyen Gram negatif c¢omaklar
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Acinetobacter baumanii

B Enterobacter cloacae
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B Klebsiella aerogenes (E.
aerogenes)
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Klebsiella oxvtoca
Klebsiella ozaenae
Marganella morganii
Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
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Sekil 4.5: 3.LDT sonrasi diyabetik ayak iilserlerinde {ireyen Gram negatif gomaklar
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Basi {ilserlerinde iireyen Gram pozitif bakteriler degerlendirildiginde;

LDT o6ncesi: En yiiksek oranda tireyen Gram pozitif bakterilerin sirasiyla C. striatum
(% 23.7), S. agalactiae ( %28.9), S. pyogenes (%18.4), S. haemolyticus (%18.4) ve S.
epidermidis (%15.8) oldugu gozlenmistir. Tablo 4.5, Sekil 4.6

3. LDT sonrast: En yiiksek oranda iireyen Gram pozitif bakterilerin C. striatum (%
45.1), S. epidermidis (% 21.1) ve S. haemolyticus (% 13.2) oldugu saptanmistir. Tablo 4.5,
Sekil 4.7

Basi iilserlerinde LDT oncesi iireyen bakteri oranlar1 3. LDT sonrasi iireyenlerin
oranlar ile karsilastirildiginda LDT 0ncesi iireyen C. striatum, S. pyogenes ve S. agalactiae
oranlarinda 3. LDT sonrasi istatistiksel olarak anlamli dercede azalma oldugu goriilmiistiir
(p<0.05). Diger Gram pozitif bakterilerin LDT 6ncesi ve 3. LDT sonrasi iireme oranlari

arasinda anlaml diizeyde fark bulunmadig saptanmistir (p>0.05). Tablo 4.5

Basi iilserlerinde iireyen Gram negatif bakteriler degerlendirildiginde yalniz Gram

negatif comaklarin liredigi Gram negatif diplokoklarin tiremedigi goriilmiistiir.

LDT o6ncesi: En yiiksek oranda tireyen Gram negatif comaklarin sirastyla P. aeruginosa
(36,8), P. mirabilis (%18.4), P. vulgaris (%10.5), K. aerogenes (%10.5) ve M. morganii
(%10.5) oldugu goriilmiistiir. Tablo 4.6, Sekil,4.8

3. LDT sonrasi: En yiiksek oranda iireyen Gram negatif comaklarin sirasiyla, P.
aeruginosa (%26.5), P. mirabilis (%10.3), K. aerogenes (%7.9) oldugu saptanmistir . Tablo
4.6, Sekil 4.9

LDT oncesi tireyen P. vulgaris ve M. morgani oranlarinda 3. LDT sonrasi istatistiksel
olarak anlamli dercede azalma oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Diger Gram negatif bakterilerin
LDT oncesi ve 3. LDT sonras1 ilireme oranlar1 arasinda anlamli diizeyde fark bulunmadigi

saptanmugtir (p>0.05). Tablo 4.6
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Tablo 4.5:LDT oncesi ve 3.LDT sonrasi bas lilserlerinde Gram pozitif bakterilerin dagilimi

Gram pozitif bakteriler Basiiilseri. LDTO n:38 LDTS n:38
Gram pozitif diplokoklar
LDT Oncesi 3.LDT Sonrasi
s(%0) s(%) P
MSSA 1(2,63) 1(2,63) >0.05
MRSA 4(10,5) 3(7,9) >0.05
Staphylococcus 6(15.8) 8(21,1) >0.05
epidermidis ; ' '
Staphylococcus
haemolyticus 7(18,4) 5(13,2) >0.05
Staphylococcus hominis 0 2(5,3) >0.05-
Staphylococcus simulans 1(2,63) 0 >0.05
Streptococcus pyogenes 7(18.4) 0 <0.05
Streptococcus
agalactiae. (B grubu 11(28,9) 3(7,9) <0.05
streptokoklar)
Streptococcus viridans 0 3(7.9) 50.05
Gram pozitif comaklar
Corynebacterium
striatum 18(47,4) 9(23,7) <0.05

MSSA: Metisilin duyarli S.aureus, MRSA: Metisilin direngli S.aureus, KNS: Koagiilaz negatif stafilokok.
LDT: Larva Debridman Tedavisi
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Sekil 4.6: LDT oncei basi iilserlerinde iireyen Gram pozitif bakteriler
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Sekil 4.7: 3.LDT sonrasi bast iilserlerinde iireyen Gram pozitif bakteriler
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Tablo 4.6: LDT oncesi ve 3.LDT sonrasi basi iilserlerinde Gram negatif gomaklarin dagilimi

Gram negatif comaklar Bastiilseri. LDTO n:38 LDTS n:38

LDT Oncesi 3.LDT Sonrasi

s(%) s(%) P

Acinetobacter baumanii 2(5,3) 2(5,3) >0.05
Citrobacter braakii 1(2,6) 0 >0.05
Enterobacter cloacae 1(2,6) 0 >0.05
Escherichia coli 3(7,9) 1(2,6) >0.05
Klebsiella aerogenes
(Eski:E.aerogenes) 4(10.5) P o
Klebsiella pneumoniae 1(%2,6) 1(2,6) >0.05
Klebsiella oxytoca 1(2,6) 0 >0.05
Klebsiella ozaenae 1(2,6) 0 >0.05
Morganella morganii 4(10,5) 1(2,6) <0.05
Proteus mirabilis 7(18.4) 4(10,5) >0.05
Proteus vulgaris 4(10,5) 1(2,6) <0.05
Providencia rettgeri 2(5,3) 0 >0.05
Providencia stuartii 1(2,6) 0 >0.05
Pseudomonas 14(36.8 10(26.3 >0.05
aeruginosa (36.8) (26.3) .
Stenotrophomonas
maltophilia 2(53) ° 700

LDT:Larva Debridman Tedavisi
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Sekil 4.8: LDT o6ncesi bast iilserlerinde tireyen Gram negatif gomaklar
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Sekil 4.9: LDT sonrasi basi iilserlerinde tireyen Gram negatif gomaklar
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Venoz iilserlerde iireyen Gram pozitif bakteriler degerlendirildiginde;

LDT o6ncesi: En yiiksek oranda tireyen Gram pozitif bakterilerin sirasiyla S. epidermidis
(%45,5), S. Haemolyticus (%27,3), S. agalactiae (%27,3), C. striatum (%27,3) oldugu
gbzlenmistir. Tablo 4.7, Sekil 4.10

3. LDT sonrast: En yiiksek oranda iireyen Gram pozitif bakterilerin S. epidermidis (%
72.7) ve S. viridans (%18,2) oldugu saptanmistir. Tablo 4.7, Sekil 4.11

Venoz ilserlerde LDT oncesi iireyen bakterilerin oran1 3. LDT sonrasi iireyenlerin
orani ile karsilastirildiginda LDT Oncesi tireyen S. haemolyticus ve S. agalactiae oranlarinda 3.
LDT sonrasi istatistiksel olarak anlamli dercede azalma oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Buna
karsin 3. LDT sonrasi iireyen S. epidermidis orani ise LDT Oncesi iireme oranlarina gore
istatistiksel olarak anlamli dercede artmistir (p<<0.05). Diger Gram pozitif bakterilerin LDT
oncesi ve 3. LDT sonras1 iireme oranlari arasinda anlamli diizeyde fark bulunmadigi

saptanmustir (p>0.05). Tablo 4.7

Venoz iilserlerde iireyen Gram negatif bakteriler degerlendirildiginde, yalniz Gram

negatif comaklarin tiredigi Gram negatif diplokoklarin tiremedigi goriilmiistiir.

LDT o6ncesi: En yiiksek oranda tireyen Gram negatif ¢omaklarin sirasiyla K. aerogenes
(%45,5), P. mirabilis (%27.3) ve P. Aeruginosa (%18,2) oldugu gézlenmistir. Tablo 4.8, Sekil
412

3. LDT sonrast: En yiiksek oranda iireyen Gram negatif ¢omaklarin K. aerogenes
(9%27,3) ve P. Aeruginosa (%18,2) oldugu saptanmustir. Tablo 4.8, Sekil 4.13

Venoz iilserlerde LDT oncesi lireyen Gram negatif comaklarin orani1 3. LDT sonrasi
iireyenlerin orani ile karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli diizeyde fark saptanmamistir
(p>0.05).
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Gram pozitif bakteriler

Venoz iilser LDTO n:11 LDTS n:11

Gram pozitif diplokoklar

LDT Oncesi 3.LDT Sonrasi
5(%) 5(%) P

MRSA 1(9,1) 1(9,1) >0.05
Staphylococcus

epidermidis 5(45,5) 8(72.7) <0.05
Staphylococcus

haemolyticus 3(27.3) 0 <0.05

Streptococcus pyogenes 1(9,1) 0 >0.05

Streptococcus agalactiae 3(27,3) 0 <0.05

Streptococcus viridans 0 2(18,2) >0.05

Gram pozitif comaklar
Corynepacterlum 3(27.3) 1(9.1) <0.05
striatum

MRSA: Metisilin direngli S.aureus, LDT: Larva Debridman Tedavisi

Tablo 4.8: LDT o6ncesi ve 3.LDT sonrasi Venoz iilserlerde Gram negatif comaklarin dagilimi

Gram negatif comaklar

Venéz iilser. LDTO n:11 LDTS n:11

LDT Oncesi 3.LDT Sonrasi

(%) s(%) P
Acinetobacter baumanii 1(%9,1) 1(%9,1) >0.05
Enterobacter cloacae 1(%9,1) 0 >0.05
Escherichia coli 1(%9,1) 0 >0.05
Klebsiella aerogenes o 0
(Eski:E.aerogenes) S(%45.9) 300213 o
Klebsiella pneumoniae 1(%9,1) 1(%9,1) >0.05
Morganella morganii 1(%9,1) 0 >0.05
Proteus mirabilis 3(%27,3) 0 >0.05
Proteus vulgaris 1(%9,1) 0 >0.05
Pseudomonas

(0) 0,
aeruginosa 2(%18.2) 2018.2) -
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Sekil 4.10: LDT 6ncesi venoz iilserlerde tireyen Gram pozitif bakteriler
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Sekil 4.11: 3.LDT sonras1 Vendz ilserlerde lireyen Gram pozitif bakteriler
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Sekil 4.12: LDT o6ncesi venoz iilserlerde iireyen Gram negatif bakteriler
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Sekil 4.13: 3.LDT sonras1 vendz iilserlerde lireyen Gram negatif comaklar
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Tablo 4.9 LDToncesi ve 3.LDTS sonrasi 6rneklerde Gram pozitif bakterilerin dagilimi

Gram poxzitif bakteriler Tiim yara érnekleri LDTO n:100, LDTS n:100
P (Diyabetik ayak iilserleri, basi iilserleri, venoz iilserler)
Gram pozitif diplokoklar
LDT Oncesi s % 3.LDT Sonrasi s% P
MSSA 2 3 >0.05
MRSA 13 11 >0.05
Staphylococcus 49 66 >0.05
epidermidis
Staphylococcus hominis 8 8 >0.05
Staphylo_coccus 2 0 >0.05
schleiferi
Staphylococcus simulans 1 0 >0.05
Staphylogoccus 21 12 >0.05
haemolyticus
Staphylococcus 2 0 >0.05
chromogenes
Kytococcus sedentarius 2 0 >0.05
Streptococcus pyogenes 21 3 <0.05
Streptococcus
agalactiae.(B grubu 43 19 <0.05
streptokoklar)
Non A non B Beta
hemolitik streptococcus 2 0 >0.05
Streptococcus
dysgalactiae 1 0 >0.05
Streptococcus viridans 3 17 <0.05
Enterococcus faecalis 10 7 >0.05
Gram pozitif comaklar
Co_rynebacterlum 49 53 >0.05
striatum
Corynebacterium 1 0 >0.05
amycolatum
Arthrobacter cumminsii 2 0 >0.05
Arcanochter 7 0 >0.05
haemolyticum

MSSA: Metisilin duyarli S.aureus, MRSA: Metisilin diren¢li S.aureus, KNS: Koagiilaz negatif stafilokok.
LDTO:Larva Debridman Tedavisi 6ncesi, LDTS :Larva Debridman Tedavisi sonrasi
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Tablo 4.10: LDT oncesi ve 3.LDTS sonras1 6rneklerde Gram negatif gomaklarin dagilimi

Gram nesatif comaklar Tiim yara érnekleri LDTO n:100, LDTS n:100

g ¢ (Diyabetik ayak iilserleri, basi iilserleri, venoz iilserler)

LDT Oncesi s % 3.LDT Sonrasi s% P

Acinetobacter baumanii 9 9 >0.05
Acinetobacter
calcoaceticus 1 ° 7o
Alcaligenes faecalis 1 0 >0.05
Citrobacter freundii 2 0 >0.05
Citrobacter braakii 1 0 >0.05
Enterobacter cloacae 8 2 <0.05
Escherichia coli 29 12 >0.05
Klebsiella aerogenes
(Eski:E.aerogenes) 17 a 7008
Klebsiella pneumoniae 1 8 >0.05
Klebsiella oxytoca 7 5 >0.05
Klebsiella ozaenae 4 2 >0.05
Morganella morganii 17 6 >0.05
Oligella ureolytica 1 0 >0.05
Proteus mirabilis 32 20 >0.05
Proteus vulgaris 21 12 >0.05
Providencia rettgeri 4 0 >0.05
Providencia stuartii 7 3 >0.05
Pseudomonas
aeruginosa 44 > 7o
Pseudomonas
fluorescens 2 ° ~o
Pseudomonas 1 0 >0.05
putrefaciens
Serratia marcescens 3 0 >0.05
Stenotrophomonas
maltophilia ° ° o

LDTO:Larva Debridman Tedavisi 6ncesi, LDTS :Larva Debridman Tedavisi sonrasi
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Tiim biyopsi 6rnekleri yara tiiriine bakilmaksizin degerlendirildiginde;

100 hastanin kronik yaralarindan LDT Oncesi en yiiksek oranda iireyen bakterilerin S.
epidermidis (%49), C. striatum (%49), S. agalactiae.(%43) P. aruginosa (%44), P. mirabilis
(%32),0ldugu belirlendi. 3. LDT ardindan en yiiksek oranda iireyen bakterilerin S. Epidermidis
(% 66), C. striatum (%53), P. aruginosa (%34), P. mirabilis (%20) oldugu saptandi.

LDT oncesi alinan 6rneklerde yiiksek oranda iireyen S. Agalactiae (%43), E. coli (%22), P.
vulgaris (%21), S. pyogenes (%21) ve S. haemolyticus (%21) oranlarinin 3. LDT sonrasi
belirgin sekilde diistiigii ancak LDT oncesi ve 3. LDT sonrasi lireme oranlari arasinda anlamli
diizeyde fark bulunmadig: saptanmistir (p>0.05).

LDT oncesi alinan biyopsi orneklerinde lireyen bakterilerin oranlar1 3. LDT yi takiben alinan
biyopsilerde iireyen bakterilerin oranlari ile karsilastirildiginda; LDT Oncesi lireyen S. pyogenes
S. agalactiae, E. cloacae, S. maltiophilia oranlarinda 3. LDT sonrasi istatistiksel olarak anlamli
dercede azalma oldugu goriilmiistiir (p<0.05).

Diyabetik ayak iilserleri, basi iilserleri ve venoz iilserler ayri ayr1 degerlendirildiginde;
Diyabetik ayak iilserlerinde: LDT Oncesi lireyen S. pyogenes, S. agalactiae, E. cloacae ve M.
morgani oranlarinda 3. LDT sonrasi istatistiksel olarak anlamli dercede azalma oldugu (p<0.05)
3. LDT sonrast iireyen S. epidermidis ve S. virridans oranlarinda ise LDT Oncesi iireme
oranlarina gore istatistiksel olarak anlamli dercede artma oldugu goriilmiistiir (p<0.05).

Basi iilserlerinde: LDT oncesi tireyen C. striatum, S. pyogenes, S. agalactiae, P. vulgaris ve
M. morgani oranlarinda 3. LDT sonras istatistiksel olarak anlamli dercede azalma oldugu
goriilmistiir (p<0.05).

Venoz iilserlerde: LDT oncesi iireyen S. haemolyticus ve S. agalactiae oranlarinda 3. LDT
sonrast istatistiksel olarak anlamli dercede azalma oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Buna karsin
3. LDT sonrast iireyen S. epidermidis orani ise LDT Oncesi iireme oranlarina gore istatistiksel

olarak anlamli dercede artmistir (p<0.05).
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5. TARTISMA

Kronik iyilesmeyen yaralar hastalarda morbidite ve mortalite nedeni olmakla beraber
saglik sistemi icin de dnemli bir yiik teskil etmektedir. Yara iyilesmesi karmasik bir olaylar
dizisidir ve bu siiregte yara iyilesmesini engelleyen veya onleyen en dnemli faktorlerden biri
yara infeksiyonudur (58). Enfeksiyonun kantitatif tanimi, cm? basina veya gram doku basina
10° bakteri kolonisi varlig1 olarak tanimlanmaktadir. Bakteri yiikiiniin gram dokuda 108 bakteri
kolonisine yiikselmesi halinde yara iyilesmesinin geciktigi bildirilmis ve kronik yaralarda canli
bakteri miktarinin tedavi diizenlemesi ve izlenmesinde Onem tasidigi gosterilmistir

(58,60,62,64-66).

Kroniklesen yaralarin 6zellikle diyabet, yiliksek tansiyon, dolasim bozukluklari, obezite
gibi saglik sorunlar1 yasayan kisilerde goriildiigii ve yarada iilserlesme insidansinin yasa bagh
olarak arteroskleroz gelismesine neden olan obezite, sigara kullanimi1 ve diyabet gibi faktorlerin
varhig ile iliskilendirildigi bildirilmektedir(60-62). Agale ve ark. (67) 2003 yilinda, Shukla ve
ark (68) 2005 yilinda kronik ilserli yaralart kapsayan calismalarinda hastalarda venoz
hipertansiyon, arterial yetersizlik, diyabete bagli néropati, basi tilserleri vaskiilit ve trauma gibi
altta yatan 6nemli sorunlarin varligina isaret etmislerdir. Ulkemizde Egribel tarafindan kronik
yaralarla yapilan tez ¢alismasinda hastalarin biiylik boliimiiniin diyabetli kisilere ait diyabetik
ayak yaralarindan olustugu gosterilmistir (69). Cavusoglu (70) ve ark. 2020 yilinda yogun
bakim {initesinde yatan hastalarin basi yaralarinin prevalensini inceledikleri ¢aligmalarinda
hipertansiyon ve diyabet mellitusun hastalarda eslik eden ©Onemli hastaliklar oldugunu
gostermiglerdir. Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde hastalarimizda diyabet hipertansiyon ve

vendz yetmezlik eslik eden baslica hastaliklar olarak goriilmiistiir. (Tablo4.1)

Vanaja ve Banu (58) 2018 yilinda yaptiklari galismada kronik yaralara sahip hastalarin
73’Uniin erkek 23’iinlin kadin oldugunu ve yas ortalamalarinin 51-60 arast oldugunu
belirtmislerdir. 60 yas iistii hastalarin %0.6-3 kadarinda yaralarin kronik tilserlere doniistiigiinii
ifade etmiserdir. Bizim ¢alismamizda da hastalarimizin 57’si erkek 43’ kadin olarak belirlendi.

Yas ortalamalar1 da benzer sekilde erkeklerde 57+3, kadinlarin 49+2 yaslarinda oldugu goriildii.

Doku biyopsileriyle ¢alismanin gercekei sonuglar vermesi yanisira hastalar i¢in invazif

bir yontem olmasi nedeniyle klinisiyenin kagindig1 bir 6rnek tiirtidiir. Birgok ¢alismada biyopsi
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yerine swap ile alinan siirlintii 6rnekleri tercih edilmistir. Herawi ve ark. (71) calismalarinda
diyabetik hasta kronik yaralarindan es zamanli aldiklari siirintii ve biyopsi Orneklerini
bakteriyolojik yonden incelemis ve sonuglar1 karsilastirmislardir. Elde edilen veriler
dogrultusunda siiriintli ve biyopsi drneklerine ait kiiltiir sonug¢larinin %62 oraninda benzerlik
gosterdigini, biyopsilerden izole edilen bakterilerin ancak %91’inin siiriintiilerden izole
edilebildigini, %9’unun atlandigin1 gostermislerdir. Doku biyopsileri ile ¢aligmanin daha
gercekei sonuclar verecegi iizerinde durmuslardir. Biz de arastirmamizi doku biyopsileri ile

gergeklestirdik.

Siiriintii 6rneklerinde yari-kantitatif sayimla elde edilen bakteri sayilarinin gram dokuda
elde edilen bakteri sayilartyla benzerlik gosterdigi bir cok calismada gosterilmis ve bu sekilde
bakteri miktar1 belirlenmesinin giivenli bir yontem oldugu vurgulanmistir(58-66). Biz de

arastirmamizda yarikantitatif bir yontemle bakteri yogunluklarini belirledik.

Larva Debridman tedavisinin diinyada birgok iilkede kullanilan bir yontem oldugu
bilinmektedir. Mumcuoglu ve ark. bir¢ok ¢alismada bu yontemle Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilerin yaradan tamamen uzaklastirildigini ve yaranin diizeldigini gostermislerdir (72-77).
Ulkemizde ilk defa 2002 yilinda askeri bir hastane olan Giilhane Askeri Tip Akademisi’nde
bulunan hastalara bu yontemin uygulandigi bilinmektedir. Burada tedavi olan hastalarin
%90’1nda larvalar yaray1 tamamen debride etmis ve yeni doku graniilasyonunun olugmaya
basladig1 gozlenmistir (78, 79). Hastanemizde ise 2007 yilindan itibaren Polat E. tarafindan
uygulanan bu tedavi ile pek ¢ok enfekte kronik yaranin tedavi edildigi gosterilmistir (80-83).
Tantawi ve ark. (84) LDT goren 10 hastanin 13 diyabetik ayak yara iilserinden aldiklari
orneklerle yaptiklart ¢aligmada, 11 dlserin 7 haftada tamamen iyilestigini ve LDT
uygulamalarm takiben bakteri yogunlugunun hizlica 10° koloninin altna diistiigiinii, bu
durumun da yara iyilesmesini kolaylastirdigini belirtmislerdir. Tanyiirek ve ark. (85) 61
yasindaki bir diyabetik hastanin iyilesmiyen kronik yarasinda E. fecalis tiretmisler ve LDT ve
antibiyotik tedavisi ile hasta dokuda %90 oraninda graniilasyon gelisimini sagladiklarini, tedavi
oncesi kiltiirde 250.000 CFU/mL olan bakteri konsantrasyonunun tedavi sonrasi 13.000
CFU/ml’ye distiigiinii belirtmislerdir. Bu bilgilerle uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da 3.
LDT sonras1 4+ lireyen biyopsi sayisinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 (p< 0.05)

goriilmistir.

Szczepanowski ve ark. (86), 2022 yilinda LDT uygulanan 80 diyabetik ayak hastasina

ait lilsere lezyonlardan tedavi oncesi ve tedavi sonrasi aldiklar siiriintii 6rnekleriyle yaptiklar


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Szczepanowski+Z&cauthor_id=33942509
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bakteriyolojik ¢alismada Corynebacterium tiirlerinin, Enterobacterales, P. aeruginosa, S.
aureus ve koagiilaz negatif stafilokoklarin azaldigini buna karsin basta P. mirabilis olmak iizere
Proteus tiirlerinin arttigin1 gostermiserdir. Steenvoordel ve Jukema (87) 27 giinliik bir zaman
diliminde 7 kez ard arda LDT uygulayarak tedavi ettikleri 16 hastanin yara biyopsilerinde
tireyen mikroorganizmalar1 tedavi Oncesi iiremelerle karsilastirmislardir. Tedavinin Gram
negatif bakterilere gore Gram pozitif bakteriler iizerine daha etkin oldugunu bildirmislerdir.
Ancak bizim bulgularimiza gore 3. LDT yi izleyen kiiltiirlerde tireyen Gram pozitif ve Gram
negatif bakteri sayilar1 esit miktarda azalmistir. Ulkemizde Bolaban D. (88) LDT neticesinde
larva salgilariin MRSA ve MSSA iizerine etkin oldugunu bildirmistir. Herawi ve ark. (71)
2019 yilinda diyabetik ayak iilserlerinde bulunan bakterileri arastirmislar ve Gram pozitif
bakterilerden streptokoklarin en yiiksek oranda bulundugunu bunu stafiloklarin,
Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerin, (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Morganella morganii, ve Proteus mirabilis) Enterococcus spp., Citrobacter ve
Fusobacterium cinslerinin izledigini gostermislerdir. Arastirmacilar streptokoklardan S.
agalactiae ve S. pyogenes'in bu yaralardaki varligina isaret etmislerdir. Bizim ¢alismamizda
ise LDT oncesi C. striatum (%49), S. agalactiae (%43) P. aruginosa (%44), P. mirabilis
(%32)’in en sik tireyen etkenler oldugu 3. LDT ardindan en yiiksek oranda iireyen bakterilerin
S. Epidermidis (% 66) C. striatum (%53), P. aruginosa (%34), P. mirabilis (%20) oldugu
saptanmistir. Konvansiyonel yontemlere gore MALDI-TOF ile ¢alismis olmamizin daha dogru

sonuglar elde etmemizi sagladig1 kanaatindeyiz.

Basi iilserleri ile yapilmis ¢alismalar incelendiginde, Dana ve Bauman (89) 2014 yilinda bast
tilserlerinin bakteriyolojisini incelemis olan 11 adet yayin incelemisler ve S. aureus (%11), P.
mirabilis (%17), P. aeruginosa (%11) ve E. faecalis (%30)’in bu iilserlerde en sik iiretilen
bakteriler oldugunu bildirmislerdir. Bizim g¢alismamizda tirettigimiz P.mirabilis oran1 bu
calisma sonuglartyla uyusmustur ancak P.aeruginosa, oranimiz daha yiiksektir. S.aureus
oranimiz daha diistiktiir ve E. faecalis hig izole edilmemistir. Ayrica bizim ¢alismamizda LDT
oncesi en sik izole edilen bakteriler C. striatum (% 23.7), S. agalactiae ( %28.9), S. pyogenes
(%18.4), S. haemolyticus (%18.4), S. epidermidis (%15.8), P. aeruginosa (36.8),P. mirabilis
(%18.4) ve P. vulgaris (10.5) olarak belirlenmistir. Ulkemizde Dinger ve ark. (90) 142 olgunun
basi tilserlerinde tireyen bakterileri incelemisler ve en sik iireyen bakterilerin P. aeruginosa
(%35.9), A. baumanii (%33), E. coli (% 33.8), P. mirabilis (%18), MRSA (%7) ve Enterokoklar
(%1) oldugunu belirtmislerdir. Bizim bulgularimizin 6zellikle P. aeruginosa, P. mirabilis, ve

MRSA oranlar1 (%10.5) bu ¢alisma oranlar ile drtiismektedir. Orneklerin alindig1 iilserin
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durumu, hastanin immiin sistemi, bulundugu ortam (ev veya hastane) ve kullandigi
antibiyotikler lireyen bakterilerin ¢esidini ve oranlarini etkileyen faktorlerdir. Farkli merkezlere

ait bulgularin birbirleriyle benzesmemesi bu durumla iliskilendirilebilir.

Venoz lilserlerde infeksiyona neden olan bakterileri arastiran birgok caligmanin sonuglari
incelendiginde sonuglarin birbirleriyle uyumlu olmadigi goriillmektedir. Engelberg ve ark. (91)
2018 yilinda 285 vendz iilserli hastanin 679 siirlintii 6rnegi ile yaptiklar1 ¢alismada izole
ettikleri bakterilerin %76.1’inin Gram pozitif ve % 58.2’sinin Gram negatif bakteriler oldugunu
gostermislerdir. Gram pozitif bakterilerden S. aureus ve B grubu streptokoklarin, Gram negatif
bakterilerden P. aeruginosa, E. coli ve E. cloaceae nin en yiiksek oranda iireyen bakteriler
oldugunu belirlemislerdir. Ulkemizde Aykut ve ark. (92) 2012 yilinda 76 hastanm vendz
iilserlerinde bulunan bakterileri arastirmislardir. Ulserlerin %51.2 sinde S. aureus, % 23’iinde
koliform bakteriler, %12.8’inde Pseudomonas spp., %5.3’iinde streptokoklarin bulundugunu
bildirmislerdir. Bu sonuglarla bizim bulgularimiz kiyaslandiginda sonuglarin pek de uyumlu
olmadig dikkat ¢ekmektedir. Ancak siiriintli degil de biyopsi 6rnekleri ile ¢alismis olmamiz ve
MALDI-TOF ile tanimlama yapmamiz sonug¢larimizin giivenli oldugunu diistindiirmektedir.
Calismamizda LDT oncesi S. aureus ve S. pyogenes %9.1, B grubu streptokoklar ise %27
oraninda tretilmis, en sik lireyen Gram pozitif bakteri S. epidermidis (%45) olmustur. Gram
negatif bakterilerden ise K. aerogenes %45 oranla en sik iiretilmistir. Bunu P. mirabilis (%27.3)

ve P. aeruginosa (%18.2) izlemistir.

Arastirmamizin en giiclii yonlerinden birisi ¢alismanin biyopsi ornekleriyle yapilmis
olmasi1 dolayisi ile drneklerde saptanan bakterilerin deri mikrobiyotasindan kolonize olabilme
olasiligindan uzaklasilmis olmasidir. Diger onemli ve gii¢lii bir yon iireyen bakteri
yogunluklarinin canli bakterilere ait veriler olmasi ve bakterilerin MALDI TOF MS gibi
bakterileri tiir diizeyinde %85-%95 oranlarinda dogru tanimlayabilen bir hizli tan1 yontemi ile
tanimlanmis olmasidir. Ancak bu giiclii yonlere karsin calismamizin sinirhliklar da
bulunmaktadir. Bunlardan birincisi LDT 6ncesi ve 3. LDT sonrasi iireyen bakterilerin oranlari
kiyaslanmistir ancak bu bakterilerin tilsere uygulanan LDT’si siiresince varligini siirdiiren ayni
bakteri olup olmadigi bilinmemektedir. Bunun i¢in her bir bakterinin gen dizilemesi
yapilmaliydi. Diger bir sinirlilik biyopsilerde tireyen bakterilerin 3. LDT ne kadar izlenmesi ve
devam eden tedavi sonucundaki son durumun bilinmemesidir. Ayrica vendz ilserli olgu

sayisinin diisiik olmasi ve biyopsi orneklerinde iiretilemeyen ya da gii¢ lireyen bakterilerin
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calisma kapsamina alinmamis olmasi da diger sinirliliklardir. Doku biyopsilerinde mikrobiyota

analizleri yapilabilseydi daha kapsamli sonuglar elde edilmis olacakti.

6. SONUC VE ONERILER

1.Ulsere yara biyopsileri ile gerceklestirilen calismamizda 6zellikle diyabet, vendz yetmezlik
hipertansiyon gibi altta yatan 6nemli hastaliklar1 olan kisilerde deri mikrobiyota bakterilerinden
S. epidermidis ve C. striatum’un invazyonla derin dokulara ilerleyerek yarayi infekte edebildigi
ve genelde biyofilm olusturma 6zelligi olan bu bakterilerin yaralarin kroniklesmesinde 6nemli
rol oynadig1 goriilmiistiir.

2.S. agalactiae galismamizda yiiksek oranlarda tiretilmistir. LDT 6ncesi bu bakterinin orani
biyopsi 6rneklerinde %43 3. LDT sonrasi ise % 19°dur ve 3. LDT sonucunda biyopsilerde
bulunma oranlar istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmigtir (p<0.05). Bu bakterinin yara
infeksiyonlarindaki rolii hakkinda daha ¢ok ¢alisma yapilmasi yararli olacaktir.

3. S. pyogenes, E. cloacae, S. maltiophilia gibi 6nemli patojenlerin biyopsilerde bulunma orani
3.LDT sonucunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (p<0.05).

4.P. aeruginosa ve P. mirabilis’in LDT ile diger bakterilere gore daha zor eredike edilebilen
bakteriler oldugu anlagilmistir. 3. LDT’de oranlar1 azalmistir ancak daha uzun siireli LDT’deki
durumlari izlenmelidir.

5 Tim yara biyopsileri dikkate alindiginda 3. LDT sonras1 4+ iireyen biyopsi sayisinin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (p<0.05). 1+ iireyen biyopsi sayisinin ise
istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi (p< 0.05), 3+ ve 2 + {ireme gosteren biyopsi sayisinin
LDT o6ncesi ve 3. LDT sonrasi iireme oranlari arasinda anlamli diizeyde fark bulunmadigi
saptanmugtir (p>0.05).

LDT’nin yarayi iyilestirme ve infeksiyon etkenini yok etme yoniinde son derece olumlu etkisi
oldugu goriilmektedir. Larva salgilar1 ile antibiyofilm etkinligi olan yeni molekiillerin

gelistirilmesi insan sagligi agisindan biiyiik yarar saglayacaktir.
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