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Biyofilm kaynakl enfeksiyonlar gliniimiizde en 6énemli tedavi basarisizli§i nedenlerinin basinda gel-
mektedir. Biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin en sik etkenlerinden biri Staphylococcus aureus'tur. Biyofilm
kaynakl enfeksiyonlar bakterideki metisilin direnciyle birlestiginde uygun tedavi protokoli belirlemek
son derece gliclesmektedir. Calismada farkl klinik 6rneklerden izole edilmis metisiline duyarli ve direncli
S.aureus’larin biyofilm olusturma potansiyelini gozlemlemek; biyofilm tespitinde kullanilacak gtivenilir
ve etkin yontemleri belirlemek amaclanmistir. Klinik ve laboratuvar bulgular karsilastirilarak etken olarak
kabul edilen 107 adet yara, 93 adet kan ve kateter 6rneginden izole edilmis toplam 200 S.aureus izolati
(100 adet metisiline direncgli, 100 adet metisiline duyarl) calismaya dahil edilmistir. Metisilin duyarl-
Iginin tespitinde otomatize sistem ile elde edilen oksasilin minimum inhibitér konsantrasyonu degeri
ve sefoksitin disk difiizyon yontemleri birlikte degerlendirilmistir. Bakterilerin biyofilm olusumu modifiye
Christensen (MC), MTT, BioTimer ve Kongo kirmizisi agar (KKA) yontemleri ile incelenmis, ayrica biyofilm
olusumundan sorumlu ica operonu varligi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastirilmistir. MC, MTT
ve BioTimer yontemlerinin timiinde metisiline direncli izolatlarin duyarli izolatlara gére daha kisa stirede
ve ylksek oranda biyofilm olusturdugu, olusturduklari biyofilm yapisinin daha yogun oldugu gosteril-
mistir. Kan ve yara izolatlari arasinda biyofilm olusumu agisindan bir fark bulunmamistir. Konvansiyonel
yontemlerden en duyarli yéntemin MTT; en 6zgiil yontemin BioTimer yontemi oldugu gortilmistir. PCR
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Metisiline Duyarli ve Direngli Staphylococcus aureus izolatlarinin Biyofilm
Olusturma Ozelliklerinin Konvansiyonel ve Molekiiler Yontemlerle Belirlenmesi

ile icaADBC operonuna ait bir gen bdélgesini iceren izolatlarla MC, MTT, BioTimer, KKA yéntemlerine gore
biyofilm olusturan izolatlar arasinda anlaml bir fark gézlenmemistir. Tespit edilen biyofilm varligi ile ica
pozitifligi arasinda ylksek korelasyon bulundugu, ica gen sayisi arttikca biyofilm olusturma egiliminin
arttigr goriilmustir. Metisiline direncli S.aureus gibi daha viriilan izolatlarin biyofilm olusturma egiliminin
daha yiiksek oldugu ve bu iki diren¢ mekanizmasinin birbirini kaskat seklinde destekler nitelikte oldugu
gorilmustir. ica tespitinin tek basina bile virlilan izolatlarin belirlenmesinde 6nemli bir ayira¢ olabilecegi
vurgulanmis, boylece tedavi kararlarinin alinmasinda, korunma stratejilerinin belirlenmesinde ve biyofilm
kaynakli enfeksiyonlarla miicadelede erken bir belirte¢ olabilecegi goriilmustiir. Molekuler yontemlerin
kullanilamadigr durumlarda biyofilm varhiginin tespitinde kullanilacak hizli sonug veren, kolay uygulanabi-
lir ve glivenilir konvansiyonel yontemlerin varligi son derece 6nem tagimaktadir. Calismamizda kullanilan
tim konvansiyonel yontemler bu agidan yeterli goziikmektedir. MC ve MTT yontemleri biyofilm kanti-
tasyonu da yapmasi acisindan on plana ¢ikmaktadir. BioTimer yontemi ise biyofilm variginin tespitinde
kullanilan ¢cok yeni ve dikkat cekici bir testtir. Sonug olarak kolonizasyon veya enfeksiyon etkeni olarak
belirlenen bakterilerin biyofilm olusturma potansiyelini belirlemek ve girisimsel islemlerden 6nce bu bak-
terilere yonelik gereken tedbirleri almak biyofilm kaynakli enfeksiyonlari ve bunlara bagl morbidite ve
mortaliteyi azaltacaktir.

Anahtar kelimeler: Staphylococcus aureus; biyofilmler; metisilin direnci.
ABSTRACT

Biofilm-related infections are considered as among the foremost causes of treatment failure nowa-
days. One of the most common causes of biofilm-related infections is Staphylococcus aureus. It becomes
extremely difficult to determine the appropriate treatment protocol while biofilm-related infections are
coexisting with bacterial methicillin resistance. The aim of this study was to observe the potential of
biofilm formation of methicillin-sensitive and -resistant S.aureus strains isolated from different clinical
specimens and to determine reliable and effective methods for biofilm detection. A total of 200 S.aureus
strains (100 methicillin-resistant and 100 methicillin-susceptible) isolated from 107 wound, 93 blood and
catheter specimens, which were accepted as causative agents, included in the study. In order to determi-
ne the methicillin sensitivity, oxacillin minimal inhibitory concentration value obtained by an automated
system and cefoxitin disc diffusion method were evaluated together. Biofilm formation was investigated
by modified Christensen (MC), MTT, BioTimer and Congo Red Agar (CRA) methods, and the presence
of ica operon responsible for biofilm formation was also observed by polymerase chain reaction. It has
been shown that methicillin-resistant isolates produce biofilms in a shorter time and higher rate, and
their biofilm structure is denser than methicillin-sensitive isolates in all MC, MTT and BioTimer methods.
There was no difference between blood and wound isolates in biofilm formation. The most sensitive and
specific conventional methods were MTT and BioTimer methods respectively. There was no significant
difference between the isolates containing a gene region of icaADBC operon and the biofilm forming
isolates according to MC, MTT, BioTimer and CCA methods. There was a high correlation between the
presence of biofilm and ica positivity, and the tendency to form biofilm augmented as the number of ica
genes increased. It has been emphasized that more virulent strains such as methicillin-resistant S.aureus
have a higher tendency to form biofilm, and these two resistance mechanisms have been shown to
support each other as cascade. ica detection may be an important reagent in itself for the detection of
virulent strains, thus detection of the ica presence may be an early marker of treatment decisions, deter-
mination of protection strategies, and struggle with biofilm-related infections. In cases where molecular
methods are not available, the existence of quick, easy-to-apply and reliable conventional methods to
detect biofilm formation is extremely important. All conventional methods used in this study seem to be
sufficient in this respect. MC and MTT methods stand out in terms of biofilm quantitation. BioTimer met-
hod is a very new and remarkable test used to detect biofilm formation. In conclusion, determining the
potential of biofilm formation of colonizing or causative agents and taking essential precautions before
interventional procedures will decrease biofilm related infections and related morbidity and mortality.

Keywords: Staphylococcus aureus; biofilms; methicillin resistance.
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GiRiS

Gunimiizde tim diinyada hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarin basinda ge-
len etkenlerden biri olan Staphylococcus aureus bircok lokal ve sistemik enfeksiyonun
sebebidir. Stafilokok enfeksiyonlarinin patogenezinde toksin ve ekstraseliiler enzim Ure-
timi, antibiyotik direnci ve yabanci cisimlerin ytizeyine yapisarak bu ytizeylerde biyofilm
olusumu rol oynar. Ozellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarda mikroorganizmanin viicut
icine yerlestirilen malzemelere yapismasi biyofilm kaynakli enfeksiyon patogenezinde ilk
asamay! olusturmaktadir’.

S.aureus’un insanda deri, sindirim sistemi ve solunum yollarinin normal flora tyesi olma-
si ve yuzeylere yapismasini kolaylastiran “slime” faktor olusturabilme yetenegdi tim diin-
yada toplum ve hastane kokenli patojenler arasinda ilk siralarda yer almasini saglamistir?.

Biyofilm yapusi ilk kesfedildigi glinden bu yana cesitli sekillerde tanimlansa da tam
tanim olarak kendi Urettikleri polisakkarit yapida ekstraselller organik matriks icinde go-
muli birbirine ve kati bir ylizeye tutunmug siki ag yapisinda, hareketsiz ve birbirleriyle
iletisim halinde bir hiicre toplulugudur. Gerek biiylime ve gen ekspresyonu gerekse an-
tibiyotik duyarlihgr acisindan planktonik formlarindan farklilasmis bir yapidir ve konakta
kronik bir enfeksiyon kaynagidir®.

Biyofilm yapisini tespit etmeye yonelik bircok boyama yontemi, metabolik ve mikros-
kobik yontem tanimlanmaya ve standardize edilmeye calisilmistir. S.aureus biyofilmleri-
nin olusumundaki temel mekanizma olan polisakkarit interseliiler adezin (PIA) sentezin-
den sorumlu icaADBC operonunu iceren izolatlar da potansiyel birer biyofilm ureticisi
olarak tanimlanmaktadir®>.

Bu calismada, cesitli klinik 6rneklerden elde edilen metisiline direncli S.aureus (MRSA)
ve metisiline duyarl S.aureus (MSSA) izolatlarinin molekiler ve konvansiyonel yontem-
lerle biyofilm olusturma yeteneginin arastiriimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Bagkent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu onayi ile ger-
ceklestirildi (Tarih: 11.08.2016 ve Karar no: 26862).

Calismaya Ocak 2013-Haziran 2016 tarihleri arasinda Baskent Universitesi Tip Fakiilte-
si Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’'na gonderilen 107 adet yara, 72 adet kan
ve 21 adet kateter 6rneginden izole edilmis, konvansiyonel yontemler ve Phoenix (Bec-
ton Dickinson-BD, ABD) otomatize sisteminde tanimlanmis toplam 200 S.aureus izolati
(100 adet MRSA, 100 adet MSSA) dahil edildi. Yara 6rnekleri klinik bulgular ve Q skoruna
gore, kan ornekleri klinik ve laboratuvar bulgulari ile etken olarak kabul edilen izolatlar-
dan secildi. Kateter 6rnekleri periferik kanda ireme olup olmamasina gére kateter iligkili
kan dolasim enfeksiyonu olarak degerlendirilen izolatlardan secildi. Kateter iliskili kan
dolasim enfeksiyonu olarak tanimlanan hastalarin kan kdltir 6rnekleri genetik ve epide-
miyolojik tekrari dnlemek amaciyla calismaya dahil edilmedi.
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Metisilin duyarliliginin tespitinde Phoenix (Becton Dickinson-BD, ABD) otomatize sis-
teminde oksasilin minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) degeri > 2 mg/L olan bakte-
riler MRSA kabul edildi. Tiim sonuclar sefoksitin disk difiizyon testi ile dogrulandi®.

Modifiye Christensen Yontemi (MCY) ile Biyofilm Varliginin Saptanmasi

Christensen tarafindan tanimlanan yéntem cesitli modifikasyonlarla uygulandi’. Dok-
san alti kuyucuklu mikroplaklarda her bakteri icin tcer kuyucuk kullanildi. Mikroplaklarin
%5 koyun kanli agar besiyerinde 37°C’de 24 saat inklibasyonu sonrasi kuyucuklar fosfat
tampon soltsyonu (PBS) (AppliChem, Almanya) ile U¢ defa yikandi. Fiksasyon icin me-
tanol, boyama icin %2’lik kristal viyole kullanildi. %95’lik etanol ile kuyucuk taban ve
duvarlarindaki boya ¢oziilerek optik dansiteler spektrofotometrik olarak olciildi (BioTek
Instruments, Inc., ABD)3”.

MTT Yontemi ile Biyofilm Varliginin Saptanmasi

igne kapakli 96 kuyucuklu mikroplaklarda (Thermo Scientific, Danimarka) inkiibasyon
asamasina kadar MCY ile ayni prosedur izlendi. Mikroplaklar orbital calkalayicida 37°C’de
24 saat inkiibe edildi. Her calisma Oncesi steril PBS ile taze MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] ¢6zeltisi hazirlandi (Thermo Fisher Scientific, Da-
nimarka). Kuyucuklara eklenerek karanlik ortamda 37°C’de (i¢ saat inkiibe edildi. inkii-
basyon sonunda olusan formazan kristalleri DMSO (Sigma, Fransa) icerisinde ¢ozulerek
spektrofotometrik olarak &lciildi'™.

Her iki yontemden elde edilen optik dansite degerlerinin ortalamasi kaydedildi ve
biyofilm kantitasyonu yapild®.

BioTimer Yontemi ile Biyofilm Varhginin Saptanmasi

Bakteri sayisi-renk degisim zamani korelasyon egrisini cizmek icin hazirlanan bakteri sis-
pansiyonu (S.aureus ATCC 6538) BT-PR besiyeri iceren tiiplere eklenerek seri diltisyonlari
yapildi. Tiplerin uygun araliklarla renk degisim kontrolleri sonucunda her bir konsantrasyon
icin rengin kirmizidan sartya dondiigu sure (120-960 dakika) tespit edildi. Her kuyucuktan
10 pl alinarak kati besiyerine ekildi. 37°C’de 24 saat inklibasyon sonrasi koloniler sayilarak
zaman/bakteri log, (CFU grafigi cizildi''"'2. Biyofilm deneyleri igne kapakli mikroplaklarda
gerceklestirildi. Kuyucuklara 107 cfu/ml bakteri siispansiyonu eklenerek orbital calkalayicida
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Her bakteri icin ticer kuyucuk kullanildi. igne kapak steril PBS
ile yikanarak planktonik hiicreler uzaklastirildi. BT-PR besiyeri dagitilmis yeni bir mikroplaga
kapak kapatildiktan sonra besiyerindeki dakikalik renk degisimi gozlendi. Olusturulan egri
kullanilarak, olusan biyofilmdeki mikroorganizma sayisi hesaplandi''"2.

Kongo Kirmizisi Agar (KKA) Yontemi ile Biyofilm Varliginin Saptanmasi

%5 koyun kanh agarda tremis saf kolonilerden KKA besiyerine tek koloni yontemiyle
ekimler yapildi. Ekim islemini takiben plaklar 37°C’de, ardindan oda sicakliginda birer
glin inkiibasyon sonrasi iki ayri kisi tarafindan degerlendirildi. Tek koloni yontemiyle eki-
len bakterilerden koyu kirmizi-siyah veya purizli, kuru koloni olusturan izolatlar slime
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pozitif; pembe-kirmizi, bordo veya yalnizca orta kisimlari koyu renkte koloni olusturanlar

slime negatif olarak degerlendirildi'> 4.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Biyofilm Genlerinin Gosterilmesi

DNA ekstraksiyonu uyumlu izolasyon kitiyle Uretici firmanin onerileri dogrultusunda
yapildi (Macherey-Nagel, Almanya). icaA, icaB, icaC ve icaD gen bdlgelerinin varligi lite-
ratiirde tanimlanmis primer dizileri kullanilarak PCR yéntemi ile arastirildi® '3

Tdm biyofilm deneylerinde S.aureus ATCC 6538 ve Staphylococcus epidermidis ATCC
35984 pozitif, S.aureus ATCC 29213 ve S.epidermidis ATCC 12228 negatif kontrol suglari
olarak kullanildi.

istatistiksel Analiz

Sayisal verilerin normal dagihma uygunlugu Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk
testleri ile kontrol edildi. Normal dadiima uymayan sayisal verilerin bagimsiz gruplar
arasi karsilastirmasinda Mann-Whitney U testi; bagimli gruplar arasi karsilastirmada
Wilcoxon Signed Rank testi kullanildi. Nominal degerlerin karsilagtirmasinda bagimsiz
gruplar icin ki-kare testi, bagimli gruplar icin McNemar testi uygulandi. p degeri < 0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Yara orneg@i 107 (%53.5), kan ve kateter 6rnegi 93 (%46.5) olmak lzere toplam 200
S.aureus izolati calismaya dahil edilmistir. Metisiline direncli 100, metisiline duyarli 100
izolat saptanmustir.

MCY’de izolatlarin 83 (%41.5)'G biyofilm olustururken, 117 (%58.5)'si olusturma-
mistir (Tablo I). Biyofilm olusturan bakterilerin 62 (%31)'sinin zayif, 18 (%9)'inin orta, 3
(%1.5)"Gndn kuvvetli derecede biyofilm olusturdugu gozlenmistir. Biyofilm olusturan 6r-
neklerin 49 (%59)'u MRSA, 34 (%41)’l ise MSSA olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore,
MRSA izolatlarinin biyofilm olusturma orani MSSA izolatlarina gére anlamli yiksek bulun-
mustur (p= 0.031). Kuvvetli derecede biyofilm olusturan 3 bakteri MRSA, orta derecede
biyofilm olusturan 18 bakterinin 2'si MSSA olarak saptanmistir. Yara izolatlarinin kan ve ka-
teter izolatlarina oranla daha ytiksek oranda biyofilm olusturdugu gozlenmistir (p= 0.029).

Tablo I. Staphylococcus aureus izolatlarinin Biyofilm Olusturma Yetenekleri

Biyofilm pozitif Biyofilm negatif
MRSA (n) MSSA (n)  Toplam n (%) MRSA (n) MSSA (n)  Toplam n (%)
MCY 49 34 83 (41.5) 51 66 117 (58.5)
MTT 47 27 74 (37) 53 73 126 (63)
BioTimer 48 40 88 (44) 52 60 112 (56)
KKA 41 51 92 (46) 59 49 108 (54)

MCY: Modifiye Christensen yontemi, MTT: MTT yontemi, BioTimer: BioTimer yontemi, KKA: Kongo kirmizisi agar,
MRSA: Metisiline direncli S.auerus, MSSA: Metisiline duyarl S.aureus.
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MTT yontemine gore izolatlarin 74 (%37)'U biyofilm pozitif, 126 (%63)’si ise biyofilm
negatif bulunmustur (Tablo ). Biyofilm olusturan bakterilerden 56 (%28)’si zayif, 17
(%8.5)'si orta, 1 (%0.5)"i ise kuvvetli derecede biyofilm olusturmustur. Biyofilm olusturan
orneklerin 47 (%63.5)'si MRSA, 27 (%36.5)'si MSSA olarak belirlenmistir. MTT yonte-
minde MRSA izolatlarinin biyofilm olusturma orani MSSA izolatlarina gére anlamli yiiksek
bulunmustur (p= 0.003). Kuvvetli ve orta derecede biyofilm olusturan 17 bakteriden
16’st MRSA olarak saptanmistir. Kan ve kateter izolatlari ile yara izolatlari arasinda biyo-
film olusumu bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark g6zlenmemistir (p> 0.05).

BioTimer yontemine gore calismaya alinan izolatlardan 88 (%44)’i biyofilm olustu-
rurken, 112 (%56)'sinde biyofilm olusumu goézlenmemistir (Tablo I). Biyofilm pozitif or-
neklerden 40 (%45.5)"1 MSSA iken, 48 (%54.5)'i MRSA olarak belirlenmistir. Metisiline
direncli izolatlarin duyarli izolatlara gére daha yogun ve kisa siirede biyofilm olusturdugu
gorulmustir (p= 0.011). Yara izolatlarinin kan izolatlarina gore daha yiiksek oranda biyo-
film olusturdugu gozlenmistir (p= 0.005).

KKA'da 108 (%54) izolat slime olusturmazken, 92 (%46) izolatin olusturdugu goril-
mustir (Tablo 1). Slime pozitif izolatlardan 51 (%55.4)'inin MSSA, 41 (%44.6)'inin MRSA
oldugu tespit edilmistir. Hem MRSA ve MSSA izolatlari hem de kan ve yara izolatlari ara-
sinda slime olusumu bakimindan anlamli bir fark gortlmemistir.

icaADBC gen bdlgelerinin varligina bakildiginda 71 (%35.5) izolatta icaA, 13 (%6.5)
izolatta icaD, 2 (%1) izolatta icaB ve icaC pozitifligi gorilmustur. Tek basina icaA pozitifli-
gi gosteren bakteri sayisi 62 (%31), hem icaA hem de icaD gen bélgelerini birlikte iceren
bakteri sayisi ise 9 (%4.5) olarak tespit edilmistir. Her dort gen bolgesini birlikte iceren 2
(%1) bakteri oldugu gorilmustir. Tek basina icaD gen bdlgesi iceren 4 (%2) izolat tespit
edilirken, yalnizca icaB veya icaC gen bolgelerini bulunduran hicbir izolat bulunmamistir
(Sekil 1). icaB ve icaC pozitifligi gosteren her iki izolat da MRSA olarak belirlenmistir.

icaA icaD

icaB ve C

Sekil 1. Staphylococcus aureus izolatlarindaki icaADBC
pozitiflikleri.
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MRSA ve MSSA izolatlar icaADBC operonu barindirma yoniinden karsilastirldiginda
metisiline direncli izolatlarin duyarli izolatlara gore anlamli derecede ve ylksek oranda ica
gen bolgesi icerdigi gozlenmistir (p< 0.05).

icaADBC pozitifligi bakimindan kan-kateter ve yara izolatlar arasinda anlaml bir farkli-
Ik g6zlenmemistir (p> 0.05).

MCY ile ica varhigi karsilastirildiginda icaADBC operonuna ait herhangi bir gen bolgesi-
ni bulunduran 75 bakteriden 13 (%17.3)'Gnun biyofilm olusturmadigi, 62 (%82.6)'sinin
ise cesitli derecelerde biyofilm olusturdugu gozlenmistir. PCR ile icaADBC operonuna ait
bir gen bdlgesini iceren izolatlarla MCY’ye gore biyofilm olusturan izolatlar arasinda an-
lamli bir fark gozlenmemistir (p> 0.05).

ica bulundurdugu bilinen 75 bakteriden 19 (%25.3)'u MTT yonteminde biyofilm olus-
turmazken, 56 (%74.7)'si cesitli derecelerde biyofilm olusturmustur. PCR’de ica pozitifligi
saptanan izolatlar ile MTT yonteminde biyofilm olusturdugu gozlenen izolatlar arasinda
anlaml bir fark olmadi§i gézlenmistir (p> 0.05).

BioTimer yonteminde ica pozitifligi gosteren 75 izolattan yalnizca 10 (%13.3)u biyo-
film olusturmazken, 65 (%86.7) izolat cesitli derecede biyofilm olusturmustur. PCR’de ica
pozitifligi saptanan izolatlar ile BioTimer yontemine gore biyofilm olusturdugu gozlenen
izolatlar arasinda anlaml bir fark olmadigi gézlenmistir (p> 0.05).

ica pozitifligi gosteren 75 izolattan 20 (%26.7)’si KKA'da slime olusturmazken, 55
(%73.3) izolatta slime yapisina rastlanmistir. PCR’de ica pozitifligi saptanan izolatlar ile
KKA'da slime olusturdugu gozlenen izolatlar arasinda anlamli bir fark olmadigr gézlen-
mistir (p> 0.05).

PCR’de herhangi bir ica gen bolgesi varligi altin standart kabul edilerek tim konvansi-
yonel yontemlerin duyarliliklari yukarida bahsedilen sirayla %82.2, %84, %81.6, %68.8;
ozqgullikleri %81.3, %72, %86.7, %70.7 olarak hesaplanmistir. En duyarli yéntemin
MTT, en 6zgil yontemin BioTimer yontemi oldugu tespit edilmistir.

Biyofilm formasyonunun kantitatif degerlendiriimesinde icaADBC operonundaki gen
bolgelerinden iki ve daha fazlasinin birlikte pozitifliginin olusan biyofilm yapisini anlamli
derecede kuvvetlendirdigi gorulmustir (p< 0.05). Tek bir ica lokusu iceren izolatlarin
hi¢ ica icermeyenlere gore anlamli diizeyde kuvvetli biyofilm olusturmasinin yani sira,
iki ve daha fazla ica lokusu iceren izolatlarin da tek bir ica pozitifligi gosteren izolatlara
gore anlamh derecede kuvvetli biyofilm olusturdugu go6zlenmistir (p< 0.05). Pozitif ica
gen sayisinin artisina paralel olarak biyofilm yapisinin da giderek daha kuvvetli pozitiflik
verdigi g6zlenmistir.

Yalniz bir ica pozitif olan ve birden fazla ica pozitifligi gosteren izolatlarda konvansi-
yonel yontemlerin biyofilm varligini tespit edebilme diizeyleri arastirildiginda kullanilan
tim yontemlerin birden fazla ica pozitifligi gosteren izolatlarda anlamli derecede yuksek
pozitiflik verdigi goralmustir (p< 0.001).
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TARTISMA

Deri ve yumusak doku enfeksiyonu etkenleri icerisinde S.aureus 6ne ¢ikan patojenler-
den biridir. Deri ve yumusak doku enfeksiyonu etkeni olarak S.aureus’un Fransa, Almanya
ve italya’da en sik, Amerika Birlesik Devletleri ve ispanya’da ikinci en sik etken olarak
gorildigu; Kuzey ve Gliney Amerika ile Avrupa genelinde ise ilk sirada yer aldigi bildiril-
mistir. Uzak Doguda tiim patojenler icerisinde %42.3 ile en sik enfeksiyon etkeni oldugu
tespit edilmistir'>'7.

Hastanede yatan hastalarda intravaskdler kateter kullanimi %50-60 oranindadir ve ge-
lisen bakteremilerin yaklasik %40'1 kateter kaynaklidir'®. Kateter yiizeyi biyofilm olusumu-
nun ilk basamagi olan ylizeye tutunmasini kolaylastirarak damar icerisinde hizla platelet
ve doku proteinleri tarafindan kaplanir; bakteriyel yiizey proteinlerinin tutunmasi artar'®.
S.aureus kaynakli bakteremilerde kateter kullanimi etyolojide buyik dnem tasimaktadir.

Calismamizda S.aureus’un en sik enfeksiyon etkeni oldugu deri ve yumusak doku 6r-
nekleriyle, biyofilm olusumunun bir gostergesi olan kateter kltiir 6rnekleri ve cesitli ne-
denlerle S.aureus bakteremisi olan hastalarin kan kulttr 6rnekleri kullanilmistir.

Kan ve yara izolatlarl arasinda ica operonu barindirma yontinden bir farklilik olmadig
tespit edilmigtir. Turkiye’de kan ve saglikh eriskinlerin el kiilturlerinden izole edilen sta-
filokoklarda yapilan bir calismada iki grup arasinda biyofilm olusumu agisindan bir fark
saptanmamistir?®. Burun ve kan kiiltiirlerinden izole edilen S.aureus izolatlarinin karsi-
lastinldig bir diger calismada iki grup arasinda anlamli bir fark olmadigi gézlenmistir?!.
Ozellikle kronik (ilseratif lezyonlarda S.aureus biyofilmlerinin énemli rolii oldugu, kronik
yara ve (lserlerin %88-93.5'inde S.aureus (iredigi gosterilmistir®. Bu durum S.aureus’un
kolaylikla dissemine olabilme 6zelligi de goz 6niinde bulunduruldugunda yara izolatlari
ile bakteremi etkeni olan izolatlarin biyofilm olusturma karakteristi§i acisindan farklilik
gOstermemesini aciklamaktadir.

Kullandigimiz biyofilm tespit yontemlerinin timiinde MRSA izolatlarinin ica bulundur-
ma orani, olusturdugu biyofilm miktari, biyofilm olusturma suresi ve biyofilm yapisinin
yogunlugu MSSA izolatlarina gore yiiksek bulunmustur. Yalnizca KKA'da slime olusumu
bakimindan fark gorilmemistir. Bu sonuclar biyofilm olusumu-metisilin direnci iligkisini
inceleyen diger calismalari destekler niteliktedir?>23,

MRSA kokenli biyofilm yapilarinin daha kalin olmasiyla alt katmanlardaki hiicreler ilacin
penetrasyon yetersizliginden dolay: siirekli distk antibiyotik konsantrasyonuna maruz
kalir ve bakterinin diren¢ kazanma ihtimali artar. Antibiyoterapi sirasinda alt katmanlar-
daki hiicrelerin ek biyofilm tabakasi gelistirme olasiigi da vardir?2. Ayrica bazi antibiyo-
tiklerin subinhibitér konsantrasyonlarinin ica ekspresyonunu indiikledigi gésterilmistir?*.
Stafilokoklarda antibiyotik direnci-biyofilm olusumu iliskisi degerlendirildiginde her iki
sistemin de birbirlerini kaskat seklinde tetikledigi soylenebilir.

ica varhgiyla MCY, MTT ve BioTimer yontemlerindeki biyofilm pozitifligi arasinda an-
lamli bir korelasyon gorulmustir. Ayrica ica gen bolgesi sayisi arttikca olusan biyofilm
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yapisinin anlamli derecede kuvvetlendigi gorilmdastir. Calismalar MCY’nin icaADBC po-
zitifligiyle yuiksek korelasyon gosterdigini; ica gen bdlgesi sayisi arttik¢a olusan biyofilm
yapisinin anlamli derecede kuvvetlendigini ortaya koymustur®2!25,

MTT yonteminde bir tetrazolyum tuzu olan MTT’nin biyofilmdeki canli bakterilerin
dehidrogenaz enzimleriyle formazana indirgenmesi élciilmektedir'®. PCR’de ica pozitifli-
gi altin standart kabul edilerek degerlendirildiginde en duyarh biyofilm tespit yonteminin
%84 ile MTT yontemi oldugu tespit edilmistir. Literatiirde MTT yonteminin biyofilm-
lerdeki bakteriyel populasyonun buyikligunu belirlemede basarili, biyofilm inhibisyon
deneyleri ve antibakteriyel ajanlarin etkinliginin arastirlmasinda hizl ve giivenilir bir yon-
tem oldugundan bahsedilmis ve spektrofotometride 6lclilen formazan konsantrasyonuy-
la bakteri koloni sayisi arasinda mitkemmel derecede uyum oldugu gésterilmistirZ®.

BioTimer yontemi bakterileri dogrudan biyofilm yapisinin icinde sayan, tekrarlanabi-
lir ve giivenilir ilk yéntemdir'®'2, Calismamizda degerlendirilen yéntemler icerisinde en
0zgul yontem oldugu gorulmustir (%86.7). Dogrudan biyofilmdeki canl hiicreler tespit
edildiginden testin yanlis pozitiflik verme olasiigi ¢cok dustiktir. BioTimer yontemi bi-
yofilm inhibisyon testlerinde ve nano partikillerin mikrobiyolojik kalitesinin tespitinde
kullanilabilme 6zelligine sahip; biyofilm formasyonu olusturmus bakterileri saymada bir
“biyosensor” olarak tanimlanmaktadir. Bakterisit konsantrasyonlarini belirlemekle kalma-
yip direncli bakteri sayisini da gésteren ilk yontemdir?’. Gelismis teknolojik cihazlara ve
sonikasyon gibi islemlere gereksinim duyulmamasi yéntemin avantajlari arasindadir?®,
Simdilik bu yontemin asil dezavantaji guvenilirligi, verimliligi ve duyarliligini referans
yontemlerle karsilastirma imkanini kisitlayan gecerli bir referans yonteminin eksikligidir.
Literatlirde bizim calismamizdaki gibi diger konvansiyonel ve molekiler yontemlerle Bio-
Timer yonteminin uyumunu karsilastiran yayin bulunmamaktadir.

KKA yonteminin kullanildigr bircok calismada biyofilm ve slime kavramlari birbirinin
yerine kullanilsa da biyofilm tam tanim olarak matriks icine gomili cok kath hiicre taba-
kasi anlamina geldiginden calismamizda KKA yontemi ile g6zlenen patern biyofilm degil
slime yapisi olarak tanimlanmistir. Kongo kirmizisi bakterilerdeki slime faktoru ile birle-
serek koyu bir renk olusturmaktadir'. S.aureus’un diger stafilokoklara gére daha yavas
slime Urettigi bilindiginden calismamizda 48. saat okumalari esas alinmistir'>25. MRSA
ve MSSA izolatlari slime Gretimi yoniinden karsilastinldiginda iki grup arasinda anlamli
bir fark bulunmamistir. Calismamizda iki ayri gozlemci tarafindan ayri ayri degerlendirme
yapilsa da test sonuclarinin nispeten subjektif yorumlanabilmesi, 6zellikle MRSA kolonile-
rinin mor, kahverengi, bordo, koyu ve acik kirmizi gibi karar vermesi gii¢ renklerde kolo-
niler olusturmasi nedeniyle iki grup arasinda bir fark goériilmedigi dustindlmustir. MRSA
izolatlari KKA plaginda MSSA izolatlarina gore daha belirsiz ve karar vermesi gti¢ koloniler
olusturdugundan yontemin %13.9 gibi yuksek bir oranda celiskili sonuglar verdiginden
bahsedilmistir?®.

Literatlirde yer alan caligmalar, sonuglarimizla uyumlu olarak ica varhgiyla KKA'daki
slime olusumunun paralelligini géstermistir'>2°. Her ne kadar slime biyofilm kavramini
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tam olarak aciklamasa da molekdler testlerle taninin miimkiin olmadigi ve cok basamakl,
0zel hazirlik gerektiren yontemlerin kullanilamadigr durumlarda KKA yontemi slime olu-
sumunu tespit etme bakimindan kullanisli, kolay uygulanabilir ve ucuz bir yontem olarak
goziikmektedir.

Kullanilan tim konvansiyonel yontemlerde istatistiksel olarak anlamli olmasa da, ica
negatif oldugu halde biyofilm olusturdugu gozlenen izolatlara rastlanmustir. BioTimer ve
KKA yontemlerindeki subjektif yorumlama boyle bir sonuca neden olmus olabilir; ancak
daha muhtemel teori ica gen regiilasyonu ile agiklanabilir.

Tum mikrobiyal enfeksiyonlarin yaklasik %65’i biyofilm kaynaklidir ve bu oran no-
zokomiyal enfeksiyonlarda cok daha yiiksektir®. Klinik izolatlarin saprofitik stafilokoklara
gore daha yuksek oranda ica gen bolgesi icerdigi de bilindiginden ica varhiginin arasti-
rilmasi virlilan-nonvirilan izolatlarin belirlenmesinde tek basina bile 6nemli bir belirtec-
tir’13, Ozellikle hastanede yatan hastalardan alinan érneklerde kiiltiirde kolonizasyon
veya enfeksiyon etkeni olarak tespit edilen bakterilerin biyofilm olusturma potansiyelini
belirlemek ve bu bakterilerin girisimsel islemler 6ncesinde planktonik formlarini elimine
edici girisimlerde bulunmak biyofilm kaynakli enfeksiyon sayisini, dolayisiyla buna bagl
morbidite ve mortalite oranlarini diisiirecektir.

Klinik orneklerde tireyen S.aureus izolatlarindaki ica varliginin tespiti tedavi secenekleri
ve korunma onlemleri icin alinan kararlara yon verebilir. ica lokusundaki gen bolgelerinin
islevini, klinik 6nemini ve bulunma sikhigini bilmek tibbi ekipmanlari kolonize eden ve
cesitli biyofilm kaynakli enfeksiyonlara yol acan bakterilerle miicadelede yeni stratejilerin
gelistirilmesini destekleyecektir.
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