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Amag: Yara yatagi bakterilerin iiremesi icin ideal bir
yiizeydir ve mikrobiyal enfeksiyonun yara iyilesmesi iize-
rindeki olumsuz etkileri bilinmektedir. Bakteriler hemen
her tiirlii yiizeye yapisarak, biyofilm olarak adlandirilan
kompleks yapili topluluklar olustururlar. Caligmamizin
amact diyabetik ayak enfeksiyonuna neden olan etkenleri
ve biyofilm olusturma oranlarun saptamaktir.

Gereg ve Yontem: Enfekte diyabetik iilserlerinden alinan
rutin  kiiltiir - Ornekleri, 2013-2015 yiulart arasinda
Enfeksiyon Hastaliklart ve Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda degerlendirildi. Kiiltiir icin oOrnekler,
yumugak doku debridmani velveya kemik biyopsisi ile top-
landt ve standart kiiltiir ve tanuimlama yontemleri kullanila-
rak etken bakteriler tanimlandi. Biyofilm iiretimi kantitatif
mikrodiliisyon plak yontemi ile saptandi.

Bulgular: Toplam 55 hastamin yumusak ve/veya kemik
dokusu orneklerinden 81 etken bakteri izole edildi. En sik
izole edilen bakteri Pseudomonas spp. (n=16; %19.8) idi.
Biyofilm olusumu 67 izolatta (%82.7) saptandi. Bir¢ok
mikroorganizma tiiriinde biyofilm olusumu goriilmekle
birlikte, ozellikle Staphylococcus ve Pseudomonas tiirlerin-
de daha yaygin oldugu gozlendi.

Sonu¢: Calismalarimiz diyabetik ayak enfeksiyonu
etkenlerinin biyofilm olusturmasint onlemek veya biyo-
filmi ortadan kaldirmak icin tedavi stratejilerinin gelis-
tirilmesi gereksinimini vurgulamasi bakimindan onem
tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: Biyofilm, diyabetik ayak, kronik yara

ABSTRACT

Bacterial Agents in Diabetic Foot Infections and Their
Biofilm Formation Rates

Objective: The wound bed is an ideal surface for bacterial
growth, and the deleterious effects of microbial infection
on wound healing are recognized. Bacteria adhere to
almost all types of surfaces, and form complex structures
called biofilms. The aim of our study was to determine the
bacteria and biofilm formation rates in diabetic foot.

Material and Method: Routine culture samples obtained from
infected diabetic ulcers were evaluated in Infection Diseases
and Clinical Microbiology laboratory between 2013-2015. We
collected specimens for culture by debridement of the soft
tissue and / or bone biopsy and effective bacterial agents were
identified by using standard culture, and identification
methods. The production of biofilm was studied by quantitative
microdilution plate method.

Results: We isolated a total of 81 causative bacteria from
soft and/or bone tissue samples in 55 patients. The most
frequently isolated species was Pseudomonas (n=16;
19.8%). Sixty seven (82.7%) of 81 isolates produced
biofilm. We found that biofilm was produced by many types
of organisms, but it was particularly more common in
Staphylococcus and Pseudomonas species.

Conclusion: We believe that our work is important in that
it emphasizes the need to develop therapeutic strategies to
eliminate and/or prevent biofilm formation in diabetic foot
infection.

Keywords: Biofilm, diabetic foot, chronic wound

GIRIS

Ayak iilserleri diabetes mellitusun ciddi kompli-
kasyonlarindan olup, hastalarda yasamlari

boyunca %12-25 oraninda ayak iilseri gelisme
riski vardir®. Yara yatagi bakteri ¢ogalmasi
icin ideal bir yiizeydir ve enfeksiyonun yara iyi-
lesmesi {izerine olumsuz etkileri oldugu
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gosterilmistir®>. Bu nedenle, yara enfeksiyonu-
nun gelismesine katkida bulunan faktorleri
tanimlamak, yara yonetiminde 6nem tagir®.

Bakteriler hemen her yiizeye yapisip ¢ogalarak,
biyofilm olarak adlandirilan yapisal olarak kar-
magik topluluklar olusturabilirler. Biyofilmdeki
bakteriler, kendi olusturduklari ekstraselliiler
matriks ile ortiilii cok hiicreli agregatlar icinde
gelisirler®”. Topluluktaki bakterilerin farklilas-
masi, maruz kaldiklar1 kosullara baghdir.
Biyofilm icinde besin maddeleri, oksijen ya da
elektron dengelerindeki degisikliklere yanit ola-
rak hiicrelerin gen ifadeleri degisir®”. Bakteri
topluluklarinin biyofilm i¢inde yasamasinin, bir-
cok antibiyotige direnc¢ saglama, konak savun-
masindan korunma gibi cok sayida yarari
vardir®12),

Biyofilm, kronik yaralarda veya akut yarada
kismi kalinlik varligr ile gosterilmigtir®!'¥.
Yeni olusan yaralarda, endojen (konakg¢i) ve
eksojen kaynakli cesitli mikroorganizmalar
yara ylizeyini kontamine edebilir. Yara yiizeyi-
nin ozellikleri, hangi mikroorganizmalarin bag-
lanip ¢ogalacagini ve buradaki erken biyofilm
bilesenlerini belirlemede yardimci olur.
Ilging olarak yaradaki bakteri tiiriinden ¢ok, tiir
sayis1 yara iyilesmesi ile daha ¢ok iligkilidir.
Yara iyilesmesindeki gecikme, dort veya daha
fazla bakteri tiirii varliginda, tiir sayisi ile dogru
orantilidir®. Biyofilm ¢ogunlukla birden ¢ok
tiir iceren mikroorganizma topluluklarindan
olusur, bu nedenle mikrobiyal viriilansin siner-
jik etkisi siklikla yara komplikasyonlar: ile
sonuglanir71®),

Diyabetik hastalarda regiile olmayan kan gliko-
zu, bircok bakterinin biyofilm iiretimine olanak
saglar. Ozellikle ortamdaki glukozun bakteri
tarafindan kullanilabilir olmasinin, pseudomo-
naslar, Vibrio cholerae, Escherichia coli ve sta-
filokoklarin ekzopolisakkarit (EPS) ekspresyonu
ve biyofilm olusturmalarini belirgin bir sekilde

34

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 47(1):33-38, 2017

arttirdig1 gosterilmigtir®-2D,

Calismamizin amaci, diyabetik ayak enfeksiyo-
nu olan hastalarda etken dagilimint ve mikroor-
ganizmalarin biyofilm olusturma oranlarini orta-
ya koymaktir.

GEREC ve YONTEM

Calismada 2013-2015 yillar1 arasinda Adnan
Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gonderilen, diyabetik ayak
enfeksiyonu olan hastalardan alinan kiiltiir
ornekleri degerlendirildi. Kiiltiir i¢cin ornekler,
yumusak doku debridmani ile ve/veya operas-
yon sirasinda kemik dokudan elde edildi. Doku
ornekleri %5 koyun kanli agar (Oxoid) ve
McConkey agar (Oxoid) besiyerine ekilerek
37°C’de inkiibe edildi. Bakteriler konvansiyonel
yontemler kullanilarak tanimlandi®.

Biyofilm olusumunun belirlenmesinde kantitatif
mikrodiliisyon plak yontemi kullanildi. Bakteri
suslar1 %0.25 glikoz iceren triptic soy broth
(TSB) (Oxoid) s1v1 besiyerinde 35.5°C’de bir
gece inkiibe edildikten sonra, 1/40 oraninda
%0.25 glikoz iceren TSB siv1 besiyeri ile diliie
edildi. Ardindan 96 kuyucuklu U tabanli steril
polistiren plaklarda her bir kuyucukta 200 ul
bakteri siispansiyonu olacak sekilde inokiile
edildi. Negatif kontrol kuyucugu icin yalnizca
TSB besiyeri kullanildi. 35.5°C’de 48 saat inkii-
basyon sonrast kuyucuklarin i¢i bosaltildi ve iki
kez nazikce yikandi. Havada kurutulduktan
sonra her bir kuyucuga 200 ul %1 kristal viyole
eklenerek 15 dakika boyanmasi icin beklendik-
ten sonra icerik bosaltild1 ve iki kez yikanarak
kuyucuklar icinde kalan kristal viyole uzaklasti-
rild1. Havada kurutulduktan sonra, etanol-aseton
(80/20) ile ¢ozdiiriildi®. 595 nm dalga boyunda
mikroplak okuyucuda (Thermo Multiscan
Spectro) okunarak optik dansitesi = 1 olan izo-
latlarin biyofilm olusturdugu kabul edildi®?.
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BULGULAR

Calismamizda 55 hastadan alinan kemik ve
yumusak doku Orneklerinden, 81 etken bakteri
izole edildi. On hastada (%18.2) polimikrobiyal
enfeksiyon saptandi. Izolatlarin %34.6’sin1 Gram-
pozitif koklar, %65 .4’tinli Gram-negatif basiller
olusturmaktadir. Gram pozitif etkenlerin Gram
negatif organizmalara orani 1:1.9 idi. En sik izole
edilen tiir Pseudomonas spp. (n=16; %19.8) idi.

Seksenbir izolattan 67 (%82.7)’si biyofilm olus-
turmustur. Izole edilen tiirlerin oran1 ve iiretilen
biyofilm yiizdeleri Tablo 1’de g0sterilmistir.
Gram-pozitif izolatlarin 23 (%82.1)’tinde ve
Gram-negatif izolatlarin 44 (%83)’linde biyo-
film varlig1 gosterildi (Sekil 1).
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Gram-pozitif kok (n=28) Gram-negatif comak (n=53)

Sekil 1. Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin biyofilm
olusturma oranlari.

Tablo 1. Diyabetik ayak enfeksiyonlarinda izole edilen tiirler ve
biyofilm olusturma oranlari.

Mikroorganizma n(%)*  Biyofilm n (%)**
Gram-pozitif kok 28 (34.5) 23 (82.1)
Koagiilaz negatif stafilokok 15 (18.5) 13 (86.6)
Staphylococcus aureus 8(9.9) 6 (75)
Enterococcus spp. 4(49) 3(75)
Grup D streptokok 1(1.2) 1 (100)
Gram-negatif comak 53 (65.5) 44 (83.0)
Pseudomonas spp. 16 (19.8) 15(93.7)
Escherichia coli 14 (17.3) 9 (64.2)
Acinetobacter spp. 10 (12.3) 8 (80)
Klebsiella spp. 5(6.2) 4 (80)
Proteus spp. 4(4.9) 4 (100)
Enterobacter spp. 2(2.5) 2 (100)
Serratia spp. 2(2.5) 2 (100)
Toplam 81%* 67 (82.7)%**

* Diisey toplama gore; ** Yatay toplama gore

TARTISMA

Bir¢ok calismada, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis ve Pseudomonas
aeruginosa diyabetik ayak enfeksiyonlarindaki
baskin tiirler olarak bildirilmigtir®=”. Calismamizda,
benzer sekilde Pseudomonas spp. en cok izole
edilen tiir olmus (n=16; %19.8), bunu koagiilaz
negatif stafilokoklar (n=15; %18.5) ve E. coli
(n=14; %17.3) izlemistir. Sicak iklime sahip
Asya iilkelerindeki ¢alismalarla uyumlu olarak,
Gram-negatif bakterilerin (ozellikle
P. aeruginosa’nin) Gram-pozitif bakterilere gore
daha yaygin oldugunu tespit edilmistir®2®.
Diyabetik ayak yaralarinda, Enterobacteriaceae
tiyelerinin baskin tiir oldugu bircok caligmada
gosterilmigtir®-3Y. Sicak iklim kogsullarina sahip
tilkelerde bu durumun, uygun olmayan ayakkabi
secimi, ayaklarin terlemesi, corapsiz ayakkabi
giyilmesi, ayak hijyeninin zayif olmasi, dini
ritiiellerden dolayr ayaklarin sik sik yikanmasi
ve yikandiktan sonra 1slak birakilmasi gibi neden-
lerden kaynaklanabilecegi diisiincesindeyiz.

Hatipoglu ve ark.®? Tiirkiye’deki diyabetik ayak
enfeksiyonlarinda 20 yillik mikrobiyolojik pro-
fili ortaya koyan calismalarinda, Gram-pozitif
ve Gram-negatif bakterileri egit oranda sapta-
muslardir. Ote yandan aymi yazarlarin yakin
zamanda yaptiklari ok merkezli bir ¢aligmada®®,
calismamizla benzer sekilde, Gram-negatif bak-
terilerin oran1 %60 iken, Gram-pozitif bakterile-
rin orani %36 olarak bildirilmistir. Ayni ¢caligma-
da S. aureus izolatlarinin orani da bulgularimiza
yakin degerlerde saptanmis olup, Gram-negatif
bakterilerde, 6zellikle de E. coli, Acinetobacter
spp. ve Proteus spp. tiirlerinde artig izlenmisgtir.

Acinetobacter tiirleri, cerrahi alan ve diger yara
enfeksiyonlart da dahil olmak iizere hastane
enfeksiyonlarindan sorumlu patojenler olarak
tamimlanmustir. Hatipoglu ve ark.®® diyabetik
ayak enfeksiyonlarinda Acinetobacter tiirlerini
%2 .84 olarak bildirirken, Ramakant ve ark.®”
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Hindistan’da bu oranm1 %3.7 olarak belirtmisler-
dir. Calismamizda ise, Acinetobacter spp. orani
daha yiiksek (%12.3) olarak saptanmistir. Benzer
sekilde, Gadepalli ve ark.®? Acinetobacter spp.
oranlarim %9.3, Karmaker ve ark.® ise %10
olarak bildirmigtir. Bulgularimiz hastanemizde-
ki Acinetobacter tiirlerinin etken oldugu hastane
enfeksiyonlart ile uyumlu bulunmustur. Ciinkii
hastanemizde 2013-2015 yillar1 arasinda hasta-
ne kokenli cilt ve yumusak doku enfeksiyonla-
rinda Acinetobacter spp. oram1 %14.2 olarak
saptanmistir (yaymlanmamig veri).

Calismamizda en sik izole edilen ikinci tiir koa-
giilaz negatif stafilokoklar (%18.5) idi. Koagiilaz
negatif stafilokoklar cilt florasindan kaynakla-
nan kontaminan bakteriler olarak diisiiniilse de,
tiim Orneklerin derin doku 6rnekleri olmasi ve
siklikla ameliyat odasi kogsullarinda alinmasi
nedeniyle tirediklerinde etken olarak kabul edil-
miglerdir. Urbancic-Roven ve ark.®®, diyabetik
ayak enfeksiyonlarinda koagiilaz negatif stafilo-
kok oranlarin1 %20.3 olarak bildirmistir. Akhi
ve ark.®? tarafindan yakin zamanda yapilan bir
calismada Iran Tebriz’de diyabetik ayak enfeksi-
yonlarinda bakteri izolatlarinin %17°sinin koa-
giilaz negatif stafilokok oldugu gosterilmisgtir.

Kronik yarada bakterilerin varligi, tek bagina
biyofilm olusumunun gostergesi degildir.
Bununla birlikte, kronik yaralarda bulunan mik-
roorganizmalarin  ¢ogunun, Ozellikle de
Pseudomonas ve Staphylococcus gibi tiirlerin,
yiiksek diizeyde biyofilm iirettikleri bilinmek-
tedir". Mottola ve ark.“? 48 saatlik inkiibasyon
sonrast Pseudomonas tiirlerinde giiclii (%85.7)
veya orta (%14.3) diizeyde biyofilm olusumunu
gostermiglerdir. Staphylococcus tiirlerinde ise
suslarin % 84.4’iiniin 72 saatin sonunda orta
diizeyde biyofilm olusturdugu saptanmustir.
Podbielska ve ark.“® diyabetik ayak enfeksi-
yonlarindan izole edilen S. aureus suglarinin
% 69’unun ve S. epidermidis suglarinin %75’ inin
biyofilm

olusturdugunu bildirmistir.
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Calismamizda, biyofilm olusumunun en fazla
oldugu izolatlarin Pseudomonas bakterileri
(%93.7) ve koagiilaz negatif stafilokoklar
(%86.6) oldugu goriilmiistiir.

Diyabetik ayak tilserlerinden izole edilen bakte-
rilerin arastirlldig1 bir¢ok calismada biyofilm
olusumu 24 saatte degerlendirmistir. Ancak
inkiibasyon siiresinin biyofilm olugumunu etki-
ledigi, ¢cok sayida caligma ile gosterilmistir®244,
Mottola ve ark.“*? stafilokoklar, enterokoklar,
Corynebacterium spp., Pseudomonas spp. ve
Acinetobacter spp.’de biyofilm olusumunun
inkiibasyon siiresi ile arttifin1 gostermislerdir.
Ayni1 ¢alismada, Corynebacterium tiirlerinde
gozlenen orta diizeyde biyofilm olusumu 48
saatlik inkiibasyondan sonra artarken, 72 saatin
sonunda  azalmistir. birlikte,
Pseudomonas tiirlerinde orta ve yiiksek diizeyde

Bununla

biyofilm olusumu 48 saatlik inkiibasyondan
sonra artmis ve 72 saatin sonunda sabit kalmis-
tir. Calismamizda, biyofilm olusumu 48 saatlik
inkiibasyon sonrasi degerlendirilmistir. Biyofilm
olusumunun incelendigi ¢aligmalar 1s1¢inda, 48
saat sonrasindaki degerlendirmelerin daha uygun
olacagi diisiincesindeyiz.

Hasta verilerinin ve 6zellikle de risk faktorleri-
nin bulunmamasinin bu caligmanin temel kisit-
liliklaridir. Buna karsilik, diyabetik ayak iilser-
lerinde biyofilm varligin1 gosteren az sayida
calisma vardir. Calismamiz diyabetik ayak
enfeksiyonlarinda biyofilm olusum oranlarinin
cok yiiksek oldugunu gostermistir. Bu konuda
daha kapsamli ¢aligmalara gereksinim oldugu
aciktir. Kronik yaralardaki biyofilm yonetimi
kronik yara tedavisinin en etkili basamagini
olusturur. Caligmalarimiz, diyabetik ayak
enfeksiyon etkenlerinin biyofilm olusturmasini
onlemek veya biyofilmi ortadan kaldirmak icin
terapotik stratejilerin gelistirilmesi gereksini-
mini vurgulamas: bakimindan da Onem tagi-
maktadir.
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