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Staphylococcus aureus izolatlarinin Biyofilm Olusturma Ozelliklerinin
Karsilastirilmasi
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Amag: Staphylococcus aureus, hastane kaynakli ve toplum kokenli enfeksiyonlarin 6nemli bir nedenidir. S. aureus'un
tibbi implantlara ve konak dokuya tutunmasi ve olgun bir biyofilmin olusmasi, kronik enfeksiyonlarin kaliciliginda dnemli
bir rol oynamaktadir. Calismamizin amaci, metisiline duyarh S. aureus (MSSA) ve metisiline direngli S. aureus (MRSA)
izolatlariin biyofilm olusturma potansiyelini belirlemek ve aralarindaki farki gézlemlemektir.

Gerec¢ ve Yontemler: Calismamiza Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen gesitli klinik 6rneklerden elde edilen toplam
200 S. aureus susu (100 MRSA ve 100 MSSA) dahil edilmistir. Izolatlarm tammlanmas: Vitek MS (BioMerieux, Fransa)
cihazi ile antibiyotik duyarliliklar1 Vitek2 Compakt (BioMerieux, Fransa) otomatize sistemi ile belirlendi. Biyofilm
iiretimi, Mikrotitrasyon plak yontemi kullanilarak ¢alisildi. MSSA ve MRSA suslarinin biyofilm olusturma yetenegi
istatistiksel olarak incelendi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak alindi.

Bulgular: Calismaya dahil edilen tiim S.aureus suslari arasinda %51 oraninda biyofilm olusumu saptadik. MSSA
suslarinin %34 tinde, MRSA suslarinin %68 inde biyofilm olusumu gozlenmistir. MRSA ve MSSA gruplar1 arasinda
biyofilm olusturma agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p<0,05).

Sonug¢: Calismamizda MRS A suslarinin biyofilm olusturma yeteneginin MSSA’lara gore anlamli derecede yiiksek oldugu
saptanmistir. MRSA ve MSSA suslarinin olusturdugu biyofilm, bu suslarin hastane ortaminda kalici olma kabiliyetinin
yiiksek oldugunu ve hastanede yatan hastalarda tedaviye basarisizlik olasiligini artirdigint gosterir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus; antimikrobiyal direng; biyofilm.

Comparison of Biofilm Forming Properties of Staphylococcus aureus Isolates
ABSTRACT
Aim: Staphylococcus aureus is a major cause of nosocomial and community-acquired infections. S. aureus attachment to
medical implants and host tissue, and the establishment of a mature biofilm, play an important role in the persistence of
chronic infections. The aim of our study was to determine the biofilm forming potential of methicillin-susceptible S.
aureus (MSSA) and methicillin-resistant S. aureus (MRSA) isolates and to observe the difference between them.
Material and Methods: A total of 200 S. aureus strains (100 MRSA, 100 MSSA) obtained from various clinical samples
sent to the Microbiology laboratory were included in our study. Identification of isolates was determined by Vitek MS
(BioMerieux, France) device and antibiotic susceptibility was determined by Vitek2 Compact (BioMerieux, France)
automated system.). Biofilm production was studied using the Microtitration plate method.The biofilm forming ability of
MSSA and MRSA strains was statistically examined. Statistical significance level was taken as p<0.05.
Results: We found 51% biofilm formation among all S.aureus strains included in the study. Biofilm formation was
observed in 34% of MSSA strains and 68% of MRSA strains. There was a statistically significant difference in biofilm
formation between MRSA and MSSA groups (p<0.05).
Conclusion: We determined that the biofilm forming ability of MRSA strains was significantly higher than MSSA, in
our study. MRSA and MSSA strains indicates that these strains have a high ability to persist in the hospital setting and
increase the risk of disease development in hospitalized patients.
Keywords: Staphylococcus aureus; antimicrobial resistance; biofilm.
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GUR VURAL ve ark.

GIiRiS

Staphylococcus aureus, saglikli bireylerde cilt, burun
boslugu, bogaz ve bagirsak gibi viicudun bazi kisimlarinda
kolonize olarak yaygin sekilde goriiliir. Birincil
kolonizasyon bolgelerinden, dogal savunma bariyerlerinin
(cilt ve mukoza) travma veya cerrahi islemlerle riske
girdigi durumlarda; diger alanlara ulasarak enfeksiyona
neden olabilirler (1). Hastaneden ve toplumdan edinilmis
infeksiyon etkenleri arasinda arasinda ilk siralarda yer alan
S.aureus, deri ve yumusak doku infeksiyonlari,
osteoartikiiler enfeksiyonlar, pnémoni, endokardit ve
bakteriyemi gibi klinik tablolara neden olmaktadir. MRSA
sebep oldugu enfeksiyonlar, tedavi basarisizliklarina, uzun
yatis sireleri ile yiksek morbidite ve mortaliteyle
sonuglanabilen klinik durumlara yol agabilmektedir (2).
S.aureus izolatlarimin virulansi; aderans, g¢esitli toksinler,
enzimler, yapisal ve ekstraseliiler faktorler gibi 6zellikler
ile birlikte biyofilm olusumuna da baghdir (1). Biyofilm,
bir yiizey {izerinde mikroorganizma kolonileri ve onlarin
tirettikleri  ekstraseliller polimerik yapilar (EPS),
proteinler, ¢evresel organik ve inorganik maddelerden

olusan bir tabakadir. Biyofilm olusumu,
mikroorganizmalari  opsonizasyon,  fagositoz  ve
antibiyotiklerden  koruyarak, sepsis ve  kronik

enfeksiyonlarin olusumuna neden olabilir (3,4). Ciddi
kronik enfeksiyonlardan sorumlu anahtar viriilans faktorii
olarak kabul edilmistir (4,5).

Biyofilm ile iligkili S. aureus enfeksiyonlari, konagin
dogal savunma mekanizmalarma ve antimikrobiyal
tedaviye direng gosterir (6). Ayrica biyofilm fenotipi
antimikrobiyal diren¢ kazanimindan etkilenebileceginden;
biyofilm olusumu ve antimikrobiyal diren¢ fonksiyonel
olarak baglantilidir (5,6).

Calismamizda farkli klinik Orneklerden izole edilmis
MSSA ve MRSA suslarinin  biyofilm olusturma
potansiyelini ve bu agidan aralarindaki farki gézlemlemek
amaclanmistir.

GEREC VE YONTEMLER

Calisgmamiza Eyliil 2018-Aralik 2018 tarihleri arasinda
cesitli kliniklerden gonderilen numunelerden izole edilen
100 MRSA ve 100 MSSA dan olusan toplam 200 S.
aureus susu dahil edilmistir. Izolatlarin tanimlanmasi
Vitek MS (BioMerieux, Fransa) otomatize sistem ile,
antimikrobiyal duyarlilik testleri ise Vitek2 Compakt
(BioMerieux, Fransa) sistemi ile calisildi. Metisilin
direncini belirlemek i¢in sefoksitin disk difiizyon testi
kullanilmistir. Duyarlilik sonuglar1 EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
kriterlerine gore degerlendirilmistir (7). Calisma igin
Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’ ndan onay alindi (Tarih:
08.12.2021; say1 no: 2021/573).

Biyofilm Varhginin Arastirilmasi

S.aureus suslarinda meydana gelen biyofilm varlig
mikrotitrasyon plak yontemi ile arastirildi. Kanli agar
besiyerinde saflagtirilan suglar %0,25 glukoz igeren
Tryptic Soy Broth (TSB) (BD,Fransa) besiyerine ekilerek
36°C’de 24 saaat inkiibe edildi. Tek diisen kolonilerden
1/20 diliisyon hazirlanarak; 96 kuyucuklu diiz tabanli
mikrotitrasyon plaginda her kuyucuga 200 ul olacak
sekilde pipetlenerek 36 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki besiyerleri

aspire edildi ve kuyucuklar li¢ kez distile su ile
pipetlenerek yikandi ve ters ¢evrilip kurutuldu. Sonrasinda
kuyucuklara %]1°lik kristal viyole soliisyonundan 100’er
pl pipetlendi ve 15 dakika boyunca oda sicakliginda
bekletildikten sonra kuyucuklar ii¢ kez distile su ile
pipetlenerek yikandi ve plak ters cevrilerek kurutuldu.
Boyay1 ¢ozmek i¢in 200°er pl etanol/aseton (80:20)
soliisyonundan dagitilarak 10 dakika boyanin ¢6ziilmesi
saglandi. Ardindan plaklar ELISA (ChroMate, Amerika)
okuyucuda 492 nm dalga boyunda okutuldu (8,9).
Caligmaya dahil edilen her izolat ii¢ kez caligildi. Negatif
kontrol susu olarakta steril serum fizyolojik kulanilirken;
pozitif kontrol olarak da A. baumanii ATCC 19606 susu
kullanildi. Sonuglar izolatlarin optik dansite degerlerine
gore daha onceki ¢aligmalardaki gibi yapisma olmayan,
zayif, orta ve giicli biyofilm iiretme yetenegine gore
smiflandirilarak degerlendirildi (9,10,11).

Istatistiksel Analiz

MSSA ve MRSA iki bagimsiz grup olarak alindi. Biyofilm
dereceleri  ve  antibiyotik  direng  dagilimlarim
kargilagtirmak igin Mann Whitney U Testi kullanildi.
Onem diizeyi p<0,05 olarak alindi. Analizler, IBM SPSS
(Statistical Package for Social Science) Statistics 20.0
programindan yararlanilarak yapilmistir.

BULGULAR

Caligmaya dahil edilen 6rneklerin gonderildigi kliniklerin
dagilimma bakildiginda; MSSA suslarinda yogun bakim
12 (%12), hematoloji 11(%11), MRSA suslarinda ise
yogun bakim 21(%21) ve ortopedi 11(%11)’nin ilk iki
sirada oldugu goriilmektedir. Orneklerin gonderildigi
servis dagilimlart MRSA ve MSSA igin Tablo 1°de toplu
olarak verilmistir.

Ornek tiirlerinin dagilimina goére en sik izole edilenler:
MSSA suslarinda yara 37 (%37), kan 24 (%24); MRSA
suslarinda idrar 27(%27) ve kan 26(%26) oldugu
belirlenmistir. En ¢ok biyofilm olusturan suslarin
dagilimina gore: MSSA suslarinda kan dokuz (%9), yara
dokuz (%9); MRSA suslarinda kan 17(%17), idrar
12(%12) oldugu saptanmistir. Orta ve kuvvetli biyofilm
olusturan izolatlar her iki 6rnek grubunda da kan izolatlar
idi (Tablo 2).

Calismaya dahil edilen edilen tiim S.aureus suslar
arasinda %51 oraninda biyofilm olusumu saptadik. MSSA
suslarinin %34 iinde, MRSA suslarinin %68 inde biyofilm
olusumu gozlenmistir. MRSA ve MSSA gruplar arasinda
biyofilm olusturma acgisindan istatistiksel olarak anlamli
bir fark vardir (p<0,05). MSSA suslarinin sekizinde (%8)
zayif, 22’sinde (%22) orta, dordiinde (%4) giiclii derecede
biyofilm olusumu gozlenirken, MRSA suslarinin 34’ iinde
(%34) zayif, 20’sinde (%20) orta, dordiinde (%4) giicli
derecede biyofilm olusumu saptanmustir (Tablo 2).

Tablo 3’te gosterildigi gibi biyofilm olusturan ve biyofilm
olusturmayan S. aureus suslarinin antimikrobiyal direng
dagilim oranlarini karsilagtirdigimizda: penisilin (%94,5'e
karst1  %90,7, p=0,427), trimetoprim-sulfametoksazol
(%6,5'ye kars1 %8,3, p=0.029), siprofloksasin (%17,3'a
karst %17,5, p=0.026), klindamisin (%17,3'ye kars1
%18,5, p=0,315), gentamisin (%06,5'ye karst %S5,5,
p=0,002), tetrasiklin (%22,8'a karsi %21,2, p=0,237)
olarak  gorlilmiigtir. Tim  izolatlar  teikoplanin,
vankomisine ve linozolide duyarli olarak saptanmuistir.
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Tablo 1. MRSA ve MSSA suglarinin kliniklere gore dagilimi

GUR VURAL ve ark.

MSSA Klinik n (%) MRSA Klinik n (%)
Acil ve Tlkyardim 7(7) Acil ve Ilkyardim 6 (6)
Beyin Cerrahi 3(3) Beyin Cerrahi 2(2)
Cocuk Acil 1(1) Cocuk Acil 2(2)
Cocuk Gastroenteroloji 1(2) Cocuk Enfeksiyon 33
Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 22 Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 33
Dahiliye 6 (6) Dahiliye 7(7)
Dermatoloji 4 (4) Dermatoloji 5 (5)
Endokrinoloji 1(1) Enfeksiyon Hastaliklar1 1(1)
Enfeksiyon Hastaliklari 5 (5) Genel Cerrahi 6 (6)
Genel Cerrahi 33 Gogiis Cerrahi 2(2)
Gogiis Cerrahi 5 (5) Gogiis Hastaliklari 33
Gogiis Hastaliklar 2(2) Hematoloji 5(5)
GOz Hastaliklar 1(1) Kardiyoloji 3(3)
Hematoloji 11 (11) Nefroloji 9(9)
Hemodiyaliz ve Onkoloji Merkezi 1(1) Noroloji 3(3)
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum 2(2) Onkoloji 3(3)
Kalp Damar Cerrahi 1(0) Ortopedi ve Travmatoloji 11 (11)
Kardiyoloji 5(5) Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik 1(0)
Nefroloji 5(5) Uroloji 4 (4)
Noroloji 2(2) Yogun Bakim 21 (21)
Onkoloji 70
Ortopedi ve Travmatoloji 2(2)
Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi 8 (8)
Romatoloji 1(0)
Uroloji 2(2)
Yogun Bakim 12 (12)
Tablo 2. MSSA ve MRSA suglarinda biyofilm olusturma derecelerine gore 6rnek tiirii dagilimi
MSSA *Biyofilm MRSA *Biyofilm
Ornek tiirii olusturma Ornek tiirii olusturma
derecesi Toplam derecesi Toplam
0 1 2 0 1 2
Ameliyat Materyali 4 1 2 7 Ameliyat Materyali 1 4 1 7
Asit s1visi 1 1 Balgam 3 1 5
Bronkoalveolar Lavaj 1 1 idrar 15| 8 4 27
(BAL)
Balgam 2 2 4 Kateter ucu 1 1 1 3
Beyin omurilik s1visi 1 1 Konjunktiva 1 1 2
(BOS)
Kan 15 7 24 Kulak siiriintiisii 1 1
Kateter ucu 3 4 Mayi 1 1 1 3
Kist Sivisi 1 Safra 1 1
Kulak siiriintiisii 1 1 Kan 9 |10 6 26
drar 5 1 6 Trakeal Aspirat 4 3 4 12
Trakeal Aspirat 6 1 3 10 Yara Siiriintiisii 6 4 3 13
Viicut sivisi 1 1 2 Toplam 42 | 34 | 20 100
Yara Siiriintiisii 28 | 3 5 37
Toplam 66 | 8 | 22 100

*1: Zayif, 2: Orta, 3: Gliglii
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Tablo 3. Biyofilm olusturma 6zelliklerine gére antibiyotik direng oranlari

Biyofilm Olusturan Suslar Biyofilm Olusturmayan p Degerleri
Antibiyotikler (n=108) Suslar (n=92)
(n/%) (n/%)

Sefoksitin 58 (63) 42 (38,8) 0,017
Penisilin 87 (94,5) 98 (90,7) 0,796
Gentamisin 6 (6,5) 6 (5,5) 0,782
Klindamisin 16 (17,3) 20 (18,5) 0,739
Siprofloksasin 16 (17,3) 19 (17,5) 0,866
Tetrasiklin 21 (22,8) 23 (21,2) 0,763
Trimethoprim-Sulfamethoxazol 6 (6,5) 9 (8,3) 0,796

TARTISMA

S. aureus tarafindan biyofilm iiretimi, bagisiklik sistemine
ve antibiyotiklere karsi koruma saglayan onemli bir
virulans faktorii olarak tanimlanmistir ve kronik veya
kalict enfeksiyonlardan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir
(12). Biofilm olusturan S. aureus septisemi, endokardit,
osteomiyelit gibi birgok hastaliga neden olur ve S. aureus'
un neden oldugu hastane enfeksiyonlarinda ciddi bir
sorundur (13,14).

Piechota ve arkadaslari MRSA ve MSSA suslarinda
biofilm iiretimini arastirdiklar1 c¢alismalarinda suslarin
%99,2°sinin biofilm olusturdugunu saptamislardir (11).
Neopa ve arkadaglari yara 6rneklerinden izole edilen S.
aureus izolatlarinda %69,8 oraninda biyofilm olusumu
saptamislardir (15). Kan 6rneklerinden {ireyen S. aureus
suslarinda biyofilm varliginin arastirildigi  baska bir
calismada izolatlarin  %66,7’sinde biyofilm olusumu
gbzlenmigtir (16). Biyofilm olusumunun prevalansindaki
farkliliklar, %50 ile %70 arasinda degisen verilerle rapor
edilmistir (17,18,19). Calismamizda S. aureus suslarinda
%351 oraninda biofilm olusumu saptadik ve literatiir ile
uyumlu olarak degerlendirdik.

S. aureus'un yapisma o6zelliginin belirlenmesi, biyofilm
olusumu ile patojenite derecesi arasinda iligkiler
gostermistir, organizmanin viriilans 6zelliginin yiizeye
yapisma yetenegi ile degistigi gosterilmistir (20). Bu
nedenle, biyofilm iireticilerinin yapigma o6zelligi; zayif,
orta ve kuvvetli olarak derecelendirilmistir (11). Rasim ve
Kaleli ¢aligmalarinda S. aureus suslarmin 112’sinde
(%64,0) orta derece biyofilm iretimi ve 29’unda
(%16.6) giiclii biyofilm {iretimi belirlenmistir (21).
Cesitli klinik 6rneklerden elde edilen MRSA ve MSSA
suslarinda biyofilm olusununun arastirildig: bir ¢alismada;
73 MRSA susunun %47,9’unda orta diizeyde biyofilm
olusunu gozlenirken, suslarin %39,7'sinde giiglii biyofilm
olusumu saptanmistir (11). Bizim ¢alismamizda tim S.
aureus suslar1 arasinda giiclii ve orta derecede biyofilm
olusturanlar %25 oraninda iken; MSSA lar arasinda bu
oran % 26, MRSA suslar1 arasinda ise %24 idi.

S. aureus normal flora elemani olarak nazofarenks, deri,
g0z, barsak ve iirogenital sistemde bulunur (22). Yara veya
cerrahi insizyon yoluyla cilt bariyerlerini asabilir ve
enfeksiyona neden olabilir. Bu nedenle deri ve yumusak
doku enfeksiyonlarinin en yaygin ajani olarak gosterilen
firsat¢1 bir patojendir (12). Ayrica dokulara veya kalici
tibbi cihazlara yapisma ve biyofilm olusturma 6zelligine
sahiptir (23). Calismamizda biofilm olusturan 6rnek tiiri
dagilimina baktigimizda tiim S. aureus suslari arasinda kan
ve idrar Orneklerinin en fazla biyofilm olusturdugunu
belirledik. 2018 yilinda yapilan bir c¢alismada

mikrotitrasyon plak yontemi ile yara 6rneklerinin %77,4’
iinde biyofilm f{iretimi saptanmistir (15). Piechota ve
arkadaglar1 giiglii biyofilm olusumunu balgam ve
trakeostomiden (%66,7) izole edilen suslar arasinda
gozlemlemistir (11). Bizim ¢alijmamizda MRSA
suslarinda giiclii ve orta derecede biofilm olusturan 6rnek
kan ve yara iken, MSSA susglarinda kan ve trakeal aspirat
ornekleri idi.

Biyofilm olusturma yeteneginin antibiyotik direnci ile
iliskilendirilmesi S.aureus suslarindaki antibiyotik direnci
ile miicadelede dnemlidir. Calismamizda penisilin direnci
biyofilm olugturan ve olusturmayan S.aureus suslarinda
yiiksek oranda bulundu. Abdelraouf ve arkadaglar1 2020
yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda benzer sekilde biofilm
aragtirdiklar1  S.aureus izolatlarinda yiiksek diizeyde
penisilin direnci saptamislardir (24). Biyofilm olusturan
izolatlarda gentamisine direng yiiksek oranda bulunurken,

trimetoprim-  sulfametoksazole  diren¢  biyofilm
olusturmayan izolatlarda yiiksek oranda bulundu. Bu
durum  ozellikle toplumdan  kazamilan  S.aures

enfeksiyonlarinda trimetoprim- sulfametoksazoliin sik
kullanilmasindan kaynaklanabilir. Calismamizdaki tiim
suslar teikoplanin, vankomisin ve linozolide duyarli idi.
Bu ilaglarin hastanede tedavi goéren belirli hasta
gruplarinda kullanilmasi bunda etken olabilir.
Calismamizda MRSA suslarinin  biyofilm olusturma
yeteneginin MSSA’lara gore anlamli derecede yiiksek
oldugu saptanmustir. Biyofilm ile iligkili gen bolgelerinin
molekiiler yontemlerle de saptanmasi bakterilerin
virulans1  hakkinda daha fazla bilgi verebilir.
Caligmamizdaki ana kisitliliklardan biri biitgeden kaynakli
biyofilm olusumunu olarak sadece konvansiyonel
yontemlerle saptamis olmaktir. MRSA ve MSSA
suslarimin  biyofilm olusturma kapasitesi, bu suslarin
hastane ortaminda kalict olma ve hastanede yatan
hastalarda hastalik gelistirme riskinin yiiksek olma
kabiliyetine isaret eder. Bu nedenle hastanelerde bu
izolatlarin yayiliminin oniine gegilmesi ve biyofilm
gelistirme potansiyelleri agisindan taranmalarinin 6nemli
oldugu diisiinmekteyiz.

Yazarlarin Katkilari: Fikir/Kavram: D.G.V.; Tasarim:
D.G.V., Y.T.C.; Veri Toplama ve/veya Isleme: 1.B., K.B.,
E.G.T.; Analiz ve/veya Yorum: D.G.V., A.B.; Literatiir
Taramasi: E.G.T, I.B.; Makale Yazimi: D.G.V., IB.
Elestirel inceleme: A.B., Y.T.C., K.B.
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