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Diyabetik Ayak Enfeksiyonlarında Etken Bakteriler ve 
Biyofilm Oluşturma Oranları§

ÖZ

Amaç: Yara yatağı bakterilerin üremesi için ideal bir 
yüzeydir ve mikrobiyal enfeksiyonun yara iyileşmesi üze-
rindeki olumsuz etkileri bilinmektedir. Bakteriler hemen 
her türlü yüzeye yapışarak, biyofilm olarak adlandırılan 
kompleks yapılı topluluklar oluştururlar. Çalışmamızın 
amacı diyabetik ayak enfeksiyonuna neden olan etkenleri 
ve biyofilm oluşturma oranlarını saptamaktır. 

Gereç ve Yöntem: Enfekte diyabetik ülserlerinden alınan 
rutin kültür örnekleri, 2013-2015 yılları arasında 
Enfeksiyon Hastalıkları ve Klinik Mikrobiyoloji 
Laboratuvarı’nda değerlendirildi. Kültür için örnekler, 
yumuşak doku debridmanı ve/veya kemik biyopsisi ile top-
landı ve standart kültür ve tanımlama yöntemleri kullanıla-
rak etken bakteriler tanımlandı. Biyofilm üretimi kantitatif 
mikrodilüsyon plak yöntemi ile saptandı. 

Bulgular: Toplam 55 hastanın yumuşak ve/veya kemik 
dokusu örneklerinden 81 etken bakteri izole edildi. En sık 
izole edilen bakteri Pseudomonas spp. (n=16; %19.8) idi. 
Biyofilm oluşumu 67 izolatta (%82.7) saptandı. Birçok 
mikroorganizma türünde biyofilm oluşumu görülmekle 
birlikte, özellikle Staphylococcus ve Pseudomonas türlerin-
de daha yaygın olduğu gözlendi. 

Sonuç: Çalışmalarımız diyabetik ayak enfeksiyonu 
etkenlerinin biyofilm oluşturmasını önlemek veya biyo-
filmi ortadan kaldırmak için tedavi stratejilerinin geliş-
tirilmesi gereksinimini vurgulaması bakımından önem 
taşımaktadır. 

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

GİRİŞ

Ayak ülserleri diabetes mellitusun ciddi kompli-
kasyonlarından olup, hastalarda yaşamları 

boyunca %12-25 oranında ayak ülseri gelişme 
riski vardır(1-3). Yara yatağı bakteri çoğalması 
için ideal bir yüzeydir ve enfeksiyonun yara iyi-
leşmesi üzerine olumsuz etkileri olduğu 
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gösterilmiştir(4,5). Bu nedenle, yara enfeksiyonu-
nun gelişmesine katkıda bulunan faktörleri 
tanımlamak, yara yönetiminde önem taşır(5).

Bakteriler hemen her yüzeye yapışıp çoğalarak, 
biyofilm olarak adlandırılan yapısal olarak kar-
maşık topluluklar oluşturabilirler. Biyofilmdeki 
bakteriler, kendi oluşturdukları ekstrasellüler 
matriks ile örtülü çok hücreli agregatlar içinde 
gelişirler(6,7). Topluluktaki bakterilerin farklılaş-
ması, maruz kaldıkları koşullara bağlıdır. 
Biyofilm içinde besin maddeleri, oksijen ya da 
elektron dengelerindeki değişikliklere yanıt ola-
rak hücrelerin gen ifadeleri değişir(8,9). Bakteri 
topluluklarının biyofilm içinde yaşamasının, bir-
çok antibiyotiğe direnç sağlama, konak savun-
masından korunma gibi çok sayıda yararı 
vardır(10-12).

Biyofilm, kronik yaralarda veya akut yarada 
kısmi kalınlık varlığı ile gösterilmiştir(13,14). 
Yeni oluşan yaralarda, endojen (konakçı) ve 
eksojen kaynaklı çeşitli mikroorganizmalar 
yara yüzeyini kontamine edebilir. Yara yüzeyi-
nin özellikleri, hangi mikroorganizmaların bağ-
lanıp çoğalacağını ve buradaki erken biyofilm 
bileşenlerini belirlemede yardımcı olur(15). 
İlginç olarak yaradaki bakteri türünden çok, tür 
sayısı yara iyileşmesi ile daha çok ilişkilidir. 
Yara iyileşmesindeki gecikme, dört veya daha 
fazla bakteri türü varlığında, tür sayısı ile doğru 
orantılıdır(16). Biyofilm çoğunlukla birden çok 
tür içeren mikroorganizma topluluklarından 
oluşur, bu nedenle mikrobiyal virülansın siner-
jik etkisi sıklıkla yara komplikasyonları ile 
sonuçlanır(17,18).

Diyabetik hastalarda regüle olmayan kan gliko-
zu, birçok bakterinin biyofilm üretimine olanak 
sağlar. Özellikle ortamdaki glukozun bakteri 
tarafından kullanılabilir olmasının, pseudomo-
naslar, Vibrio cholerae, Escherichia coli ve sta-
filokokların ekzopolisakkarit (EPS) ekspresyonu 
ve biyofilm oluşturmalarını belirgin bir şekilde 

arttırdığı gösterilmiştir(19-21).

Çalışmamızın amacı, diyabetik ayak enfeksiyo-
nu olan hastalarda etken dağılımını ve mikroor-
ganizmaların biyofilm oluşturma oranlarını orta-
ya koymaktır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmada 2013-2015 yılları arasında Adnan 
Menderes Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi 
Enfeksiyon Hastalıkları ve Klinik Mikrobiyoloji 
Laboratuvarı’na gönderilen, diyabetik ayak 
enfeksiyonu olan hastalardan alınan kültür 
örnekleri değerlendirildi. Kültür için örnekler, 
yumuşak doku debridmanı ile ve/veya operas-
yon sırasında kemik dokudan elde edildi. Doku 
örnekleri %5 koyun kanlı agar (Oxoid) ve 
McConkey agar (Oxoid) besiyerine ekilerek 
37°C’de inkübe edildi. Bakteriler konvansiyonel 
yöntemler kullanılarak tanımlandı(22).

Biyofilm oluşumunun belirlenmesinde kantitatif 
mikrodilüsyon plak yöntemi kullanıldı. Bakteri 
suşları %0.25 glikoz içeren triptic soy broth 
(TSB) (Oxoid) sıvı besiyerinde 35.5°C’de bir 
gece inkübe edildikten sonra, 1/40 oranında 
%0.25 glikoz içeren TSB sıvı besiyeri ile dilüe 
edildi. Ardından 96 kuyucuklu U tabanlı steril 
polistiren plaklarda her bir kuyucukta 200 µl 
bakteri süspansiyonu olacak şekilde inoküle 
edildi. Negatif kontrol kuyucuğu için yalnızca 
TSB besiyeri kullanıldı. 35.5°C’de 48 saat inkü-
basyon sonrası kuyucukların içi boşaltıldı ve iki 
kez nazikçe yıkandı. Havada kurutulduktan 
sonra her bir kuyucuğa 200 µl %1 kristal viyole 
eklenerek 15 dakika boyanması için beklendik-
ten sonra içerik boşaltıldı ve iki kez yıkanarak 
kuyucuklar içinde kalan kristal viyole uzaklaştı-
rıldı. Havada kurutulduktan sonra, etanol-aseton 
(80/20) ile çözdürüldü(23). 595 nm dalga boyunda 
mikroplak okuyucuda (Thermo Multiscan 
Spectro) okunarak optik dansitesi ≥ 1 olan izo-
latların biyofilm oluşturduğu kabul edildi(24). 
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BULGULAR 

Çalışmamızda 55 hastadan alınan kemik ve 
yumuşak doku örneklerinden, 81 etken bakteri 
izole edildi. On hastada (%18.2) polimikrobiyal 
enfeksiyon saptandı. İzolatların %34.6’sını Gram-
pozitif koklar, %65.4’ünü Gram-negatif basiller 
oluşturmaktadır. Gram pozitif etkenlerin Gram 
negatif organizmalara oranı 1:1.9 idi. En sık izole 
edilen tür Pseudomonas spp. (n=16; %19.8) idi. 

Seksenbir izolattan 67 (%82.7)’si  biyofilm oluş-
turmuştur. İzole edilen türlerin oranı ve üretilen 
biyofilm yüzdeleri Tablo 1’de gösterilmiştir. 
Gram-pozitif izolatların 23 (%82.1)’ünde ve 
Gram-negatif izolatların 44 (%83)’ünde biyo-
film varlığı gösterildi (Şekil 1).

Şekil 1. Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin biyofilm 
oluşturma oranları.

Tablo 1. Diyabetik ayak enfeksiyonlarında izole edilen türler ve 
biyofilm oluşturma oranları.

Mikroorganizma 

Gram-pozitif kok
 Koagülaz negatif stafilokok
 Staphylococcus aureus
 Enterococcus spp.
 Grup D streptokok

Gram-negatif çomak
 Pseudomonas spp.
 Escherichia coli
 Acinetobacter spp.
 Klebsiella spp.
 Proteus spp.
 Enterobacter spp.
 Serratia spp.

Toplam 

n (%)*

28 (34.5) 
15 (18.5)
8 (9.9)
4 (4.9)
1 (1.2)

53 (65.5)
16 (19.8)
14 (17.3)
10 (12.3)
5 (6.2)
4 (4.9)
2 (2.5)
2 (2.5)

81*

Biyofilm n (%)**

23 (82.1) 
13 (86.6)

6 (75)
3 (75)
1 (100)

44 (83.0)
15 (93.7)
9 (64.2)
8 (80)
4 (80)
4 (100)
2 (100)
2 (100)

67 (82.7)**

Biyofilm oluşturmayan

TARTIŞMA 

Birçok çalışmada, Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermidis ve Pseudomonas 
aeruginosa diyabetik ayak enfeksiyonlarındaki 
baskın türler olarak bildirilmiştir(25-27). Çalışmamızda, 
benzer şekilde Pseudomonas spp. en çok izole 
edilen tür olmuş (n=16; %19.8), bunu koagülaz 
negatif stafilokoklar (n=15; %18.5) ve E. coli 
(n=14; %17.3) izlemiştir. Sıcak iklime sahip 
Asya ülkelerindeki çalışmalarla uyumlu olarak, 
G r a m - n e g a t i f  b a k t e r i l e r i n  ( ö z e l l i k l e 
P. aeruginosa’nın) Gram-pozitif bakterilere göre 
daha yaygın olduğunu tespit edilmiştir(27,28). 
Diyabetik ayak yaralarında, Enterobacteriaceae 
üyelerinin baskın tür olduğu birçok çalışmada 
gösterilmiştir(29-31). Sıcak iklim koşullarına sahip 
ülkelerde bu durumun, uygun olmayan ayakkabı 
seçimi, ayakların terlemesi, çorapsız ayakkabı 
giyilmesi, ayak hijyeninin zayıf olması, dini 
ritüellerden dolayı ayakların sık sık yıkanması 
ve yıkandıktan sonra ıslak bırakılması gibi neden-
lerden kaynaklanabileceği düşüncesindeyiz.

Hatipoğlu ve ark.(32) Türkiye’deki diyabetik ayak 
enfeksiyonlarında 20 yıllık mikrobiyolojik pro-
fili ortaya koyan çalışmalarında, Gram-pozitif 
ve Gram-negatif bakterileri eşit oranda sapta-
mışlardır. Öte yandan aynı yazarların yakın 
zamanda yaptıkları çok merkezli bir çalışmada(33), 
çalışmamızla benzer şekilde, Gram-negatif bak-
terilerin oranı %60 iken, Gram-pozitif bakterile-
rin oranı %36 olarak bildirilmiştir. Aynı çalışma-
da S. aureus izolatlarının oranı da bulgularımıza 
yakın değerlerde saptanmış olup, Gram-negatif 
bakterilerde, özellikle de E. coli, Acinetobacter 
spp. ve Proteus spp. türlerinde artış izlenmiştir. 

Acinetobacter türleri, cerrahi alan ve diğer yara 
enfeksiyonları da dâhil olmak üzere hastane 
enfeksiyonlarından sorumlu patojenler olarak 
tanımlanmıştır. Hatipoğlu ve ark.(33) diyabetik 
ayak enfeksiyonlarında Acinetobacter türlerini 
%2.84 olarak bildirirken, Ramakant ve ark.(27) 

Biyofilm oluşturan

17,9 17,0

Gram-negatif çomak (n=53)Gram-pozitif kok (n=28)

Y
üz

de
 (%

)

* Düşey toplama göre; ** Yatay toplama göre
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Hindistan’da bu oranı %3.7 olarak belirtmişler-
dir. Çalışmamızda ise, Acinetobacter spp. oranı 
daha yüksek (%12.3) olarak saptanmıştır. Benzer 
şekilde, Gadepalli ve ark.(34) Acinetobacter spp. 
oranlarını %9.3, Karmaker ve ark.(35) ise %10 
olarak bildirmiştir. Bulgularımız hastanemizde-
ki Acinetobacter türlerinin etken olduğu hastane 
enfeksiyonları ile uyumlu bulunmuştur. Çünkü 
hastanemizde 2013-2015 yılları arasında hasta-
ne kökenli cilt ve yumuşak doku enfeksiyonla-
rında Acinetobacter spp. oranı %14.2 olarak 
saptanmıştır (yayınlanmamış veri). 

Çalışmamızda en sık izole edilen ikinci tür koa-
gülaz negatif stafilokoklar (%18.5) idi. Koagülaz 
negatif stafilokoklar cilt florasından kaynakla-
nan kontaminan bakteriler olarak düşünülse de, 
tüm örneklerin derin doku örnekleri olması ve 
sıklıkla ameliyat odası koşullarında alınması 
nedeniyle ürediklerinde etken olarak kabul edil-
mişlerdir. Urbancic-Roven ve ark.(36), diyabetik 
ayak enfeksiyonlarında koagülaz negatif stafilo-
kok oranlarını %20.3 olarak bildirmiştir. Akhi 
ve ark.(37) tarafından yakın zamanda yapılan bir 
çalışmada İran Tebriz’de diyabetik ayak enfeksi-
yonlarında bakteri izolatlarının %17’sinin koa-
gülaz negatif stafilokok olduğu gösterilmiştir. 

Kronik yarada bakterilerin varlığı, tek başına 
biyofilm oluşumunun göstergesi değildir. 
Bununla birlikte, kronik yaralarda bulunan mik-
roorganizmaların çoğunun, özellikle de 
Pseudomonas ve Staphylococcus gibi türlerin, 
yüksek düzeyde biyofilm ürettikleri bilinmek-
tedir(41). Mottola ve ark.(42) 48 saatlik inkübasyon 
sonrası Pseudomonas türlerinde güçlü (%85.7) 
veya orta (%14.3) düzeyde biyofilm oluşumunu 
göstermişlerdir. Staphylococcus türlerinde ise 
suşların % 84.4’ünün 72 saatin sonunda orta 
düzeyde biyofilm oluşturduğu saptanmıştır. 
Podbielska ve ark.(43) diyabetik ayak enfeksi-
yonlarından izole edilen S. aureus suşlarının 
% 69’unun ve S. epidermidis suşlarının %75’inin 
biyofilm oluşturduğunu bildirmiştir. 

Çalışmamızda, biyofilm oluşumunun en fazla 
olduğu izolatların Pseudomonas bakterileri 
(%93.7) ve koagülaz negatif stafilokoklar 
(%86.6) olduğu görülmüştür. 

Diyabetik ayak ülserlerinden izole edilen bakte-
rilerin araştırıldığı birçok çalışmada biyofilm 
oluşumu 24 saatte değerlendirmiştir. Ancak 
inkübasyon süresinin biyofilm oluşumunu etki-
lediği, çok sayıda çalışma ile gösterilmiştir(42,44). 
Mottola ve ark.(42) stafilokoklar, enterokoklar, 
Corynebacterium spp., Pseudomonas spp. ve 
Acinetobacter spp.’de biyofilm oluşumunun 
inkübasyon süresi ile arttığını göstermişlerdir. 
Aynı çalışmada, Corynebacterium türlerinde 
gözlenen orta düzeyde biyofilm oluşumu 48 
saatlik inkübasyondan sonra artarken, 72 saatin 
sonunda azalmıştır. Bununla birlikte, 
Pseudomonas türlerinde orta ve yüksek düzeyde 
biyofilm oluşumu 48 saatlik inkübasyondan 
sonra artmış ve 72 saatin sonunda sabit kalmış-
tır. Çalışmamızda, biyofilm oluşumu 48 saatlik 
inkübasyon sonrası değerlendirilmiştir. Biyofilm 
oluşumunun incelendiği çalışmalar ışığında, 48 
saat sonrasındaki değerlendirmelerin daha uygun 
olacağı düşüncesindeyiz.

Hasta verilerinin ve özellikle de risk faktörleri-
nin bulunmamasının bu çalışmanın temel kısıt-
lılıklarıdır. Buna karşılık, diyabetik ayak ülser-
lerinde biyofilm varlığını gösteren az sayıda 
çalışma vardır. Çalışmamız diyabetik ayak 
enfeksiyonlarında biyofilm oluşum oranlarının 
çok yüksek olduğunu göstermiştir. Bu konuda 
daha kapsamlı çalışmalara gereksinim olduğu 
açıktır. Kronik yaralardaki biyofilm yönetimi 
kronik yara tedavisinin en etkili basamağını 
oluşturur. Çalışmalarımız, diyabetik ayak 
enfeksiyon etkenlerinin biyofilm oluşturmasını 
önlemek veya biyofilmi ortadan kaldırmak için 
terapötik stratejilerin geliştirilmesi gereksini-
mini vurgulaması bakımından da önem taşı-
maktadır.
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