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OZET

GENTAMISIN, SEFTRIAKSON, SIPROFLOKSASIN VE MEROPENEM'IN
Klebsiella pneumoniae iZOLATLARINA KARSI ANTIBIYOFILM
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI
Giilsim NALBANT
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans, Nisan/2021
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Kemal BILGIN

Klebsiella pneumoniae, hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlara neden
olabilen firsat¢1 patojen bir bakteridir. K. pneumoniae’nin da onemli viriilas
faktorlerinden biri olan biyofilm, mikrobiyal tiirlerin kendilerini ¢evresel etkenlerden
korunmak ve yasamsal faaliyetleri icin elverisli bir ortam saglamak amaciyla
olusturduklar1 bir mikro-ekosistemdir. Calismamizda idrar 6rneklerinden izole edilen
K. pneumoniae izolatlarinin biyofilm olusturma yetenegi ve gentamisin, meropenem,

seftriakson ve siprofloksasin’in antibiyofilm aktivitesi arastirilmasi: amaglanmistir.

Calismaya cesitli servislerden gonderilen idrar 6rneklerinden izole edilen 181 K.
pneumoniae izolat1 dahil edildi. izolatlar konvansyonel ve otomatize sistemler
kullanilarak tanimlandi. Calismaya dahil edilen izolatlarin biyofilm olusturma
yetenekleri mikrotitrasyon plak yontemi ile ¢alisildi ve sonuglar standart suslarinin
absorbans degerleri ile karsilastirilarak kantitatif olarak skorlandi. Biyofilm
olusturdugu tespit edilen izolatlarin gentamisin, meropenem, seftriakson ve
siprofloksasin i¢in antibiyotik duyarlilik durumlar1 mikrodiliisyon yontemi
kullanilarak ¢alisildi. Bu sonuglara gore orta derece biyofilm olusturdugu tespit edilen
izolatlar i¢ginden dort antibiyotige de duyarli olan 7 izolatin, tiim antibiyotikler igin ayr1
ayr1 antibiyofilm aktivitesi arastirildi. Antibiyofilm aktivitesi gdsteren antibiyotik ve
konsantrasyonlarindan seg¢ilen 6rneklerdeki biyofilm olusumlari elektron mikroskobu

kullanilarak goriintiilendi.

Calismaya dahil edilen 181 izolatin 90 (%49.7)’mmda biyofilm olusumu
gbzlenmistir. Bunlardan 27 (%30)’si orta derece 63 (%70)’lide zayif derecede biyofilm
olusturmustur. Orta derece biyofilm olusturanlarin meropeneme duyarl olma durumu,
zaylf derecede biyofilm olusturanlara gore istatistiksel olarak anlamli oldugu

goriiliirken, diger antibiyotiklerde bdyle bir sonug¢ saptanmamistir. Biyofilm dnlenim



caligilan izolatlarda gentamisin, meropenem, seftriakson ve siprofloksasin igin bazi

izolatlarda ¢esitli konsantrasyonlarda antibiyofilm aktivitesi saptanmaistir.

Calismamiz sonunda antibiyotiklerin biyofilm olusumlarinin giderilmesinde
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte hangi antibiyotiklerin hangi
dozlarda kullanilacagmnin tespit edilebilmesi i¢in farkli yontemlerin de kullanildigi,

genis kapsamli yeni ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: K. pneumoniae, biyofilm, antibiyofilm aktivite



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIBIOFILM ACTIVITIES OF GENTAMICIN,
CEFTRIAXONE, CIPROFLOXACIN AND MEROPENEM AGAINST Klebsiella
pneumoniae ISOLATES
Giilsim NALBANT
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Microbiology
Master, April/2021
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Kemal BILGIN

Klebsiella pneumoniae is an opportunistic pathogenic bacterium that can cause
hospital and community-acquired infections. Biofilm, one of the important virulence
factors of K. pneumoniae, is a micro-ecosystem created by microbial species to protect
themselves from environmental factors and to provide a suitable environment for their
vital activities. In our study, it was aimed to investigate the biofilm formation ability
of K. pneumoniae isolates isolated from urine samples and the antibiotic activity of

gentamicin, meropenem, ceftriaxone and ciprofloxacin.

The study included 181 isolates of K. pneumoniae isolated from urine samples
sent from various services. Isolates were identified using conventional and automated
systems. According to these results, the antibiotic activity of 7 isolates that were
susceptible to four antibiotics, among the isolates that showed moderate biofilm
formation, was investigated separately for all antibiotics. Biofilm formations in
samples selected from antibiotics and concentrations showing antibiofilm activity

were viewed using electron microscopy.

Biofilm formation was observed in 90 (49.7%) of the 181 isolates included in
the study. Of these, 27 (30%) formed medium degree and 63 (70%) weak biofilm.
While it was observed that susceptibility to meropenem in moderate biofilm forming
was statistically significant compared to those forming a weak biofilm, this result was
not found with other antibiotics. Various concentrations of antibiofilm activity were
detected in some isolates for gentamicin, meropenem, ceftriaxone and ciprofloxacin in

isolates with biofilm inhibition.

As a result of our study, it is thought that antibiotics can be used in removing

biofilm formation. However, it has been observed that different methods are used to



determine which antibiotics and in what doses to use and new complex studies are

needed.

Keywords: K. pneumoniae, biofilm, antibiofilm activity
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1. GIRIS

Klebsiella pneumoniae hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlara neden
olabilen en 6nemli mikroorganizmalardan biridir (Follador ve ark., 2016). Bu
mikroorganizma Enterobacteriaceae ailesinde bulunan gram negatif ve kapsiillii bir
basildir (Vuotto ve ark., 2017). Insan bagirsak mikrobiyotasinin bir parcasi olup
saglikli bireylerde cilt ve nazofarinkste kolonize olabilir. Ayrica K. pneumoniae
toprak, bitki Ortiisii, su gibi gesitli gevresel niglerde ve igme suyu dagitim sistemlerinde
de bulunabilmektedir. Altta yatan bazi hastaliklarin varliginda ve bagisikligi
zayiflamis bireylerde, olusturdugu firsat¢1 enfeksiyonlarin frekansinin yiiksek oldugu
bildirilmistir (Follador ve ark., 2016; Seifi ve ark., 2016). Genellikle idrar yolu
enfeksiyonlar1 (IYE), pnomoni, septisemi ve yara enfeksiyonlari ile iliskili firsatc1 bir
patojendir (Singla ve ark., 2013).

K. pneumoniae o6zellikle kapsiil polisakkaridi, hipermukoviskozite, fimbriya,
toksinler ve demir alim determinantlar1 gibi pek cok viriilans faktdriine sahiptir
(Hennequin ve Robin, 2016). Diger 6nemli bir viriilans faktorii de biyofilm olusturma
yetenegidir (Kus ve ark., 2017). Kapsiil ve fimbria, bakteri hiicre ylizeyinin belirgin
yapisal bilesenleridir ve biyofilm olusumunda 6nemli bir role sahiptirler (Singla ve
ark., 2013). K. pneumoniae kateterler ve endotrakeal tiip gibi kalic1 plastik cihazlarda
biyofilm olusturabilir ve daha sonra insan dokusunu kolonize edebilir (Singla ve ark.,
2013).

Biyofilm, dogada siklikla rastlanilan bir mikrobiyal yagsam formudur ve ¢esitli
mikrobiyal tiirlerin  kendilerini ¢evresel etkenlerden korunmak ve yasamsal
faaliyetleri i¢cin elverigli bir ortam saglamak amaciyla olusturduklar1 bir mikro-
ekosistemdir (Temel ve Erag, 2018).

Biyofilmde hiicre dis1 polimerik maddeler, bakterileri opsonizasyon ve
fagositozdan korur. Ayrica in vitro deneyler, biyofilmlerdeki bakterilerin, planktonik
formda bulunanlara gore antibiyotiklere daha az duyarli oldugunu gostermektedir
(Anderl ve ark., 2000).

Biyofilm i¢indeki bakteriler, fiziksel ve kimyasal bariyerler nedeniyle
antimikrobiyal penetrasyonunda azalma, ¢ogalma hizinda yavaslama, mikrobiyal
heterojenite ve direng genlerinin aktarimi gibi nedenlerden dolay1 antimikrobiyal
ajanlara daha direnclidirler. Ayrica konak¢r immun sistemine ve sicaklik gibi dis

etkenlere karsi planktonik formlara kiyasla daha direnglidirler (Ashbaugh ve ark.,



2016; Eryilmaz ve ark., 2019). Bu durum kronik ve tedavisi zor enfeksiyonlara neden
olabilmekte ve antibiyotik direnci genleri igin bir rezervuar olusturabilmektedir
(Ashbaugh ve ark., 2016).

K. pneumoniae’nin biyofilm olusturma yetenegi, patojeni konak¢i bagisiklik
tepkilerinden ve antibiyotiklerden korur, epitel dokularinda ve tibbi cihaz yiizeylerinde
kalicthgmi artirir (Vuotto ve ark., 2017).

IYE sik goriilen hastaliklar olup, iiretra kateter ve stentleri gibi tibbi
malzemelerle kombine olduklarinda, ciddi sorunlara yol acabilirler. Son yillarda klinik
ekipmanlarda biyofilm olusumunun engellenmesi igin topik antibiyotik kaplamalari,
kateterizasyon siiresinin azaltilmasi, manset yerlestirilmis kateter kullanilmasi ve
kateterin antimikrobiyal ajanlarla kaplanmasi1 gibi bazi stratejiler 6nerilmistir (Ceyhan,
2008). Bununla birlikte biyofilmin ortadan kaldirilmasi ve buna bagli sistemik
enfeksiyonlarin  Onlenmesi i¢in uygun antibiyotiklerin seg¢ilmesinde zorluk
cekilebilmektedir (Narasimhaswamy ve ark., 2015).

Calismamizda idrar yolu enfeksiyonlarma sebep olan K. pneumoniae'nin
biyofilm olusturma yetenegini ve gentamisin, meropenem, seftriakson ve
siprofloksasin antibiyotiklerinin olusan biyofilmi giderme yeteneklerinin arastiriimasi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Klebsiella pneumoniae’nin Genel Ozellikleri
2.1.1. Etimoloji

Enterobacteriaceae ailesine dahil olan Klebsiella cinsi, 1885'te Alman
bakteriyolog Theodor Albrecht Edwin Klebs’in ismini  almistir. Klebs,
mikroorganizmalarin bulasict hastaliklardan sorumlu oldugunu gosteren Oncii
calismalari ile bilinmektedir. Daha sonraki yillarda K. pneumoniae’nin yaptigi agir
Oldiirlici  pnémoni tablosunu arastirmact Carl Friedlander ayrintili bigimde
tanimlamasindan dolayr K. pneumoniae yillarca ‘Friedlander basili’ olarak
isimlendirilmistir (Ristuccia ve Cunha, 1984; Ustagelebi, 1999). K. pneumoniae’nin
taksonomisi Tablo 2. 1°de gosterilmektedir (Uniport, 2021).

Tablo 2. 1. K. pneumoniae’nin taksonomisi (Uniport, 2021)

Alem: Bacteria

Sube: Proteobacteria

Sinif: Gammaproteobacteria

Takim: Enterobacterales

Aile: Enterobacteriaceae

Cins: Klebsiella
Tiir: Klebsiella pneumoniae

2.1.2. Morfoloji ve Mikrobiyolojik Ozellikleri

Enterobacteriaceae ailesinin genel 6zelliklerine sahip olan Klebsiella cinsi
bakteriler, kapsiillii, spor olusturmayan, gram negatif, ikiser ikiser kisa zincir olusturan
0.7-1.5 x 2.0-5.0 um boyutlarinda basillerdir. Klebsiella cinsi bakteriler degisik
biyokimyasal 6zelliklere sahiptirler ve genellikle hareketsizken baz: tiirler hareketli
olabilirler (Ustagelebi, 1999; Bilgehan, 2000).

Klebsiella tiirleri su yiizeyleri, kanalizasyonlar, toprak ve bitkilerin olusturdugu
dogal cevrelere yerlesmis olarak bulunabilirler. Ayrica insanlar, atlar veya domuzlarin
mukozal yiizeylerine de kolonize olabilirler. K. pneumoniae insanlarin nazofarenks ve
intestinal sistemlerinde saprofit olarak bulunabilir. Gaitada bulunma orani %5-38
arasinda degisiklik gosterirken bu oran nazofarenkste %1-6’dir. Genellikle bu
bolgelerde floranin gegici liyeleri olarak kabul edilebilmektedirler (Podschun ve
Ullmann, 1998; Cheung, 2013).



2.1.3. Biyokimyasal Ozellikler

Klebsiella tiirlerinin  identifikasyonunda ¢esitli biyokimyasal testler
kullanilmaktadir. K. pneumoniae sekerleri (glikoz, laktoz, siikroz, mannitol) asit ve
gaz olusturarak fermente eder. K. pneumoniae’nin biyokimyasal ozelliklerine
bakildiginda iireaz pozitif, indol negatif, metil kirmizis1 negatif, VVoges-Proskauer
(VP) pozitif, sitrat pozitiftir (IMVIC - - ++). Ayrica H2S tiretmez ve fenilalanini
deamine etmezler (Procop ve ark., 2017).

Cesitli Klebsiella tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri Tablo 2. 2°de toplu olarak
gosterilmektedir (Aydogan, 2000).

Tablo 2. 2. Klebsiella tiirlerinin biyokimyasal reaksiyonlari (Aydogan, 2000)

Ozellikler K. pneumoniae K. K. K. K.
Subsp. Subsp. Subsp. oxytoca | terrigena | planticola | ornithinolytica
pneumoniae | ozaneae | rhinoscleromatis

indol - - - + _ D +
Ornitin - - - - R R T
dekarboksilaz

Lizin + D - + + + +
dekarboksilaz

Pektat - . - T

dekarboksilaz

Laktozdan gaz +

olusumu

10 °C’de tireme - - - + + T T
D-melezitozdan - - - D +

asit olusumu

L-sorbozdan D + + +
asit olusumu
M- - - + +
hidroksibenzoat
olusumu
Hidroksi-L- D D D +
proline
olusumu
Malonat + - + + + + +
olusumu
Metil kirmizisi - + + - + D T
testi
Voges- + - - + T T I
proskauer
reaksiyonu
(D) Degisken, (+) Pozitif, (-) Negatif

2.1.4. Viriilans Faktorleri

K. pneumoniae viriilans faktorleri, hem ¢ekirdek hem de yardimc1 genomlardaki
genler tarafindan kodlanir. Yerlesik viriilans faktorleri arasinda kapsiil,
lipopolisakkarit (LPS), sideroforlar ve pili bulunmaktadir (Podschun ve Ullmann,
1998). Baska viriilans faktorleri de tamimlanmistir, ancak tamamen karakterize

edilmemistir. Bu viriilans faktorleri, dis zar proteinlerini (OMP'ler), porinleri, efflux
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pompalar1 ve tastyicilart igerir (Junior ve Franco, 2020). Allantoin kullanimi, diger
demir alim sistemleri, akis pompalar1 ve tip VI salgilama sistemi daha yakin zamanda
viriilans faktorleri olarak tanimlanmigtir. Allantoin kullanimi hiperviriilan suslarda
tartigilmaktadir. Bu genler bir enfeksiyonun siddetini ve dolayisiyla enfekte edici
susun viriilansin1 belirleyebilir. Ayrica, belirli bir susun patojenik potansiyelini
tanimlayarak kolonize edici bir susun enfeksiyona ilerleme yetenegini de

belirleyebilirler (Eng ve Backman, 2018).

K. pneumoniae viriilansina katkida bulunan bazi faktorler vardir. Bunlar
bakterilerin konakg¢iyr istila etmesini saglayanlar, bakteri tarafindan iiretilen
patogeneze katkida bulunanlar ve konak¢min organizmalar1 yok etme yetenegini

engelleyenler seklinde siralanabilir (Highsmith, ve Jarvis 1985).

K. pneumoniae, fimbrial adezinler, sideroforlar, O antijenleri ve kapsiiler
antijenler dahil patogeneze katkida bulunan bir dizi viriilans faktorii {iretir (Schembri
ve ark., 2005). Bu faktorlerden, kapsiiler antijenler muhtemelen patojenitenin ana
belirleyicileri olarak kabul edilir (Sahly ve ark., 2000). Kapsiil, esas olarak bir
polisakkarit matriksinden olusur ve K. pneumoniae viriilans1 igin gerekli oldugu
bilinmektedir. K. pneumoniae'nin tiim suslar1 bu kapsiilleri firetir, ancak
patojenitelerini arttiran hipermukovaskiiler 6zellikleri ile bilinen hiperviriilan suslarda
daha kalindir. Her iki susun kapsiilleri K antijenleri (K1 ve K2) adli polisakkaritler
tarafindan olusturulur. Biitiin virtilans faktorii genleri, kapsiiler kalinlik nedeniyle
hiperviriilan (HV) suslar1 i¢in daha belirgin olan bir antimikrobiyal dirence yol agabilir
(Janior ve Franco, 2020). Kapsiiliin biiyiikliigii ve orani kapsiiler polisakkarit (CPS)

iiretiminin viriilans1 biiyiik 6l¢iide etkiledigi gosterilmistir (Highsmith ve jarvis, 1985).

Pili veya fimbrialar K. pneumoniae'de konakg1 hiicreye baglanabilir ve mukozal
yiizeye yapisma kapasitesi, bir mikroorganizmanin konagin savunmasmi asma ve
enfeksiyona neden olma kabiliyetinde belirleyici bir faktor olabilir (Highsmith ve
Jarvis, 1985).

2.1.5. K. pneumoniae’da Biyofilm

Bakteriler planktonik hiicreler veya biyofilm toplulugu halinde yasarlar. Hayatta
kalabilmek i¢in dogru olan yagam formunu se¢gmek 6nemlidir ve ayrica patojenler igin
bu se¢imin viriilansla iliskili oldugu bilinmektedir (Cotter ve Stibitz, 2007). Bakteriyel
biyofilm, yapilandirilmis bir bakteri toplulugudur (Pinna ve ark., 2005). Biyofilm



olusumu, organizmalarin yok edilmesini engelleyen patojenik bir mekanizmadir
(Naves ve ark., 2007). Iyi kurulmus biyofilmlerin yiizeylerden uzaklastirilmasi zordur.
Apatit ve bakteriyel yilizeylerde olusan eksraseliiler polimerik madde (EPS), ilk
mikrobiyal kolonizasyonu ve hiicre kiimelenmesini destekleyen bir polimerik matris
olusturur. Stirekli EPS iiretimi, EPS'min i¢ ige ge¢mis bakteri hiicrelerinin bir
¢ekirdegini olustururken matriksi 3 boyutta daha da genisletir; bu ¢ekirdek,
mikrokolonilerin gelisimini kolaylastiran destekleyici bir ¢cerceve saglar (Koo ve ark.,
2013).

Bir¢ok klinik Klebsiella izolati, konakg1 hiicre yiizeyine spesifik baglanmaya
aracilik eden ve biyofilm olusumunu kolaylastiran fimbrial adhezinlere (tip 1 ve 3
fimbriae) sahiptir (Pinna ve ark., 2005). Bu viriilans belirleyicileri bakteriyel baglara
aracilik edebilir ve bunu hiicrelerin matriks kapli biyofilm iginde mikrokoloni

olusumunu izler (Pinna ve ark., 2005).
2.1.6. K. pneumoniae’nin Neden Oldugu Enfeksiyonlar

K. pneumoniae, Enterobacteriaceae familyasmin gram negatif, kapsiillii, firsat¢i
bir patojenidir. Ozellikle pndmoni, ayn1 zamanda menenjit, sepsis ve IYE, karm i¢i
enfeksiyon, piyojenik karaciger apsesi, cihazla iligkili ve cerrahi yara yeri
enfeksiyonlar1 gibi genis bir enfeksiyon yelpazesine sahip en yaygin gram-negatif
patojen Escherichia coli‘den sonra ikinci siradadir (Ribeiro ve ark., 2015; Vading ve
ark., 2018).

Florada sinirli sayida bulunmasia ragmen kolonizasyonunun, hastanede fazlaca
kalmak, operasyon gecirmek, damar ici ve iiriner kateter yerlestirilmesi ve antibiyotik
tedavileri ile iligkili olmasi ile birlikte yatan hastalarda %20 kadar yiiksek bir prevalans
bildirilmektedir (Temiz ve ark., 2015; Procop ve ark., 2017).

Bu kolonizasyonun genellikle alkolizm, diabetes mellitus ve kronik obstriiktif
akciger hastalig1 gibi zayiflatict kosullar1 olan hastalarda ortaya ¢ikan akciger

enfeksiyonlarmin kaynagi oldugu diisiiniilmektedir (Procop ve ark., 2017).
2.2. idrar Yolu Enfeksiyonlar

Onemli bir saglhk sorunu olan IYE, en yaygin bakteriyel enfeksiyonlardan biri
olarak kabul edilmekte ve her yil milyonlarca insani etkilemektedir (Foxman, 2002;
Lin ve ark., 2010). Nozokomiyal enfeksiyonlarin en yaygin olanlarindan biri olan bu
enfeksiyonlarm ¢ogu kalici idrar sondasi ile ilgilidir (Trautner, 2010). IYE artan
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mortalite ile birlikte saglik hizmetlerinde kiiresel ekonomiyi olumsuz yonde

etkilemektedir (Gonzalez ve Schaeffer, 1999).

IYE'ler yeni dogan erkek bebeklerde, yash erkeklerde ve kadinlarda her yasta
morbiditeye sebep olan dnemli nedenlerdendir. Siklikla kullanilan antimikrobiyallerin
neden oldugu ciddi sekeller arasinda sik niiksler, sepsisli piyelonefrit, kiigiik
cocuklarda bobrek hasari, erken dogum, yiliksek diizeyde antibiyotik direnci ve
Clostridium difficile koliti gibi komplikasyonlar bulunur (Flores-Mireles ve ark.,
2015).

K. pneumoniae'nin invaziv suslarinda, bir dizi viriilans faktorii tanimlanmis
olmasia ragmen bu genlerin ve fenotiplerin, IYE ile nasil iliskili oldugu yeterince

acik degildir (Lin ve ark., 2010).
2.3. Biyofilm

Biyofilmler, ¢esitli mikrobiyal tiirlerin canli ya da cansiz ylizeylere ve
birbirlerine tutunabilen ekstraseliiler polimerik yapidaki matriks icine gOmiilii
hiicrelerden olusan mikro-ekosistem olarak tanimlanabilir (Giin ve Ekinci, 2009;

Temel ve Erag, 2018; Eryilmaz ve ark., 2019).

Biyofilmi ilk olarak 1676 yilinda Antonie van Leeuwenhoek kendi ilkel
mikroskopu ile dis plaginda gézlemlemistir. 1943 yilinda planktonik formdaki
bakteriler tizerinde yaptig1 bir arastirmada Zobell, mikroorganizmalarin bir kisminin

yiizeye tutunmus halde oldugunu, hatta yiizeye tutunmus mikroorganizmalarin sayica

daha fazla oldugunu belirlemistir (Zobell, 1943; Costerton, 1999).
2.3.1. Biyofim Yapis1

Biyofilmler 6ncelikle mikrobiyal hiicreler ve EPS'den olusur. EPS, biyofilmlerin
toplam organik karbonunun % 50-90'in1 olusturabilir ve biyofilmin birincil matriks

malzemesi olarak kabul edilebilir (Donlan, 2002).

Dogal ¢evrede sik rastlanabilen bir mikrobiyal yasam formu olan biyofilm,
cesitli mikrobiyal tiirlerin cevresel etkenlerden korunmak ve yasamsal faaliyetleri

acisindan elverigli ortamda kalabilmek adina olusturduklari bir yapidir (Temel ve Erag,
2018).



Bakterilerin kati1 ylizeylere yapisabilecegi ve ince, kaygan bir Kkat
olusturabilecegi bilinmektedir. Bu bakteriyel biyofilmler, dogada bulunan ¢ogu islak

yiizeyde yaygindir ve ¢evresel sorunlara neden olabililirler (Costerton ve ark., 1999).

Biyofilm tabakasinin en kii¢iik birimleri mikrokolonilerdir. Mikrokoloniler ince
biyofilm tabakalarinda yatay, kalin biyofilm tabakalarinda ise dikey planda diizenlenir.
Bu diizenlenmede en onemli etkenler su akis hiz1 ve yilizey gibi ¢evre kosullaridir

(Percival, 1999).

Biyofilmlerin yapisi, pek ¢ok faktorden etkilenebilir. Bunlar, hidrodinamik
sartlar, besinlerin konsantrasyonlari, bakteriyel hareket ve hiicre i¢i iletisim seklinde
siralanabilir. Ayrica ekzopolisakkaritler ve proteinlerin, biyofilmin morfolojisini
degistirdigi, EPS’yi eksik sentezleyen mutant bakterilerle calisilarak da gosterilmistir.
(Watnick ve Kolter, 1999).

Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen EPS, esas olarak polisakkaritlerin yani
sira proteinler, niikleik asitler, lipitler ve hiimik maddelerden olusan karmasik bir
biyopolimer karigimdir. EPS, mikrobiyal agregatlarin hiicreler arasi boslugunu,
biyofilm matriksinin yapisini ve mimarisini olusturur (Flemming ve Wingender,
2010).

2.3.2. Biyofilm Matriksi
Biyofilmde EPS

Genel olarak EPS, biyofilm sistemlerinde hiicrelerin ve diger materyallerin
baglanmasindan siklikla sorumlu olan mikrobiyal kdkenli organik polimerler olarak

tanmimlanabilir (Wingender ve ark., 1999).

Biyofilm matriksindeki bu EPS bilesenleri, bakteriyel aktif sekresyonu, hiicre
ylizeyi materyalinin dokiilmesi ve hiicre lizisinin yani sira g¢evre ortamlardan

adsorpsiyonun sonucunda olusabilir (Wingender ve ark., 1999).

EPS'nin olgun bir biyofilmde %90'm iizerinde bir paya sahip oldugu, bakteri
hiicrelerinin ise sadece %10'dan daha azmni olusturdugu tahmin edilmektedir

(Flemming ve Wingender, 2010).

EPS sadece biyofilm olusumu sirasindaki gelisim evrelerine katkida bulunmakla

kalmaz, ayn1 zamanda gomiilii bakteriyel hiicreler i¢in 6nemli avantajlar saglar. Bu



nedenle, EPS bilesenlerini ve bunlarm gomiilii bakteriler ve biyofilmler i¢in rollerini

tam olarak anlamak 6nemli bir ilgi alanidir (Flemming ve Wingender, 2010).
Polisakkaritler

Polisakkaritler, biyofilm EPS'nin 6nemli bir bilesenidir ve biyofilm olusumu
sirasinda bakteriyel yapisma, polimer aginin olusumu, gomiilii hiicrelerin korunmasi,
su ve besin maddelerinin tutulmasi dahil olmak tizere 6nemli iglevler de rol oynarlar

(Flemming ve Wingender, 2010).
Su

Biyofilm kiitlesinin %97 gibi biiyiik bir kismini su olusturur (Giin ve Ekinci,
2009). EPS matriksi, biyofilm hiicrelerini su potansiyelindeki dalgalanmalara karsi
tamponlayan yiiksek derecede hidrathi bir ortam saglar. EPS higroskopiktir ve belirli
su baglama mekanizmalar1 yerine entropik olarak suyu tutarak ¢evresinden daha yavas
kurumasimi saglar. Kuruma, biyofilm topluluguna fayda saglayan ¢evresel kosullardan
biridir. EPS'yi yogunlastirarak birbirleriyle reaksiyona girebilecek spesifik olmayan
baglanma yerlerinin sayisini arttirir ve biyofilm hacmini azaltr (Flemming ve

Wingender , 2010).

Biyofilm yapisinda mikrokolonilerin hem altinda hem de arasinda su
kanallarmin bulundugu goézenekli bir yap1 bulunur. Bu kanallar, besinlerin biyofilm
tabanina taginmasini saglar ve icteki alanlara oksijen tasir ayrica hiicresel atiklar1 da

gizler (Giin ve Ekinci, 2009).
Hiicre Dis1 DNA (eDNA)

Tirler arasinda ¢ok farkli miktarlarda eDNA igerigi bulunup en ¢ok miktarin
atik su biyofilmlerinde oldugu bildirilmektedir. eDNA lize edilmis hiicrelerden ¢ikan
arttk materyal olsa da matriksin yapisal bilesenlerinden birisidir (Flemming ve
Wingender, 2010).

eDNA'nin lokalizasyonu biyofilmler arasinda biiyiik farkliliklar gosterebilir.
Izgara benzeri, ipliksi bir a§ veya halat seklinde yapilar olusturabilen eDNA ayrica
mantar seklindeki mikrokolonilerde sapin dis kisminda yiiksek oranda bulunmaktadir

(Flemming ve Wingender , 2010).

eDNA biyofilm olusumu sirasinda ¢esitli roller iistlenmektedir. Bunlar arasinda

mikrobiyal agregasyonu biiylik Olclide artrmasi,  biyofilm  matriksinin



stabilizasyonunu saglamast ve hiicreler arast bir baglayict goérev gormesi

sayilabilmektedir (Chao, 2013).
Siirfaktanlar ve Lipitler

Siilfaktanlar ve lipitler EPS’de bulunan hidrofobik bilesiklerdir (Conrad ve ark.,
2003; Flemming ve Wingender, 2010). Siirfaktanlar hem hiicreden hiicreye, hem de

hiicreden yiizeye etkilesimi etkileme potansiyeline sahiptir (Davey ve ark., 2003).

Biyosiirfaktan iireten bakteriler, hiicre yiizeyinde veya hiicre =zarinda
glikolipitler, lipopeptit, lipoprotein, yag asitleri, fosfolipitler, notr lipidler gibi yiizey
aktif maddeler iiretebilir (Chao, 2013).

Lipidler biyofilm matriksinde durumunu korur olmasma ragmen, yapilan
calismalarda biyofilmler olgunlastikca lipit iceriginin baslangictaki yogunluklarindan
daha fazla oldugu kanitlanmigtir (Chao ve Zhang, 2011).

Proteinler

EPS matriksinin 6nemli bir pargasi olan proteinler, biyofilm gelisimi i¢in
enzimatik aktiviteye sahiptir. Elektron vericisi veya alicis1 gibi fonksiyonlar1 diger
EPS elemanlar1 ile karsilastirildiginda benzersiz 6zelliklere sahiptir (Flemming ve

Wingender, 2010).

Hiicre yiizeyiyle iligkili ve hiicre dis1 karbonhidrat baglayici proteinler gibi
matristeki enzimatik olmayan proteinler, polisakkarit matris agimin olusumunda ve
stabilizasyonunda rol oynar ve bakteri yiizeyi ile hiicre dis1 EPS arasinda bir baglanti

olusturur (Flemming ve Wingender, 2010).
2.3.3. Biyofilm Olusum Asamalari

Biyofilm tabakasi her ne kadar karmasik bir dinamige sahip olsa da kendi

icerisinde biyolojik doniisimler ge¢irmektedir (Giin ve Ekinci, 2009).

Biyofilm olusum basamaklar1 asagidaki gibi siralanabilmektedir;
1: Mikrobiyal yapigma,

2: Hiicrelerin iirettikleri EPS ile yiizeye baglanmasi,

3-4: Mikrokoloni olusumu ve biyofilm yapisinin olgunlagmasi ve

5: Olgun biyofilmdeki hiicrelerin dagilmas: (Francolini ve ark., 2020).
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Bakterilerin baglanmasi

Biyofilm olusmasi ilk olarak bakteri hiicrelerinin bir yiizeye yapigmasi ile baglar
(Stanley ve Lazazzera, 2004). Hiicre ve substratin hidrofobikligi, yilizey yiikiiniin yan1
sira ylizey puriizlilligii ve substratin mikro-topografisi bakteriyel hiicrenin baglanmasi

sirasinda 6nemli bir role sahiptir (Husmark ve Ronner, 1992; Palmer ve ark., 2007) .

Bakteriyel hiicreler ve substrat arasinda gelisen ilk zayif etkilesimler, tersinir
baglanma olarak adlandirilir. Tersinir baglanmada bakteri hiicreleri alt tabakaya
yakilagir ve ardindan ilk tersinir baglanma, Van der Waals kuvvetleri, elektrostatik
kuvvetler ve hidrofobik etkilesimler nedeniyle olusur (Carpentier ve Cerf, 1993;
Palmer ve ark., 2007). Baglh hiicreler, EPS {ireterek yiizeye yapisir. Tersinirden
tersinmez baglanmaya doniisiimde, daha gii¢lii olan kovalent ve hidrojen baglar1 gibi
hidrofobik etkilesimler yer alir (Chao, 2013).

Mikrokoloni ve olgun biyofilm gelisimi

Bakteri hiicreleri bir yiizeye tutunduktan sonra, diger hiicrelerin baglanmasi ve
biiyiimesi i¢in mikrokolonilere doniisiir. Mikrokoloniyi olusturmak ve bir arada
tutmak i¢in klonal biiyiime ve stabil hiicre-hiicre etkilesimlerine ihtiya¢ vardir (Dunne,

2002; Stanley ve Lazazzera, 2004).

Su ve besin maddelerinin tasinmasini ve mikrobiyal atiklarin uzaklastirilmasmi
saglayan kanallarla bakteri hiicresi arasinda kiimeleri i¢eren 3 boyutlu bir yap1 olan

olgun bir biyofilm olusur. (Annous ve ark., 2009).
Bakteri hiicrelerinin dagilmasi

Olgun biyofilmin derinligi, maksimum besin alimma izin verecek sekilde
diizenlenmis gibi goriinmektedir. Biyofilm olusumu, muhtemelen hiicrelere bir
biyofilm i¢inde bulunmanin biiyiime avantajinin olmadigi, besin agisindan zengin bir
ortamda olduklarmin bir gostergesi olarak, katabolit baskilama ile inhibe edilir.
Hiicreler planktonik agsamadayken, besin maddelerine maruz kalan daha biiyiik hiicre
yiizey alant vardir. Yiiksek hiicre yogunlugunda besinin sinirli oldugu kosullarda
biyofilm dagilimi optimal besine erisene kadar devam eder (Stanley ve Lazazzera,
2004).

Akis hiicrelerinde, biiyiiyen biyofilmlerin dogal dagiliminin, olgun biyofilmlerin

merkezinde bulunan bakteriler tarafindan baslatildigi bildirilmistir. Hiicreler
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matriksdeki kiigiik acikliklar yoluyla biyofilm yapisindan koordineli olarak tahliye
edilir ve arkalarinda biiyiik bosluklar veya hareketsiz hiicrelerden olusan i¢i bos

yapilar birakarak ¢evredeki ortama girebilirler (Rumbaugh ve Sauer, 2020).

2.3.4. Quorum Sensing Bakteriyel Hiicreden Hiicreye Iletisim (Cogunluk
Algilama)

Quorum Sensing (QS); Biyofilm olusumunda énemli bir mekanizma olan ‘oto-
indiikleyiciler’ olarak isimlendirilen kimyasal sinyal molekiillerinin yogunlugunu
Olgebilmekte, ¢cevrelerindeki diger mikroorganizmalarin miktarmi belirlenmesinde ve
bu verileri digerlerine iletmesinde, hiicreler arasi sinyallesme i¢in bakteri gen
ekspresyonunun hiicre yogunluguna bagl regiilasyonunun bir mekanizmasidir

(Romeo, 2008; Giin ve Ekinci, 2009).

Quorum sensing, Nealson ve ark. tarafindan Vibrio fischeri ve Vibrio harveyi
biyoliiminesanslar1 arastirilirken bulunmustur. QS mekanizmalari;  biyofilm
formasyonu, virulans adaptasyonu, antimikrobiyal madde {iretimi, hareket ve
sporulasyon gibi olaylarda rol almaktadir (Kaya ve Yardimci, 2014). Biyofilm iginde
bakteriler, aktivitelerini bir araya getirmek ve ¢ok hiicreli organize bir sekilde hareket
etmek i¢in hiicre-hiicre iletisim sistemlerini kullanirlar (Costerton ve ark. 2003).
Bakteri, bu sinyal-yanit sistemini kullanarak, popiilasyon diizeyinde bireysel
davraniglarii1 sekronize eder ve ¢ok hiicreli organizma gibi davranir (Kaya ve

Yardimci, 2014).

Bakterinin patogenezinde ¢ok onemli gorev iistlenen QS sisteminde, disiik
hiicre yogunlugunda oto-uyaran bazal seviyelerde sentezlenir ve ortama yayilarak
yogunlugu azalir. Hiicre yogunlugu arttikca, hiicre i¢i oto-uyaran yogunlugu da belirli
bir dereceye kadar artar, kritik konsantrasyona ulastiginnda, oto-uyaran kendi 6zgiil
R-proteinine baglar. R-protein/oto-uyaran kompleksi 6zgiil DNA dizilerine baglanir

ve hedef genlerin transkripsiyonunu arttirir (Karatuna ve Yagci, 2008).

2.4. Antimikrobiyal Ajanlar
2.4.1. Gentamisin

1963 yilinda Weinstein ve arkadaglar1 tarafindan kesfedilen gentamisin,

Micromonospora purpurea'nin fermantasyonu ile iiretilir (Weinstein ve ark., 1963).
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Gram negatif ve smirli gram pozitif organizmalara kargi bakterisid etkilidir.
Aminoglikozidler etkilerini bakteride 30S ribozoma baglanarak protein sentezini
inhibe ederek gosterirler. Biyokimyasal olarak tiimiiyle agiklanamamakla birlikte
aminoglikozid antibiyotiklerin bakterisid etkilerinde, translasyon sirasinda yanlis
okuma, membran harabiyeti, elektron transportuna etki ve morfolojik degisiklikler gibi
fizyolojik etkilerin de rol oynadigi diisiinilmektedir (Hayward ve ark., 2018; Hemmati
ve ark., 2020).

2.4.2. Meropenem

Meropenem, hiicre duvar1 sentezinde yer alan penisilin baglayici proteinlere
kovalent olarak baglanarak bakteriyel hiicre oliimiine neden olur. Meropenem,
imipeneme etki spektrumu olarak benzemektedir fakat bununla birlikte 1beta metil
grup ve 2-tiopirolidinil eki olmasi sebebiyle DHP-1’e dayanikli hale gelmistir ve
uygulamada silastatine gerek kalmamistir. Klinik 6nemi olan hemen tiim aerobik ve
anaerobik mikroorganizmalara kars1t etkili oldugu bilinmektedir. Meropenem,
stafilokoklarda bulunan bazi enzimler ve gram negatif bakterilerde bulunan
karbapenemazlar hari¢ diger tiim beta laktamazlarin hidrolizine karsi direnglidir.

Imipeneme gore direng gelisimi daha diisiiktiir (Y1lmaz, 2017).
2.4.3. Seftriakson

Seftriakson ilk 1978'de sentezlenmis bununla birlikte, gram-pozitif ve gram-
negatif aerobik bakterilerin neden oldugu genis bir aktivite spektrumuna sahip ti¢iincii
nesil bir sefalosporindir. Genellikle gram negatif bakterilere kars1 6nceki kusaklardan
daha etkilidir. Seftriakson, diger antibiyotiklere cevap veremeyen hastalarda ve normal
tedaviye direngli Enterobacteriaceae'nin neden oldugu idrar yolu enfeksiyonlarinda

basariyla kullanilmistir (Richards ve ark., 1984).

Enterobacteriaceae'ye kars1 seftriaksonun gosterdigi degisken aktivite, AmpC -
laktamazlar1 hiper-iiretebilen, bastirilmis mutantlarin ve ayrica genislemis spektrumlu
beta laktamaz'lar1 (GSBL) ecksprese eden suslarin hizli ortaya ¢ikisinin bir

yansimasidir (Lamb ve ark., 2002).
2.4.4. Siprofloksasin

Siprofloksasin, in vitro antibakteriyel aktiviteye sahip genis spektrumlu
florlanmis kinolondur. 1980'lerde piyasaya siiriilmesinden beri gram-negatif

bakterilerin ¢ogu, in vitro olarak yiiksek duyarhilik gosterirken; gram pozitif bakteriler
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genellikle duyarli veya orta duyarli olmustur. Siprofloksasin ve diger kinolonlarin
birincil etki mekanizmasi, bakteriyel DNA giraz1 inhibisyonunu igerir. Siprofloksasin,
neredeyse tiim Enterobacteriaceae tiirlerine karsi duyarliliga sahiptir. Gram-negatif
patojenlerin neden oldugu ¢ok ¢esitli enfeksiyon tedavisinde etkilidir (Richards ve
ark., 1988; Davis ve ark., 1996).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Cahsmaya Dahil Edilen izolatlar

Bu c¢alisma, Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
B.30.2.0DM.0.20.08./81 sayil1 izni ile yiiriitilmiistiir (Ek-1).

Calismaya Agustos 2019 - Mart 2020 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis
Universitesi, Tip Fakiiltesi Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarr’na cesitli
servislerden rutin gonderilmis olan idrar 6rneklerinden izole edilen toplam 181 K.
pneumoniae susu dahil edilmistir. Ornekler belirlenirken tekrar izolatlarin dahil
edilmemesine dikkat edilmistir. Suslar saklama besiyerinde, c¢alisilincaya kadar -
20°C’de muhafaza edilmistir. Ayrica bu izolatlarin hangi servislerden gonderildirigi
de kaydedilmistir. Kontrol suslar1 olarak biyofilm olusturmadigi bilinen E. coli ATCC
25922 ve biyofilm olusturdugu bilinen K. pneumoniae ATCC 700603 standart suslar1

kullanilmastir.
3.2. Metot
3.2.1. Bakterilerin Tanimlanmasi

Calismaya dahil edilen izolatlarin tanimlanmasi, Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda uygulanan rutin islemlerle yapildi. Bu islemler sirasiyla; idrar
orneklerinin %5 koyun kanli agar (bioMérieux, Fransa) ve Eosin Methylene Blue
(EMB) (bioM¢érieux, Fransa) agara ekilmesi; ekimi yapilan besiyerleri 36°C de 18-24
saat inkiibasyona birakilmasi; inkiibasyon isleminin sonucunda iireyen kolonilerin
degerlendirilmesi seklindeydi. Bu degerlendirmeden sonra tiir diizeyinde tanimlanma

islemi Vitek-MS (bioMérieux, Fransa) sistemi ile yapildi.
3.2.2. Biyofilm Varhginin Arastirilmasi
Mikrotitrasyon Plak Yontemi

Saklama besiyerinden muhafaza edilen K. pneumoniae izolatlar1 kanli agar
besiyerine tek koloniler olusturacak sekilde pasajlandi ve 36°C de 18-24 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda saf oldugundan emin olunan kiiltiirlerden
%0,25 glukoz iceren Tryptic Soy Broth (TSB) (Biolife, Italya) besiyerine ekim yapild:

ve 36°C° de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon isleminden sonra her izolat
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%0,25 glikoz igeren TSB besiyeri ile 1/20 oraninda diliie edilerek, 96 kuyucuklu diiz
tabanli polistren mikrotitrasyon plaginin ii¢ kuyucuguna 200’er pl konuldu ve plaklar
36°C’ de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon isleminin sonunda kuyucuklardaki
besiyeri aspire edildi ve bu isleminden sonra 3 kez distile su ile nazik¢e yikayarak
planktonik hiicreler uzaklastirildi ve ardindan ters c¢evrilip kurumaya birakildi. Bu
islemin ardindan %1°lik kristal viyole soliisyonundan 100°er pl tiim kuyucuklara
dagitild1 ve 15 dakika oda sicakliginda bekletilerek olusan biyofilmlerin boyanmasi
saglandi. Siire dolduktan sonra boya aspire edilip kuyucuklar 3 kez distile su ile
yikand1 ve oda 1sisinda kurutuldu. Bu islemden sonra boyanin ¢oziinmesini saglamak
icin etanol/aseton (80/20) soliisyonu her kuyucuga 200 pl eklendi ve 10 dk
bekletildikten sonra ELISA reader optik okuyucu (Chromate Awareness Technology,
ABD) cihazinda 492 nm dalga boyunda okutuldu. Elde edilen optik dansite (OD)
degerleri yorumlanmak tizere kaydedildi. Calismamizda her plakta pozitif kontrol
olarak K. pneumoniae ATCC 700603, negatif kontrol susu olarakta E. coli ATCC
25922 kullanildi (Chrestensen ve ark., 1985).

Sonuglar Chrestensen ve ark.; Chusri ve ark.’nin ¢alismalarida tanimladiklari
biyofilm formasyon aktivite degerlendirme olgegi kullanilarak degerlendirilmistir

(Christensen ve ark., 1985; Chusri ve ark., 2012).

Tablo 3.1. Biyofilm formasyon aktivitelerinin belirlenmesi (Chusri ve ark, 2012)

Optik Dansite Yapisma Skor
KOD > MBOD Yapigma olmayan 0
KOD < MBOD < 2 KOD Zayif yapisma 1
2KOD < MBOD < 4 KOD Orta derece yapisma 2
4KOD < MBOD Giiclii derecede yapisma 3
KOD: Konrtol Optik Dansitesi
MBOD: Mikroorganizma Biyofilmi Optik Dansitesi
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3.2.3. Minimum Inhibitér Konsantrasyonunun (MIK) Belirlenmesi

Calismaya dahil edilen antibiyotikler; gentamisin, seftriakson, siprofloksasin ve
meropenem uygun ¢oziictiler ile ¢oziilerek 4096 pg/ml stoklar halinde hazirlandi ve
bu stoklar ¢alisilincaya kadar -20°C’de sakland1.

Biyofilm iirettigi tespit edilen izolatlarm her antibiyotik icin MIK degerleri
mikrodiliisyon  yontemi kullanilarak  belirlendi.  Mikrodilisyon  yOntemini
uygulayabilmek i¢in steril 96 kuyucuklu U tabanli plaklar (TPP, Switzerland)
kullanildi. Tiim kuyucuklara 100 pl katyon ayarli Mueller-Hinton Broth (KAMHB)
(HiMedia, Hindistan) konuldu. ilk kuyucuklara antibiyotikler istenilen final
konsantrasyonun 2 kat1 kadar olacak sekilde hazirland1 ve 100 pl dagitildi. Daha sonra
10. kuyucuga kadar seri diliisyon yapilarak final konsantarasyonlar hazirlandi. Bu
islem uygulanarak gentamisin ve meropenem i¢in 256-0.5 pg/ml, seftriakson i¢in 128-
0.25 ug/ml ve siprofloksasin i¢in de 32-0.06 ug/ml final konsantrasyonlar hazirlanmis
oldu. 11. kuyucuk pozitif kontrol, 12, kuyucuklar ise negatif (sterilite) kontrol olarak
kullanildi. Tiim antibiyotikler ayr1 plaklar hazirland1 ve calisana kadar -20 °C de
sakland1 (Aktas, 2013).

Mikrodiliisyon ¢aligilacak izolatlar kanli agar besiyerinde taze olarak iiretildi ve
saf oldugundan emin olunduktan sonra 0.5 McFarland bulanikliginda siispansiyonlar
hazirlandi. Bu siispansiyon KAMHB kullanarak 1/10 oraninda diliie edildi ve negatif
kontrol hari¢ tiim kuyulara 5 ul dagitildi. Inokiiliim islemi tamamlanan plaklar
37°C’de 18-20 saat inkiibe edildikten sonra iiremenin olmadig1 en diisiik
konsantrasyon, MIK degeri olarak degerlendirildi (Diindar, 2013).

Biyofilm iiretmi tespit edilen her mikroorganizma i¢in tiim antibiyotikler
calisildi ve sonuglar European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST)’a gore degerlendirildi ve kaydedildi (EUCAST, 2021).

3.2.4. Antibiyofilm Aktivitesinin Belirlenmesi

Biyofilm olusumu orta derece (+2) olarak tespit edilen ve ¢alismamiza dahil
edilen dort antibiyotige de duyarli olan 7 izolat antibiyofilm aktivitesi yoniinden
calistimistir. Bu 7 K. pneumoniae izolati kanli agar besiyerine pasajlandi. Saf
koloniler olusturdugu gériilen izolatlar %0,25 glukoz igeren TSB besiyerine ekilerek
36°C° de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden sonra kiiltiirler %0,25 glukoz
iceren TSB besiyeri ile 1/20 oraninda diliie edildi. Elde edilen inokiilumlar her bir

mikroorganizma i¢in mikrotitrasyon plagma 8 siitun X 8 satir olacak sekilde 64
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kuyucuga 200’er ul eklendi. Ayni sekilde hazirlanan pozitif kontrol izolat 9. siitiina,
negatif kontrol izolat ise 10. siituna eklendi ve 11. ve 12. siitunlar blank olarak
kullanildi. Bu sekilde hazirlanan mikrotitrasyon plagi 36°C’ de 24 saat inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyonun sonunda kuyucuklardaki besiyeri, olusmus olan biyofilme zarar
vermeden aspire edildi. Ardindan tiim kuyucuklar %0,25 glukoz iceren TSB ile bir kez
yikandi.

Oncede hazirlanmis olan stok antibiyotikler icin %0,25 glukoz igeren TSB
besiyerinde 32-0.25 pug/ml konsantrasyonlarinda sulandirildi. Her izolat igin ayr1 ayr1
hazirlanan plaklar da her antibiyotik iki siitunda olacak sekilde dizayn edildi. Plak
disinda hazirlanan antibiyotik final konsanttrasyonlar1 kuyucuklara 200’er ul dagitildi.
Kontrol ve blank siitunlarindaki besiyerleri aspire edildikten sonra %0,25 glukoz
iceren TSB besiyerinden 200’er pl taze olarak eklendi. Ardindan plaklar 36°C” de 24
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda kuyucuklardaki besiyeri nazikce
aspire edildi ve 3 kez distile su ile yikanan kuyucuklar kurutuldu. %1°lik kristal viyole
soliisyonundan tiim kuyucuklara 100’er ul eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Boyama isleminden sonra aspire edilip 3 kez diistile su ile yikanan
kuyucuklar kurumaya birakildi. Etanol/aseton (80/20) soliisyonu hazirland1 ve her
kuyucuga 200ul eklendi ve 10 dk bekletildikten sonra ELISA reader optik okuyucu
cihazinda 492 nm dalga boyunda okutuldu. OD degerleri her antibiyotik
konsantrasyonu i¢in degerlendirildi (Presterl ve ark., 2005; Narasimhaswamy ve ark.,
2015; Ocal ve ark., 2017)

3.2.5. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Goriintiileme

Mikrotitrasyon plak yonteminde meropenem ve seftriakson antibiyotiklerinin
antibiyofilm aktivitesi gosterdigi 46 numarali izolat elektron mikrokobu ile
antibiyofilm aktivitesinin goriintiilenebilmesi icin segildi.

Bu islem i¢in 46 numarali K. pneumoniae izolat1 kanli agar besiyerine pasajlandi
ve bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda olusan kolonilerden %0,25 glukoz
iceren TSB besiyerine ekim yapild1 ve 36°C° de bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon
isleminden sonra kiiltiirler %0,25 glukoz i¢ceren TSB besiyeri ile 1/20 oraninda diliie
edildi. Elde edilen inokiilumdan 2 ml 24 kuyucuklu polistrien plaklara dagitildi ve

onceden otoklavlanarak steril edilen lamel pargalar1 kuyucuklara yerlestirildi.
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Hazirlanan plak 36°C’ de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
besiyeri aspire edildi ve %0,25 glukoz iceren TSB besiyeri ile bir kez yikandi. Bu
islemden sonra stok meropenem ve seftriakson antibiyotikleri %0,25 glukoz i¢eren
TSB besiyeri kullanilarak 8-0,5 pg/ml ve 16-1 pg/ml arasindaki degerlerde son
konsantrasyonlar hazirlanacak sekilde diliige edildi ve kuyucuklara 1 ml aktarildi.
Ayrica pozitif kontrol olarak kullanmak amaciyla hi¢ antibiyotik olmayan kuyucukta
ayni sekilde hazirlandi. Hazirlanan 24 kuyucuklu polistrien plaklara 36°C’ de bir gece
inkiibasyona birakildi. Islem sonunda kuyucuklardaki besiyeri bosaltildi ve
kuyucuklardak lamel parc¢lar1 yikandi. Yikama isleminden ardindan temiz bir bagka 24
kuyucuklu plaga iizerinde biyofilm olusturulan lameller alt {ist edilmeden aktarildi.
Kuyucuklara lamel pargalarini kapatacak sekilde 1 ml %4 glutaraldehit ilave edildi ve
1 saat oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda gluteraldehit aspire edildi ve
kuyucuklara sirasiyla; %70, %80, %90, %96 ve saf olacak sekilde 1’er ml etil alkol
(Isolab, Almanya) eklendi ve her biri i¢in 10 dakika oda 1sisinda bekletildi. Son alkol
soliisyonu aspire edildikten sonra karanlik bir ortamda oda sicakliginda kurumaya
brrakildi.

SEM goriintiileme Ondokuz Mayis Universitesi, Karadeniz Ileri Teknoloji
Arastrma ve Uygulama Merkezi’n de yapildi. Taramali elektron mikroskobunda
(JEOL, ABD) goriintiilenmek igin lameller ¢ift tarafli karbon bant ile aliiminyum
saplamalara yapistirilarak kaplama cihazinda altin/pal (Au/Pd) ile kaplandi. Lamel
parglar1 {izerinde olusan biyofilm veya farkli antibiyotik konsantrasyonundaki
biyofilm 6nlenimi 1000 ve 5000’lik biiyiitmelerde SEM ile goriintiilendi ve goriintiiler
kaydedildi.

3.2.6. Istatistiksel Analiz

Her antibiyotik i¢in (gentamisin, meropenem, seftriakson, siprofloksasin) ayr1
ayrt duyarli ve direngli olma durumlarinin, biyofilm 1 veya 2 olmalar1 arasinda
istatistiksel olarak anlaml iligki olup olmadig1 Ki Kare testi kullanilarak arastirildi.
Analizler SPSS Statistics versiyon 21 paket program kullanilarak yapildi. Anlamlilik
diizeyi P<0,05 olarak alind1.
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4. BULGULAR

Calismamizda dahil edilen 181 K. pneumoniae‘nin izole edildigi idrar
orneklerinin gonderildigi servislerin dagilimi; néroloji %11 (n=20), nefroloji %9.9
(n=18), iiroloji %9.9 (n=18), acil ve ilkyardim %9.4 (n=17), hematoloji %9.4 (n=17),
yogun bakim % 5.5 (n=10), onkoloji %5.5 (n=10) ve digerleri %39.2 (n=71) seklinde

stralanmaktadir. Izolatlarm gonderildigi servislerin dagihimi Sekil 4.1°deki gibidir.

Acil ve
ilkyardim
209.4 Nefroloji
%9.4

Diger servisler
%39.2

Noroloji
%11

Uroloji
%9.9

Hematoloji Yogun bakim

%9.4 OZ‘/kS‘"S"ji %5.5
0J.

Sekil 4.1. K. pneumoniae izolatlarmim servislere gore dagilim grafigi (diger servisler; dahiliye %4.9
(n=9), ¢ocuk sagligi ve hastaliklar1 %4.9 (n=9), kardiyoloji %3.8 (n=7), beyin cerrahi
%3.8 (n=7), gogiis hastaliklar1 %3.3 (n=6), cocuk acil %3.3 (n=6), endokrinoloji %2.7
(n=5), gastroenteroloji %2.7 (n=5), genel cerrahi %1.6 (n=3), kalp damar cerrahi %1.6
(n=3), enfeksiyon hastaliklar1 %1.6 (n=3), fiziksel tip ve rehabilitasyon %1.6 (n=3),
ortopedi ve travmatoloji %0.5 (n=1), psikiyatri %0.5 (n=1), romatoloji %0.5 (n=1),
cocuk cerrahi %0.5 (n=1), ¢ocuk enfeksiyon %0.5 (n=1))

4.1. Biyofilm Sonuclan

Calismamizda kullanilan izolatlarm biyofilm olusumunun mikrotitrasyon plak
yontemiyle incelendi. Mikrotitrasyon plak yontemi ile ¢alisilan 181 K. pneumoniae
izolatinin 90 (%49.7) tanesinin biyofilm olusturdugu goriildii. Biyofilm olusturdugu
tespit edilen izolatlardan 63 (%70) tanesi 1. derece biyofilm olustururken 27 (%30)
tanesi 2. derece biyofilm olusturdu. Calismaya dahil edilen izolatlardan hi¢ biri 3.
derece biyofilm olusturmadi. Biyofilm olusumunu arastirildigi bir mikrotitrasyon plagi

goriintiisii Sekil 4.2. de verilmistir.
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gentamisin,
konsantrasyonlar1 stvi mikrodiliisyon yontemiyle ¢aligilmistir. Calismaya dahil edilen

tim izolatlarm biyofilm olusturma dereceleri ve biyofilm olusturan izolatlarin dort

Sekil 4.2. Mikrotitrasyon plak goriintiisii

seftriakson,

siprofloksasin  ve

4.2. Minimum inhibitér Konsantrasyon (MiK) Sonuclar

meropencm minumum

Mikrotitrasyon yontemi ile biyofilm olusturdugu tespit edilen 90 izolatin

antibiyotik icin MIK degerleri Tablo 4.1. de toplu olarak verilmistir.

Tablo 4.1. Tiim izolatlarin biyofilm olusturma dereceleri ve biyofilm olusturan
izolatlarm dort antibiyotik igin MIK degerleri

No Biyofilm Gentamisin Meropenem Seftriakson Siprofloksasin
1 1 <0,5 <0,5 >128 <0,5

2 1 <0,5 <0,5 <0,25 <0,06

3 0 - - - -

4 0 - - - -

5 0 - - - -

6 0 - - - -

7 1 <0,5 <0,5 >128 8

8 1 256 <0,5 >128 32
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Tablo 4.1. Devami

9 1 1 <0,5 >128 <0,06
10 0 - - - -

11 0 - - - -

12 0 - - - -

13 0 - - - -

14 0 - - - -

15 2 <0,5 <0,5 <0,25 <0,06
16 0 - - - -

17 1 >32 256 >128 >32
18 2 <0,5 <0,5 >128 <0,25
19 0 - - - -

20 0 - - - -

21 1 >256 <0,5 >128 >32
22 1 <0,5 <0,5 <0,25 <0,250
23 1 <0,5 <0,5 <0,25 <0,250
24 2 <0,5 >256 >128 >32
25 0 - - - -

26 2 <0,5 <0,5 >128 16

27 1 <0,5 <0,5 128 >32
28 0 - - - -

29 2 128 <0,5 >128 16

30 1 <0,5 <0,5 <0,25 0,125
31 0 - - - -

32 0 - - - -

33 0 - - - -

34 0 - - - -

35 0 - - - -

36 1 <0,5 <0,5 <0,25 <0,06
37 1 256 <0,5 <0,25 32

38 1 <0,5 <0,5 >128 <0,25
39 1 <0,5 <0,5 >128 <0,06
40 0 - - - -

41 1 >256 128 >128 >32
42 0 - - - -

43 1 <0,5 <0,5 2 0,5
44 1 <0,5 32 >128 32

45 1 <0,5 <0,5 >128 8

46 2 1 <0,5 <0,25 <0,06
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Tablo 4.1. Devami

47 0 - - - -

48 0 - - - -

49 1 <0,5 <0,5 >128 0,5
50 0 - - - -

51 1 >256 >256 >128 >32
52 0 - - - -

53 1 >256 32 >128 >32
54 1 >256 <0,5 >128 <0,06
55 2 >256 256 >128 >32
56 1 <0,5 <0,5 <0,25 <0,06
57 1 <0,5 <0,5 <0,25 <0,06
58 1 <0,5 <0,5 >128 2

59 2 128 <0,5 >128 <0,06
60 0 - - - -

61 0 - - - -

62 1 <0,5 1 >128 1

63 0 - - - -

64 0 - - - -

65 2 >256 <0,5 >128 >32
66 0 - - - -

67 0 - - - -

68 1 <0,5 <0,5 >128 32

69 0 - - - -

70 2 <0,5 <0,5 <0,25 <0,06
71 0 - - - -

72 1 <0,5 <0,5 0,5 <0,06
73 2 >256 <0,5 >128 >32
74 2 >256 >256 >128 >32
75 0 - - - -

76 2 128 32 >128 >32
77 1 128 2 >128 >32
78 0 - - - -

79 2 >256 >256 >128 >32
80 2 64 <0,5 32 16

81 0 - - - -

82 2 >256 >256 >128 >32
83 2 >256 256 >128 >32
84 2 >256 32 >128 32

85 0 - - - -

86 1 <0,5 <0,5 <0,25 <0,06
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Tablo 4.1. Devami

87

0

88

64

<0,5

>128

89

<0,5

<0,5

<0,25

0,5

90

>256

>256

>128

>32

91

<0,5

<0,5

<0,25

<0,06

92

<0,5

<0,5

0,25

93

<0,5

<0,5

0,5

0,25

94

95

<0,5

<0,5

>128

>32

96

97

128

>128

>32

98

99

100

<0,5

<0,5

>128

<0,06

101

<0,5

<0,5

<0,06

102

<0,5

<0,5

<0,25

<0,06

103

<0,5

32

>128

>32

104

105

106

107

108

109

110

111

112
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114

115
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>32
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0,125
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<0,06
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Tablo 4.1. Devami

128 0

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

<0,25
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Tablo 4.1. Devami

169 1 64 <0,5 >128 0,25
170 1 <0,5 <0,5 >128 0,25
171 1 64 <0,5 >128 0,125
172 1 >256 64 64 32
173 0 - - -

174 0 - - -

175 1 >256 256 >128 >32
176 1 >256 >256 >128 >32
177 2 >256 >256 >128 32
178 1 >256 >256 >128 >32
179 2 >256 256 >128 >32
180 0 - - -

181 2 <0,5 <0,5 <0,25 <0,06

Biyofilm derecesi zayif (1) olan izolatlardan gentamisine direngli olan %27.7
(n=25), duyarli olan ise %42.2 (n=38) oraninda bulunmustur. Biyofilm derecesi orta
(2) olan izolatlardan gentamisine direngli olan %15.5 (14), duyarli olan ise %14.4 (13)
oraninda bulunmustur. Biyofilm zayif (1) olusturanlarda gentamisine duyarli olma
durumu biyofilm orta (2) olusturanlara gore; p=0,286 bulundugu igin istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir.

Biyofilm derecesi zayif (1) olan izolatlardan meropeneme direngli olan %11.1
(n=10), duyarl olan ise %58.8 (n=53) oraninda bulunmustur. Biyofilm derecesi orta
(2) olan izolatlardan meropeneme direncli olan %13.3 (n=12), duyarl olan ise %16.6
(n=15) oraninda bulunmustur. Biyofilm zayif (1) olusturanlarda meropeneme duyarl
olma durumu biyofilm orta (2) olusturanlara gére p=0,004 bulundugu i¢in istatistiksel

olarak anlamli oldugu goriilmiistiir.

Biyofilm derecesi zayif (1) olan izolatlardan seftriaksona direngli olan %50
(n=45), duyarli olan ise %20 (n=18) oraninda bulunmustur. Biyofilm derecesi orta (2)
olan izolatlardan seftriaksona direncli olan %22.2 (n=20), duyarl olan ise %7.7 (n=7)
bulunmustur. Biyofilm zayif (1) olusturanlarda seftriaksona duyarli olma durumu
biyofilm orta (2) olusturanlara gore p=0,797 bulundugu i¢in istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir.

Biyofilm derecesi zayif (1) olan izolatlardan siprofloksasine direngli olan %35.5

(n=32), duyarli olan ise %34.4 (n=31) oraninda bulunmustur. Biyofilm derecesi orta
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(2) olan izolatlardan siprofloksasine direng¢li olan %18.8 (n=17), duyarli olan ise
%11.1 (n=10) bulunmustur. Biyofilm zayif (1) olusturanlarda siprofloksasine duyarl
olma durumu biyofilm orta (2) olusturanlara gére p=0,288 bulundugu i¢in istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir.

Biyofilm olusturdugu tespit edilen izolatlarin, biyofilm olusturma derecesine

gore antibiyotik duyarliliklarinin sonuglar1 toplu olarak Tablo 4.2.’de verilmektedir.

Tablo 4.2. Biyofilm olusturan izolatlarm antibiyotik duyarlilik oranlar1

Gentamisin Meropenem Seftriakson Siprofloksasin

Biyofilm | Direngli | Duyarli | Direngli Duyarl Direngli | Duyarli | Direngli | Duyarlh
Derecesi (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
25 38 10 53 45 18 32 31

Zayif (1) (27.7) (42.2) (11.1) (58.8) (50) (20) (35.5) (34.4)
14 13 12 15 20 7 17 10

Orta (2) (15.5) (14.4) (13.3) (16.6) (22.2) (7.7) (18.8) (11,1)
39 51 22 68 65 25 49 41

Toplam (43.2) (56.6) (24.4) (75.4) (72.2) (27.7) (54.3) (45.5)

4.3. Antibiyofilm Sonuclar

Calismaya dahil edilen 15 numarali izolatin gentamisin, meropenem ve
siprofloksasin i¢in her ii¢ denemede de BIK degeri tespit edilememistir. Seftriakson

icin {igiincii denmenin bir sirasinda BIK degeri 4 ng/ml bulunmustur.

46 numarali izolatin gentamisin i¢in her ii¢ denemede de BIK degerleri i¢in tespit
edilememistir. Meropenem igin ilk denemenin iki sirasinda da BIK degeri 2 ng/ml ve
ikinci denemenin iki sirasinda da BIK degeri 16 pg/ml bulunmustur. Seftriakson igin
birinci denmenin iki sirasinda da BiK degeri 4 pg/ml bulunmustur. Siprofloksasin igin

ikinci denmenin bir sirasimda BIK degeri 16 pg/ml bulunmustur.

70 numarali izolatn gentamisin i¢in ikinci denemenin bir sirasmda BIK degeri
16 pg/ml, diger sirasinda 32 pg/ml bulunmustur. Meropenem igin ilk denemenin iki
sirasinda da BIK degeri 2 pg/ml ve ikinci denemenin iki sirasinda da BIK degeri 4
pg/ml bulunmustur. Seftriakson igin birinci denmenin iki sirasinda da BIK degeri 8
ug/ml bulunmustur. Siprofloksasin i¢in ikinci denmenin iki sirasinda da BIK degeri 4

pg/ml bulunmustur.
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93 numaral izolatin iiciincii denemesinin iki sirasinda da BIK degeri 32 pg/ml
bulunmustur. Meropenem igin {i¢iincii denemenin bir sirasmda BIK degeri 8 pg/ml
bulunmustur. Seftriakson ve siprofloksasin i¢in her ii¢ denemede de BIK degeri tespit

edilememistir.

118 numarali izolatin gentamisin, seftriakson ve siprofloksasin icin her iig
denemede de BIK degeri tespit edilememistir. Meropenem igin birinci denemenin iKi
sirasinda da BIK degeri 2 pg/ml, {i¢iincii denemenin bir sirasimda BiK degeri 32 pg/ml

bulunmustur.

139 numaral izolatin gentamisin i¢in her {ic denemede de BIK degerleri i¢in
tespit edilememistir. Meropenem igin ilk iki denemenin bir sirasinda BiK degeri 2
pg/ml, ikinci swrasinda 4 pg/ml ve {gilincii denmenin bir srasinda 4 pg/ml
bulunmustur. Seftriakson i¢in ilk denemenin bir sirasinda BIK degeri 8 ug/ml ve ikinci
denemenin bir sirasinda 4 pg/ml, diger sirasinda 16 pg/ml bulunmustur. Siprofloksasin

icin ikinci denmenin iki sirasinda da BIK degeri 4 pg/ml bulunmustur.

181 numarali izolatin gentamisin, meropenem, seftriakson ve siprofloksasin i¢in
her ii¢ denemede de BIK degeri tespit edilememistir. Tiim antibiyofilm aktivitesi

sonuglar1 Tablo 4.3. toplu olarak verilmektedir.

Tablo 4.3. Dort antibiyotik icin duyarli olan izolatlarin antibiyofilm degerleri

15 46 70 93 118 139 181
MIK <0,5 1 <05 <05 <0,5 <0,5 <05
1. Deneme - - - - - - -
Gentamisin BIK
2. Deneme -I- -I- 16/32 -I- -I- -I- -I-
3. Deneme -I- -I- -I- 32/32 -I- -I- -I-
MIK <05 <05 <05 <05 <05 <05 <05
1. Deneme - 212 212 - 212 2/4 -I-
Meropenem BIK [ Deneme T 16/16 /4 T A 2/4 T
3. Deneme -I- -I- -I- -18 -132 -14 -l-
MIK <025 <025 <025 05 <025 <025 <0,25
. 1. Deneme -I- 4/4 8/8 -I- -l- -8 -l-
Seftriakson BiK 5 Deneme - - - - - o -
3. Deneme /4 - - - - - -
MIK <0,06 <0,06 <0,06 025 <0,06 <0,06 <0,06
1. Deneme - - - - - - -
Siprofloksasin BIK
2. Deneme -/- -/16 4/4 -/- -/- 8/8 -/-
3. Deneme - - - - - - -
BIK: Biyofilm inhibisyon konsantrasyonu
- : BIK tespit edilemedi.
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Calismaya dahil edilen dort antibiyotigin antibiyofilm aktivitesi caligilan

izolatlar i¢in 6rnek goriintii Sekil 4.3.’de verilmistir.

Sekil 4.3. Antibiyofilm plak ¢alisma diizeni

4.4, SEM Goriintiileri

Elektron mikroskobu ile 46 numarali izolatta meropenem i¢in 8 - 0.5 pg/ml
konsantrasyonlarda 1000’lik ve 5000°lik biiylitmelerdeki goriintiiler Sekil 4.4 de
verilmektedir. Goriintiiler incelendiginde antibiyotik bulunmayan (A, B) ve 0.5 - 1- 2
pg/ml meropenem konsantrasyonlarinda (C, D, E, F, G, H) biyofilm olusumu
gozlenirken, 2 — 4 pg/ml meropenem konsantrasyonlarinda (I, J, K, L) biyofilm

olusumu gozlenmemistir.

Elektron mikroskobu ile 46 numaral izolatta seftriakson i¢in 16 - 1 pg/ml
konsantrasyonlarda 1000’lik ve 5000’lik biiyiitmelerdeki goriintiiler Sekil 4.5 de
verilmektedir. Goriintiiler incelendiginde antibiyotik bulunmayan (A, B) ve 1 -2 -4 -
8 pg/ml seftriakson konsantrasyonlarinda (C, D, E, F, G, H, I, J) biyofilm olusumu
gozlenirken, 16 pg/ml seftriakson konsantrasyonunda (K, L) biyofilm olusumu

gdzlenmemistir.

29



Sekil 4.4. 46 numarali izolat i¢in farkli konsantrasyonlardaki meropenemin antibiyofilm etkisinin SEM

goriintiisii (A: 0 pg/ml 1000°lik bityiitme; B: 0 pg/ml 5000’lik biiylitme; C: 0,5 pg/ml
1000’1ik biiyiitme; D: 0,5pug/ml 5000’lik biiyiitme; E: 1 pg/ml 1000°lik biyiitme; F:
1pg/ml 5000°1ik biiylitme; G: 2 pg/ml 1000°lik biiylitme; H: 2 pg/ml 5000°lik biiyiitme;

I: 4 pg/ml 1000’1k bityiitme; J: 4 pg/ml 5000°1ik biiylitme; K: 8 pg/ml 1000°1lik biiyiitme;
L: 8 pg/ml 5000’1k bityiitme)
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Sekil 4.5. 46 numarali izolat igin farkli konsantrasyonlardaki seftriaksonun antibiyofilm etkisinin SEM
goriintiisii (A: 0 pg/ml 1000’lik biylitme; B: 0 pg/ml 5000’lik biiylitme; C: 1 pg/ml
1000°1ik biiyiitme; D: 1 pg/ml 5000°lik biiyiitme; E: 2 pg/ml 1000°1ik biiyiitme; F: 2
pg/ml 5000°1ik bityiitme; G: 4 pg/ml 1000’lik bityiitme; H: 4 pg/ml 5000°1ik biiyiitme; I:
8 pg/ml 1000°lik biiylitme; J: 8 pg/ml 5000°lik biiyiitme; K: 16 pg/ml 1000°1ik biiyiitme;
L: 16 pg/ml 5000°1ik biiyiitme)
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5. TARTISMA

Nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan 6nemli mikroorganizmalardan K.

pneumoniae firsatg1 bir patojendir (Diancourt ve ark., 2005; Vuotto ve ark., 2017).

Hem hastane hem de toplum kaynakli enfeksiyonlarin ana nedenlerinden biri
olan K. pneumoniae karbapenem direnciyle mortalite ve morbidite artis1 tehlikesini
ortaya ¢ikarabilmektedir (Cassini, 2018; David, 2019).

Hastane enfeksiyonlarina neden olan patojenlerin goriilme sikligi degisiklik
gosterebilmektedir (Kang ve ark., 2006). Ozgetin ve ark. yaptiklar1 calismada ilk iki
sirada E. coli %22.9 ve Klebsiella tiirlerini %15.6 oraninda oldugunu saptamislardir
(Ozgetin ve ark., 2019).

2009 ve 2012 yillar1 arasinda yogun bakim iinitelerindeki (YBU) hastane
enfeksiyonlar1 arastirmalarmda YBU’de K. pneumoniae; 2009°da %35’iken 2012
yilinda artarak %7.5’e yiikselmis, vantilatér iligkili pnémonide (VIP) baskin
mikroorganizmalar iginde %35.3 ile besinci sirada iken %8.5’¢ yiikselerek tiglincii
siraya ¢ikmus, tretral katater ile iliskili idrar yolu enfeksiyonlarmmda %5’den %5.8’e

yiikselmistir (Zaragoza ve ark., 2014).

Kus ve ark. ¢alismalarmnda kullandiklari 53 K.pneumoniae izolatinin 12
(%22.6)’s1 reanimasyon yogun bakim iinitesi, 8 (%15.1)’1 tibbi onkoloji servisi, 7
(%13.2)’s1 yenidogan yogun bakim {iinitesi ve 26 (%49)’s1 diger kliniklerde yatan
hastalardan izole edildigini bildirmistir (Kus ve ark., 2017).

Miiller-Schulte ve ark. ¢alismalarina dahil ettikleri 107 K. pneumoniae nin %29
(n=31)’u pediatri, %24.3 (n=26)’ii dahiliye, %14 (n=15)’li yogun bakim iinitesi,
%10.3 (n=11)’i troloji ve %22.4 (n=24)’i diger servislerden izole edildigini
bildirmistir (Miiller-Schulte ve ark., 2020).

Bizim ¢alismamizda cesitli servislerden gonderilen ve idrar 6rneklerinden izole
edilen K. pneumoniae izolatlarnin dagilimlarina bakildiginda néroloji %11 (n=20),
nefroloji %9.9 (n=18), iiroloji %9.9 (n=18), acil ve ilkyardim %9.4 (n=17), hematoloji
%9.4 (n=17), yogun bakim % 5.5 (n=10), onkoloji %5.5 (n=10) ve digerleri %39.2
(n=71) seklinde siralanmaktadir.

Karagiin ve arkadaslar1 yaptiklar1 caligmada, hastane enfeksiyonlarinin ¢ocukluk
yas grubunda en sik bakteriyemi ve pnomoni, yetigkin yas grubunda ise {iriner sistem
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ve cerrahi alan enfeksiyonu seklinde goriildiigiinii ve ayrica Klebsiella spp.’nin %29.5

orantyla en sik izole edilen mikroorganizma oldugunu bildirmislerdir (Karagiin ve

ark., 2020).

Uriner sistem enfeksiyonlari bir dizi patojenin sebep oldugu, diinya ¢apinda her
yil yaklasik 150 milyon kisiyi etkileyen bakteriyel enfeksiyonlardan biri olup ciddi bir
halk sagligi sorunudur (Flores-Mireles ve ark., 2015). En sik bildirilen hastane
kaynakli enfeksiyon vakalarmin %17.2°sine katater iligkili {iriner sistem

enfeksiyonlar1 sebep olmaktadir (Percival ve ark., 2015).

Ott ve ark. calismalarinda {iriner sistem enfeksiyonlarinin nozokomiyal
enfeksiyonlarda %16 oraninda, toplum kaynakli enfeksiyonlarda ise %9 oraninda

oldugunu bildirmistir (Ott ve ark., 2013).

Kateterle iligkili IYE'ler, hastanede edinilen tiim enfeksiyonlarm %40'n1
olusturur ve bu nedenle en yaygin nozokomiyal enfeksiyon tiiriidiir. Genel olarak, kisa

stireli kateterizasyonu olan hastalarin yaklasik %10'u enfeksiyon gelistirir (Stamm ve
Norrby, 2001).

Flores-Mireles ve ark. diriner sistem enfeksiyonlarinin epidemiyoloji ve
enfeksiyon mekanizmalarini arastirdiklar1 ¢alismada K. pneumoniae nin - komplike
enfeksiyonlarda %8, komplike olmayanlarda %6 oraninda ve ikinci sirada oldugunu

bildirmislerdir (Flores-Mireles ve ark., 2015).

Subramanian ve ark. ¢alismalarinda iiropatojenler arasinda K. pneumonia nin

%16 orantyla ikinci sirada oldugunu bildirmistir (Subramanian ve ark., 2012).

K. pneumoniae tibbi cihazlar, kataterler ve enfekte doku yiizeylerine yapisarak
cogalmasi ile konak immiin sistemine ve antimikrobiyal tedavilere ragmen uzun siire

eradikasyonu saglanamayan biyofilmler {iretir (Curiel ve ark., 2018).

Diinya genelinde K. pneumoniae'nin antibiyotige direngli suslar1 ortaya
¢ikmaktadir. GSBL iireten ve karbapenemaza direngli suslar artan siklikta izole
edilmesi endiseye neden olmaktadir. Ayrica patojenin liriner kateter gibi yerlestirilmis
cihazlarda biyofilm olusturma yetenegi, glinlimiizde kullanilan antibiyotiklere kars1
artan dirence ek olarak, nozokomiyal edinilmis kalic1 enfeksiyonlarda 6nemli bir

mekanizma olarak goriilmektedir (Chung, 2016).
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Biyofilmin ortadan kaldirilmasi ve sistemik enfeksiyonlarin onlenmesi i¢in
uygun antibiyotiklerin se¢ilmesinde zorluk gekilebilmektedir (Nagalakshmi ve ark.
2015). Ayrica biyofilm biinyesinde bulunan bakterilerin artan antibiyotik direnci,
serbest yagayan planktonik bakteri hiicrelerinden 1000 kat daha fazla olabilmektedir
(Singla ve ark. 2013).

Antimikrobiyal tedavilerinde, antibiyotik konsantrasyonlar1 planktonik formlara
gore belirlenerek, biyofilm yapilar1 géz ardi edilir. Bundan dolayi tedaviyle, tamamen
ortadan kaldirilamayan etken ile hastalik devam edebilmektedir. Bu sorunlar ile
miicadele edebilmek i¢in biyofilm yapisininin ve molekiiler mekanizmalarmin timi

arastirilarak ortaya ¢ikarilmalidir (Dianni ve ark., 2016)

“Biyofilmlerin en bilinen 06zelligi, antibiyotiklere kars1 yiiksek diizeyde
direnctir. Direnci belirleyen en 6nemli faktor bakteri tireme durumudur. Bir biyofilmin
"i¢ c¢ekirdegi" iginde, bakteriler aglhiga ve diisiik oksijene adapte olurlar, bu da
biliylimenin durmasima neden olur ve bu da metabolik olarak aktif ve bdliinen hiicreleri

hedefleyen antibiyotiklerin etkinligini azaltir” (Piperaki, 2017).

Castelijn ve ark. ¢alismalarinda biyofilm olusturma davranisinin sicaklik ve
kiiltlir ortamu gibi ¢evresel kosullardan etkilendigi, ayn1 zamanda sus kaynagiyla da

iliskili oldugu sonucunu bildirmislerdir (Castelijn ve ark., 2012)

Lenchenko ve ark. K. pneumoniae biyofilminin adezyon ozelliklerini ve
morfolojisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda bu mikroorganizmanin yiiksek yapigsma

aktivitesiyle birlikte giiclii biyofilm olusturduklar1 sonucuna ulasmislardir (Lenchenko

ve ark., 2020).

Maharjan ve ark. ¢aligmalarinda katater iliskili tiriner sistem enfeksiyonlarmdan
sorumlu olan patojenler arasinda K. pneumoniae’nin %15 oraniyla ikinci sirada
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bu ¢alismaya dahil edilen K. pneumoniae

izolatlarinin %30’unun biyofilm iirettigi tespit edilmistir (Maharjan ve ark., 2018).

K. pneumoniae izolatlarmmn biyofim olusturma yetenegi ile GSBL iiretimi
arasinda onemli bir iligki oldugunu gosteren Yang ve Zhang caligmalarinda balgam,
idrar ve kan gibi klinik izolatlarin %45.3 iniin GSBL {irettigini bunlarin i¢inde idrar
orneklerinin %54.2 oranda GSBL iirettigini bildirmislerdir. Test edilen izolatlarin
%44.7°s1  biyofilm olusturdugunu ve bunlarin arasinda idrar Srneklerinin %54.2

oranda biyofilm olusturdugunu bildirmislerdir. Yaghlarda %54.2’iken genclerde
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%19.5 oraninda oldugunu dolayisiyla biyofilm enfeksiyonlarinin yaghlarda daha sik

olabilecegini ortaya koymuslardir (Yang ve Zhang, 2008).

Rahdar ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarina dahil ettikleri 160 K. pneumonia
izolatinin %42.5’inde karbapenemaz aktivitesi saptamiglardir. Ayrica bu izolatlarin
%52.5’inde giiglii, %38.1’inde orta, %9.3"i ise zayif dereceli biyofilm iirettigi
saptanmistir (Rahdar ve ark., 2019).

Domenico ve ark. ¢alismalarinda K. pneumoniae izolatlarinn GSBL iireten
suslarmin %66.7'sinin ve GSBL {iretmeyenlerin %50’sinin biyofilm T{rettigi ve
bunlarin hig¢birinin giliglii biyofilm iireticisi olmadigini ortaya koymuslardir. GSBL
iretenlerin %35°1 biyofilm olusturmazken %50’si zayif, %151 orta derece biyofilm
olusturmustur. GSBL {iretmeyenlerin ise %50’s1 biyofilm olusturmazken %251 orta

%251 ise zayif biyofilm olusturmustur (Domenico ve ark., 2017).

Tiirkel ve ark. ¢alismalarmda 100 adet GSBL iireten K. pneumoniae izolatlatinda
%99 oraninda biyofilm olusumu tespit etmisler ve bunlarin %16°s1 zayif, %17’si orta

ve %66°s1 gliclii biyofilm tireticisi oldugunu bildirmislerdir (Tiirkel ve ark., 2018).

Ammar ve ark. kantitatif mikrotitre plak yontemini kullandiklar1 ¢alismada K.
pneumoniae izolatlarinin %81.8’ini biyofilm ireticisi oldugu ve bunlarin %33.3,
%22.2 ve %44.4’iinii sirasiyla giiclii, orta ve zayif biyofilm {ireticisi oldugunu ve
izolatlarin % 18.2’inin biyofilm fireticisi olmadigint bildirmistir (Ammar ve ark.,

2020).

Shadkam ve ark. ¢alismalrinda 100 K. pneumoniae izolatlarinin %75'inin
biyofilm iireten izolatlar oldugunu ortaya koymustur. izolatlarm %31, %25 ve %19'u
sirastyla zayif, giiclii ve orta derecede biyofilm iireten suslar olup %25'1 biyofilm
tiretmedigi bildirilmistir. ¢oklu ilaca direngli (MDR) (%51) izolatlarinda biyofilm
olusum prevalansi, MDR olmayan (%24) izolatlara gore anlamli olarak daha yiiksek

bulunmustur (Shadkam ve ark., 2020).

Nirwati ve ark. yaptiklar1 ¢alismaya dahil ettikleri 167 K. pneumoniae’nin 45
(%26.9)’i giiglii, 48 (%28.7)’i orta, 50 (%29.9)’si zayif biyofilm olusturmustur.
Izolatlarin  %54.5’i MDR olarak bulunurken, MDR ile biyofilm iiretim kapasitesi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki olmadign1 tespit etmislerdir (Nirwati ve
ark., 2019).
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Seifi ve ark. ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilmis 94 K. pneumoniae izolati
kullandiklar1 ¢alismada 58’1 idrar Orneklerinden izole edilmistir. Tim izolatlarin
%93.6'smin biyofilm olusturdugunu bildirdikleri ¢alismada, %52.1'1 orta derecede
%33"i giiclii biyofilm olustururken, %8.5'i zayif biyofilm {ireten suslar olarak
kategorize edildigi ve suslarin %6.4'i biyofilm iiretmedigini bildirilmistir. Idrar
orneklerinde ise %20.7 giiclii, %68.9 orta, %6.9 zayif biyofilm olusturmusken %3.5’1
biyofilm olusturmamustir (Seifi ve ark., 2016).

Caligmamiza dahil ettigimiz 181 K. pneumonia izolatinin 90 (%49.7)’si biyofilm
olustururken, 91 (%50.3)’liniin biyofilm olusturmadigi tespit edilmistir. Biyofilm
olusturan izolatlarin 27 (%30) tanesi orta derece biyofilm, 63 (%70) tanesi ise zay1f
biyofilm olusturdugu goriilmiistiir. Calismamiza dahil edilen izolatsarin hicbiri giiglii

biyofilm olusturmamustir.

Pramodhini ve ark. idrar orneklerinden izole edilen c¢esitli patojenlerin %60
oraninda biyofilm olusturdugunu tespit ettikleri calismada K. pneumonia izolatlarinin
%63 oraninda biyofilm olusturdugunu agiklamislardir. Caligmada tiim izolatlarin
gentamisin direnci %40 bulunurken biyofilm olusturanlarin %36, olusturmayanlarin
ise %45 oraninda gentamisine direngli oldugu bildirilmistir (Pramodhini ve ark.,

2012).

Domenico ve ark. calismalarinda 135 izolatin %27.5'1 yiiksek, %26's1 orta ve
%29.2'si zay1f biyofilm iireticileri olarak siniflandirmis. Ayrica K. pneumoniae’y1 %60
oraninda MDR fenotipine sahip olup gentamisine %66.7, meropeneme %33.3 ve
siprofloksasine %383.3 oraninda direncli bulunmustur. Bununla birlikte hem MDR
%74.4 hem de MDR olmayan %78.9 suslarinda biyofilm {iiretme konusunda
karsilagtirildiginda, iki grup arasinda anlamli bir fark olmadigini bildirmislerdir

(Domenico ve ark., 2017).

Sanchez Jr ve ark. calismalarinda gesitli 6rneklerden izole edilmis 54 MDR K.
pneumoniae izolatinin %76’smin orta derece biyofilm olusturdugunu bildirmistir.
[zolatlarin %93’ii gentamisine direncli olup bunlarin %79°u biyofilm olusturmus,
%7’si gentamisine duyarli olup bunlarm %71’i biyofilm olusturmustur. izolatlarin
%87’si seftriakson i¢in direngli olup bunlarm %731 biyofilm olusturmustur, %13’
seftriaksona duyarli bulunmus ve bunlar %69 oraninda biyofilm olusturmus.

Meropenem i¢in tiim izolatlar duyarli bulunmus ve izolatlarm %70’1 biyofilm
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olusturmus. Siprofloksasine direng %63 olup bu izolatlarm %79’u biyofilm
olusturmus, %37’si siprofloksasine duyarli olup bunlarin biyofilm orani %45 olarak

bildirilmistir (Sanchez Jr ve ark., 2013).

Cusumano ve ark. antimikrobiyal diren¢ ile biyofilm arasindaki iliskiyi
arastirdiklar1 ¢alismada 139 K. pneumoniae izolatinin 47°si zayif, 46’s1 orta ve 46’s1
giiclii biyofilm olusturdugunu bulmuslardir. 81 MDR izolatinda zayif biyofilm
olusturanlar %97.9 oraninda, giighii biyofilm olusturanlar %76.1 oraninda bulunmus
ve 25 yaygin ilaca direngli (XDR) izolatinda biyofilm olusturanda %25.5 iken

olusturmayanlarda %28.3 ile benzer oldugunu bildirmistir (Cusumano ve ark., 2019).

Cepas ve ark. K. pneumoniae'nin %37,6'smin biyofilm olusturdugu ¢alismada
izolatlarin %38’1 MDR olarak bulundugunu ve idrar 6rneklerinin gentamisine %36.8
duyarl, %9.4 direngli bulunurken siprofloksasine %29.1 duyarl, %17.1 direncli
olarak bulduklarini bildirmislerdir (Cepas ve ark., 2019).

Vuotto ve ark. calismalarinda 40 izolat1 MDR ve 56 izolati XDR olarak
bulmuslardir. Duyarli izolatlarin %70.8'1 giiclii biyofilm iireticileri olarak, %12.5 orta
biyofilm tireticileri olarak ve %16.7 zayif biyofilm iireticileri olarak tespit etmisler ve
MDR izolatlarinin %67.5'1 gliclii %25°1 orta derecede ve %7.5 zayif biyofilm iireticisi
olarak bildirilmistir (Vuotto ve ark., 2017).

Shadkam ve ark. meropenem, seftriakson, gentamisin ve siprofloksasin
antibiyotikleri i¢in gii¢lii biyofilm olusturanlarin diren¢ oranlar1 sirasiyla %56, %52,
%32, %68 biyofilm olusturmayan izolatlarin diren¢ profili ise swrasiyla %32, %32,
%12, %40 seklinde bulunup biyofilm iireten K. pneumoniae suslar1 arasinda
antimikrobiyal direng, biyofilm iiretmeyen K. pneumoniae suslarina goére anlamli

derecede yiiksek bulundugunu bildirmislerdir (Shadkam ve ark., 2020).

Tiirkel ve ark. 100 GSBL iireten K. pneumoniae ile yaptiklar: ¢aligmada tiim
izolatlar seftriakson i¢in diren¢liyken siprofloksasin direncini %54 olarak tespit
etmisleridir. Siprofloksasine duyarli izolatlarin direngli izolatlara gore daha giiclii

biyofilmler olusturdugunu analiz etmislerdir (Tiirkel ve ark.,2018).

Calismamizda biyofilm olusum dereceleri ve antibiyotik duyarliliklar:
karsilastirildiginda duyarli izolatlarda zayif biyofilm olusturanlar sirasiyla
meropenem, gentamisin, siprofloksasin ve seftriakson i¢in %58.8 (n=53), %42.2
(n=38), %34.4 (n=31) ve %20 (n=18) oranlar1 bulundu. Orta derece biyofilm olusturan
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izolatlarda da swrasiyla %16.6 (n=15), %14. (n=13) 4, %11,1 (n=10), %7.7 (n=7)
oranlar1 bulundu. Direngli izolatlarda zayif biyofilm olusturanlar ayni sirasiyla %11.1
(n=10), %27.7 (n=25), %35.5 (n=32), %50 (n=45) oranlar1 bulundu. Orta derece
biyofilm olusturan izolatlarda yine sirasiyla %13.3 (n=12), %15.5 (n=14), %18.8
(n=17), %22.2 (n=20) oranlar1 bulundu. Zayif biyofilm (1) olusturan izolatlarda
meropeneme duyarli olma durumu orta derecede (2) biyofilm olusturanlara gore
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte gentamisin,

siprofloksasin ve seftriakson antibiyotikleri istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

VIP, kritik hastalarda en sik goriilen nozokomiyal enfeksiyonlardan biridir.
Gegtigimiz birkag yil i¢inde K. pneumoniae diinya ¢apinda ViP'in ana nedensel
ajanlarindan biri haline gelmistir. Ruiz ve ark. meropenem igin MiK degerini 8 mg/L
bulduklar1 galismada 24 saatte meropenemin 4 mg/L’de %64.7, 8 mg/L’de %58.4 ve
16 mg/L’de %65.5 oraninda biyofilm inhibisyonu gésterderdigini bildirmislerdir (Ruiz
ve ark., 2019).

Cadavid ve ark. calismalarinda biyofilmin %50'sini ortadan kaldirmak igin
gereken antibiyotik konsantrasyonlarinin gentamisin i¢in 0.12 pug/mL, siprofloksasin
icin 0.03 pg/mL oldugunu bildirmigler ve biyofilmin, siprofloksasine kiyasla
gentamisine kars1 dort kata kadar daha direncgli oldugunu ve siprofloksasinin
biyofilmleri ge¢me kabiliyeti ve bdylece gOmiilii bakteriler iizerinde antibiyotik

etkisinin oldugunu bildirmislerdir (Cadavid ve ark., 2018).

Chaudhary ve Payasi GSBL tireten K. pneumoniae izolatlarini kullandiklar1
calismada meropenemin MiK degerini 64-256 pg/ml oldugunu ve minimum biyofilm
eradikasyon konsantrasyonunun (MBEC) 2048-4096 pg/ml oldugunu ve sonuglarinin
planktonik mikroorganizmalarin ve biyofilmlerin antibiyotige kars1 farkli davrandigini

gostermekte oldugunu bildirmistir (Chaudhary ve Payasi 2012).

Aires ve Batista calismalarinda K. pneumoniae nin planktonik hiicrelerinde MIC
ve minimum bakterisidal konsantrasyonun (MBC)'nin sirasiyla 0.016 pg/ml ve 0.032
pg/ml oldugunu bulmuslardir. Ayrica seftriaksona duyarli izolatlarmm biyofilmin
olgunlagmasiyla etkinliginin azaldigini bildirmislerdir. Geng biyofilmine etkili olan
seftriaksonun 100 pg/ml ve 300 pg/ml konsantrasyonun planktonik formdan 6 bin kat
fazla oldugunu fakat bu konsantrasyonun olgun biyofilmi yok etmek i¢in ise yeterli

olmadigini bildirmislerdir (Aires ve Batista, 2017).
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Gentamisinin antibiyofilm aktivitesinin calisildigt 70 numarali izolatin bir
denemesinde 16/32 pg/ml ve 93 numarali izolatin bir denemesinde de 32/32 pg/ml
BiK degeri saptanmistir. Gentamisin igin 15, 46, 118. 139 ve 181 nolu izolatlarda BIK

degeri tespit edilememistir.

Meropenem antibiyofilm aktivitesinin ¢alisildigt 46 numarali izolatin bir
denemesinde 2/2 pg/ml, bir diger denemesinde de 16/16 pg/ml; 70 numarali izolatin
bir denemesinde 2/2 pg/ml, bir diger denemesinde de 4/4 pg/ml; 93 numarali izolatin
bir denemesinde -/8 pug/ml; 118 numarali izolatin bir denemsinde 2/2 pg/ml, bir diger
denemesinde de -/32 pg/ml; 139 numarali izolatin bir denemesinde 2/4 pg/ml, bir diger
denemesinde de 2/4 pg/ml, bir diger denemesinde de -/4 pg/ml BIK degeri
saptanmustir. Meropenem i¢in 15 ve 181 nolu izolatlarda BIK degeri tespit

edilememistir.

Seftriakson antibiyofilm aktivitesinin c¢alisildigi 15 numarali izolatin bir
denemesinde -/4 pg/ml; 46 numarali izolatin bir denemsinde 4/4 pg/ml; 70 numarali
izolatin bir denemesinde 8/8 pg/ml; 139 numarali izolatin bir denemesinde -/8 pg/ml,
bir diger denemesinde de 16/4 ng/ml BIK degeri saptanmustir. Seftriakson igin 93, 118

ve 181 nolu izolatlarda BiK degeri tespit edilememistir.

Siprofloksasin antibiyofilm aktivitesinin c¢alisildigr 46 numarali izolatin bir
denemesinde -/16 pg/ml; 70 numarali izolatin bir denemesinde 4/4 ug/ml; 139
numarali izolatin bir denemesinde 8/8 pg/ml BiK degeri saptanmistir. Siprofloksasin

icin 15, 93, 118 ve 181 nolu izolatlarda BIK degeri tespit edilememistir.

Elektron mikroskobu ile 46 numarali izolatta 0.5 — 1 - 2 pg/ml meropenem
konsantrasyonlarinda biyofilm olusumu goézlenirken, 4 pg/ml de mikrokolonilerin
olusumlarinin basladigi ve 8 pg/ml meropenem konsantrasyonunda biyofilm olusumu
olmadig1 gozlenmistir. Seftriakson i¢in 1 - 2 — 4 - 8 ug/ml konsantrasyonlarinda
biyofilm olusumu gozlenirken, 16 pug/ml seftriakson konsantrasyonunda biyofilm

olmadig1 gézlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

eCaligmaya dahil edilen ve idrar Orneklerinden izole edilen 181 K.
pneumoniae’nin 90 (%49.7)’inda biyofilm olusumu gézlendi.

e Biyofilm olusturan izolatlarin 63 (%70)’0 zayif, 27 (%30)’si orta derecede
biyofilm olusturmustur. Higbir izolatta gii¢lii biyofilm olusumu gézlenmemistir.

eBiyofilm olusturan izolatlarm 39 (%43.2)’u gentamisine, 22 (%24.4)’si
meropeneme, 65 (%72.2)’1 seftriaksona, 49 (%54.4)’u siprofloksasine direncli
bulundu.

eBiyofilm olusturan izolatlarm 51 (%56.6)’1 gentamisine, 68 (%75.4)’1
meropeneme, 25 (%27.7)’1 seftriaksona, 41 (%45.5)’t  siprofloksasine duyarh
bulundu.

e Zayif biyofilm olusturanlarda meropeneme duyarli olma durumu orta derece
biyofilm olusturanlara gore istatistiksel olarak anlamli bulundu.

e Olusmus biyofilmin giderilebilmesi i¢in antibiyotikler kullanilabilmekle
birlikte uygun antibiyotik ve dozlarin belirlenmesi i¢in farkli yontemlerin kullanildig:
karsilagtirmali ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

¢ Olusmus biyofilm yapilarinin giderilebilmesinde strateji gelistirilebilmesi i¢in
mikroorganizmaya baglh faktorlerin de bilinmesinin ¢ok Onemli oldugu

diistiniilmektedir.
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