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OZET

Klebsiella pneumoniae iZOLATLARINDA MEROPENEM VE SEFTRIAKSON
SUB-MINIMAL INHIBITOR KONSANTRASYONLARININ BiYOFiLM
OLUSUMUNA ETKISININ ARASTIRILMASI

Shahin SHOJAEI BADR
Ondokuz Mayis Universitesi
Lisansistl Egitim Enstitiisii

Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali
Yuksek Lisans, Agustos/2022
Danisman: Dog. Dr. Kemal BILGIN

Klebsiella pneumoniae, idrar yolu enfeksiyonlari, pnomoni, septisemi ve yara
enfeksiyonlar: ile iliskili olan firsat¢1 bir patojendir. Bu mikroorganizma, kateterler
ve endotrakeal tlip gibi kalic1 plastik cihazlarda biyofilm olusturabilir ve daha sonra
insan dokusunu kolonize edebilir. Biyofilmler, hem tibbi cihaz ve biyomateryaller
iizerinde hemde konakg1 epitel hiicreleri ve mukozal ylizeylerde olusabilen ve pek
cok farkli hastalikta rol oynayan mikroekosistemlerdir. Mikroorganizmalardaki
biyofilm olusumunun 6nlenmesi veya olusmus biyofilmin ortadan kaldirilmasi, bu
mikroorganizmalara bagh enfeksiyonlarin tedavisinde 6nemli katki saglayabilecektir.
Calismamizda; idrar Orneklerinden izole edilen K. pneumoniae izolatlarinda
meropenem Ve seftriakson antibiyotiklerinin sub-minimal konsantrasyonlarinin
biyofilm olusumuna etkinligi arastirilmistir.

Calismaya Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
laboratuvarinda idrar 6rneklerden izole edilen 205 adet K. pneumonia izolat1 dahil
edilmistir. Calismaya dahil edilen K. pneumonia izolatlarinin mikrotitrasyon plak
yontemi ile biyofilm olusturma kapasiteleri arastirilmustir. Biyofilm olusturdugu
tespit edilen izolatlara mikrodillisyon yontemi ile meropenem ve seftriakson
antibiyotiklerinin duyarliliklar1 ¢alisilmistir. Bu izolatlar icinden orta glcte (+2)
biyofilm olusturan bes izolatm Sub-MIK (MiK/2, MIK/4, MIK/8) degerlerinin
biyofilm dnlenim etkisi mikrotitrasyon plak yontemi ile test edilmistir.

Caligmaya dahil edilen 205 izolatm 119 (%58.05)’u biyofilm olusturmazken,
86 (%41.95)’s1nin biyofilm olusturdugu goriilmiistiir. Biyofilm olusturan izolatlarin
56 (%27.32)’s1 disiik kuvvette (+1), 30 (%14.63)’u orta kuvvette (+2) biyofilm
olusturmustur. +2 derecede biyofilm olusturan 48, 52, 56, 91 ve 118 nolu
izolatlardan 56 nolu izolatin meropenemdeki MIK/2 degeri olan 2 pg/ml
konsantrasyonunda biyofilm onlenimi gorilmiistiir. Diger meropenem ve tim
seftriakson sub-MIK degerlerinde biyofilm 6nlenimi tespit edilememistir. Bunun
yaninda bazi izolatlarm gesitli sub-MIK degerlerinde biyofilm iiretim giiciinde artis
goriilmiistiir.

Bu konunun anlagilabilmesi igin farkli antibiyotiklerin ve mikroorganizmalarin
dahil edildigi genis ¢capli ¢aligmalarin yapilmasinin faydali olacag: diistiniilmektedir.

Anahtar Sozcukler: K. pneumoniae, Biyofilm, Meropenem, Seftriakson



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF MEROPENEM AND CEFTRIAXON
SUB-MINIMAL INHIBIT OR CONCENTRATIONS ON BIOFILM FORMATION
IN Klebsiella pneumoniae ISOLATES

Shahin SHOJAEI BADR
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Microbiology
Master, August/2022
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Kemal BILGIN

Klebsiella pneumoniae is an opportunistic pathogen associated with urinary
tract infections, pneumonia, septicemia and wound infections. This microorganism
can form a biofilm in permanent plastic devices such as catheters and endotracheal
tubing and then colonize human tissue. Biofilms are microecosystems that can form
on medical devices and biomaterials, as well as on host epithelial cells and mucosal
surfaces, and play a role in many different diseases. Prevention of biofilm formation
in microorganisms or eliminating of the formed biofilm will make a serious
contribution to the treatment of infections due to these microorganisms. In our study;
The effectiveness of sub-minimal concentrations of meropenem and ceftriaxone
antibiotics on biofilm formation in Klebsiella pneumoniae isolates isolated from
urine samples will be investigated.

205 K. pneumonia spp were isolated from urine samples in Ondokuz Mayis
University Faculty of Medicine Microbiology laboratory. Biofilm forming capacities
of K. pneumonia isolates included in the study were investigated by microtitration
plate method. The susceptibilities of meropenem and ceftriaxone antibiotics were
studied by microdilution method on isolates found to form biofilms. Among these
isolates, the biofilm inhibition effect of the Sub-MIC (MIC/2, MIC/4, MIC/8) values
of five isolates with medium strength (+2) biofilm was tested by microtitration plate
method.

It was observed that 119 (58.05%) of the 205 isolates included in the study did
not form biofilms and 86 (41.95%) of isolates biofilms occured. From the poisitive
result, 56 (27.32%) formed low-strength (+1) and 30 (14.63%) formed medium-
strength (+2) biofilm.

Biofilm inhibition was observed in 2 pg/ml meropenem, which is the MIC/2
value of isolate 56 from isolates 48, 52, 56, 91 and 118, forming biofilm at +2
degrees. Biofilm inhibition was not detected in other meropenem and all ceftriaxone
sub-MIC values. In addition, an increase in biofilm production power was observed
at various sub-MIC values of some isolates.

In order to understand can this subject, it is thought that it would be useful to
conduct large-scale studies with different microorganisms including different
antibiotics.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, Biofilm, Meropenem, Ceftriaxone
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1. GIRIS
Antibiyotik direnci diinyada ve iilkemizde 6nemli bir saglik sorunu olmaya
devam etmekte ve ilaca direngli suslarin neden oldugu enfeksiyonlar zaman iginde
artis gostermektedir. ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC) tarafindan
antibiyotik direnci agisindan tehdit olusturan ilk 18 mikroorganizmanin &zetlendigi
bir raporda, tehdit diizeyi acgisindan "acil oncelikli" grup olarak smiflandirilan {i¢

mikroorganizma grubundan biri karbapenem direncli Enterobacter cinsi Uyeleri
oldugu bildirilmistir (CDC, 2013).

Enterobacteriaceae familyasmin bir iiyesi olan Klebsiella tirlerinin insanlarda
hastaliga neden olan en onemli tiirlerinden biri Klebsiella pneumoniae’dir. Saglikli
bireylerde pndmoni, idrar yolu enfeksiyonlar: ve karaciger apselerine neden olabilir.
Bununla birlikte, enfeksiyonlarin ¢ogu, farkli klinik tablolar1 olan veya hastanede

yatan kisilerde meydana gelmektedir (Donnenberg et al., 2010).

Toplum veya hastane kaynakli enfeksiyonlar arasinda ilk sirada yer alan gram
negatif bakteriler Ozellikle c¢ocuklarda, kadinlarda ve yashlarda idrar yolu
enfeksiyonlarmm (IYE) en onemli etkenleri arasmdadir ve ayrica hastane
enfeksiyonlarinin 6nemli bir parcasini olusturmaktadir. Gram negatif bir bakteri olan
K. pneumoniae’da idrar yolu enfeksiyonlarina neden olan bakteriler siralamasinda
Escherichia coli'den sonra ikinci sirada yer almaktadir (Ozsiit vd., 2002 ; Ozden vd.,
2003 ; Akcay vd., 2004 ; Miller et al., 2004).

Dogada yaygin olarak bulunan K. pneumoniae saglikli bireylerin solunum
yollar1 ve digkilarinda %5-10 oraninda bulunabilmektedir. K. pneumoniae alkolizm,
diyabet, kronik obstriiktif akciger hastaligi gibi ciddi solunum savunma sistemi
sorunlar1 olan kisilerde firsat¢1 bir enfeksiyon faktorl olarak gorilebilmektedir
(Ustagelebi, 1999). Ayrica K. pneumoniae izolatlar1 baslica pnémoniye neden
olmakla birlikte idrar yolu enfeksiyonlarina, yara enfeksiyonlarina ve bakteriyemiye

de neden olabilmektedirler (Ustacelebi, 1999).

K. pneumoniae izolatlarinin kapsiil polisakkaritleri, yiikksek mukozal viskozite,
pili, toksinler ve demir alimmin determinantlar1 gibi pekcok viriilans faktorii
bulunabilmektedir (Hennequin ve Robin.,, 2016). Bunlarin yaninda biyofilm
olusturma yetenegi K. pneumoniae'nin bir diger Onemli viriilans faktoriidiir

(Domenico et al., 1994).



Biyofilm, birbirine veya yiizeylere ve dokulara bagl bakterilerin kendi tirettigi
organik polimerlerden olusan bir matris igine gomiillmesidir. Biyofilmler bakterileri
nem, sicaklik ve pH farkliliklar1 gibi ¢evresel kosullardaki degisikliklerden ve UV
hasarindan koruyabilmektedir. Biyofilm iginde gomuli olan bakteriler kiimeler
halinde, ekzopolisakkarit substratlarinda yer aldigindan fagositozlar1 zorlasir ve
hiimoral bagisiklik sisteminin bilesenlerinin bakterilere ulagsmasi engellenir (Hoiby,

2017).

Biyofilm yapisini ortadan kaldirmak i¢in antimikrobiyal ajanlarin kullanim,
mekanik temizlik, mikroorganizmalarin yiizeylere yapismasini onlemek i¢in ¢esitli
kimyasallarin kullanimi ve biyofilm yapilarinin ayrilmasmi tesvik etmek gibi farkh

yontemler kullanilabilmektedir (Dogrudz, 2014).

Calismamizda; idrar Orneklerinden izole edilen K. pneumoniae izolatlarinda
meropenem ve seftriakson antibiyotiklerinin sub-minimal konsantrasyonlarinin

biyofilm olusumuna etkinligi arastirilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enterobacteriaceae Ailesi

Enterobacteriaceae familyasinimn iiyeleri olan bakteriler gram negatif, agirlikli
olarak hareketli, fakiiltatif anaeroblardir ve aile yaklasik 100 tiir icermektedir (Isik,
2007).

Enterobacteriaceae ailesi tibbi olarak gram negatif basillerin en buyik ve en
heterojen grubudur. Ailenin Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter,
Klebsiella, Serratia, Proteus vb. dahil olmak uzere farkli cinsleri vardir. Bu
mikroorganizmalara bagirsak bakterileri veya koliformlar denilebilir. E. coli gibi
bazilar1 normal mikrobiyotanm iiyeleridir ve firsat¢i patojenler olarak tanimlanir.
Diger (6rn. Salmonella, Shigella) bazi cinsler her zaman patojendir ve hastaliga
neden olur. Aile liyeleri istege bagl anaeroblar veya aeroblardir. Cesitli toksinler ve

virtlans faktorleri retebilirler (Giir, 2014).
2.2. Enterobacteriaceae Ailesinin Genel Ozellikleri ve Morfolojileri

Enterobacteriaceae ailesi Uyeleri kicuk, 0,5-3 um genisliginde ve 1-6 pm
uzunlugunda, sporsuz gram negatif basillerdir. Enterobacteriaceae’lerde hiicreyi
cevreleyen ve kapsiil ad1 verilen ince bir kilif bulunabilmektedir (Bilgehan, 1992).
Enterobacteriaceae iiyesi mikroorganizmalar MacConkey'in besiyerinde kolaylikla
iireyebilen basillerdir. Bazilar1 hareketli veya hareketsiz, peripilikiiler kirpiklere
sahiptir ve DNA'daki guanin + sitozin (G + C) orant %39-59 arasindadur.
Enterobacteriaceae familyasina i¢inde siniflandirilan K. pneumoniae ¢evremizde ¢cok
yaygin olarak bulundugu bilinmektedir. K. pneumoniae insan bagirsaginda, iriner
sistemde ve solunum sisteminde asemptomatik olarak bulunabilmekle birlikte, 6lime

yol acabilecek ciddi enfeksiyonlara da neden olabilmektedir (Erdem, 1999).

Klebsiella tiirlerin biiyliik, mukoid ve viskoz koloniler olustururlar. Bu

kolonilerin uzun siireli inkiibasyonlarda karigabildigi goriilmektedir (Giir, 2014).
2.3. Klebsiella Turler
2.3.1. Klebsiella Turlerinin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Klebsiella turleri gram negatif, sporsuz, hareketsiz, kapsulli basilerdir. Bu
mikroorganizmalar Ureyi hidrolize eder, hidrojen sulfir (H2S) uretmezler ve

fenilalanin deaminasyonu yapmazlar. Indol (Klebsiella oksitosin hari¢) ve metil
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kirmizis1 reaksiyonu negatif; Voges-Proskauer, sitrat ve laktoz test sonuglari da
pozitiftir. Diger bagirsak bakterilerinden farkli olarak, Klebsiella'nin belirgin bir
kapsiilii vardir ve kiiltiir ortaminda biliylik M tipi mukuslu kolonileri olusturular
(Erdem, 1999; Bilgehan, 2000).

Klebsiella tlrlerinin optimum treme sicakligi 35+2°C olmakla birlikte K.
pneumoniae disindaki tiirler 44°C’de iireme gosterebilmektedirler. Uremeleri igin
optimum pH 7,2’dir (Toreci, 2002; Ristuccia PA, 1984).

2.3.2. Taksonomi

Carl Friedlander tarafindan, pnomoni etkeni olan gram-negatif basil olarak
tanimlanmis olmas1 nedeniyle de uzun yillar ‘Friedlander basili’ olarak tanimlanan
Klebsiella cinsi Alman mikrobiyolog Edwin Klebs’in anisina isimlendirilmistir
(Topcu vd., 2008).

Tablo 2. 1. K. pneumoniae’nin taksonomisi

Alem: Bacteria

Sube: Proteobacteria

Sinif: Gammaproteobacteria

Takim: Enterobacterales

)Aile: Enterobacteriaceae

Cins: Klebsiella

Tir: Klebsiella pneumoniae

2.3.3. Epidemiyoloji ve Patogenez

Tipik pndmoniye neden olabilen K. pneumoniae izolatlar1 siklikla klinik
orneklerde tiretilebilir. Saglikli kisilerin orofarenksinde nadiren bulunmakla birlikte
hastanede yatan hastalarda prevalanst %20'lere kadar c¢ikabilmektedir. Alkol
bagimliligi, diyabet ve kronik obstriiktif akciger hastaligi olan hastalarda akciger
enfeksiyonlar1 yaygindir ve bu hasta popiilasyonlarinda Klebsiella kolonizasyonu bir
enfeksiyon kaynagi olabilir. Klebsiella'nin neden oldugu pnomoni siklikla alveolar
bosluklarin nekrotik yikimi, kavitasyon ve hafif kanli balgam tiretimi ile sonuglanir.
Bu bakteriler ayni zamanda yaralardan, yumusak dokulardan ve idrar yolu
enfeksiyonlarmdan da sorumludur. Ayrica enterit 6zellikle bebeklerde menenjite

neden olabilir (Topgu vd., 2008).



K. pneumoniae, insan kalin bagirsagmin ve ist solunum yollarinin normal
mikrobiyotasinda bulunabilmektedir. Ayrica idrar yolu ve hastane enfeksiyonlarina
neden olan bakteriler arasinda E. coli'den sonra siklikla goriilebilen tiirler arasinda

yer almaktadir (Aladag ve Durak, 2007).

K. pneumoniae insanlarda pnomoni, kronik obstriiktif akciger hastaligi ve yara
enfeksiyonlarma neden olabilen firsat¢1 bir patojendir (Bilgehan, 2000). Pnémoni,
ozellikle diyabet, alkolizm ve kronik obstriiktif akciger hastaligi olan kisilerde
gorilebilmektedir. Bu hastalarda aniden ates, titreme, siddetli bel agrisi, nefes
darligi, balgam c¢ikarma ve tasikardi gelisebilmektedir. Lezyonlar hemorajik ve
nekrotik oldugundan dolay1 balgam pasli veya "kus izUimi peltesine”
gorinimindedir (Bilgehan, 2000; Akalin, 2003).

K. pneumoniae kaynakli bakteriyemi, intravendz kateterizasyon, pulmoner
enfeksiyon veya bagirsak translokasyonundan kaynaklanir ve menenjit, safra kesesi
enfeksiyonu ve apse gibi enfeksiyonlara da neden olabilmektedir (Eisenstein ve
Zaleznik, 2000).

Klinik a¢idan 6nemli olan diger Klebsiella tlrlerinden; K. rhinoscleromatis,
burnun graniilomatéz hastaligina; K. ozanae, kronik atrofik rinite neden
olabilmektedirler (Topcu vd., 2008).

2.4. Antimikrobiyal Ajanlar
2.4.1  Meropenem

1970'lerin ortalarinda kesfedilen karbapenemler, karbapenem cekirdekli beta-
laktam antibiyotiklerdir ve 1986'dan beri klinik kullanimda bulunmaktadirlar.
Karbapenemler arasinda meropenem, yar1 sentetik parenteral bir antibiyotiktir. Hlcre

duvar sentezini engelleyerek ¢alisan antibiyotikler bakterisittir (Fish ve Singletary,
1997).

Meropenem transpeptidaz ve karboksipeptidaz enzimlerine baglanir ve bu
sayede hiicre duvari sentezini inhibe eder. Genis bir antibakteriyel spektruma sahip

olan meropenem bir¢cok betalaktamazin inaktivasyonuna karsi kararhdir. (Craig,
1997; Fish ve Singletary, 1997).



2.4.2. Seftriakson

1980'lerden sonra kullanilmaya baslanan seftriakson, {igiincii kusak bir
sefalosporindir (Clavenna, 2011; Bush, 2012). Yarilanma 6mrii 8-12 saat kadar olan
bu antibiyotik iilkemizde ve hatta diinyada en sik kullanilan sefalosporinlerden
biridir (Duncan et al., 2012).

Seftriakson genellikle gram negatif bakterilere karsi 6nceki nesillere gore daha
etkili bir antibiyotiktir (Richards et al., 1984).

2.5. K. pneumoniae’nin Virulans Faktorleri

K. pneumoniae basta kapsiiler polisakkaritler, yiiksek mukoviskozite (HV),
fimbrialar, toksinler ve demir alimmin belirleyicileri olmak {izere bir¢ok viriilans

faktoriine sahiptir (Hennequin ve Robin., 2016).
2.5.2. Kapsul

Kapsil Klebsiella'nin en 6nemli viriilans faktoriilerinden biridir (Ehrenwort ve
Baer 1956; Domenico et al., 1982; Cryz vd., 1984; Highsmith ve Jarvis 1985).
Kapsiil yapis1 hem bakterisidal serum faktorii sayesinde bakterin 6liimiinii 6nler hem
de polimorfonikleer grantlositlerin fagositozdan bakteriyi korur (Williams et al.,
1983; Podschun et al., 1992; Podschun ve Ullmann 1992). Antifagositik islevlerinin
yaninda, Klebsiella kapsiiler polisakkaritlerinin, makrofajlarin  fonksiyonel
kapasitesini ve farklilasmasini inhibe ettigi in vitro olarak gosterilmistir (Yokochi et

al., 1977; Yokochi et al., 1979).
2.5.3. Pilus (Fimbria)

Kiimelenmis kiiresel protein alt birimlerinden (pilus) olusan pili, 15-26 kDa
molekiiler agirliginda, 1-11 nm ¢apinda ve 10 pm uzunlugunda olabilen yapilardir.
Konak hiicrelere yapisma (adhezyon), bir enfeksiyonun olusumundaki ilk 6nemli
asamadir. Enterobacteriaceae ailesine ait tiirlerin adhezyon ozellikleri genellikle
farkli fimbria tiirleri tarafindan saglanmaktadir (Jones ve Isaacson, 1983; Ofek ve
Doyle, 1994). Bunlar Klebsiella tirlerinde tip 1 ve 3 fimbria olarak tanimlanmustir
(Old et al., 1985; Podschun et al., 1987).

Tip 3 fimbria diger fimbrialarin aksine, sadece tanenle islenmis kirmizi kan
hicrelerini aglutine eder. Anti-mannoz, Klebsiella benzeri hemaglitinasyon (MR/K-

HA) adi, bu fimbria tipinin sadece Klebsiella tarafindan sentezlendigi anlamina



gelsede, yapilan calismalar pekgok enterobacteriaceae cinsinde Tip 3 fimbria

bulundugunu gostermektedir (Clegg ve Gerlach, 1987).

Tip 3 fimbria, solunum ve bosaltim sistemlerinin endotel ve epitel hiicreleri
gibi gesitli insan hiicrelerine Klebsiella'y1r baglayabilir. Ek olarak, inert yiizeylerde
yapismayl ve biyofilm olusumunu arttirdigi gosterilmistir (Wirker et al., 1990,
Hornick et al., 1991, Hornick et al., 1992, Hornick et al., 1995, Tarkkanen et al.,
1997; Di Martino et al., 2003).

2.5.4. Sideroforlar

Sideroforlar, demir baglama yetenegine sahip diisiik molekiiler agirlikhi
bilesiklerdir. Bagirsak bakterilerinde enterobaktin (fenat) ve aerobaktin olmak (izere
iki tip siderofor tanimlanmistir (Kaleli ve ark 2006).

Klebsiella i¢in, konak¢1 demir arzinin patojenite iizerinde 6nemli bir etkisi
oldugu gosterilmistir. Gine domuzlarmda Klebsiella enfeksiyonuna duyarliligi
parenteral demir uygulamasindan sonra 6nemli 6l¢iide artmustir (Khimji ve Miles,

1978).
2.5.5. Alfa Hemolizin

Alfa hemolizin; kiiltiir ortaminda bulunan hiicre disi, tripsin duyarli, suda
¢Oziinlir bir proteindir. Alfa hemolizin tanimlayic1 6zelligi, kirmiz1 kan hiicrelerini
parcalama yetenegidir. Alfa hemolitik monomerler bakteriler tarafindan salgilanir.
Bu monomerler daha sonra hedef hiicrenin zarina baglanarak silindirik heptamerler

olusturur. Bu oligomerik form, okaryotik hiicreleri par¢alama yetenegine sahiptir
(Kepekgi, 2005).

2.5.6. Serum Direnci

Bircok kommensal gram negatif bakteri, insan serumunun bakterisidal
etkilerine kars1 hassastir. Bu sonuca gore K. pneumoniae'in klinik izolatlar
genellikle serorezistandir ve '"serorezistans" ozelligi enfeksiyonun baslamasi ve
semptomlarm siddeti ile iligkilidir (Roantree ve Rantz, 1960; Gower et al., 1972;
Olling, 1977; Bjorksten ve Kaijser, 1978).

2.5.7. Biyofilm Olusturma

Biyofilm, ylizeylere yapisan ve polimerik yapida bir matriks tabakasi i¢inde

bulunan, mikroorganizma topluluklar1 olarak tanimlanabilmektedir. Ortamdaki asir1
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nem, yizey 6zellikleri, pH, besin miktar1 ve sicaklik gibi ¢evresel faktorler biyofilm
olusumunu  ve  gelisimini  etkileyebilmektedir. Planktonik  htcrelerle
karsilastirildiginda, biyofilm hiicreleri antimikrobiyal ajanlara maruz kalmay1
onlemek veya azaltmak icin g¢esitli engellere sahiptir ve bu sayede antimikrobiyal
ajanlara kars1 daha direngli olabilmektedirler. Biyofilm olusumu canli hiicrelerde
veya cansiz yiizeylerde meydana gelebilir (Chae ve Schraft, 2000; O’Toole ve
Kaplan, 2000; Donlan, 2002; Borucki et al., 2003).

Guniimiizde yabanci cisim implantasyonu modern saglik hizmetlerinde yaygin
bir uygulama haline geldigi goriilmektedir. Bununla birlikte yabanci cisimlerin
kullanimi yeni problemler ortaya ¢ikarabilmektedir. Buna bagl olarak da 0zellikle
hastane enfeksiyonlarindaki artis dikkati cekmektedir. Klebsiella izolatlarmin
materyallere yapisma ve biyofilm olusturma yetenegi, Ozellikle kateterle iliskili
enfeksiyonlarin patogenezinde Onemli rol oynamaktadr (National Nosocomial

Surveillance System Report, 2000).

Materyallere yapisma ve biyofilm olusturma yetenegi, kateterle iligkili
enfeksiyonlarda etken olan Klebsiella izolatlarmin patogenezinde énemli bir virulans
faktoradir (Gun ve Ekinci, 2009).

2.6. Biyofilm

Dis ylizeyindeki mikroplar1 ilk kez mikroskop kullanarak gozlemleyen
Anthony van Leeuwenhoek, biyofilmleri mikrobiyal topluluklar olusturan
"hayvanlar" olarak tanimlamistir. Heukelekian ve Heller; bu olguya "sise etkisi"
adim1 vermekte ve mikroplarin su ortaminda tutunduklar1 yiizeylerde kiimelenerek

bakteri liremesini ve aktivitesini 6nemli 6l¢lide artirdigini belirtmektedirler (Donlan,

2002).

Biyofilmler, ylizeylere tutunan, bazi yapisal biitiinliiklerle birlikte yasayan ve
varliklarmin devamu igin gerekli islevleri yerine getirmek {izere birbirleriyle iletisim
kuran bakterilerin olusturdugu karmasik yapilardir (Ciftci, 2005). Biyofilmin en iyi
tanimlarmndan biri de mikroorganizmalarin herhangi bir yiizeye, araylize veya
birbirine yapigmasimni saglayan, biiyiime hizlarma ve gen transkripsiyon tipi
ozelliklerine bagh olarak farkli ylizeyler gosterebilen, hiicre disi polimerlerden

olusan bir matris formudur (Gun ve Ekinci, 2009).



Biyofilm olusturma yeteneginde olan izolatlarin etken oldugu enfeksiyonlarin
kontrol altma almast ve Yyok edilebilmeleri i¢in kullanilan antibiyotiklerin
konsantrasyonunun, planktonik bakterilere gore 1000 kata kadar arttirilmasi
gerekebilmektedir (Costerton et al., 1993). Klebsiella'daki biyofilm yapis1 6zellikle
doku enfeksiyonlarmin patojenitesinde ¢ok Onemlidir. K. pneumoniae biyofilm
yapisinin etki mekanizmasi, 6zellikle piiriilan karaciger apselerinde belirsizdir (Wu,
2010).

Biyofilm yapisinin %97 gibi 6nemli bir kismi sudan olusmaktadir. Matriksteki
diger bilesenler ise; %1-2 ekzopolisakkaritler veya hiicre dis1 matris (EPS), %1-2
globiiler glikoproteinler ve diger proteinler, %1-2 DNA, lipidler, fosfolipidlerden
olusur. Bununla birlikte, her biyofilm mikroorganizmanin tipine, fizyolojik
Ozelliklerine, ortamm pH'sina, sivinin sekline ve fiziksel 6zelliklerine bagh olarak
benzersiz 6zellikler gelistirebilir (Allison, 2003). Cesitli ¢alismalar, gesitli bakteri
tiirlerinin  olusturdugu fibrillerin biyofilm olusumuna katkida bulundugunu
gostermistir. Bununla birlikte, biyofilm olusumu i¢in tip 3 fimbria gerekli degildir

(Jagnow ve Clegg, 2003).

Organizmalarm ylizeylere geri doniisiimsiiz baglanmasi i¢in gerekli olan ana
hiicre dis1 bileseni olusturan hiicre dis1 matris, biyofilmin yapisini olusturur.
Biyofilmlerin yapisi, saf Kkiiltiirlere 0zgii tiirler ve c¢oklu kiiltiirlere 06zgi
substratlardir. EPS'nin yapis1 polisakkaritler, proteinler, lipidler, DNA ve sudan
olusur. Yiizeye yakin mikroorganizmalar burada ¢ogalarak mikrokoloniler
olustururlar ve bu mikrokoloniler geliserek bir biyofilm tabakasi olustururlar (Gun ve
Ekinci, 2009).

2.6.1. Biyofilmin Olusum Mekanizmasi

Biyofilmler ¢ok farkli kosullar altinda olusabilmesine ragmen, en basit
biyofilmlerin  bile  karmasik  dinamikleri  vardir.  Biyofilm  olusumu,
mikroorganizmalarin yiizeylere geri doniisiimsiiz bir sekilde baglanmasma ve
biiylimesine neden olan, baglanma ve matris olusumunu saglayan hiicre dis1
polimerler {ireten ve organizmanmn fenotipindeki biiyiime hizlar1 ve gen
transkripsiyonu ile orantili olan bir siiregtir. Bakterilerde biyofilm gelisiminin
baslamasi, besinlerin mevcudiyeti gibi belirli faktorlere baghdir. Biyofilm gelisimi
taze ortam temini ile devam etmektedir ve ortamdaki besinler tiikendiginde yiizey
baglantilar1 zayiflar ve planktonik moda donerler. Besleyici ortam eksikligi
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hlcrelerin yeni besin kaynaklar1 aramasina, ¢evreye daha iyi uyum saglamasina ve
yayilmasma izin verebilmektedir (Allison, 2003; Gin ve Ekinci, 2009). Bir¢ok
calismada biyofilmlerin biyodoniisiimlerini (yapisma, adezyon, agregasyon,
olgunlagsma ve yirtilma) sabit noktalarda tamamladigi gézlemlenmistir (Simsek ve

Bulut, 2012).

Yapisma siirecini takiben biyofilm olusturma adimi dogrultusunda farklilagma
siirecinin baslamasi, c¢ekirdek algilama sistemi adi verilen baska bir iletisim
sisteminin yanitina baghdir. Bu sistemi kullanarak mikroplar, ¢cevreleyen mikrobiyal
popiilasyonlarin yogunlugunu belirler. Herhangi bir yiizeye yapisan mikroplar, "ben
buradayim" mesajiyla cevreye bir sinyal gonderir. Sinyalin lokal konsantrasyonu,
ylizeye baglanan mikroorganizmalarin sayist ile artar. Sinyal molekiillerinin
konsantrasyonu arttik¢a, bir dizi biyofilm olusum siireci baslatilir. Biyofilmlerdeki
mikroplar, hiicre i¢i diisiik molekiiler agirlikli haberciler yardimiyla iletisim kurar.
Bu asamada mikroorganizmalar yiizeye yapisir veya kuvvetli bir sekilde tutunurlar

(Oztirk vd., 2008).
2.6.2. Olgunlagsma

Herhangi bir yiizeye bagli bakteriler boliiniir ve geri doniisiimsiiz olarak
cogalir, bir biyofilmin en kii¢iik birimi olan bir mikrobiyal koloni olusturur.
Mikrokoloniler biiylir ve karmasik mantar benzeri yapilar veya kuleler haline gelir.
Ortamdaki planktonik bakteriler de olusan mikrokolonilere tutunarak kolonizasyon
saglarken, yapisik hiicreler polimerler (EPS) {iretir. Ortaya ¢ikan polimer yapi,
bakterilerin ylizeylerde hareketsiz kalmasini ve ¢evresel etkenlere karsi direng

kazanmasini saglar (Vuong ve Otto, 2002; Oztiirk vd., 2008).
2.6.3. Kopma veya Ayrilma

Bakteri veya bakteri kiimeleri biyofilm tabakasindan ayrilir ve ¢evreye yayilir.
Bu ayrilma, EPS'nin azalmasi, biyofilm yapisinin zarar gormesi gibi fiziksel
kuvvetlerin etkisi veya tek tek hicrelerin veya hiicre kiimelerinin yirtilmasi gibi dis
kuvvetlerin etkisi altinda gergeklesir. Olgun biyofilm yapilarinda zamanla pargalanan
mikrokoloniler c¢esitli faktorlerin yardimiyla farkli tutunma yiizeylerine hareket

ederek yeni biyofilm yapilar1 olusturabilirler (Schachter, 2003).

K. pneumoniae, énemli bir virulans faktorl olarak kalin bir biyofilm tabakasi

olusturabilir (Seifi et al., 2016). Materyallere yapisma ve biyofilm olusturma
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yetenegi, kateterle iliskili enfeksiyonlarla iliskili Klebsiellanin patogenezinde 6nemli
bir 6zelliktir (Gin ve Ekinci, 2009).

Klebsiella patogenezinde biyofilm olusumu ve gelisiminin 6nemli bir rol
oynadig1 6ne siiriilmiistiir. idrar yolu enfeksiyonlar: ile kateter iliskili enfeksiyonlar
ve biyofilm olusumu arasinda bir iligki olup olmadigi bir¢ok c¢alismada
arastirilmigtir. Tekrarlayan ve kronik idrar yolu enfeksiyonlarinda, idrar yollarinda
biyofilm olusumu bu enfeksiyonlarin patogenezini agiklayabilecegi diistiniilmektedir

(El Fertas-Aissani et al., 2013; Hoiby, 2017).

11



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Cahsmaya Dahil Edilen izolatlar

Chsmamiz Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun
30.12.2020 tarihinde alinan OMU KAEK 2020/738 Karar nolu izni ile yiiriitiilmiistiir
(Ek-1).

Clismaya dahil edilen izolatlar Aralik 2018 — Aralik 2020 tarihleri arasinda
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Bakteriyoloji Laboratuvari’na
rutin inceleme i¢in gonderilen idrar Orneklerinden izole edilen suslardan
olusturulmustur. Bu kapsamda ¢alismamiza toplam 205 adet K pneumoniae izolat1
dahil edilmistir. Ayrica K. pneumoniae ATCC 700603 ve Escherichia coli ATCC

25922 suslar1 calismada kontrol izolat1 olarak kullaniimstir.
3.2. Metot
3.2.1. izolatlarin Tanimlanmasi

Laboratuvara rutin gonderilen idrar érnekleri koyun kanli agar (bioMérieux) ve
Eosin Metilen Blue (EMB) agara (bioMérieux) ekim yapildiktan sonra petriler
37°C’de 18-24 saat siire ile inkiibasyona kaldirildi. Inkiibasyon isleminin sonunda
ireme oldugu goriilen kiiltiirler degerlendirmeye alndi  ve izolatlarin
tanimlanabilmesi i¢in gram boyama ve ardindan da Vitek-MS (bioMerieux, Fransa)
sistemi kullanildi. Bu islemlerin sonunda K. pneumoniae olarak tanimlanan izolatlar

saklama ortamina alinarak ¢alisilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.
3.2.2. Biyofilm Varhginin Arastirilmasi

Izolatlarin biyofilm olusturma yetenekleri mikrotitrasyon plak ydntemi
kullanilarak arastirildi. Bunun i¢in kanli agarda iretilmis olan K. pneumoniae
izolatlarindan 1-2 koloni almmarak, 4 ml %0.25 glukoz igeren Triptik Soy Buyyon
(TSB) (Biolife- italia) besiyeri bulunan tiiplere aktarildi ve 37°C’de 1 gece inkiibe
edildi. Siire sonunda iireyen bakteri siispansiyonu TSB besiyeri kulanilarak 1:20
oraninda diliie edildi ve 96 kuyucuklu polistren mikrotitrasyon plaklarina 200 pl
aktarildi. Her izolat i¢in ii¢ kuyucuk hazirlandi ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra sivi besiyeri aspire edildi, kuyucuklar 200’er pl

distile su kullanarak 3’er kez nazik¢e yikand1 ve ters ¢evrilerek kurumaya birakild.
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Kuruma isleminin ardindan kuyucuklara %1°lik kristal viyole soliisyonunun 100 pl
dagitilarak 15 dakika oda sicakliginda beklendi. Siire sonunda mikroplaklar distile su
ile tekrar 3 kez yikandi ve yine ters g¢evrilerek kurumaya birakildi. Son olarak
kuyucuklara 200 pl etanol/aseton (80/20) karisimi ilave edilerek 10 dakika bekletildi
ve optik okuyucuda okutuldu. Elde edilen optik dansite (OD) degerleri yorumlanmak
uzere kaydedildi. Pozitif kontrol olarak K. pneumoniae ATCC 700603, negatif
kontrol olarak da E. coli ATCC 25922 suslar1 kullanildi. Biyofilm olusumlar1 Chusri
vd., tarafindan bildirilen ve Tablo 1’de gosterilen pozitif ve negatif kontrol absorbans

degerleine dayali 6l¢ege gore degerlendirildi (Chusri ., 2012).

Tablo 3.1. Biyofilm aktivitelerini degerlendirme dlcegi

Optik Dansite Yapisma Skor
KOD > MBOD Yapisma olmayan 0
KOD < MBOD < 2 KOD Zayif yapisma 1
2KOD < MBOD < 4 KOD Orta derece yapisma 2
4KOD < MBOD Gucli derecede yapisma 3
KOD: Konrtol Optik Dansitesi
MBOD: Mikroorganizma Biyofilmi Optik Dansitesi

3.2.3. Minimum inhibitér Konsantrasyonunun (MiK) Belirlenmesi

Calismaya dahil edilen izolatlar i¢inde biyofilm iirettigi tespit edilen izolatlara
meropenem ve sefiriakson antibiyotikleri i¢in antibiyotik duyarhilik testi caligildi.
Calismaya dahil edilen antibiyotikler; seftriakson, ve meropenem distle su ile
coOziilerek 8192 ng/ml stoklar halinde hazirlandi ve bu stoklar ¢alisilincaya kadar -
20°C’de saklandi.

Mikrodilisyon yontemini steril 96 kuyucuklu U tabanli plaklarda (TPP,
Switzerland) ¢alisildi. Biitiin kuyucuklara 100 ul katyon ayarli Mueller-Hinton Broth
(KAMHB) (HiMedia, Hindistan) konuldu. ilk kuyucuklara antibiyotikler istenilen
final konsantrasyonun 2 kat1 kadar olacak sekilde hazirlandi ve 100 ul dagitildi
Daha sonra 10. kuyucuga kadar diger konsantrasyonlar hazirlandi. Bu sayede
meropenem ve seftriakson igin 64-0.125 pg/ml ve final konsantrasyonlar hazirlanmig
oldu. 11. kuyucuk pozitif kontrol, 12, kuyucuklar ise negatif (sterilite) kontrol olarak
kullanild1. Her iki antibiyotik i¢in ayr1 plaklar hazirlandi ve ¢alisilincaya kadar -20
°C de saklandi1 (Aktas, 2013).
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Calisilacak izolatlar taze olarak Uretildikten sonra inokiiliimlar1 0,5 McFarland
bulanikliginda mikroorganizma igerecek sekilde serum fizyolojik icerisinde slispanse
edildi. Buradan alinan izolat siispansiyonu KAMHB ile 1/10 sulandirildi ve negatif
kontrol kuyucuklar1 disinda tiim kuyuculara 5 ul inokiile edildikten sonra plaklar
37°C’de 24 saat inkiibasyona kaldirildi. Inkiibasyon isleminin ardindan remenin
olmadig1 en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olarak kabul edildi ve
kaydedildi (Dundar, 2013). Sonuclar European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST)’a gore dergerlendirildi (EUCAST, 2021).

Sub-MIK c¢alisilmas1 planlanan bes izolatin 64-0.125 pg/ml diliisyonlar:
disinda kalan MIK degerlerinin tespit edilebilmesi icin bu izolatlar her iki
antibiyotikle 512-0.0075 ug/ml araliginda 17 dilisyon olacak sekilde tekrar tarif

edildigi sekilde mikrodiliisyon yontemi ile ¢aligilmistir.
3.2.4. Antibiyofilm Aktivitesinin Belirlenmesi

Calismamiza dahil edilen izolatlardan biyofilm olustruma giicii orta derece
(+2) olan bes izolatta sub-MiK degerlerindeki antibiyotik iceren ortamlarda biyofilm
olusumu inhibisyonu arastirilmistir. Bunun igin, MiK degerleri belirlenmis olan bes
izolatin MIK/2, MIK/4 ve MIK/8 konsantrasyonlarda antibiyotik icerigi %0,25
glukozlu TSB besiyerleri hazirland1 ve bu bes izolatin her iki antibiyotik i¢in ii¢ kat
sub-MIK degeri iiger kuyu olacak sekilde yukarida tarif edilen mikrotitrasyon palk
yontemi ile arastirild1 (Presterl et al., 2005; Narasimhaswamy et al, 2015; Ocal vd.,
2017).

3.2.5. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Gérunttleme

Sub-MIK calisilan izolatlar1 biyofil olusumlarmin gozlemlenebilmesi icin
elektron mikroskobu ile goriintiileme yapildi. Bu islem igin sub-MiK ¢alisilan
izolatlar kanli agar besiyerine pasajland1 ve bir gece inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda olusan kolonilerden %0,25 glukoz igeren TSB besiyerine ekim yapildi ve
36°C” de bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden sonra kiiltiirler %0,25 glukoz
iceren TSB besiyeri ile 1/20 oraninda diliie edildi. Elde edilen inokiilumdan 1 ml 24
kuyucuklu polistrien plaklara dagitildi ve bu islemden sonra steril polistrien pargalar1
kuyucuklara yerlestirildi. Hazirlanan 24 kuyucuklu polistrien plaklara 36°C’ de iki
gece inkiibasyona birakildi. islem sonunda kuyucuklardaki besiyeri bosaltildi ve

kuyucuklardaki polistrien pargalar1 3 kere serum fizyolojikle yikandi Yikama
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isleminden ardindan temiz bir baska 24 kuyucuklu plaga iizerinde biyofilm
olusturulan polistrien pargalar1 aktarildi. Kuyucuklara polistrien parcalar1 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 birakildi. SEM goériintiileme Ondokuz Mayis
Universitesi, Karadeniz ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’n de yapildi.
Taramali elektron mikroskobunda (JEOL, ABD) gorintilenmek igin plastik parcalar
cift tarafli karbon bant ile aliminyum saplamalara yapistirilarak kaplama cihazinda
altn/pal (Au/Pd) ile kaplandi. Polistrien parglari iizerinde olusan biyofilm veya farkli
antibiyotik konsantrasyonundaki biyofilm onlenimi 1000 ve 5000°lik biiyiitmelerde
SEM ile goruntilendi ve gorintiler kaydedildi.

3.2.6. Istatistiksel Analiz

Meropenem ve seftriakson antibiyotiklerinin duyarlilik durumlarinin biyofilm
olusturma kapasitesi ile iligkisi istatistiksel olarak anlamli olup olmadigr Ki Kare
testi kullanilarak arastrildi. Analizler SPSS Statistics versiyon 21 paket program

kullanilarak yapildi.
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4, BULGULAR

Calismamizda dahil edilen 205 K. pneumoniae‘nin izole edildigi idrar
orneklerinin gonderildigi servislerin dagilimi; noroloji %10.76 (n=22), nefroloji
%9.77 (n=20), Uroloji %8.79 (n=18), yogun bakim %7.81 (n=16), onkoloji %6.83
(n=14), hematoloji %6.35 (n=13), ve digerleri %49.69 (n=102) seklinde
siralanmaktadir. izolatlarin  génderildigi  servislerin  dagilimi  Sekil 4.1 ’de

verilmektedir.

Chart Title
M Onkoloji m Noroloji m Nefroloji Yogun Bakim
m Hematoloji  m Uroloji diger servisler

49.69%

Sekil 4.1. Calismaya dahil edilen izolatlarinin servislere gore dagilim grafigi (Diger servisler;
Kardiyoloji %5.36 (n=11), Enfeksiyon Hastaliklar1 %4.87 (n=10), Acil ve Ilkyardim %4.39 (n=9),
Cocuk Saghg1 ve Hastaliklar %4.39 (n=9), Gogiis Hastaliklar1 %3.90 (n=8), Dahiliye %3.90 (n=8),
Beyin Cerrahi %3.90 (n=8), Kadin Hastaliklar1 ve Dogum %3.41 (n=7), Gastroenteroloji %3.41
(n=7), Endokrinoloji %1.95 (n=4), Romatoloji Dahiliye %1.95 (n=4), Ortopedi ve Travmatoloji
%1.46 (n=3), Cocuk Cerrahisi %1.46 (n=3), Kalp Damar Cerrahi %1.46 (n=3), Cocuk Acil %1.46
(n=3), Piskatri %0.97 (n=2), Cocuk Enfeksiyon %0.97 (n=2), Genel Cerrahi %0.48 (n=1)

4.1. Biyofilm Sonuclan

Calismaya dahil edilen 205 izolatin 119 (%58.05)’unun biyofilm olusturmadigy,
86 (%41.95)’s1min biyofilm olusturdugu goriilmiistiir. Biyofilm olusturan izolatlarin
56 (%27.32)’s1 disiik kuvvette (+1), 30 (%14.63)’u orta kuvvette (+2) biyofilm
olugturmustur. Calismamiza dahil edilen izolatlarin hi¢ birinde giigli (+3) biyofilm
olusumu gdzlenmemistir. Ornek bir mikrotitrasyon plak goriintisi Sekil 4.2°de
verilmigtir. Caligmaya dahil edilen izolatlarm biyofilm olusturma 6zellikleri Tablo

4.1°de toplu olarak sunulmustur.
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Sekil 4.2. Mikrotitrasyon plak goruntlsu

4.2. Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Sonuclar

Mikrotitrasyon yontemi ile biyofilm olusturdugu tespit edilen izolatlarin,
seftriakson ve meropenem minumum inhibitér konsantrasyonlari sivi mikrodiliisyon
yontemiyle c¢alisilmistir. Calismaya dahil edilen tiim izolatlarin biyofilm olusturma
dereceleri ve biyofilm olusturan izolatlarin her iki antibiyotik i¢cin MIK degerleri
Tablo 4.1°de toplu olarak verilmistir.

Tablo 4.1. TUm izolatlarin biyofilm olusturma dereceleri ve biyofilm olusturan izolatlarmn antibiyotik
MIK degerleri

NO MEROPENEM SEFTRIAKSON BIYOFILM
MIK MIK
1 - - 0
2 - - 0
3 - - 0
4 <0.125 >64 1
5 >64 >64 1
6 32 >64 1
7 - - 0
8 0.25 >64 1
9 <0.125 >64 2
10 - - 0
11 - - 0
12 - - 0
13 >64 >64 1
14 0.25 >64 1
15 - - 0
16 - - 0
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0
18 - - 0
19 - - 0
20 <0.125 >64 1
21 - - 0
22 - - 0
23 8 >64 1
24 4 >64 1
25 0.5 <0.125 1
26 - - 0
27 - - 0
28 - - 0
29 - - 0
30 0.25 >64 2
31 0.25 >64 1
32 - - 0
33 <0.125 2 1
34 - - 0
35 <0.125 <0.125 2
36 >64 >64 2
37 >64 >64 2
38 >64 >64 2
39 - - 0
40 - - 0
41 0.25 <0.125 1
42 - - 0
43 - - 0
44 <0.125 >64 1
45 0.5 >64 2
46 64 >64 2
47 - - 0
48 <0.125 0.25 2
49 - - 0
50 >64 >64 1
51 - - 0
52 >64 >64 2
53 - - 0
54 >64 >64 1
55 <0.125 >64 1
56 4 >64 2
57 - - 0
58 - - 0
59 >64 >64 2
60 - - 0
61 <0.125 >64 1
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62

63

64

>64

65

>64

66

>64

67

68

<0.125

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

<0.125

86

87

>64

88

89

<0.125

90

91

>64

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

O O O| O| O P O|O| P Ol PN O OO N O P O O N PO N O O N Ol O O] O| O| P O Ol N O| P O N N P O O
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107 <0.125 >64 1
108 <0.125 >64 1
109 - - 0
110 >64 >64 1
111 - - 0
112 <0.125 >64 1
113 <0.125 >64 1
114 - - 0
115 - - 0
116 - - 0
117 - - 0
118 <0.125 >64 2
119 - - 0
120 - - 0
121 <0.125 <0.125 1
122 <0.125 <0.125 1
123 <0.125 >64 2
124 <0.125 <0.125 1
125 32 >64 2
126 <0.125 <0.125 2
127 <0.125 >64 1
128 - - 0
129 - - 0
130 - - 0
131 <0.125 <0.125 1
132 - - 0
133 <0.125 <0.125 1
134 - - 0
135 - - 0
136 >64 >64 1
137 - - 0
138 - - 0
139 <0.125 >64 1
140 - - 0
141 0.5 <0.125 1
142 - - 0
143 - - 0
144 <0.125 <0.125 2
145 0.25 >64 1
146 - - 0
147 <0.125 >64 1
148 0.25 >64 2
149 - - 0
150 >64 >64 2
151 - - 0
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152

<0.125

>64

153

<0.125

<0.125

154

155

156

157

158

159

160

161

>64

162

<0.125

163

164

165

166

0.25

>64

167

<0.125

>64

168

<0.125

>64

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

<0.125

<0.125

182

32

>64

183

0.25

>64

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

O| P O OO O| O| | P OO OO PP P OlO| O OO O O O O| O O| PP P Ol Ol O| PN Ol O Ol O] O]l O] O] N| =
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197 - -
198 - -
199 - -
200 <0.125 <0.125
201 - -
202 05 <0.125
203 - -
204 - -
205 - -

O| O O| | O] M O] O O

Antibiyofilm calisilan 48, 52, 56, 91 ve 118’no lu izolatlarin genis diliisyon
aralig1 ile tekrarlanan MIK sonuglari meropenem i¢in sirasiyla 0.125, 512, 4, 0.125
ve 0.125; seftriakson igin sirasiyla 0.25, >512, >512, 256 ve >512 olarak tespit
edilmistir.

Antibiyofilm aktivitesi ¢aligilan 48, 52, 56, 91 ve 118 nolu suslarin meropenem
ve seftriakson MIK sonuglarma gore sub-MIK degerleri (MiK/2, MIK/4, MIK/8)
belirlenmistir. Buna gére meropenem icin 48’nolu izolatin MiK degeri 0.125, sub-
MIK degerleri 0.06, 0.03 ve 0.015; 52’nolu izolatmm MIK degeri 512, sub-MIK
degerleri 256, 128 ve 64; 56’nolu izolatin MiK degeri 4, sub-MIK degerleri 2, 1 ve
0.5; 91'nolu izolatim MIK degeri 0.125, sub-MIK degerleri 0.06, 0.03 ve 0.015;
118’nolu izolatin MIK degeri 0.125, sub-MiK degerleri 0.06, 0.03 ve 0.015 olarak
belirlenmistir. Ayn1 sekilde seftriakson i¢in 48 nolu izolatm MIK degeri 0.25, sub-
MIK degerleri 0.125, 0.06 ve 0.03; 52’nolu izolatin MIK degeri >512, sub-MIK
degerleri 512, 256 ve 128; 56’nolu izolatin MiK degeri >512, sub-MIK degerleri
512, 256 ve 128; 91’nolu izolatin MIK degeri 256, sub-MIK degerleri 128, 64 ve 32;
118’nolu izolatin MIK degeri >512, sub-MIK degerleri 512, 256 ve 128 olarak
belirlenmistir. Antibiyofilm aktivitesi ¢cahsilan izolatlarm MIK ve test edilen sub-

MIK degerleri toplu olarak Tablo 4.2. *de verilmistir.

Tablo 4.2. Antibiyofilm aktivitesi calisilan izolatlarin MiK ve test edilen sub-MIK degerleri

Izolat Meropenem (pg/ml) Seftriakson (pg/ml)
No MIK | MiK2 | MiK/4 | MIK/8 | MIK | MiK2 | MiK/4 | MIK/8
48 0.125 0.06 0.03 0.015 0.25 0.125 0.06 0.03
52 512 256 128 64 >512 512 256 128
56 4 2 1 0.5 >512 512 256 128
91 0.125 0.06 0.03 0.015 256 128 64 32
118 0.125 0.06 0.03 0.015 >512 512 256 128
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Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda biyofilm {iireten izolatlarin
meropenem ve seftriakson antibiyotiklerine duyarli-diren¢li olma durumlari ile zayif
(+1) ve orta (+2) gucte biyofilm olusturma arasinda anlamli bir fark bulunmadigi

goriilmiistiir (p>0,05).

4.3. Antibiyofilm Sonuclar:

Meropenem sub-MIK biyofilm inhibisyon ¢ahsilan 5 izolat icinde 56’nolu
izolatin MIK/2 konsantrasyonunda (2 pg/ml) biyofilm inhibisyonu gdzlenmis bu
izolatm ¢alisilan diger sub-MIK konsantrasyonlarinda ve diger izolatlarin (48, 52, 91
ve 118) hicbir sub-MiK konsantrasyonunda inhibisyon gdzlenmemistir. Seftriakson
sub-MIK biyofilm inhibisyon ¢alisilan 5 izolatin higbir konsantrasyonunda biyofilm
inhibisyon gozlenmemistir. Bazi izolatlarin cesitli sub-MIK degerlerinde (Ornegin;
52. izolat meropenem MIK/2, 118. izolat meropenem MIK/8; 48. izolat seftriakson
MIK/2, MiK/4, MIK/8) biyofilm iiretim giiciinde artis goriilmiistiir. Antibiyofilm
aktivitesi ¢alisilan izolatlarm tesdedilen sub-MIK degerlerinin biyofilm inhibisyon

sonuglar1 toplu olarak Tablo 4.3. *de verilmistir.

Tablo 4.3. Antibiyofilm aktivitesi calisilan izolatlarin test edilen sub-MIK degerlerinin biyofilm
inhibisyon sonuglari

Izolat | Biyofilm Meropenem Biyofilm Seftriakson

No | Kontrol | MiK/2 | MiK/4 | MiK/8 | Kontrol | MIK/2 | MiK/4 | MIK/8

48 - 0.06 0.03 0.015 - 0.125 0.06 0.03
+2 +2 +2 +2 +2 +3 +3 +3

52 - 256 128 64 - 512 256 128
+2 +3 +2 +2 +2 +2 +2 +2

56 - 2 1 0.5 - 512 256 128
+2 0 +2 +2 +2 +2 +2 +2

91 - 0.06 0.03 0.015 - 128 64 32
+1 +1 +1 +2 +1 +1 +1 +2

118 - 0.06 0.03 0.015 - 512 256 128
+2 +2 +2 +3 +2 +1 +2 +2

4.4. SEM Goruntileri

Sub-MIK degerleri ile antibiyofilm aktivitesi ¢aligilan 48, 52, 56, 91 ve 118 no
lu izolatlarin 1000’lik ve 5000°lik biiylitmelerde SEM goriintiileri sirasiyla Sekil 4.3.,
Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil 4.6. ve Sekil 4.7. de goriilmektedir.
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Sekil 4.3. 48’no lu izolatin 1000(A) ve 5000(B) buylmteli SEM gérintileri

A B

A

A

Sekil 4.7. 118°no lu izolatn 1000 (A) ve 5000(B) bilyimteli SEM gériintiileri
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5. TARTISMA

Klebsiella tlrleri icinde toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlara neden
olabilen mikroorganizmalar bulunmaktadir (Kdseoglu Eser vd., 2014). K.
pneumoniae genellikle bagisikligi baskilanmis ve hastanede yatan hastalar1 etkileyen
ve Uriner sistem, yumusak doku, pnémoni ve bakteriyemiye neden olabilen firsatci
bir patojendir (Cescutti et al., 2016). Ayrica K. pneumoniae’nin antibiyotik
tedavisinin etkinligini degistirebilecek sekilde biyofilm olusturabilen bir bakteri
olabildigi de bilinmektedir (Borges et al., 2015 ; Yang ve Zhang, 2008).

Karbapenem direngli Enterobacteriaceae familyasi iiyeleri, idrar yolu, solunum
yolu, karm i¢i, deri ve yumusak doku ve pndmoni gibi bircok 6nemli hastane
enfeksiyonuna neden olan mikroorganizmalardir. Bu gruptaki K. pneumoniae
suslarinin  toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarda en sik gorilebilen

mikroorganizmalardan oldugu bildirilmistir (Bradford et al., 2001).

Idrar yolu enfeksiyonu, her yil diinya ¢apmnda yaklasik 150 milyon kisiyi
etkileyen cesitli patojenlerin neden oldugu bakteriyel enfeksiyonlardan biridir ve
ciddi bir saghig1 sorunudur (Flores-Mireles et al., 2015). Ayrica kateter iligkili idrar
yolu enfeksiyonlari, hastane kaynakli enfeksiyonlarn %17,2'si gibi 6nemli bir

boliimiinii olusturmaktadir (Percival vd., 2015).

Ott ve arkdadaslar1 yaptiklar1 Galismada iiriner sistem enfeksiyonlarmnin,
hastane enfeksiyonlarinin %16'smn1 ve toplum kokenli enfeksiyonlarm %9'unu

olusturdugu bildirmislerdir (Ott et al., 2013).

Mikrobiyal kolonizasyon nedeniyle kateter yiizeylerinde olusan biyofilmler,
kateter iligkili idrar yolu enfeksiyonlarmin baslica nedenlerinden biridir. Bu aletlerin
kontaminantlar1 olarak en sik karsilasilan mikroorganizmalardan biri K. pneumoniae
ve diger Gram-negatif bakterilerdir (Donlan, 2001; Stickler, 2008).

Muller-Schulte ve ark. inceledikleri 107 K. pneumoniae vakasmnin %29'u
(n=31) pediatrik, %24,3'0i (n=26) dahiliye, %14'i (n=15) yogun bakim, %10,3"i
(n=11) tiroloji ve %22.4"1 (n=24) diger servislerden izole olduklarmi bildirmislerdir

(Mdller-Schulte et al., 2020).

Kus vd., ¢calismalarinda kullanilan 53 K. pneumoniae susundan 12'si (%22,6)

resiisitasyon yogun bakim {iinitelerinde, 8'1 (%15,1) tibbi onkoloji servislerinde, 7'si
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(%13,2) yenidogan yogun bakim odasinda, 26 susu (49 %) baska, klinikte yatan
hastalardan izole edildigini bildirmislerdir (Kus vd., 2017).

Calismamizda dahil edilen 205 K. pneumoniae‘nin izole edildigi idrar
orneklerinin gonderildigi servislerin dagilimi; néroloji %10.76 (n=22), nefroloji
%9.77 (n=20), uroloji %8.79 (n=18), yogun bakim % 7.81 (n=16), onkoloji %6.83
(n=14), hematoloji %6.35 (n=13), ve digerleri %49.69 (n=102) seklinde

siralanmaktadir.

K. pneumoniae izolatlarinin dahil edilerek yapildigi ¢esitli ¢alismalarda bu
izolatlarin farkli oranlarda ve gii¢lerde biyofilm irettigi tespit edilimistir (Yan ve
Zhang., 2008; Hassan vd., 2011; Bjarnsholt, 2013; Seifi et al., 2016; Cepas et al.,
2019).

Hassan vd., yapmis olduklar1 ¢alismada test edilen 110 K. pneumoniae
izolatmin 70 (%64,7)’in1 yiikksek veya orta, 40 (%35,3)’immida zayif biyofilm

tireticileri olarak tanimlamiglardir (Hassan vd., 2011).

Bagka bir ¢alismada Cepas vd., K. pneumoniae suslarinin %37.6'sinmn biyofilm

tireticisi oldugunu bildirmislerdir (Cepas et al., 2019).

Yang ve Zhang, idrar, balgam, yara surintlleri ve kandan izole edilen K.
pneumoniae’nin %62,5'inin biyofilm dreticisi oldugunu bildirmislerdir (Yang ve
Zhang., 2008).

Bjarnsholt, K. pneumoniae izolatlarinin yiiksek bir yiizdesinin (%74,5)

biyofilm olusturabildigi ve %20,4"liniin giiclii biyofilm olusturma yetenegine sahip

oldugu bildirmistir (Bjarnsholt, 2013).

Seifi vd., yaptiklar1 c¢alismada, g¢alismaya dahil edilen K. pneumoniae
izolatlarin %93,6 biyofilm treticisi oldugunu ve sadece %6,4'liniin biyofilm tireticisi
olmadigimi bildirmislerdir. Biyofilm iireten suslarin %33'4 giiglii biyofilm ireticisi,
%52.1'i orta derecede biyofilm iireticisi ve %8.5'1 zayif biyofilm iireticisi olarak

kategorize edilmistir (Seifi et al., 2016).

Calismamiza dahil edilen 205 izolatn 119 (%58.05)’u biyofilm olusturmadigi,
86 (%41.95)’inin biyofilm olusturdugu goriilmiistiir. Biyofilm olusturan izolatlarin

56 (%27.32)’s1 diisik kuvvette (+1), 30 (%14.63)’u orta kuvvette (+2) biyofilm
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olusturmustur. Biyofilm olusturan izolatlarin hi¢ birinde giicli (+3) biyofilm

olusumu tespit edilememistir.

Domenico ve ark. calismalarinda 135 izolatin %27.5'1 yiiksek, %26's1 orta ve
%29.2's1 zayif biyofilm ireticileri olarak smiflandirmig. Ayrica K. pneumoniae’yi
%60 oraninda MDR fenotipine sahip olup, meropeneme %33.3 oraninda direncli
bulunmustur. Bununla birlikte hem MDR %74.4 hem de MDR olmayan %78.9
suslarinda biyofilm tiretme konusunda karsilastirildiginda, iki grup arasinda anlamli

bir fark olmadigini bildirmislerdir (Domenico et al., 2017).

Shadkam ve ark. meropenem, seftriakson, antibiyotikleri igin guclu biyofilm
olusturanlarin direng¢ oranlar1 sirasiyla %56, %52; biyofilm olusturmayan izolatlarin
direng oranlarmi sirasiyla %32, %32 seklinde bulmuslardir. Biyofilm Ureten K.
pneumoniae suslar1 arasinda antimikrobiyal direng, biyofilm iretmeyen K.
pneumoniae suslarma gore anlamli derecede yiiksek bulundugunu bildirmislerdir
(Shadkam et al., 2020).

Mishra vd., meropenem direncli gram negatif bakterilerin daha yuksek bir

biyofilm olusturma kabiliyetine sahip oldugunu bildirmislerdir (Mishra et al., 2015).

Bizim calismamizda yapilan istatistiksel analiz sonucunda ¢alismaya dahil
edilen ve biyofilm iireten izolatlarm, meropenem ve seftriakson antibiyotiklerine
duyarli-diren¢li olma durumlar1 ile zayif (+1) ve orta (+2) giicte biyofilm olusturma

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi goriilmistiir (p>0,05).

Bakterilerin biyofilm olusturma yetenegi, antibiyotik direncinin yayilmasimni ve
viriilans genlerinin birikimini arttrmaktadir. Yeni terapdtik stratejiler, geleneksel
antibiyotikleri biyofilmlere miidahale eden bir maddeyle birlestiren bir ortak tedavi
yaklagimini hedef alarak biyofilmleri tedaviye daha duyarli hale getirebilir (Saha et
al., 2018).

Aires ve Batista caligmalarinin sonucunda K. pneumoniae izolatlarinda
biyofilm olgunlastik¢a seftriakson etkinliginin azaldigmi bildirmislerdir (Aires ve

Batista, 2017).

Ruiz ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada Endotrakeal tiiplerde (ETT'ler) K.
pneumoniae tarafindan olusturulan biyofilmlere karsi bes antimikrobiyalin in vitro

etkilerini degerlendirmiglerdir. Sonu¢ olarak, ¢alismada ETT'lerde g¢esitli
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antimikrobiyallerin biyofilmler (zerindeki etkinliginin 24 saat sonra azaldig: tespit
edilmistir (Ruiz et al., 2019).

Chaudhary ve Payasi GSBL (reten 15 K. pneumoniae izolatlarini kullanarak
yaptiklar1 calismada, meropenem'in 64-256 pg/ml MIK degerlerine ve 2048-4096
pg/ml minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyonuna (MBEC) sahip oldugunu
ortaya konmustur (Chaudhary ve Payasi, 2012).

Bakteriyel bir biyofilm yapisin1 ortadan kaldirmak i¢in gereken uygun
antibiyotik ve konsantrasyonunun secilmesi igin laboratuvarda inceleme yapilmasi
gerekmektedir (Saha et al., 2018).

Van Laar ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada karbapenem ile éldurict olmayan
konsantrasyonlarda muamele edilen K. pneumoniae biyofilmlerini hem morfolojide
hem de genomik ekspresyonda spesifik olarak nasil etkiledigini arastirmislardir.
Sonu¢ olarak arastirmacilar K. pneumoniae biyofilmlerinin olddrict olmayan
konsantrasyonlarda karbapenemlerle muamele edilmesinin, ¢ok ¢esitli fenotipik ve
gen ekspresyonu degisikliklerine neden olabilecegini ortaya koymuslardir (Van Laar
et al., 2015).

Calismaya dahil edilen ve orda derecede (+2) biyofilm olusturan 48, 52, 56, 91
ve 118 nolu izolatlardan 56 nolu izolatin MiK/2 degeri olan 2 pg/ml meropenemde
biyofilm &nlenimi gdriilmiistiir. Diger meropenem ve tiim seftriakson sub-MIK
degerlerinde biyofilm Onlenim tespit edilememistir. Bunun yaninda bazi izolatlarin
cesitli sub-MIK degerlerinde (Ornegin; 52. izolat meropenem MIK/2, 118. izolat
meropenem MIK/8; 48. izolat seftriakson MiK/2, MiK/4, MIK/8) biyofilm iiretim

giiclinde artis goriilmiistiir.

Calismamizda kisith sayida mikroorganizmanin meropenem ve seftriakson i¢in
sub-MIK degerleri arastirilabilmistir. Antibiyotiklerin sub-MIK degerlerinin biyofilm
uretimini nasil etkiledigi ile ilgili yeterli ve net verilerin olmadig: disiiniilmektedir.
Bu konunun anlagilabilmesi ve netlik kazanabilmesi igin farkli antibiyotiklerin ve
mikroorganizmalarin dahil edildigi genis ¢apli ¢aligmalarin yapilmasinin faydali
olacag1 diisiiniilmektedir. Ancak bu sayede biyofilm olusumunun Onlenebilecegi

protokollerin gelistirilmesi miimkiin olabilecektir.
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6.  SONUC

1. Calismaya dahil edilen 205 izolatin 119 (%58.05)’u biyofilm olusturmadigi, 86
(%41.95)’inin biyofilm olusturdugu gorilmiistiir.

2. Biyofilm olusturan izolatlarin 56 (%27.32)’s1 diisiik kuvvette (+1), 30 (%14.63)’u

orta kuvvette (+) biyofilm olusturmustur.

3. Biyofilm {ireten izolatlarin meropenem ve seftriakson duyarli-direngli olma
durumlari; zayif (+1) ve orta (+2) giigte biyofilm olusturma arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmadi goriilmiistiir.

4. +2 derecede biyofilm olusturan 48, 52, 56, 91 ve 118 nolu izolatlardan 56 nolu

izolatin MIK/2 degeri olan 2 pg/ml meropenemde biyofilm &nlenimi gdriilmiistiir.

5. Diger meropenem ve tiim seftriakson sub-MIK degerlerinde biyofilm 6nlenimi

tespit edilememistir.

6. Baz1 izolatlarm cesitli sub-MIK degerlerinde (Ornegin; 52. izolat meropenem
MIK/2, 118. izolat meropenem MIK/8; 48. izolat seftriakson MIK/2, MiK/4, MiK/8)

biyofilm tiretim giiciinde artis goriilmiistiir.

7. Antibiyotiklerin sub-MiK degerlerinin biyofilm iiretimini nasil etkiledigi ile ilgili

yeterli ve net verilerin olmadigi diistiniilmektedir.

8. Bu konunun anlagilabilmesi ve netlik kazanabilmesi igin farkli antibiyotiklerin ve
mikroorganizmalarm dahil edildigi genis capli calismalarin yapilmasmin faydal
olacag diisiiniilmektedir. Ancak bu sayede biyofilm olusumunun 6nlenebilecegi

protokollerin gelistirilmesi miimkiin olabilecektir.
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