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ÖZET 

 

Klebsiella pneumoniae İZOLATLARINDA MEROPENEM VE SEFTRİAKSON 

SUB-MİNİMAL İNHİBİTÖR KONSANTRASYONLARININ BİYOFİLM 

OLUŞUMUNA ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 

Shahin SHOJAEI BADR 

Ondokuz Mayıs Üniversitesi 
Lisansüstü Eğitim Enstitüsü 

Tıbbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dalı  

Yüksek Lisans, Ağustos/2022  

Danışman: Doç. Dr. Kemal BİLGİN 

 

Klebsiella pneumoniae, idrar yolu enfeksiyonları, pnömoni, septisemi ve yara 

enfeksiyonları ile ilişkili olan fırsatçı bir patojendir. Bu mikroorganizma, kateterler 

ve endotrakeal tüp gibi kalıcı plastik cihazlarda biyofilm oluşturabilir ve daha sonra 

insan dokusunu kolonize edebilir. Biyofilmler, hem tıbbi cihaz ve biyomateryaller 

üzerinde hemde konakçı epitel hücreleri ve mukozal yüzeylerde oluşabilen ve pek 

çok farklı hastalıkta rol oynayan mikroekosistemlerdir. Mikroorganizmalardaki 

biyofilm oluşumunun önlenmesi veya oluşmuş biyofilmin ortadan kaldırılması, bu 

mikroorganizmalara bağlı enfeksiyonların tedavisinde önemli katkı sağlayabilecektir. 

Çalışmamızda; idrar örneklerinden izole edilen K. pneumoniae izolatlarında 

meropenem ve seftriakson antibiyotiklerinin sub-minimal konsantrasyonlarının 

biyofilm oluşumuna etkinliği araştırılmıştır. 

Çalışmaya Ondokuz Mayıs Üniversitesi Tıp Fakültesi Mikrobiyoloji 

laboratuvarında idrar örneklerden izole edilen 205 adet K. pneumonia izolatı dahil 

edilmiştir. Çalışmaya dahil edilen K. pneumonia izolatlarının mikrotitrasyon plak 

yöntemi ile biyofilm oluşturma kapasiteleri araştırılmıştır. Biyofilm oluşturduğu 

tespit edilen izolatlara mikrodilüsyon yöntemi ile meropenem ve seftriakson 

antibiyotiklerinin duyarlılıkları çalışılmıştır. Bu izolatlar içinden orta güçte (+2) 

biyofilm oluşturan beş izolatın Sub-MİK (MİK/2, MİK/4, MİK/8) değerlerinin 

biyofilm önlenim etkisi mikrotitrasyon plak yöntemi ile test edilmiştir. 

Çalışmaya dahil edilen 205 izolatın 119 (%58.05)’u biyofilm oluşturmazken, 

86 (%41.95)’sının biyofilm oluşturduğu görülmüştür. Biyofilm oluşturan izolatların 

56 (%27.32)’sı düşük kuvvette (+1), 30 (%14.63)’u orta kuvvette (+2) biyofilm 

oluşturmuştur. +2 derecede biyofilm oluşturan 48, 52, 56, 91 ve 118 nolu 

izolatlardan 56 nolu izolatın meropenemdeki MİK/2 değeri olan 2 µg/ml 

konsantrasyonunda biyofilm önlenimi görülmüştür. Diğer meropenem ve tüm 

seftriakson sub-MİK değerlerinde biyofilm önlenimi tespit edilememiştir. Bunun 

yanında bazı izolatların çeşitli sub-MİK değerlerinde biyofilm üretim gücünde artış 

görülmüştür. 

Bu konunun anlaşılabilmesi için farklı antibiyotiklerin ve mikroorganizmaların 

dahil edildiği geniş çaplı çalışmaların yapılmasının faydalı olacağı düşünülmektedir. 

 

 

 

Anahtar Sözcükler: K. pneumoniae, Biyofilm, Meropenem, Seftriakson  
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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 Mayıs University 
Institute of Graduate Studies 

Department of Medical Microbiology 

Master, August/2022  

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Kemal BİLGİN 

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 Mayıs 

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 µg/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. GİRİŞ 

Antibiyotik direnci dünyada ve ülkemizde önemli bir sağlık sorunu olmaya 

devam etmekte ve ilaca dirençli suşların neden olduğu enfeksiyonlar zaman içinde 

artış göstermektedir. ABD Hastalık Kontrol ve Önleme Merkezleri (CDC) tarafından 

antibiyotik direnci açısından tehdit oluşturan ilk 18 mikroorganizmanın özetlendiği 

bir raporda, tehdit düzeyi açısından "acil öncelikli" grup olarak sınıflandırılan üç 

mikroorganizma grubundan biri karbapenem dirençli Enterobacter cinsi üyeleri 

olduğu bildirilmiştir (CDC, 2013).  

Enterobacteriaceae familyasının bir üyesi olan Klebsiella türlerinin insanlarda 

hastalığa neden olan en önemli türlerinden biri Klebsiella pneumoniae’dır. Sağlıklı 

bireylerde pnömoni, idrar yolu enfeksiyonları ve karaciğer apselerine neden olabilir. 

Bununla birlikte, enfeksiyonların çoğu, farklı klinik tabloları olan veya hastanede 

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

Toplum veya hastane kaynaklı enfeksiyonlar arasında ilk sırada yer alan gram 

negatif bakteriler özellikle çocuklarda, kadınlarda ve yaşlılarda idrar yolu 

enfeksiyonlarının (İYE) en önemli etkenleri arasındadır ve ayrıca hastane 

enfeksiyonlarının önemli bir parçasını oluşturmaktadır. Gram negatif bir bakteri olan 

K. pneumoniae’da idrar yolu enfeksiyonlarına neden olan bakteriler sıralamasında 

Escherichia coli'den sonra ikinci sırada yer almaktadır (Özsüt vd., 2002 ; Özden vd., 

2003 ; Akçay vd., 2004 ; Miller et al., 2004). 

Doğada yaygın olarak bulunan K. pneumoniae sağlıklı bireylerin solunum 

yolları ve dışkılarında %5-10 oranında bulunabilmektedir. K. pneumoniae alkolizm, 

diyabet, kronik obstrüktif akciğer hastalığı gibi ciddi solunum savunma sistemi 

sorunları olan kişilerde fırsatçı bir enfeksiyon faktörü olarak görülebilmektedir 

(Ustaçelebi, 1999). Ayrıca K. pneumoniae izolatları başlıca pnömoniye neden 

olmakla birlikte idrar yolu enfeksiyonlarına, yara enfeksiyonlarına ve bakteriyemiye 

de neden olabilmektedirler (Ustaçelebi, 1999). 

K. pneumoniae izolatlarının kapsül polisakkaritleri, yüksek mukozal viskozite, 

pili, toksinler ve demir alımının determinantları gibi pekçok virülans faktörü 

bulunabilmektedir (Hennequin ve Robin., 2016). Bunların yanında biyofilm 

oluşturma yeteneği K. pneumoniae'nin bir diğer önemli virülans faktörüdür 

(Domenico et al., 1994). 
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Biyofilm, birbirine veya yüzeylere ve dokulara bağlı bakterilerin kendi ürettiği 

organik polimerlerden oluşan bir matris içine gömülmesidir. Biyofilmler bakterileri 

nem, sıcaklık ve pH farklılıkları gibi çevresel koşullardaki değişikliklerden ve UV 

hasarından koruyabilmektedir. Biyofilm içinde gömülü olan bakteriler kümeler 

halinde, ekzopolisakkarit substratlarında yer aldığından fagositozları zorlaşır ve 

hümoral bağışıklık sisteminin bileşenlerinin bakterilere ulaşması engellenir (Hoiby, 

2017). 

Biyofilm yapısını ortadan kaldırmak için antimikrobiyal ajanların kullanımı, 

mekanik temizlik, mikroorganizmaların yüzeylere yapışmasını önlemek için çeşitli 

kimyasalların kullanımı ve biyofilm yapılarının ayrılmasını teşvik etmek gibi farklı 

yöntemler kullanılabilmektedir (Doğruöz, 2014). 

Çalışmamızda; idrar örneklerinden izole edilen K. pneumoniae izolatlarında 

meropenem ve seftriakson antibiyotiklerinin sub-minimal konsantrasyonlarının 

biyofilm oluşumuna etkinliği araştırılacaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Enterobacteriaceae Ailesi 

Enterobacteriaceae familyasının üyeleri olan bakteriler gram negatif, ağırlıklı 

olarak hareketli, fakültatif anaeroblardır ve aile yaklaşık 100 tür içermektedir (Işık, 

2007). 

Enterobacteriaceae ailesi tıbbi olarak gram negatif basillerin en büyük ve en 

heterojen grubudur. Ailenin Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, 

Klebsiella, Serratia, Proteus vb. dahil olmak üzere farklı cinsleri vardır. Bu 

mikroorganizmalara bağırsak bakterileri veya koliformlar denilebilir. E. coli gibi 

bazıları normal mikrobiyotanın üyeleridir ve fırsatçı patojenler olarak tanımlanır. 

Diğer (örn. Salmonella, Shigella) bazı cinsler her zaman patojendir ve hastalığa 

neden olur. Aile üyeleri isteğe bağlı anaeroblar veya aeroblardır. Çeşitli toksinler ve 

virülans faktörleri üretebilirler (Gür, 2014). 

2.2.  Enterobacteriaceae Ailesinin Genel Özellikleri ve Morfolojileri 

Enterobacteriaceae ailesi üyeleri küçük, 0,5-3 µm genişliğinde ve 1-6 µm 

uzunluğunda, sporsuz gram negatif basillerdir. Enterobacteriaceae’lerde hücreyi 

çevreleyen ve kapsül adı verilen ince bir kılıf bulunabilmektedir (Bilgehan, 1992). 

Enterobacteriaceae üyesi mikroorganizmalar MacConkey'in besiyerinde kolaylıkla 

üreyebilen basillerdir. Bazıları hareketli veya hareketsiz, peripiliküler kirpiklere 

sahiptir ve DNA'daki guanin + sitozin (G + C) oranı %39-59 arasındadır. 

Enterobacteriaceae familyasına içinde sınıflandırılan K. pneumoniae çevremizde çok 

yaygın olarak bulunduğu bilinmektedir. K. pneumoniae insan bağırsağında, üriner 

sistemde ve solunum sisteminde asemptomatik olarak bulunabilmekle birlikte, ölüme 

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

Klebsiella türlerin büyük, mukoid ve viskoz koloniler oluştururlar. Bu 

kolonilerin uzun süreli inkübasyonlarda karışabildiği görülmektedir (Gür, 2014). 

2.3.  Klebsiella Türler 

2.3.1.  Klebsiella Türlerinin Morfolojik ve Biyokimyasal Özellikleri 

Klebsiella türleri gram negatif, sporsuz, hareketsiz, kapsüllü basilerdir. Bu 

mikroorganizmalar üreyi hidrolize eder, hidrojen sülfür (H2S) üretmezler ve 

fenilalanin deaminasyonu yapmazlar. İndol (Klebsiella oksitosin hariç) ve metil 
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kırmızısı reaksiyonu negatif; Voges-Proskauer, sitrat ve laktoz test sonuçları da 

pozitiftir. Diğer bağırsak bakterilerinden farklı olarak, Klebsiella'nın belirgin bir 

kapsülü vardır ve kültür ortamında büyük M tipi mukuslu kolonileri oluşturular 

(Erdem, 1999; Bilgehan, 2000). 

Klebsiella türlerinin optimum üreme sıcaklığı 35±2°C olmakla birlikte K. 

pneumoniae dışındaki türler 44°C’de üreme gösterebilmektedirler. Üremeleri için 

optimum pH 7,2’dir (Toreci, 2002; Ristuccia PA, 1984). 

2.3.2. Taksonomi 

Carl Friedlander tarafından, pnömoni etkeni olan gram-negatif basil olarak 

tanımlanmış olması nedeniyle de uzun yıllar ‘Friedlander basili’ olarak tanımlanan 

Klebsiella cinsi Alman mikrobiyolog Edwin Klebs’in anısına isimlendirilmiştir 

(Topçu vd., 2008). 

Tablo 2. 1. K. pneumoniae’nın taksonomisi 

2.3.3.  Epidemiyoloji ve Patogenez 

Tipik pnömoniye neden olabilen K. pneumoniae izolatları sıklıkla klinik 

örneklerde üretilebilir. Sağlıklı kişilerin orofarenksinde nadiren bulunmakla birlikte 

hastanede yatan hastalarda prevalansı %20'lere kadar çıkabilmektedir. Alkol 

bağımlılığı, diyabet ve kronik obstrüktif akciğer hastalığı olan hastalarda akciğer 

enfeksiyonları yaygındır ve bu hasta popülasyonlarında Klebsiella kolonizasyonu bir 

enfeksiyon kaynağı olabilir. Klebsiella'nın neden olduğu pnömoni sıklıkla alveolar 

boşlukların nekrotik yıkımı, kavitasyon ve hafif kanlı balgam üretimi ile sonuçlanır. 

Bu bakteriler aynı zamanda yaralardan, yumuşak dokulardan ve idrar yolu 

enfeksiyonlarından da sorumludur. Ayrıca enterit özellikle bebeklerde menenjite 

neden olabilir (Topçu vd., 2008).  

Alem: Bacteria 

Şube: Proteobacteria 

Sınıf: Gammaproteobacteria 

Takım: Enterobacterales 

Aile: Enterobacteriaceae 

Cins: Klebsiella 

Tür: Klebsiella pneumoniae 
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K. pneumoniae, insan kalın bağırsağının ve üst solunum yollarının normal 

mikrobiyotasında bulunabilmektedir. Ayrıca idrar yolu ve hastane enfeksiyonlarına 

neden olan bakteriler arasında E. coli'den sonra sıklıkla görülebilen türler arasında 

yer almaktadır (Aladağ ve Durak, 2007). 

K. pneumoniae insanlarda pnömoni, kronik obstrüktif akciğer hastalığı ve yara 

enfeksiyonlarına neden olabilen fırsatçı bir patojendir (Bilgehan, 2000). Pnömoni, 

özellikle diyabet, alkolizm ve kronik obstrüktif akciğer hastalığı olan kişilerde 

görülebilmektedir. Bu hastalarda aniden ateş, titreme, şiddetli bel ağrısı, nefes 

darlığı, balgam çıkarma ve taşikardi gelişebilmektedir. Lezyonlar hemorajik ve 

nekrotik olduğundan dolayı  balgam paslı veya "kuş üzümü peltesine" 

görünümündedir (Bilgehan, 2000; Akalın, 2003). 

K. pneumoniae kaynaklı bakteriyemi, intravenöz kateterizasyon, pulmoner 

enfeksiyon veya bağırsak translokasyonundan kaynaklanır ve menenjit, safra kesesi 

enfeksiyonu ve apse gibi enfeksiyonlara da neden olabilmektedir (Eisenstein ve 

Zaleznik, 2000). 

Klinik açıdan önemli olan diğer Klebsiella türlerinden; K. rhinoscleromatis, 

burnun granülomatöz hastalığına; K. ozanae, kronik atrofik rinite neden 

olabilmektedirler (Topçu  vd., 2008). 

2.4.  Antimikrobiyal Ajanlar 

2.4.1 Meropenem 

1970'lerin ortalarında keşfedilen karbapenemler, karbapenem çekirdekli beta-

laktam antibiyotiklerdir ve 1986'dan beri klinik kullanımda bulunmaktadırlar. 

Karbapenemler arasında meropenem, yarı sentetik parenteral bir antibiyotiktir. Hücre 

duvarı sentezini engelleyerek çalışan antibiyotikler bakterisittir (Fish ve Singletary, 

1997).  

Meropenem transpeptidaz ve karboksipeptidaz enzimlerine bağlanır ve bu 

sayede  hücre duvarı sentezini inhibe eder. Geniş bir antibakteriyel spektruma sahip 

olan meropenem birçok betalaktamazın inaktivasyonuna karşı kararlıdır. (Craig, 

1997; Fish ve Singletary, 1997). 
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2.4.2. Seftriakson 

1980'lerden sonra kullanılmaya başlanan seftriakson, üçüncü kuşak bir 

sefalosporindir (Clavenna, 2011; Bush, 2012). Yarılanma ömrü 8-12 saat kadar olan 

bu antibiyotik ülkemizde ve hatta dünyada en sık kullanılan sefalosporinlerden 

biridir (Duncan et al., 2012). 

Seftriakson genellikle gram negatif bakterilere karşı önceki nesillere göre daha 

etkili bir antibiyotiktir (Richards et al., 1984). 

2.5. K. pneumoniae’nin Virulans Faktörleri 

K. pneumoniae başta kapsüler polisakkaritler, yüksek mukoviskozite (HV), 

fimbrialar, toksinler ve demir alımının belirleyicileri olmak üzere birçok virülans 

faktörüne sahiptir (Hennequin ve Robin., 2016). 

2.5.2. Kapsül 

Kapsül Klebsiella'nın en önemli virülans faktörülerinden biridir (Ehrenwort ve 

Baer 1956; Domenico et al., 1982; Cryz vd., 1984; Highsmith ve Jarvis 1985). 

Kapsül yapısı hem bakterisidal serum faktörü sayesinde bakterin ölümünü önler hem 

de polimorfonükleer granülositlerin fagositozdan bakteriyi korur (Williams et al., 

1983; Podschun et al., 1992; Podschun ve Ullmann 1992). Antifagositik işlevlerinin 

yanında, Klebsiella kapsüler polisakkaritlerinin, makrofajların fonksiyonel 

kapasitesini ve farklılaşmasını inhibe ettiği in vitro olarak gösterilmiştir (Yokochi et 

al., 1977; Yokochi et al., 1979).  

2.5.3. Pilus (Fimbria) 

Kümelenmiş küresel protein alt birimlerinden (pilus) oluşan pili, 15-26 kDa 

moleküler ağırlığında, 1-11 nm çapında ve 10 µm uzunluğunda olabilen yapılardır. 

Konak hücrelere yapışma (adhezyon), bir enfeksiyonun oluşumundaki ilk önemli 

aşamadır. Enterobacteriaceae ailesine ait türlerin adhezyon özellikleri genellikle 

farklı fimbria türleri tarafından sağlanmaktadır (Jones ve Isaacson, 1983; Ofek ve 

Doyle, 1994). Bunlar Klebsiella türlerinde tip 1 ve 3 fimbria olarak tanımlanmıştır 

(Old et al., 1985; Podschun et al., 1987). 

Tip 3 fimbria diğer fimbriaların aksine, sadece tanenle işlenmiş kırmızı kan 

hücrelerini aglutine eder. Anti-mannoz, Klebsiella benzeri hemaglütinasyon (MR/K-

HA) adı, bu fimbria tipinin sadece Klebsiella tarafından sentezlendiği anlamına 
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gelsede, yapılan çalışmalar pekçok enterobacteriaceae cinsinde Tip 3 fimbria 

bulunduğunu göstermektedir (Clegg ve Gerlach, 1987). 

Tip 3 fimbria, solunum ve boşaltım sistemlerinin endotel ve epitel hücreleri 

gibi çeşitli insan hücrelerine Klebsiella'yı bağlayabilir. Ek olarak, inert yüzeylerde 

yapışmayı ve biyofilm oluşumunu arttırdığı gösterilmiştir (Würker 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 bağlama yeteneğine sahip düşük moleküler ağırlıklı 

bileşiklerdir. Bağırsak bakterilerinde enterobaktin (fenat) ve aerobaktin olmak üzere 

iki tip siderofor tanımlanmıştır (Kaleli ve ark 2006).  

Klebsiella için, konakçı demir arzının patojenite üzerinde önemli bir etkisi 

olduğu gösterilmiştir. Gine domuzlarında Klebsiella enfeksiyonuna duyarlılığı 

parenteral demir uygulamasından sonra önemli ölçüde artmıştır (Khimji ve Miles, 

1978).  

2.5.5. Alfa Hemolizin 

Alfa hemolizin; kültür ortamında bulunan hücre dışı, tripsin duyarlı, suda 

çözünür bir proteindir. Alfa hemolizin tanımlayıcı özelliği, kırmızı kan hücrelerini 

parçalama yeteneğidir. Alfa hemolitik monomerler bakteriler tarafından salgılanır. 

Bu monomerler daha sonra hedef hücrenin zarına bağlanarak silindirik heptamerler 

oluşturur. Bu oligomerik form, ökaryotik hücreleri parçalama yeteneğine sahiptir 

(Kepekçi, 2005). 

2.5.6. Serum Direnci 

Birçok kommensal gram negatif bakteri, insan serumunun bakterisidal 

etkilerine karşı hassastır. Bu sonuca göre K. pneumoniae'nin klinik izolatları 

genellikle serorezistandır ve "serorezistans" özelliği enfeksiyonun başlaması ve 

semptomların şiddeti ile ilişkilidir (Roantree ve Rantz, 1960; Gower et al., 1972; 

Olling, 1977; Björksten ve Kaijser, 1978).  

2.5.7. Biyofilm Oluşturma 

Biyofilm, yüzeylere yapışan ve polimerik yapıda bir matriks tabakası içinde 

bulunan, mikroorganizma toplulukları olarak tanımlanabilmektedir. Ortamdaki aşırı 
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nem, yüzey özellikleri, pH, besin miktarı ve sıcaklık gibi çevresel faktörler biyofilm 

oluşumunu ve gelişimini etkileyebilmektedir. Planktonik hücrelerle 

karşılaştırıldığında, biyofilm hücreleri antimikrobiyal ajanlara maruz kalmayı 

önlemek veya azaltmak için çeşitli engellere sahiptir ve bu sayede antimikrobiyal 

ajanlara karşı daha dirençli olabilmektedirler. Biyofilm oluşumu canlı hücrelerde 

veya cansız yüzeylerde meydana gelebilir (Chae ve Schraft, 2000; O’Toole ve 

Kaplan, 2000; Donlan, 2002; Borucki et al., 2003). 

Günümüzde yabancı cisim implantasyonu modern sağlık hizmetlerinde yaygın 

bir uygulama haline geldiği görülmektedir. Bununla birlikte yabancı cisimlerin 

kullanımı yeni problemler ortaya çıkarabilmektedir. Buna bağlı olarak da özellikle 

hastane enfeksiyonlarındaki artış dikkati çekmektedir. Klebsiella izolatlarının 

materyallere yapışma ve biyofilm oluşturma yeteneği, özellikle kateterle ilişkili 

enfeksiyonların patogenezinde önemli rol oynamaktadır (National Nosocomial 

Surveillance System Report, 2000). 

Materyallere yapışma ve biyofilm oluşturma yeteneği, kateterle ilişkili 

enfeksiyonlarda etken olan Klebsiella izolatlarının patogenezinde önemli bir virulans 

faktörüdür (Gün ve Ekinci, 2009). 

2.6. Biyofilm 

Diş yüzeyindeki mikropları ilk kez mikroskop kullanarak gözlemleyen 

Anthony van Leeuwenhoek, biyofilmleri mikrobiyal topluluklar oluşturan 

"hayvanlar" olarak tanımlamıştır. Heukelekian ve Heller; bu olguya "şişe etkisi" 

adını vermekte ve mikropların su ortamında tutundukları yüzeylerde kümelenerek 

bakteri üremesini ve aktivitesini önemli ölçüde artırdığını belirtmektedirler (Donlan, 

2002). 

Biyofilmler, yüzeylere tutunan, bazı yapısal bütünlüklerle birlikte yaşayan ve 

varlıklarının devamı için gerekli işlevleri yerine getirmek üzere birbirleriyle iletişim 

kuran bakterilerin oluşturduğu karmaşık yapılardır (Çiftçi, 2005). Biyofilmin en iyi 

tanımlarından biri de mikroorganizmaların herhangi bir yüzeye, arayüze veya 

birbirine yapışmasını sağlayan, büyüme hızlarına ve gen transkripsiyon tipi 

özelliklerine bağlı olarak farklı yüzeyler gösterebilen, hücre dışı polimerlerden 

oluşan bir matris formudur (Gün ve Ekinci, 2009). 



9 

 

Biyofilm oluşturma yeteneğinde olan izolatların etken olduğu enfeksiyonların 

kontrol altına alması ve yok edilebilmeleri için kullanılan antibiyotiklerin 

konsantrasyonunun, planktonik bakterilere göre 1000 kata kadar arttırılması 

gerekebilmektedir (Costerton et al., 1993). Klebsiella'daki biyofilm yapısı özellikle 

doku enfeksiyonlarının patojenitesinde çok önemlidir. K. pneumoniae biyofilm 

yapısının etki mekanizması, özellikle pürülan karaciğer apselerinde belirsizdir (Wu, 

2010). 

Biyofilm yapısının %97 gibi önemli bir kısmı sudan oluşmaktadır. Matriksteki 

diğer bileşenler ise; %1-2 ekzopolisakkaritler veya hücre dışı matris (EPS), %1-2 

globüler glikoproteinler ve diğer proteinler, %1-2 DNA, lipidler, fosfolipidlerden 

oluşur. Bununla birlikte, her biyofilm mikroorganizmanın tipine, fizyolojik 

özelliklerine, ortamın pH'sına, sıvının şekline ve fiziksel özelliklerine bağlı olarak 

benzersiz özellikler geliştirebilir (Allison, 2003). Çeşitli çalışmalar, çeşitli bakteri 

türlerinin oluşturduğu fibrillerin biyofilm oluşumuna katkıda bulunduğunu 

göstermiştir. Bununla birlikte, biyofilm oluşumu için tip 3 fimbria gerekli değildir 

(Jagnow ve Clegg, 2003). 

Organizmaların yüzeylere geri dönüşümsüz bağlanması için gerekli olan ana 

hücre dışı bileşeni oluşturan hücre dışı matris, biyofilmin yapısını oluşturur. 

Biyofilmlerin yapısı, saf kültürlere özgü türler ve çoklu kültürlere özgü 

substratlardır. EPS'nin yapısı polisakkaritler, proteinler, lipidler, DNA ve sudan 

oluşur. Yüzeye yakın mikroorganizmalar burada çoğalarak mikrokoloniler 

oluştururlar ve bu mikrokoloniler gelişerek bir biyofilm tabakası oluştururlar (Gün ve 

Ekinci, 2009). 

2.6.1. Biyofilmin Oluşum Mekanizması 

Biyofilmler çok farklı koşullar altında oluşabilmesine rağmen, en basit 

biyofilmlerin bile karmaşık dinamikleri vardır. Biyofilm oluşumu, 

mikroorganizmaların yüzeylere geri dönüşümsüz bir şekilde bağlanmasına ve 

büyümesine neden olan, bağlanma ve matris oluşumunu sağlayan hücre dışı 

polimerler üreten ve organizmanın fenotipindeki büyüme hızları ve gen 

transkripsiyonu ile orantılı olan bir süreçtir. Bakterilerde biyofilm gelişiminin 

başlaması, besinlerin mevcudiyeti gibi belirli faktörlere bağlıdır. Biyofilm gelişimi 

taze ortam temini ile devam etmektedir ve ortamdaki besinler tükendiğinde yüzey 

bağlantıları zayıflar ve planktonik moda dönerler. Besleyici ortam eksikliği 
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hücrelerin yeni besin kaynakları aramasına, çevreye daha iyi uyum sağlamasına ve 

yayılmasına izin verebilmektedir (Allison, 2003; Gün ve Ekinci, 2009). Birçok 

çalışmada biyofilmlerin biyodönüşümlerini (yapışma, adezyon, agregasyon, 

olgunlaşma ve yırtılma) sabit noktalarda tamamladığı gözlemlenmiştir (Şimsek ve 

Bulut, 2012). 

Yapışma sürecini takiben biyofilm oluşturma adımı doğrultusunda farklılaşma 

sürecinin başlaması, çekirdek algılama sistemi adı verilen başka bir iletişim 

sisteminin yanıtına bağlıdır. Bu sistemi kullanarak mikroplar, çevreleyen mikrobiyal 

popülasyonların yoğunluğunu belirler. Herhangi bir yüzeye yapışan mikroplar, "ben 

buradayım" mesajıyla çevreye bir sinyal gönderir. Sinyalin lokal konsantrasyonu, 

yüzeye bağlanan mikroorganizmaların sayısı ile artar. Sinyal moleküllerinin 

konsantrasyonu arttıkça, bir dizi biyofilm oluşum süreci başlatılır. Biyofilmlerdeki 

mikroplar, hücre içi düşük moleküler ağırlıklı haberciler yardımıyla iletişim kurar. 

Bu aşamada mikroorganizmalar yüzeye yapışır veya kuvvetli bir şekilde tutunurlar 

(Öztürk vd., 2008). 

2.6.2. Olgunlaşma 

Herhangi bir yüzeye bağlı bakteriler bölünür ve geri dönüşümsüz olarak 

çoğalır, bir biyofilmin en küçük birimi olan bir mikrobiyal koloni oluşturur. 

Mikrokoloniler büyür ve karmaşık mantar benzeri yapılar veya kuleler haline gelir. 

Ortamdaki planktonik bakteriler de oluşan mikrokolonilere tutunarak kolonizasyon 

sağlarken, yapışık hücreler polimerler (EPS) üretir. Ortaya çıkan polimer yapı, 

bakterilerin yüzeylerde hareketsiz kalmasını ve çevresel etkenlere karşı direnç 

kazanmasını sağlar (Vuong ve Otto, 2002; Öztürk vd., 2008). 

2.6.3. Kopma veya Ayrılma 

Bakteri veya bakteri kümeleri biyofilm tabakasından ayrılır ve çevreye yayılır. 

Bu ayrılma, EPS'nin azalması, biyofilm yapısının zarar görmesi gibi fiziksel 

kuvvetlerin etkisi veya tek tek hücrelerin veya hücre kümelerinin yırtılması gibi dış 

kuvvetlerin etkisi altında gerçekleşir. Olgun biyofilm yapılarında zamanla parçalanan 

mikrokoloniler çeşitli faktörlerin yardımıyla farklı tutunma yüzeylerine hareket 

ederek yeni biyofilm yapıları oluşturabilirler (Schachter, 2003). 

K. pneumoniae, önemli bir virülans faktörü olarak kalın bir biyofilm tabakası 

oluşturabilir (Seifi et al., 2016). Materyallere yapışma ve biyofilm oluşturma 
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yeteneği, kateterle ilişkili enfeksiyonlarla ilişkili Klebsiella'nın patogenezinde önemli 

bir özelliktir (Gün ve Ekinci, 2009).  

Klebsiella patogenezinde biyofilm oluşumu ve gelişiminin önemli bir rol 

oynadığı öne sürülmüştür. İdrar yolu enfeksiyonları ile kateter ilişkili enfeksiyonlar 

ve biyofilm oluşumu arasında bir ilişki olup olmadığı birçok çalışmada 

araştırılmıştır. Tekrarlayan ve kronik idrar yolu enfeksiyonlarında, idrar yollarında 

biyofilm oluşumu bu enfeksiyonların patogenezini açıklayabileceği düşünülmektedir 

(El Fertas-Aissani et al., 2013; Hoiby, 2017). 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Materyal 

3.1.1. Çalışmaya Dahil Edilen İzolatlar 

Çlışmamız Ondokuz Mayıs Üniversitesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’nun 

30.12.2020 tarihinde alınan OMÜ KAEK 2020/738 Karar nolu izni ile yürütülmüştür 

(Ek-1).  

Çlışmaya dahil edilen izolatlar Aralık 2018 – Aralık 2020 tarihleri arasında 

Ondokuz Mayıs Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi Bakteriyoloji Laboratuvarı’na 

rutin inceleme için gönderilen idrar örneklerinden izole edilen suşlardan 

oluşturulmuştur. Bu kapsamda çalışmamıza toplam 205 adet K pneumoniae izolatı 

dahil edilmiştir. Ayrıca K. pneumoniae ATCC 700603 ve Escherichia coli ATCC 

25922 suşları çalışmada kontrol izolatı olarak kullanılmıştır. 

3.2. Metot 

3.2.1. İzolatların Tanımlanması 

Laboratuvara rutin gönderilen idrar örnekleri koyun kanlı agar (bioMérieux) ve 

Eosin Metilen Blue (EMB) agara (bioMérieux) ekim yapıldıktan sonra petriler 

37°C’de 18-24 saat süre ile inkübasyona kaldırıldı. İnkübasyon işleminin sonunda 

üreme olduğu görülen kültürler değerlendirmeye alındı ve izolatların 

tanımlanabilmesi için gram boyama ve ardından da Vitek-MS (bioMerieux, Fransa) 

sistemi kullanıldı. Bu işlemlerin sonunda K. pneumoniae olarak tanımlanan izolatlar 

saklama ortamına alınarak çalışılıncaya kadar -20°C’de muhafaza edildi. 

3.2.2. Biyofilm Varlığının Araştırılması 

İzolatların biyofilm oluşturma yetenekleri mikrotitrasyon plak yöntemi 

kullanılarak araştırıldı. Bunun için kanlı agarda üretilmiş olan K. pneumoniae 

izolatlarından 1-2 koloni alınarak, 4 ml %0.25 glukoz içeren Triptik Soy Buyyon 

(TSB) (Biolife- İtalia) besiyeri bulunan tüplere aktarıldı ve 37°C’de 1 gece inkübe 

edildi. Süre sonunda üreyen bakteri süspansiyonu TSB besiyeri kulanılarak 1:20 

oranında dilüe edildi ve 96 kuyucuklu polistren mikrotitrasyon plaklarına 200 µl 

aktarıldı. Her izolat için üç kuyucuk hazırlandı ve 37°C’de 24 saat inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyondan sonra sıvı besiyeri aspire edildi, kuyucuklar 200’er µl 

distile su kullanarak 3’er kez nazikçe yıkandı ve ters çevrilerek kurumaya bırakıldı. 
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Kuruma işleminin ardından kuyucuklara %1’lik kristal viyole solüsyonunun 100 µl 

dağıtılarak 15 dakika oda sıcaklığında beklendi. Süre sonunda mikroplaklar distile su 

ile tekrar 3 kez yıkandı ve yine ters çevrilerek kurumaya bırakıldı. Son olarak 

kuyucuklara 200 µl etanol/aseton (80/20) karışımı ilave edilerek 10 dakika bekletildi 

ve optik okuyucuda okutuldu. Elde edilen optik dansite (OD) değerleri yorumlanmak 

üzere kaydedildi. Pozitif kontrol olarak K. pneumoniae ATCC 700603, negatif 

kontrol olarak da E. coli ATCC 25922 suşları kullanıldı. Biyofilm oluşumları Chusri 

vd., tarafından bildirilen ve Tablo 1’de gösterilen pozitif ve negatif kontrol absorbans 

değerleine dayalı ölçeğe göre değerlendirildi (Chusri ., 2012). 

Tablo 3.1. Biyofilm aktivitelerini değerlendirme ölçeği 

Optik Dansite Yapışma Skor 

KOD ˃ MBOD Yapışma olmayan 0 

KOD < MBOD < 2 KOD Zayıf yapışma 1 

2KOD < MBOD < 4 KOD Orta derece yapışma 2 

4KOD < MBOD Güçlü derecede yapışma 3 

KOD: Konrtol Optik Dansitesi 

MBOD: Mikroorganizma Biyofilmi Optik Dansitesi 

3.2.3. Minimum İnhibitör Konsantrasyonunun (MİK) Belirlenmesi 

Çalışmaya dahil edilen izolatlar içinde biyofilm ürettiği tespit edilen izolatlara 

meropenem ve seftriakson antibiyotikleri için antibiyotik duyarlılık testi çalışıldı. 

Çalışmaya dahil edilen antibiyotikler; seftriakson, ve meropenem distle su ile 

çözülerek 8192 µg/ml stoklar halinde hazırlandı ve bu stoklar çalışılıncaya kadar -

20°C’de saklandı. 

Mikrodilisyon yöntemini steril 96 kuyucuklu U tabanlı plaklarda (TPP, 

Switzerland) çalışıldı. Bütün kuyucuklara 100 µl katyon ayarlı Mueller-Hinton Broth 

(KAMHB) (HiMedia, Hindistan) konuldu. İlk kuyucuklara antibiyotikler istenilen 

final konsantrasyonun 2 katı kadar olacak şekilde hazırlandı ve 100 µl dağıtıldı. 

Daha sonra 10. kuyucuğa kadar diğer konsantrasyonlar hazırlandı. Bu sayede 

meropenem ve seftriakson için 64-0.125 µg/ml ve final konsantrasyonlar hazırlanmış 

oldu. 11. kuyucuk pozitif kontrol, 12, kuyucuklar ise negatif (sterilite) kontrol olarak 

kullanıldı. Her iki antibiyotik için ayrı plaklar hazırlandı ve çalışılıncaya kadar -20 

°C de saklandı (Aktaş, 2013).  
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Çalışılacak izolatlar taze olarak üretildikten sonra inokülümları 0,5 McFarland 

bulanıklığında mikroorganizma içerecek şekilde serum fizyolojik içerisinde süspanse 

edildi. Buradan alınan izolat süspansiyonu KAMHB ile 1/10 sulandırıldı ve negatif 

kontrol kuyucukları dışında tüm kuyuculara 5 µl inoküle edildikten sonra plaklar 

37ºC’de 24 saat inkübasyona kaldırıldı. İnkübasyon işleminin ardından üremenin 

olmadığı en düşük antibiyotik konsantrasyonu MİK değeri olarak kabul edildi ve 

kaydedildi (Dündar, 2013). Sonuçlar European Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing (EUCAST)’a göre derğerlendirildi (EUCAST, 2021). 

Sub-MİK çalışılması planlanan beş izolatın 64-0.125 µg/ml dilüsyonları 

dışında kalan MİK değerlerinin tespit edilebilmesi için bu izolatlar her iki 

antibiyotikle 512-0.0075 µg/ml aralığında 17 dilüsyon olacak şekilde tekrar tarif 

edildiği şekilde mikrodilüsyon yöntemi ile çalışılmıştır.  

3.2.4. Antibiyofilm Aktivitesinin Belirlenmesi 

Çalışmamıza dahil edilen izolatlardan biyofilm oluştruma gücü orta derece 

(+2) olan beş izolatta sub-MİK değerlerindeki antibiyotik içeren ortamlarda biyofilm 

oluşumu inhibisyonu araştırılmıştır. Bunun için, MİK değerleri belirlenmiş olan beş 

izolatın MİK/2, MİK/4 ve MİK/8 konsantrasyonlarda antibiyotik içeriği %0,25 

glukozlu TSB besiyerleri hazırlandı ve bu beş izolatın her iki antibiyotik için üç kat 

sub-MİK değeri üçer kuyu olacak şekilde yukarıda tarif edilen mikrotitrasyon palk 

yöntemi ile araştırıldı (Presterl et al., 2005; Narasimhaswamy et al, 2015; Öcal vd., 

2017).  

3.2.5. Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) ile Görüntüleme 

Sub-MİK çalışılan izolatları biyofil oluşumlarının gözlemlenebilmesi için 

elektron mikroskobu ile görüntüleme yapıldı. Bu işlem için sub-MİK çalışılan 

izolatlar kanlı agar besiyerine pasajlandı ve bir gece inkübe edildi. İnkübasyon 

sonunda oluşan kolonilerden %0,25 glukoz içeren TSB besiyerine ekim yapıldı ve 

36°C’ de bir gece inkübe edildi. İnkübasyon işleminden sonra kültürler %0,25 glukoz 

içeren TSB besiyeri ile 1/20 oranında dilüe edildi. Elde edilen inokülumdan 1 ml 24 

kuyucuklu polistrien plaklara dağıtıldı ve bu işlemden sonra steril polistrien parçaları 

kuyucuklara yerleştirildi. Hazırlanan 24 kuyucuklu polistrien plaklara 36°C’ de iki 

gece inkübasyona bırakıldı. İşlem sonunda kuyucuklardaki besiyeri boşaltıldı ve 

kuyucuklardakı polistrien parçaları 3 kere serum fizyolojikle yıkandı. Yıkama 
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işleminden ardından temiz bir başka 24 kuyucuklu plağa üzerinde biyofilm 

oluşturulan polistrien parçaları aktarıldı. Kuyucuklara polistrien parçaları kapatacak 

şekilde 1 ml %4 glutaraldehit ilave edildi ve 1 saat oda sıcaklığında bekletildi. Süre 

sonunda gluteraldehit aspire edildi ve kuyucuklara sırasıyla; %70, %80, %90, %96 

ve saf olacak şekilde 1’er ml etil alkol (Isolab, Almanya) eklendi ve her biri için 10 

dakika oda ısısında bekletildi. Son alkol solüsyonu aspire edildikten sonra karanlık 

bir ortamda oda sıcaklığında kurumaya bırakıldı. SEM görüntüleme Ondokuz Mayıs 

Üniversitesi, Karadeniz İleri Teknoloji Araştırma ve Uygulama Merkezi’n de yapıldı. 

Taramalı elektron mikroskobunda (JEOL, ABD) görüntülenmek için plastik parçalar 

çift taraflı karbon bant ile alüminyum saplamalara yapıştırılarak kaplama cihazında 

altın/pal (Au/Pd) ile kaplandı. Polistrien parçları üzerinde oluşan biyofilm veya farklı 

antibiyotik konsantrasyonundaki biyofilm önlenimi 1000 ve 5000’lik büyütmelerde 

SEM ile görüntülendi ve görüntüler kaydedildi. 

 

3.2.6.  İstatistiksel Analiz 

Meropenem ve seftriakson antibiyotiklerinin duyarlılık durumlarının biyofilm 

oluşturma kapasitesi ile ilişkisi istatistiksel olarak anlamlı olup olmadığı Ki Kare 

testi kullanılarak araştrıldı. Analizler SPSS Statistics versiyon 21 paket program 

kullanılarak yapıldı.  
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4. BULGULAR 

Çalışmamızda dahil edilen 205 K. pneumoniae‘nın izole edildiği idrar 

örneklerinin gönderildiği servislerin dağılımı; nöroloji %10.76 (n=22), nefroloji 

%9.77 (n=20), üroloji %8.79 (n=18), yoğun bakım %7.81 (n=16), onkoloji %6.83 

(n=14), hematoloji %6.35 (n=13), ve diğerleri %49.69 (n=102) şeklinde 

sıralanmaktadır. İzolatların gönderildiği servislerin dağılımı Şekil 4.1 ’de 

verilmektedir. 

 

Şekil 4.1. Çalışmaya dahil edilen izolatlarının servislere göre dağılım grafiği (Diğer servisler; 

Kardiyoloji %5.36 (n=11), Enfeksiyon Hastalıkları %4.87 (n=10), Acil ve İlkyardım %4.39 (n=9), 

Çocuk Sağlığı ve Hastalıklar %4.39 (n=9), Göğüs Hastalıkları %3.90 (n=8), Dahiliye %3.90 (n=8), 
Beyin Cerrahi %3.90 (n=8), Kadın Hastalıkları ve Doğum %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), Çocuk Cerrahisi  %1.46 (n=3), Kalp Damar Cerrahi %1.46 (n=3), Çocuk Acil %1.46 

(n=3), Piskatri %0.97 (n=2), Çocuk Enfeksiyon %0.97 (n=2), Genel Cerrahi  %0.48 (n=1) 

4.1. Biyofilm Sonuçları 

Çalışmaya dahil edilen 205 izolatın 119 (%58.05)’unun biyofilm oluşturmadığı, 

86 (%41.95)’sının biyofilm oluşturduğu görülmüştür. Biyofilm oluşturan izolatların 

56 (%27.32)’sı düşük kuvvette (+1), 30 (%14.63)’u orta kuvvette (+2) biyofilm 

oluşturmuştur. Çalışmamıza dahil edilen izolatların hiç birinde güçlü (+3) biyofilm 

oluşumu gözlenmemiştir. Örnek bir mikrotitrasyon plak görüntüsü Şekil 4.2’de 

verilmiştir. Çalışmaya dahil edilen izolatların biyofilm oluşturma özellikleri Tablo 

4.1’de toplu olarak sunulmuştur.  

6.83%
10.76%

9.77%

7.81%

6.35%
8.79%

49.69%

Chart Title

Onkoloji Nöroloji Nefroloji Yoğun Bakım

Hematoloji Üroloji diğer servisler
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Şekil 4.2. Mikrotitrasyon plak görüntüsü 

4.2. Minimum İnhibitör Konsantrasyon (MİK) Sonuçları 

Mikrotitrasyon yöntemi ile biyofilm oluşturduğu tespit edilen izolatların, 

seftriakson ve meropenem minumum inhibitör konsantrasyonları sıvı mikrodilüsyon 

yöntemiyle çalışılmıştır. Çalışmaya dahil edilen tüm izolatların biyofilm oluşturma 

dereceleri ve biyofilm oluşturan izolatların her iki antibiyotik için MİK değerleri 

Tablo  4.1’de toplu olarak verilmiştir. 

Tablo 4.1. Tüm izolatların biyofilm oluşturma dereceleri ve biyofilm oluşturan izolatların antibiyotik  

MİK değerleri 

NO MEROPENEM 

MİK 

SEFTRİAKSON 

MİK 

BİYOFİLM 

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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17 - - 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 - - 0 

63 - - 0 

64 ≤0.125 >64 1 

65 ≤0.125 >64 2 

66 ≤0.125 >64 2 

67 - - 0 

68 ≤0.125 ≤0.125 1 

69 - - 0 

70 ≤0.125 64 2 

71 - - 0 

72 - - 0 

73 0.25 >64 1 

74 - - 0 

75 - - 0 

76 - - 0 

77 - - 0 

78 - - 0 

79 ≤0.125 ≤0.125 2 

80 - - 0 

81 - - 0 

82 ≤0.125 ≤0.125 2 

83 - - 0 

84 ≤0.125 64 1 

85 ≤0.125 ≤0.125 2 

86 - - 0 

87 0.25 >64 1 

88 - - 0 

89 ≤0.125 ≤0.125 1 

90 - - 0 

91 ≤0.125 >64 2 

92 - - 0 

93 - - 0 

94 - - 0 

95 ≤0.125 64 2 

96 ≤0.125 0.25 1 

97 - - 0 

98 64-32 >64 1 

99 - - 0 

100 - - 0 

101 0.25 >64 1 

102 - - 0 

103 - - 0 

104 - - 0 

105 - - 0 

106 - - 0 
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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 1 

153 ≤0.125 ≤0.125 2 

154 - - 0 

155 - - 0 

156 - - 0 

157 - - 0 

158 - - 0 

159 - - 0 

160 - - 0 

161 1 >64 2 

162 ≤0.125 ≤0.125 1 

163 - - 0 

164 - - 0 

165 - - 0 

166 0.25 >64 1 

167 ≤0.125 >64 1 

168 ≤0.125 >64 1 

169 - - 0 

170 - - 0 

171 - - 0 

172 - - 0 

173 - - 0 

174 - - 0 

175 - - 0 

176 - - 0 

177 ≤0.125 >64 1 

178 - - 0 

179 - - 0 

180 - - 0 

181 ≤0.125 ≤0.125 1 

182 32 >64 1 

183 0.25 >64 1 

184 - - 0 

185 - - 0 

186 - - 0 

187 - - 0 

188 0.25 >64 1 

189 1 1 1 

190 - - 0 

191 - - 0 

192 - - 0 

193 - - 0 

194 - - 0 

195 ≤0.125 0.5 1 

196 - - 0 
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197 - - 0 

198 - - 0 

199 - - 0 

200 ≤0.125 ≤0.125 2 

201 - - 0 

202 0.5 ≤0.125 1 

203 - - 0 

204 - - 0 

205 - - 0 

 

Antibiyofilm çalışılan  48, 52, 56, 91 ve 118’no lu izolatların geniş dilüsyon 

aralığı ile tekrarlanan MİK sonuçları meropenem için sırasıyla 0.125, 512, 4, 0.125 

ve 0.125; seftriakson için sırasıyla 0.25, >512, >512, 256 ve >512 olarak tespit 

edilmiştir.  

Antibiyofilm aktivitesi çalışılan 48, 52, 56, 91 ve 118 nolu suşların meropenem 

ve seftriakson MİK sonuçlarına göre sub-MİK değerleri (MİK/2, MİK/4, MİK/8) 

belirlenmiştir. Buna göre meropenem için 48’nolu izolatın MİK değeri 0.125, sub-

MİK değerleri 0.06, 0.03 ve 0.015; 52’nolu izolatın MİK değeri 512, sub-MİK 

değerleri 256, 128 ve 64; 56’nolu izolatın MİK değeri 4, sub-MİK değerleri 2, 1 ve 

0.5; 91’nolu izolatın MİK değeri 0.125, sub-MİK değerleri 0.06, 0.03 ve 0.015; 

118’nolu izolatın MİK değeri 0.125, sub-MİK değerleri 0.06, 0.03 ve 0.015 olarak 

belirlenmiştir. Aynı şekilde seftriakson için 48’nolu izolatın MİK değeri 0.25, sub-

MİK değerleri 0.125, 0.06 ve 0.03; 52’nolu izolatın MİK değeri >512, sub-MİK 

değerleri 512, 256 ve 128; 56’nolu izolatın MİK değeri >512, sub-MİK değerleri 

512, 256 ve 128; 91’nolu izolatın MİK değeri 256, sub-MİK değerleri 128, 64 ve 32; 

118’nolu izolatın MİK değeri >512, sub-MİK değerleri 512, 256 ve 128 olarak 

belirlenmiştir. Antibiyofilm aktivitesi çalışılan izolatların MİK ve test edilen sub-

MİK değerleri toplu olarak Tablo 4.2. ’de verilmiştir. 

Tablo 4.2. Antibiyofilm aktivitesi çalışılan izolatların MİK ve test edilen sub-MİK değerleri 

İzolat 

No 

Meropenem (µg/ml) Seftriakson (µg/ml) 

MİK MİK/2 MİK/4 MİK/8 MİK MİK/2 MİK/4 MİK/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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  Yapılan istatistiksel değerlendirme sonucunda biyofilm üreten izolatların 

meropenem ve seftriakson antibiyotiklerine duyarlı-dirençli olma durumları ile zayıf 

(+1) ve orta (+2) güçte biyofilm oluşturma arasında anlamlı bir fark bulunmadığı 

görülmüştür (p>0,05). 

 

4.3. Antibiyofilm Sonuçları 

Meropenem sub-MİK biyofilm inhibisyon çalışılan 5 izolat içinde 56’nolu 

izolatın MİK/2 konsantrasyonunda (2 µg/ml) biyofilm inhibisyonu gözlenmiş bu 

izolatın çalışılan diğer sub-MİK konsantrasyonlarında ve diğer izolatların (48, 52, 91 

ve 118) hiçbir sub-MİK konsantrasyonunda inhibisyon gözlenmemiştir. Seftriakson 

sub-MİK biyofilm inhibisyon çalışılan 5 izolatın hiçbir konsantrasyonunda biyofilm 

inhibisyon gözlenmemiştir. Bazı izolatların çeşitli sub-MİK değerlerinde (Örneğin; 

52. izolat meropenem MİK/2, 118. izolat meropenem MİK/8; 48. izolat seftriakson 

MİK/2, MİK/4, MİK/8) biyofilm üretim gücünde artış görülmüştür. Antibiyofilm 

aktivitesi çalışılan izolatların tesdedilen sub-MİK değerlerinin biyofilm inhibisyon 

sonuçları toplu olarak Tablo 4.3. ’de verilmiştir. 

Tablo 4.3. Antibiyofilm aktivitesi çalışılan izolatların test edilen sub-MİK değerlerinin biyofilm 

inhibisyon sonuçları 

İzolat 

No 

Biyofilm 

Kontrol 

Meropenem Biyofilm 

Kontrol 

Seftriakson 

MİK/2 MİK/4 MİK/8 MİK/2 MİK/4 MİK/8 

48 - 

+2 

0.06 

+2 

0.03 

+2 

0.015 

+2 

- 

+2 

0.125 

+3 

0.06 

+3 

0.03 

+3 

52 - 

+2 

256 

+3 

128 

+2 

64 

+2 

- 

+2 

512 

+2 

256 

+2 

128 

+2 

56 - 

+2 

2 

0 

1 

+2 

0.5 

+2 

- 

+2 

512 

+2 

256 

+2 

128 

+2 

91 - 

+1 

0.06 

+1 

0.03 

+1 

0.015 

+2 

- 

+1 

128 

+1 

64 

+1 

32 

+2 

118 - 
+2 

0.06 
+2 

0.03 
+2 

0.015 
+3 

- 
+2 

512 
+1 

256 
+2 

128 
+2 

 

 

4.4. SEM Görüntüleri 

Sub-MİK değerleri ile antibiyofilm aktivitesi çalışılan 48, 52, 56, 91 ve 118 no 

lu izolatların 1000’lik ve 5000’lik büyütmelerde SEM görüntüleri sırasıyla Şekil 4.3., 

Şekil 4.4., Şekil 4.5., Şekil 4.6. ve Şekil 4.7. de görülmektedir.  
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A                                                      B 

 

Şekil 4.3. 48’no lu izolatın 1000(A) ve 5000(B) büyümteli SEM görüntüleri 

A                                                     B 

 

Şekil 4.4. 52’no lu izolatın 1000(A) ve 5000(B) büyümteli SEM görüntüleri 

A                                                     B 

 

Şekil 4.5. 56’no lu zolatın 1000(A) ve 5000(B) büyümteli SEM görüntüleri 

A                                                     B                            

 

Şekil 4.6. 91’no lu izolatın 1000(A) ve 5000(B) büyümteli SEM görüntüleri 

A                                                     B 

                                                                            

Şekil 4.7. 118’no lu izolatın 1000 (A) ve 5000(B) büyümteli SEM görüntüleri 
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5. TARTIŞMA 

Klebsiella türleri içinde toplum ve hastane kaynaklı enfeksiyonlara neden 

olabilen mikroorganizmalar bulunmaktadır (Köseoğlu Eser vd., 2014). K. 

pneumoniae genellikle bağışıklığı baskılanmış ve hastanede yatan hastaları etkileyen 

ve üriner sistem, yumuşak doku, pnömoni ve bakteriyemiye neden olabilen fırsatçı 

bir patojendir (Cescutti et al., 2016). Ayrıca K. pneumoniae’nın antibiyotik 

tedavisinin etkinliğini değiştirebilecek şekilde biyofilm oluşturabilen bir bakteri 

olabildiği de bilinmektedir (Borges et al., 2015 ; Yang ve Zhang, 2008). 

Karbapenem dirençli Enterobacteriaceae familyası üyeleri, idrar yolu, solunum 

yolu, karın içi, deri ve yumuşak doku ve pnömoni gibi birçok önemli hastane 

enfeksiyonuna neden olan mikroorganizmalardır. Bu gruptaki K. pneumoniae 

suşlarının toplum ve hastane kaynaklı enfeksiyonlarda en sık görülebilen 

mikroorganizmalardan olduğu bildirilmiştir (Bradford et al., 2001).  

İdrar yolu enfeksiyonu, her yıl dünya çapında yaklaşık 150 milyon kişiyi 

etkileyen çeşitli patojenlerin neden olduğu bakteriyel enfeksiyonlardan biridir ve 

ciddi bir sağlığı sorunudur (Flores-Mireles et al., 2015). Ayrıca kateter ilişkili idrar 

yolu enfeksiyonları, hastane kaynaklı enfeksiyonların %17,2'si gibi önemli bir 

bölümünü oluşturmaktadır (Percival vd., 2015).  

Ott ve arkdadaşları yaptıkları çalışmada üriner sistem enfeksiyonlarının, 

hastane enfeksiyonlarının %16'sını ve toplum kökenli enfeksiyonların %9'unu 

oluşturduğu bildirmişlerdir (Ott et al., 2013).  

Mikrobiyal kolonizasyon nedeniyle kateter yüzeylerinde oluşan biyofilmler, 

kateter ilişkili idrar yolu enfeksiyonlarının başlıca nedenlerinden biridir. Bu aletlerin 

kontaminantları olarak en sık karşılaşılan mikroorganizmalardan biri K. pneumoniae 

ve diğer Gram-negatif bakterilerdir (Donlan, 2001; Stickler, 2008). 

Müller-Schulte ve ark. inceledikleri 107 K. pneumoniae vakasının %29'u 

(n=31) pediatrik, %24,3'ü (n=26) dahiliye, %14'ü (n=15) yoğun bakım, %10,3'ü 

(n=11) üroloji ve %22.4'ü (n=24) diğer servislerden izole olduklarını bildirmişlerdir 

(Müller-Schulte et al., 2020).  

Kuş vd., çalışmalarında kullanılan 53 K. pneumoniae suşundan 12'si (%22,6) 

resüsitasyon yoğun bakım ünitelerinde, 8'i (%15,1) tıbbi onkoloji servislerinde, 7'si 
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(%13,2) yenidoğan yoğun bakım odasında, 26 suşu (49 %) başka, klinikte yatan 

hastalardan izole edildiğini bildirmişlerdir (Kuş vd., 2017).  

Çalışmamızda dahil edilen 205 K. pneumoniae‘nın izole edildiği idrar 

örneklerinin gönderildiği servislerin dağılımı; nöroloji %10.76 (n=22), nefroloji 

%9.77 (n=20), üroloji %8.79 (n=18), yoğun bakım % 7.81 (n=16), onkoloji %6.83 

(n=14), hematoloji %6.35 (n=13), ve diğerleri %49.69 (n=102) şeklinde 

sıralanmaktadır.  

K. pneumoniae izolatlarının dahil edilerek yapıldığı çeşitli çalışmalarda bu 

izolatların farklı oranlarda ve güçlerde biyofilm ürettiği tespit edilimiştir (Yan ve 

Zhang., 2008; Hassan vd., 2011; Bjarnsholt, 2013; Seifi et al., 2016; Cepas et al., 

2019). 

Hassan vd., yapmış oldukları çalışmada test edilen 110 K. pneumoniae 

izolatının 70 (%64,7)’ini yüksek veya orta, 40 (%35,3)’ınıda zayıf biyofilm 

üreticileri olarak tanımlamışlardır (Hassan vd., 2011).  

Başka bir çalışmada Cepas vd.,  K. pneumoniae suşlarının %37.6'sının biyofilm 

üreticisi olduğunu bildirmişlerdir (Cepas et al., 2019). 

Yang ve Zhang, idrar, balgam, yara sürüntüleri ve kandan izole edilen K. 

pneumoniae'nin %62,5'inin biyofilm üreticisi olduğunu bildirmişlerdir (Yang ve 

Zhang., 2008).  

Bjarnsholt, K. pneumoniae izolatlarının yüksek bir yüzdesinin (%74,5) 

biyofilm oluşturabildiği ve %20,4'ünün güçlü biyofilm oluşturma yeteneğine sahip 

olduğu bildirmiştir (Bjarnsholt, 2013). 

Seifi vd., yaptıkları çalışmada, çalışmaya dahil edilen K. pneumoniae 

izolatların %93,6 biyofilm üreticisi olduğunu ve sadece %6,4'ünün biyofilm üreticisi 

olmadığını bildirmişlerdir. Biyofilm üreten suşların %33'ü güçlü biyofilm üreticisi, 

%52.1'i orta derecede biyofilm üreticisi ve %8.5'i zayıf biyofilm üreticisi olarak 

kategorize edilmiştir (Seifi et al., 2016). 

Çalışmamıza dahil edilen 205 izolatın 119 (%58.05)’u biyofilm oluşturmadığı, 

86 (%41.95)’inin biyofilm oluşturduğu görülmüştür. Biyofilm oluşturan izolatların 

56 (%27.32)’sı düşük kuvvette (+1), 30 (%14.63)’u orta kuvvette (+2) biyofilm 
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oluşturmuştur. Biyofilm oluşturan izolatların hiç birinde güçlü (+3) biyofilm 

oluşumu tespit edilememiştir.  

Domenico ve ark. çalışmalarında 135 izolatın %27.5'i yüksek, %26'sı orta ve 

%29.2'si zayıf biyofilm üreticileri olarak sınıflandırmış. Ayrıca K. pneumoniae’yı 

%60 oranında MDR fenotipine sahip olup, meropeneme %33.3 oranında dirençli 

bulunmuştur. Bununla birlikte hem MDR %74.4 hem de MDR olmayan %78.9 

suşlarında biyofilm üretme konusunda karşılaştırıldığında, iki grup arasında anlamlı 

bir fark olmadığını bildirmişlerdir (Domenico et al., 2017).  

Shadkam ve ark. meropenem, seftriakson, antibiyotikleri için güçlü biyofilm 

oluşturanların direnç oranları sırasıyla %56, %52; biyofilm oluşturmayan izolatların 

direnç oranlarını sırasıyla %32, %32 şeklinde bulmuşlardır. Biyofilm üreten K. 

pneumoniae suşları arasında antimikrobiyal direnç, biyofilm üretmeyen K. 

pneumoniae suşlarına göre anlamlı derecede yüksek bulunduğunu bildirmişlerdir 

(Shadkam et al., 2020).  

Mishra vd., meropenem dirençli gram negatif bakterilerin daha yüksek bir 

biyofilm oluşturma kabiliyetine sahip olduğunu bildirmişlerdir (Mishra et al., 2015).  

Bizim çalışmamızda yapılan istatistiksel analiz sonucunda çalışmaya dahil 

edilen ve biyofilm üreten izolatların, meropenem ve seftriakson antibiyotiklerine 

duyarlı-dirençli olma durumları ile zayıf (+1) ve orta (+2) güçte biyofilm oluşturma 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadı görülmüştür (p>0,05). 

Bakterilerin biyofilm oluşturma yeteneği, antibiyotik direncinin yayılmasını ve 

virülans genlerinin birikimini arttırmaktadır. Yeni terapötik stratejiler, geleneksel 

antibiyotikleri biyofilmlere müdahale eden bir maddeyle birleştiren bir ortak tedavi 

yaklaşımını hedef alarak biyofilmleri tedaviye daha duyarlı hale getirebilir (Saha et 

al., 2018). 

Aires ve Batista çalışmalarının sonucunda K. pneumoniae izolatlarında 

biyofilm olgunlaştıkça seftriakson etkinliğinin azaldığını bildirmişlerdir (Aires ve 

Batista, 2017). 

Ruiz ve arkadaşları yaptıkları çalışmada Endotrakeal tüplerde (ETT'ler)  K. 

pneumoniae tarafından oluşturulan biyofilmlere karşı beş antimikrobiyalin in vitro 

etkilerini değerlendirmişlerdir. Sonuç olarak, çalışmada ETT'lerde çeşitli 
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antimikrobiyallerin biyofilmler üzerindeki etkinliğinin 24 saat sonra azaldığı tespit 

edilmiştir (Ruiz et al., 2019).  

Chaudhary ve Payasi GSBL üreten 15 K. pneumoniae izolatlarını kullanarak 

yaptıkları çalışmada, meropenem'in 64-256 µg/ml MİK değerlerine ve 2048-4096 

µg/ml minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyonuna (MBEC) sahip olduğunu 

ortaya konmuştur (Chaudhary ve Payasi, 2012).  

Bakteriyel bir biyofilm yapısını ortadan kaldırmak için gereken uygun 

antibiyotik ve konsantrasyonunun seçilmesi için laboratuvarda inceleme yapılması 

gerekmektedir (Saha et al., 2018). 

Van Laar ve arkadaşları yaptıkları çalışmada karbapenem ile öldürücü olmayan 

konsantrasyonlarda muamele edilen K. pneumoniae biyofilmlerini hem morfolojide 

hem de genomik ekspresyonda spesifik olarak nasıl etkilediğini araştırmışlardır. 

Sonuç olarak araştırmacılar K. pneumoniae biyofilmlerinin öldürücü olmayan 

konsantrasyonlarda karbapenemlerle muamele edilmesinin, çok çeşitli fenotipik ve 

gen ekspresyonu değişikliklerine neden olabileceğini ortaya koymuşlardır (Van Laar 

et al., 2015).  

Çalışmaya dahil edilen ve orda derecede (+2) biyofilm oluşturan 48, 52, 56, 91 

ve 118 nolu izolatlardan 56 nolu izolatın MİK/2 değeri olan 2 µg/ml meropenemde 

biyofilm önlenimi görülmüştür. Diğer meropenem ve tüm seftriakson sub-MİK 

değerlerinde biyofilm önlenim tespit edilememiştir. Bunun yanında bazı izolatların 

çeşitli sub-MİK değerlerinde (Örneğin; 52. izolat meropenem MİK/2, 118. izolat 

meropenem MİK/8; 48. izolat seftriakson MİK/2, MİK/4, MİK/8) biyofilm üretim 

gücünde artış görülmüştür. 

Çalışmamızda kısıtlı sayıda mikroorganizmanın meropenem ve seftriakson için 

sub-MİK değerleri araştırılabilmiştir. Antibiyotiklerin sub-MİK değerlerinin biyofilm 

üretimini nasıl etkilediği ile ilgili yeterli ve net verilerin olmadığı düşünülmektedir. 

Bu konunun anlaşılabilmesi ve netlik kazanabilmesi için farklı antibiyotiklerin ve 

mikroorganizmaların dahil edildiği geniş çaplı çalışmaların yapılmasının faydalı 

olacağı düşünülmektedir. Ancak bu sayede biyofilm oluşumunun önlenebileceği 

protokollerin geliştirilmesi mümkün olabilecektir. 
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6. SONUÇ 

1. Çalışmaya dahil edilen 205 izolatın 119 (%58.05)’u biyofilm oluşturmadığı, 86 

(%41.95)’inin biyofilm oluşturduğu görülmüştür.  

2. Biyofilm oluşturan izolatların 56 (%27.32)’sı düşük kuvvette (+1), 30 (%14.63)’u 

orta kuvvette (+) biyofilm oluşturmuştur.  

3. Biyofilm üreten izolatların meropenem ve seftriakson duyarlı-dirençli olma 

durumları; zayıf (+1) ve orta (+2) güçte biyofilm oluşturma arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark bulunmadı görülmüştür. 

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

izolatın MİK/2 değeri olan 2 µg/ml meropenemde biyofilm önlenimi görülmüştür.  

5. Diğer meropenem ve tüm seftriakson sub-MİK değerlerinde biyofilm önlenimi 

tespit edilememiştir.  

6. Bazı izolatların çeşitli sub-MİK değerlerinde (Örneğin; 52. izolat meropenem 

MİK/2, 118. izolat meropenem MİK/8; 48. izolat seftriakson MİK/2, MİK/4, MİK/8) 

biyofilm üretim gücünde artış görülmüştür. 

7. Antibiyotiklerin sub-MİK değerlerinin biyofilm üretimini nasıl etkilediği ile ilgili 

yeterli ve net verilerin olmadığı düşünülmektedir. 

8. Bu konunun anlaşılabilmesi ve netlik kazanabilmesi için farklı antibiyotiklerin ve 

mikroorganizmaların dahil edildiği geniş çaplı çalışmaların yapılmasının faydalı 

olacağı düşünülmektedir. Ancak bu sayede biyofilm oluşumunun önlenebileceği 

protokollerin geliştirilmesi mümkün olabilecektir.  
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