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BEYAN

“Kan Dolasim Enfeksiyonuna Neden Olan Karbapenem Direngli Klebsiella
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sathalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve
etik kurallar icinde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, bu
tezin c¢alisilmast ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarimi ihlal edici bir

davranigimin olmadigini beyan ederim.

Dr. Seyma Betiil KAYHAN



OZET

Amac: Karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae(KDKp) 6zellikle nozokomiyal
enfeksiyonlarda sik karsilasilan etkenlerdendir, yiliksek mortalite ve morbiditeyle
iliskilidir. Biyofilm olusumu da bakterinin antimikrobiyal direncine katki saglayan
onemli bir virulans faktoriidiir. In-vitro testlere gore duyarli antimikrobiyaller
kullanilmasina ragmen tedavi yanitsiz hastalarda mutlaka akla gelmelidir. Gliniimiizde
yeni [-laktam-B-laktamaz inhibitorii kombinasyonlart Onerilmektedir ancak bu
antibiyotikler diinyanin cogu bolgesinde ulasilabilir degildir, bu nedenle eski
antibiyotiklerin - kombinasyon rejimiyle kullanimda sinerjistik etkilesimlerini
arastirmak gereklidir. Bu ¢alisma ile bakteremi etkeni KDKp izolatlarinin biyofilmi
lizerine meropenem, polimiksin B ve tigesiklinin sinerjistik etkilesimlerinin
arastirilmasi ve bu yolla yeni tedavi protokolleri olustururken bu kombinasyonlarin in
vitro etkilesimleri ile ilgili klinisyenlere fikir verilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metod: Ocak 2019 ve Ocak 2022 tarihleri arasinda OMUTF Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen orneklerden KDKp izolatlarmdan
biyofilm olusturdugu saptanan 5 izolat secilmistir. Minimum inhibit6r
konsantrasyon(MIK), minimum biyofilm inhibitér konsantrasyon(MBIK) sonra da
planktonik formda ve biyofilmde meropenem+polimiksin B ve tigesiklin+polimiksin
B kombinasyonlarinin sinerjistik etkilesimi arastirilmistir.

Bulgular: Bakteremi etkeni KDKp izolatlarinda biyofilm olusturma orani 11/125
saptanmistir. MIK ve MBIK degerleri karsilastirildiginda meropenem igin 2-8 Kat,
polimiksin B i¢in 2-128 kat, tigesiklin i¢in 2-1024 kat artis saptanmistir. Planktonik
formda meropenem+polimiksin B kombinasyonunda 1/5 sinerji, 1/5 additif etki,
tigesiklin+polimiksin B kombinasyonunda 1/5 additif etki goriilmiistiir. Biyofilmde
ise meropenem-+polimiksin B kombinasyonunda 3/5 additif etki, tigesiklin+polimiksin
B kombinasyonunda 2/5 sinerji, 2/5 additif etki goriilmiistiir.

Sonu¢: KDKp bakteremilerinde 6zellikle primer enfeksiyon odagi apse ve iriner
sistem olanlarda daha siklikla biyofilm olusturdugu ve biyofilm olusumunun eslik
ettigi bakteremilerde tigesiklin+polimiksin B kombinasyonun sinerjistik etkilesim
goriilebilecegi bulunmustur. Bu antibiyotik kombinasyonlarinin, daha fazla izolat
sayisi ile in-Vvitro ve in-vivo ¢alismalarla arastirilmasinin literatiire katki1 saglayacagi
diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: K.pneumoniae, bakteremi, biyofilm, antimikrobiyal direng



ABSTRACT

Objectives: Carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae (CRKp) is a common cause
of nosocomial infections and is associated with high mortality and morbidity. Biofilm
development is a significant virulence mechanism that contributes to bacterial
antibiotic resistance. Even though using an antimicrobial known to be sensitive based
on in-vitro findings, biofilm development should be considered in patients who do not
respond to the treatment. New [-lactam-B-lactamase inhibitor combinations are
currently advised, but these drugs are unavailable in the majority of regions of the
world, including Turkey. Therefore, it was critical to investigate the synergistic
interactions between older antibiotics with combination regimens. The purpose of this
study was to examine the synergistic effects of meropenem, polymyxin B, and
tigecycline on the biofilm of bloodstream infection-causing CRKp isolates. Provide
clinicians with an understanding of the in vitro interactions of various combinations
while developing new therapy approaches.

Materials and methods: From the samples delivered to the Medical Microbiology
laboratory between January 2019 and January 2022, five CRKp isolates that formed
biofilm were chosen. The minimum inhibitory concentration (MIC), the minimum
biofilm inhibitory concentration (MBIC), and the synergistic interaction of
meropenem+polymyxin B and tigecycline+polymyxin B combinations in planktonic
form and biofilm were evaluated.

Results: The rate of biofilm formation in bacteremia-causing CRKp isolates was
shown to be 11/125. Comparing MIC and MBIC values revealed a 2-8 fold increase
for meropenem, a 2-128 fold increase for polymyxin B, and a 2-1024 fold increase for
tigecycline. In planktonic form, 1/5 synergy, 1/5 additive, and 1/5 additive were seen
in the combination of meropenem + polymyxin B and tigecycline + polymyxin B,
respectively. In the biofilm, 3/5 additive were observed with meropenem + polymyxin
B, whereas 2/5 synergy and 2/5 additive were observed with tigecycline + polymyxin
B.

Conclusion: It has been discovered that biofilm production is more prevalent in CDKp
bloodstream infections, particularly in those with abscess or urinary tract infection as
the major infection focus. The combination of tigecycline and polymyxin B appears to
have a synergistic effect on biofilm formation, and it is being considered for the
treatment of bloodstream infections accompanied by biofilm formation. The literature
requires that exploring these antibiotic combinations with additional isolates and in-
vitro and in-vivo studies is conducted.

Key words: K.pneumoniae, bloodstream infection, biofilm, antimicrobial resistance
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1. GIRIS VE AMAC

Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae ailesinden non-fermantatif Gram negatif
basildir. Ozellikle yenidogan, yaslilar ve immiinsiiprese hastalarda nozokomiyal
enfeksiyona sebep olan firsatci bir patojendir. Son zamanlarda artan antibiyotik direnci
nedeniyle tedavisinde giicliikler ile karsilagilmaktadir. Sinirli tedavi secenekleri ile
nozokomiyal K.pneumoniae’nin yol agtig1 enfeksiyonlar ise 6nemli bir morbidite ve

mortalite nedeni olabilmektedir (1, 2).

K.pneumoniae izolatlar1 hastalar arasinda kolaylikla yayilarak hastane salginlarina
sebep olabilmektedir (3). Ulkemizde tiim saglik hizmeti iliskili enfeksiyonlarmn
%19,2’sinden Klebsiella spp. sorumludur. Tiim kan dolasim enfeksiyonlarinin ise
%18,7’sinde Klebsiella spp. etkendir (4). K .pneumoniae nin antibiyotik direnci de
hizla artmakta ve diinya genelinde yayilmaktadir. Cogu Avrupa iilkesinde, yillar
igerisinde artan karbapenem direng oranlari bildirilmektedir. Tiirkiye’de ise Central
Asian and European Surveillance of Antimicrobial Resistance network (CAESAR)
2020  verilerine  goére;  K.pneumoniae'min  ertapenem  direnci %51,
imipenem/meropenem direnci %39 saptanmistir (5). Ulkemiz Ulusal Saglik Hizmeti
Miskili Enfeksiyonlar Surveryans Agi (USHIESA) 2020 etken dagilimi ve antibiyotik
direng raporuna gore ise K.pneumoniae meropenem direnci %61,9 ve kolistin direnci

ise %30,4 saptanmistir (4).

Antibiyotik direnci yani sira K.pneumoniae’nin biyofilm olusturma yetenegi de
tedaviyi zorlastirmaktadir. Biyofilm; bazi1 mikroorganizmalarin gevresel etkenlerden
korunmak ve yasamsal faaliyetlerine devam edebilmek amaciyla olusturduklari
kompleks mikrobiyal topluluktur (6). Biyofilm i¢indeki mikroorganizmalar, oksijen
konsantrasyonu ve besinlerin kisitli olmasi nedeniyle fenotipik olarak degisiklige
ugrarlar (7). Ek olarak diga atim pompalari, matriksteki enzimlere bagli inaktivasyon
gibi mekanizmalar olmasi, biyofilmde planktonik bakterilere gore daha yiiksek
oranlarda antibiyotik direnci olmasina yol acar (6). Ornegin Pseudomonas
aeruginosa’nin planktonik formuna tobramisin 50 pg/mL konsantrasyonda etkili iken
biyofilm ic¢indeki bakterilerin 1 mg/L konsantrasyonda bile tobramisine direncli
oldugu tespit edilmistir (8). Bakteriyel biyofilmler hem canli dokular hem de implante

medikal cihazlar {izerinde kolonize olabilirler. Tiim medikal cihazlar kolonizasyona



duyarlidir. Hastane kaynakli enfeksiyonlarin %60-70 kadarint medikal cihaz iligkili
enfeksiyonlar olusturmaktadir (9). Baska bir calismaya gore ise yogun bakim
tinitelerinde kan dolagim enfeksiyonlarinin %87’si santral vendz kateter varliginda

gelismektedir (10).

Karbapenem direngli K.pneumoniae’nin etken oldugu pnémoni ve sepsis basta olmak
tizere her tiirlii nozokomiyal enfeksiyonda biyofilm formasyonunun da etkisi ile tedavi
secenekleri azalmaktadir. Gilin gectikge yeni antibiyotikler gelistirilmekle birlikte,
ozellikle gelismekte olan iilkelerde bu antibiyotiklere ulasim imkanlar1 kisithdir ve
yeni antibiyotiklerin biyofilm iizerine etkileri bilinmemektedir. Ulkemizde de yeni
tiretilen antibiyotiklerin erisiminde kisithiliklar vardir. Bu nedenle giinliik pratikte
mevcut antibiyotikler farkli kombinasyonlarla ¢ok ilaca direngli (CID)
K.pneumoniae’nin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaya devam
etmektedir. Ozellikle klinik pratikte one ¢ikan bazi antibiyotik kombinasyonlarinin
biyofilm iizerine etkisi ile ilgili calismalarin gerekliligi ise kaginilmazdir. Biz de bu
caligma ile kan dolasim enfeksiyonu etkeni K.pneumoniae izolatlarinda meropenem,
polimiksin B, tigesiklin ve kombinasyonlarinin biyofilm iizerine etkisini arastirmay1

amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella genusu, 1886’da mikrobiyolog Edwin Klebs’in anisina isimlendirilmistir.
Enterobacteriaceae ailesinden gram negatif basillerdir. Klebsiella spp. ¢evrede yaygin
olarak bulunur, ek olarak insanlarda nazofarenks, gastrointestinal sistem ve daha
nadiren viicudun diger bolgelerinde asemptomatik olarak kolonize olabilir.
K.pneumoniae, K.oxytoca ve K.granulomatis insanlarda hastalik yapabilen baslica
Klebsiella tiirlerdir. K.ozaenae ve K.rhinoscleromatis, DNA homolojisi ve
karakteristik klinik 6zelliklerine bakildiginda K.pneumoniae’nin non-fermentatif alt

gruplari kabul edilmektedir (1).
2.1.1. Epidemiyoloji

Insanlar K. pneumoniae’nin primer rezervuaridir. Toplumda K. pneumoniae
tastyiciliginin diski 6rneklerinde %35-38, nazofarenkste %1-6 oraninda oldugu tespit
edilmistir (3). Alkolik hastalarda daha yiiksek tasiyicilik oranlari bildirilmistir (11).
Etnik olarak bakildiginda; Cinlilerde diskida tasiyicilik oranlarmin %19°dan %88’e
kadar artt1g1 bilinmektedir. Yiiksek gastrointestinal kolonizasyon oranlarinin ise artmig
enfeksiyon riski ile iligkili oldugu tespit edilmistir (1). Bu nedenle intestinal
kolonizasyon varligi Cinlilerde K.pneumoniae enfeksiyonu i¢in major risk faktorii
olarak kabul edilebilir (12). Hastanede yatan hastalar incelendiginde ise; diskida %77,
farenkste %19 ve ellerde %42 gibi daha yiiksek tasiyicilik oranlari goriilmektedir.
Nozokomiyal Klebsiella spp. kolonizasyon oranlarinin topluma gore yiiksek olmasi
hastane florasina maruziyet, yapilan medikal girisimler ve antibiyotik kullanimi ile

yakindan iligkilidir (3).

K.pneumoniae’nin etken oldugu pnoémoni, karakteristik Ozellikleri nedeniyle
Friedlander hastaligi olarak adlandirilmistir. Bu o6zellikler arasinda; 06zellikle
alkoliklerde artmig goriilme siklig1, yaygin akciger tutulumu, iist loblar1 tutma egilimi,
hemoptizi sonucu “frenk iliziimii” renginde balgam olmasi ve apse formasyonuna bagli
hassasiyet sayilabilir. One ¢ikan bu dzelliklerine ragmen diger etkenlerin neden oldugu
pnoémoni tablosundan spesifik olarak ayirt edilemez (1). Bazi hastalar altta yatan
hastaliklara bagli K.pneumoniae enfeksiyonuna topluma kiyasla daha duyarh
olabilirler (1, 11). Konakla iliskili bu risk faktorleri arasinda;



= Diyabetes mellitus

= Kronik alkolizm

= Maligniteler

= Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH)
* Hepatobiliyer hastaliklar

= Glukokortikoid kullanimi

. Bobrek yetmezligi sayilabilir.

K. pneumoniae genellikle nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan firsatgr bir
patojendir ancak toplum kokenli enfeksiyonlara da neden olabilir. Uriner sistem
enfeksiyonlari, pndmoni ve bakteremi daha sik olmak tizere, karaciger apsesi ve diger
intraabdominal enfeksiyonlar, yara enfeksiyonlari, intravaskiiler ya da diger invaziv
cihaz iliskili enfeksiyonlar, menenjit ve cerrahi alan enfeksiyonlarinda etken olarak
saptanabilmektedir. Uriner sistem dahil olmak {iizere herhangi bir enfeksiyona
sekonder bakteremilerde Escherichia coli’den sonra ikinci en sik etken olarak
bildirilmektedir. Ulkemiz USHIESA verilerine gore 2020 yilinda tiim hastane
kaynakli enfeksiyonlarin %19’unda, hastalik bazinda bakildiginda ise pndmonilerin
%21,4 ve kan dolasim enfeksiyonlarmin %18,7’sinde Klebsiella spp. etken olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (4).
2.1.2.  Mikrobiyolojik ozellikler

Diger Enterobacteriaceae tiirlerine kiyasla daha kalin ve kisa 6zelliktedirler. Kirpik
olusturmazlar, hareketsizdirler ve polisakkarit yapida kapsiile sahiptirler. Bu sayede
mukoid koloniler olusturabilirler ve Gram boyal1 preperatlarda bile diizensiz sinirh

goriilebilirler.

Klebsiella genusu ilk izole edildiklerinde Mac-Conkey agarda tipik olarak genis,
mukoid ve kirmizi koloniler olustururlar. Kolonilerin etrafinda agara dogru yayilan
kirmizi renk laktoz fermentasyonu ve asit {retiminin gostergesidir. Fakiiltatif
anaerobdurlar, anaerob sartlarda daha yavas tirerler. Optimal {ireme sicaklig1 37°C’dir
ancak tiire gore 4-43°C’de de iireyebilirler. Soguk ortamlarda daha sik kapsiil
olustururlar. Triptofandan indol iiretimine gore K.oxytoca ve K.pneumoniae ayrimi

yapilabilir. K.pneumoniae indol negatiftir. Solunum yolundan izole edilmeyen



orneklerde Voges-Proskauer reaksiyonu pozitiftir. Ornitini dekarboksile edemezler,

tireyi yavas hidrolize ederler (1, 13, 14).

Kapsiiler polisakkarit yapimimin artisina bagl hipervirulan bir K.pneumoniae
subgrubu ortaya ¢ikmistir. Bu alt tiir saglikli insanlar1 da etkileyerek, toplum kaynakli

ve hayat1 tehdit eden invaziv infeksiyonlara neden olabilir (15).
2.1.3. Virulans faktorleri

Kapsiiler polisakkarit; fagositozu dnlemesi, erken inflamatuvar yaniti baskilmasi,
antimikrobiyal direnci saglamasi nedeniyle en 6nemli virulans faktorii sayilabilir.
Diger virulans faktorleri arasinda lipopolisakkarit, fimbria, dis membran proteinleri,

demir alim sistemleri ve nitrojen kaynak mekanizmalari sayilabilir (15).
2.1.3.1. Kapsiiler antijen

Klebsiella tiirleri genellikle kompleks asidik polisakkaritler i¢eren kapsiil olustururlar.
Kapsiiler antijen, tekrarlayan 4-6 sekerli alt birimlerden ve iironik asitten olusur.
Kapsiiliin kompleks biyokimyasal yapisi sayesinde bakteriler farkli antijenik kapsiiler
varyantlar tiretebilir. Diinya tizerinde K.pneumoniae’nin giiniimiize kadar tanimlanmig
77°den fazla kapsiiler antijenik varyanti vardir. Bu varyantlar cografi olarak ve
enfeksiyon tiirtine gore farklilik gosterebilir. Piyojenik enfeksiyonlarda K1 en sik
karsilagilan kapsiiler serotiptir. K2 ise siklikla iiriner enfeksiyonla iligkilidir (16).
Diger varyantlara bakildiginda; 2, 21 ve 55 ile Avrupa ve Kuzey Amerika’da sik
karsilagilir. K1 serotipi Tayvan’da bakteremi, karaciger apsesi ve septik endoftalmi,
Kore’de karaciger apsesinde en sik karsilagilan serotiptir. K54 ise Avusturalya’da
idrar, balgam ve kan 6rneklerinden en sik izole edilen serotiptir. K1 ve K2 izolatlarinin

daha virulan oldugu ve daha ciddi infeksiyonlara sebep oldugu diisiiniilmektedir (17).

Virulans derecesi K antijeninin makrofajlardaki lektin ya da mannoz reseptorleri
tarafindan taninmasina baglhdir. K1 ve K2 disindaki kapsiil antijenleri mannoz-alfa-
2/3-mannoz ya da L-rhamnoz-alfa-2/3-L-rhamnoz igerirler ve bu molekiiller sayesinde
fagositik hiicrelere baglanirlar. Non-opsonik makrofa; aracili bu fagositoza
lektinofagositoz denilir. K1 ve K2 antijenleri bu molekiilleri igcermezler ve
lektinofagositozdan korunurlar (3, 17, 18). Kapsiil ek olarak bakterinin kompleman
aracili opsonofagositozdan da korunmasini saglar (3, 16). K1 antijeninin, notrofiller

tarafindan fagosite edildikten sonra bakteriyi notrofil aracili intraselliiler 6ldiirmeden



koruyabilmesi sayesinde, K.pneumoniae karaciger gibi uzak odaklara giderek apse
olusumuna sebep olabilir, bu 6zellik primer invaziv karaciger apsesi patogenezinde

snemlidir (15, 19).

Solunum epitel hiicreleri patojenler tarafindan salgilanan molekiilleri tanimak i¢in
Toll-like reseptor (TLR)’leri iiretirler. TLR’lerin uyarilmasi, insan beta-defensinler
gibi antimikrobiyal peptitlerin, sitokin ve kemokinlerin iiretilmesini saglayan yolagi
baglatir. Vahsi tip kapsiilli K.pneumoniae izolatlarinda kapsiil polisakkaritlerinin
etkisi ile TLR2 ve TLR4 iizerinden IL-8 salmimi inhibe edilir (15). Kapsiiler
polisakkaritler ek olarak konak antimikrobiyal peptitlerine karsi koruyucu kalkan
gorevi yapar ve bakteriden salgilanan serbest kapsiil polisakkaritleri antimikrobiyal

peptitlere baglanarak serbest antimikrobiyal peptit sayisini azaltir (15).

Kapsiiler polisakkarit ayrica dendritik hiicre gibi antijen sunan hiicrelerin
maturasyonunu bozarak bu yolla IL-12 ve Tiimor nekrozis faktdr (TNF)-alfa gibi pro-
Thl sitokinlerin iiretimini azaltir ve dendritik hiicre aracili natural killer hiicre
migrasyonu da bozulur. Sonug olarak kapsiiler polisakkarit K.pneumoniae’ye konak

savunmasindan kagma ve hiicre i¢inde kolayca ¢ogalma imkani saglar (15).
2.1.3.2. Hipermukoviskozite fenotipi

Bazi K.pneumoniae izolatlart mukovisk6z ekzopolisakkarit ag olusturma yetenegine
sahiptir, bu izolatlar hipermukovisk6z fenotip olarak isimlendirilir. Bu izolatlar agar
yiizeyinde ip testi ile tanimlanan yapiskan koloniler olustururlar. Standart 6ze agar
plak iizerine degdirilip uzaklastirildiginda 5 mm’den fazla uzamasi pozitif ip testi

olarak degerlendirilir (17).

Hipermukoviskodz fenotip yiiksek oranda K1 ve K2 serotiplerinde goriiliir ancak bu
serotiplere sinirlt degildir. magA (mucoviscosity-associated gene) K1 izolatlarinda
bulunur, karaciger apsesi ve metastatik enfeksiyon agisindan risk faktoriidiir. Ancak
magA’nin K1 kapsiil ile iliskili oldugu, virulans ile iliskili olmadig: diistiniilmektedir.
rmpA (regulatuar of mucoid phenotype) geni ise cogu izolatta mukoid fenotip

olusumundan sorumlu gendir (1).

Hipermukoviskdz fenotip ya da K serotipinden bagimsiz olarak artmis kapsiiler
polisakkarit iiretimi, bakteriye diger fenotiplere gére kompleman aracili bakteriyel

Oldiirmeye kars1 daha fazla korunma saglar. 151 bakteremi hastasinin incelendigi bir



calismada hipermukoviskoz fenotip %38 oraninda tespit edilmistir. Toplum kaynakli
enfeksiyonlarda nozokomiyal enfeksiyonlara kiyasla daha yiiksek oranda
bulunmustur. Sekonder bakteremi varliginda ise hipermukoviskéz fenotip, apse
kaynakli izolatlarda digerlerine kiyasla onemli derecede yliksek oranda tespit

edilmistir (20).
2.1.3.3. Lipopolisakkarit (LPS)

Lipopolisakkarit; dis membrana tutunan hidrofobik lipit A, en dista yer alan O antijeni

ve bunlar1 baglayan kor polisakkaritten olusur (15).

En az 9 farkli O antijen grubu tamimlanmistir. K.pneumoniae izolatlarinda en sik
karsilasilan O1 serotipidir ve invaziv (hipermukoviskdz) izolatlarda daha yaygindir
(15). Clq ve C3b’nin hiicre duvarina baglanmasini engelleyerek kompleman aracili
fagositozu oOnler. Tomas ve ark.’nin c¢aligmasina goére mutant lipopolisakkarit
varliginda bakteri, kompleman baglanmasina daha duyarli hale gelir (17, 21, 22). O
antijeni olmayan izolatarda kapsiiler polisakkarit mikroorganizmayr kompleman

aracili 6limden korur.

Intraperitoneal injeksyonla septisemi yapilan bir murin enfeksiyon modelinde;
hipervirulan K.pneumoniae O1:K1 serotipinin serum kaynakli Oliime direng,
bakteriyel yayilim ve bakteriyemi sonrasi kolonizasyonda onemli rol oynadigi
goriilmiistiir. Hipermukoviskéz K.pneumoniae O1:K2 pnémoni murin modelinde ise
hem kapsiiler polisakkaritin hem de LPS O antijeninin kanda yayilim ve sepsis
gelisimde 6nemli oldugu ancak pnodmoni gelisiminde kapsiiler polisakkarit olmasinin
yeterli oldugu bulunmustur. Ciinkii kapsiiler polisakkarit C3 birikimine arac1 olur ve
patojeni alveoler makrofaj aracili fagositozdan korur (15, 23) . Ancak O antijen varligi
bakteremi giliciinii artirarak oldiiriicii etkiye katki saglar. Ek olarak K.pneumoniae

05:K57 serotipinde O antijeni tiroepitelyal hiicrelere tutunmaya katki saglar(15, 23).

K.pneumoniae’da iki tip kor polisakkarit tanimlanmistir. Hipermukovisk6z
K.pneumoniae fenotipi genellikle tip 2 kor polisakkariti sentezler. intraperitoneal
injeksiyonla murin enfeksiyon modelinde; tip 2 polisakkaritin tip 1 polisakkarit ile

degistirilmesinin virulansi azalttig1 gosterilmistir (15).

Lipit A sitoplazmada sentezlenir ve ABC transporter sistemi ile tasinip dis membrana

baglanir. Lipit A’nin taginmasi sirasinda olusan kovalent modifikasyonlar ¢evresel



faktorlere bagl bazi enzimlerce katalizlenir, bu enzimler de Enterobacteriaceae’da
virulansa katki saglar. Lipit A modifikasyonlar1 6zellikle antimikrobiyal peptitler

olmak tizere konak immun sistemine direngte 6nemli rol oynar (15).

Lipopolisakkaritler ek olarak; konak akut faz proteini olan LPS-baglayan proteine
baglanir. Lipit A parcast konak TLR-4 tarafindan taninir ve proinflamatuvar sitokin

salimimin arttirir. Bu inflamatuvar immun yanit septik sok gelisiminden sorumludur
(D).
2.1.3.4. Sideroforlar

Demir, bakteriyel gelisim igin gerekli bir elementtir, elektron transport zincirinde
gorev alir. Demirin konak dokularinda hemoglobin, ferritin gibi proteinlere bagh
bulunmasi nedeniyle bakterilerin serbest demire ulasmasi kolay degildir (3). Bu
nedenle bakteriler demir alimini artirmak ig¢in farkli mekanizmalar gelistirirler.
K.pneumoniae’nin tasidigi demir alim mekanizmalar1 dort biiytik sinifta toplanabilir:
Fe*? tasiyict Feo, ABC tasiyici, hemofor temelli sistemler ve siderofor temelli
sistemler. ABC tasiyicilarindan iki tanesi (Kfu ve Sit) ile sideroforlardan {i¢ tanesinin
(salmochelin, aerobaktin ve yersiniabaktin) K.pneumoniae’nin virulansinda rolii

oldugu gosterilmistir (3, 15).

Hemofor ve sideroforlar bakterilerin demir alimi igin irettigi selatorlerdendir.
Enterobaktin tiim Enterobacteriaceae ailesinde bulunur ve prototip siderofor kabul
edilir. Memeli hiicreleri dogal immun sistemin bir parcasi olarak demir alimim
onlemek amaciyla enterobaktin baglayan lipocalin 2 sentezlerler. K.pneumoniae da
yersiniabaktin (fenolat tip siderofor), salmochelin (enterobaktinin glikozile formu),

aerobaktin gibi ek sideroforlar iiretir (15).
2.1.3.5. Pili

Bakterilerin konak mukozal ylizeylere yaklagmasi ve tutunmasi enfeksiyon
patogenezinde onemli bir adimdir. Bu adheziv 6zellik Enterobacteriaceae ailesinde
genellikle pililer ile saglanir. Pili, diger adiyla fimbria, flagella disinda filament6z
bakteriyel uzantilardir. Mannoz tarafindan inhibe edilme Ozelligine bagli olarak
mannnoz-duyarli ve mannoz-direngli olarak ikiye ayrilabilirler (3, 17).

K.pneumoniae’nin tanimlanan en az 4 tip fimbriasi vardir: Tip-1 fimbria, tip-3 fimbria,



Kpc fimbria ve KPF-28 adhezin. KPF-28 hari¢ digerleri hipermukoviskoz fenotip

tarafindan tretilir (15).

Tip-1 fimbrialar ince, sert ve adheziv 6zellikte, dis membran yiizeyinde bulunan ip
benzeri uzantilardir. Tekrarlayan FimA subiinitleri ve ucunda da FimH isimli adhezin

molekiiliinden olusurlar (15). Tiim Enterobacteriaceae ailesinde bulunurlar.

Tip-1 fimbria E.coli fimbriasi ile karsilastirildiginda; K.pneumoniae’ya mesane epitel
hiicrelerinde intraselliiler bakteriyal topluluklar (IBT) olusturma yetenegi kazandrir.
IBT icindeki bakteriler biyofilm topluluklarina benzer biiyiime 6zelligi gosterirler
(16). FimH molekiilii sayesinde tip-1 fimbria bakteriye konak hiicre veya ekstraselliiler
matriksteki mannoz iceren yapilara adhezyon 6zelligi kazandirir (15, 24). Uriner
enfeksiyon gelisimi igin tip-1 fimbria gereklidir ancak barsak kolonizasyonu ya da

akciger enfeksiyonu gelisimde etkisi yoktur (15, 19).

Pili patogenezinde faz varyasyonu da diistiniilmelidir. Pili, konak mukozal yiizeylere
bakteriyel kolonizasyonu saglar. Daha sonra patojenik mikroorganizmalarda mukozal
kolonizasyonu alttaki dokulara invazyon takip eder. Patojen mikroorganizma (bakteri)
dokuya girdikten sonra tip 1 pili, lektinofagositoz i¢in hedef haline gelir. Bakteri ve
16kositi aywran itme kuvvetleri pilinin hidrofilik kuvveti nedeniyle zayiflar ve
adhezinlerin 16kosit yiizeyindeki spesifik mannoz iceren reseptdrlere baglanmasi

saglanir (17).

Tip-3 fimbria 2-4 nm genislikte ve 0,5-2 pm uzunlukta ¢ikintilardir. Tip-3 fimbria
epitel hiicrelerine, bobrek ve akciger dokusuna genellikle mannoz direngli olarak
tutunur, in vitro adhezyondan sorumludur. K.pneumoniae’nin biyofilm olusumuna
katkis1 bilytiktiir ancak barsak ve pulmoner enfeksiyonlarda etkisi yoktur.
K.pneumoniae’nin etken oldugu iiriner enfeksiyonlar siklikla iiriner kateter iizerinde
olusan biyofilm ile iligkilidir. Hem tip-1 hem de tip-3 fimbria iiriner kateter lizerinde

biyofilm olusumuna katk1 saglar (15, 19).

Kpc fimbria hipermukoviskéz K.pneumoniae fenotipi ile iliskilidir ve biyofilm
olusumuna katki saglayabilir. KPF-28 adhezini ise 4-5 nm ¢apta 0,5-2 mm uzunlukta,
ince, esnek bir fimbriadir ve yapisal subiinitleri CAZ-5/SHV-4 B-laktamaz kodlayan
aktarilabilir R plazmidi {izerinde kodlanir. KPF-28’in memeli barsaklarina

kolonizasyonda katkis1 olabilecegi diistiniilmektedir (15, 19).



2.1.3.6. Dis membran proteinleri

OmpA, Gram-negatif bakterilerin major dis membran proteinlerindendir ve tiim
Enterobacteriaceae’da bulunur. Solunum yolu epitel hiicreleri aracili inflamatuvar
cevabi azaltmada kapsiiler polisakkaritlerin gerekli oldugu ancak yeterli olmadigi
bilinmektedir. OmpA bu inflamatuvar cevabin azaltilmasii saglar. Ek olarak
bakterinin alveoler makrofajlar tarafindan fagositozuna da direng saglar. OmpA kaybi

K.pneumoniae’nin antimikrobiyal peptitlere duyarli hale gelmesine sebep olur (15).

K.pneumoniae besinler ve sefalosporinler/karbapenemler gibi hidrofilik molekiillerin
hiicreye girmesini saglayan iki adet 6nemli dis membran porini (OmpK35 ve
OmpK36) tiretir, ek olarak bunlarin yoklugunu kompanse etmek i¢in KpnO ve
OmpK26 gibi alternatif porinler iiretir. OmpK35’in antibiyotik direnci ve virulansa
katkis1 yoktur ancak diger porinlerin kaybi ile beraber, bakteriye sefalosporin ve
karbapenem grubu antibiyotiklere karsi diren¢ kazandirir. OmpK36 kaybi ayrica
K.pneumoniae’nin yiizey yapisinin yeniden diizenlenmesine ve fagositoza duyarliligin

artmasina, dolayisiyla virulansta azalmaya sebep olur (15).

K.pneumoniae AcrAB efluks pompasi sentezler, bu pompa hem antibiyotiklerin hem
de konak kaynakli antimikrobiyal peptitlerin (bronkoalveoler sivida bulunabilen)
bakteriden disar1 atilmasimi saglar. AcrAB inaktivasyonu bakterininin ¢oklu ilag
direncli fenotipe doniismesine sebep olur ek olarak da murin modele gore pnémoni
olusturma kapasitesinin azalmasina sebep olur. K.pneumoniae’nin sentezledigi diger
bir efluks pompasi EefABC’dir. Bu pompanin antibiyotik direnci ile iliskisi yoktur
ancak bakteriye asit toleransi saglar ve konak gastrointestinal sisteme yerlesme imkan1

saglar (15).
2.1.3.7. Ureaz

Cogu barsak patojeni lireyi amonyum ve karbondioksite pargalayan sitoplazmik tireaz
tiretir. Enzimin aktif bolgesinde nikel iyonlari bulunur. K.pneumoniae’nin iireaz bazli
iire metabolizmas1 bozuldugunda {iire yokluguna bagli konak gastrointestinal
sisteminde bakterinin biiyiime yetenegi azalir (15). Ureazin virulans faktérii olarak bir
diger katkisi da bakteriye iiriner sistemde biliylime ve enfekte tas olusturma 6zelligi
kazandirmasidir. Lokal pH’y1 artirarak inorganik tuzlarin ¢okmesine sebep olur, bu

sayede tlriner akim yavaslar. Enfeksiyon bolgesinden bakteriyel klirens azalir ve
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biyofilm olusur. Bu mekanizma Proteus ve Providencia tiirlerinde K.pneumoniae’ya
kiyasla daha baskindir, K.pneumoniae bu tiirlere gore énemli derecede diisiik iireaz
sentezlemektedir. Bu nedenle iireaz tiretiminin K.pneumoniae virulansinda roliiniin

kisitl oldugu diistiniilmektedir (16).
2.1.4. Klinik 6zellikler

K.pneumoniae primer olarak nozokomiyal pndmoni, bakteremi, iiriner sistem
enfeksiyonuna neden olan bir patojen olarak bilinse de daha az siklikta toplum
kaynakli pndmoni, iiriner sistem enfeksiyonu ve primer karaciger apse sendromu gibi

toplum kaynakli enfeksiyonlara da neden olabilir.
2.1.4.1. Pulmoner enfeksiyonlar

K.pneumoniae’nin etken oldugu pulmoner enfeksiyonlar arasinda nozokomiyal
pnomoni, toplum kaynakli pndmoni, KOAH hastalarinda sekonder enfeksiyonlar,

karaciger apsesi ve ampiyem sayilabilir.

Nozokomiyal pndmoni ve ventilator iliskili pnomoni (VIP) tipik olarak; yeni gelisen
pulmoner infiltrat, ates, Oksiiriikk, balgam artis1 ve lokositoz ile seyreder.
K.pneumoniae’nin etken oldugu nozokomiyal pndmoni ve VIP’de klasik forma benzer
bulgularla seyreder. Ust solunum sistemine kolonizasyon &zellikle de ventilatdr
destegi ya da yogun bakim takibi gerektiren hastalarda sik goriiliir. Bu nedenle
semptomu olmayan hastalarda balgamdan K.pneumoniae izole edilmesi enfeksiyon
bulgusu kabul edilmez. Radyolojik olarak, nozokomiyal K.pneumoniae pnémonisi
genellikle bronkopnémoni ya da bronsgit gorlintiisii olusturur. Balgamin Gam
boyamasinda etrafinda kapsiil bulunan kisa, tombul Gram-negatif basil goriilebilir,

ancak K.pneumoniae’ya spesifik degildir (11, 25).

K.pneumoniae’nin etken oldugu toplum kaynakli pndmoni 6zellikle Asya tilkelerinde
daha siktir. Avrupa ve ABD’de ise daha ¢ok alkoliklerde, ciddi KOAH’1 olanlarda ve
diyabetik hastalarda goriilmektedir (26). Klinik olarak diger toplum kaynakli
pnomonilere benzer sekilde; oksiiriik, ates, goglis agrisi, dispne, takipne, balgam artist,
fizik muayenede ral duyulmasi ve l6kositoz semptom ve bulgular ile seyreder. Ek
olarak K.pneumoniae pnémonisi; yogun, mukoid ve kanli balgam iiretimine neden
olan nekroz ve artmis inflamasyon ile iliskilidir. Radyolojik goriintiillemelerde

nozokomiyal pndmoniden farkli olarak lober pnémoni tutulumu goriiliir. Uygun ve
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erken antimikrobiyal tedaviye ragmen K.pneumoniae’nin etken oldugu toplum
kaynakli pnomonilerde mortalite bakteremiye de sebep olmasi nedeniyle yiiksektir

(11, 26).
2.1.4.2. Bakteremi

K.pneumoniae Gram negatif baktereminin nispeten sik nedenlerindendir.
Nozokomiyal enfeksiyonlar, toplum kaynakli enfeksiyonlardan daha siktir. Kanada’da
640 bakteremi vakasinin retrospektif incelendigi bir ¢alismada, vakalarin %70’inin
nozokomiyal orijinli oldugu saptanmis ve en sik primer odagin biliyer ve genitoiiriner
sistem oldugu goriilmiistiir (27). Solid organ nakli, kronik karaciger hastaligi, diyaliz
ve malignite varligi en 6nemli risk faktorleri olarak bulunmustur. Hastalarin %30-
47’sinde primer enfeksiyon odagi bulunamaz ve bu durum nozokomiyal hastalarda
daha siktir. Odagin saptanamadigi toplum kaynakli K.pneumoniae bakteremi
vakalarinda, 6zellikle de tedaviye ragmen persistan atesin oldugu vakalarda, Dogu
Asya primer karaciger apsesinin sik goriildiigii akilda tutularak batin goriintiileme

yapilmasi nerilir (11).

Nozokomiyal K.pneumoniae kan dolasim enfeksiyonlari 6zellikle de etkenin
karbapenem direngli oldugu durumlarda yiiksek mortalite oranlarina sahiptir.
Yunanistan’da 2 yil siire ile karbapenem direngli K.pneumoniae bakteremisi olan
yogun bakim hastalarinin dahil edildigi bir c¢alismada mortalite oran1 %52,8
bulunmustur. Calismaya gore mortalite ile iliskili risk faktorleri arasinda; uygun
antimikrobiyal tedavi verilememesi, tedavi baglanmasinda gecikme, hastanin daha
oncesinde karbapenem direngli etkenle kolonize olmasi, primer enfeksiyon odaginin

saptanamamast, ileri yas, ciddi sepsis ya da septik sok varligi oldugu bildirilmistir (28).

Nozokomiyal kateter iliskili kan dolasim enfeksiyonu ve enfektif endokarditte ise daha
nadiren etken olarak karsimiza ¢ikar. K.pneumoniae bakteremilerinde sadece klinik
olarak siiphe varliginda ya da yiiksek riskli hastalarda ekokardiyografi yapilmasi
onerilir (11).

2.1.4.3. Genitotiriner sistem enfeksiyonlari

K.pneumoniae, E.coli’den daha az karsilasilsa da hem alt hem de iist iiriner sistem
enfeksiyonlarina siklikla sebep olmaktadir. Sistit, piyelonefrit, renal ve perinefritik

apse, prostatit ve periprostatik apseye sebep olabilir. Ozellikle diyabetes mellitusu olan
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hastalarda ve bazen de obstriiksiyon ile iliskili olarak amfizematdz iiriner sistem
enfeksiyonuna da sebep olabilir. Renal apse formasyonu, hematojen yolla ya da alt
iiriner sistemden asendan yolla olusabilir. Hematojen yayilimda genellikle renal
kortikal apse goriiliir. Tayvan’da yapilan bir ¢alismada (29); diyabetes mellitus,
tirolitiyazis ve immunsiipresyonun major risk faktorleri oldugu bulunmustur. Prostatit
ve periprostatik apse etkeni olarak ise daha az siklikta karsilasilir ve genellikle
amfizematdz enfeksiyona neden olur. Diyabetes mellitus ve kronik alkolizm,

amfizemat6z enfeksiyon i¢in risk faktorleri arasinda sayilabilir (11).
2.1.4.4. Intraabdominal enfeksiyonlar

Piyojenik karaciger apsesi, genellikle altta yatan hepatobiliyer hastalik ya da kolanjit
ile iliskilidir ve polimikrobiyaldir, K.pneumoniae da sik karsilagilan etkenlerindendir
(11). Piyojenik karaciger apsesinden farkli bir sendrom olarak primer invaziv
karaciger apsesi; K.pneumoniae’nin etken oldugu, toplum kaynakli ve siklikla
metastatik yayilim ile seyreden bir sendromdur. Baslangicta vakalar genellikle
Tayvan’dan bildirilmekte iken giliniimiizde Dogu Asya iilkelerinin tamamindan ve
sporadik olarak tiim diinya genelinden bildirilmektedir. K.pneumoniae’nin etken
oldugu primer karaciger apsesi siklikla Oncesinde bilinen hepatobiliyer hastalig
olanlarda goriiliir ve siklikla monomikrobiyaldir. Tipik manifestasyonu unilobuler
tutulum ve multilokiile siv1 koleksiyonudur. Oncesinde antibiyotik kullanimi riski
artirtr. Siklikla hipermukoviskozite gosterir ve hipervirulan fenotip ile iliskilidir.
K.pneumoniae’nin etken oldugu karaciger apsesi, diger karaciger apselerine kiyasla
daha sik metastatik yayilim yapar. En yaygin metastatik tutulumlar; endoftalmi,

menenjit ve beyin apsesidir (1, 11)

Primer karaciger apsesi ile es zamanli olarak dalak apsesi ve sirozu olan hastalarda
spontan bakteriyel peritonit K.pneumoniea’nin etken oldugu diger intraabdominal

enfeksiyonlar arasinda sayilabilir (11).
2.1.4.5. Menenjit ve beyin apsesi

Nozokomiyal menenjitin sik karsilasilan bir etkeni olan K.pneumonie, genellikle
norolojik cerrahi sonrast olusur. Genellikle de Gram pozitif patojenler igin proflaksi
uygulanan hastalarda goriiliir. Toplum kaynakli menenjitin ise ¢ok daha nadir bir

etkenidir. Hollanda’da yapilan bir ¢alismada 696 vakadan sadece birinde
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K.pneumoniae etken olarak saptanmistir. Dogu Asya’da, ozellikle Tayvan’da ise
primer karaciger apsesinin metastatik komplikasyonu olarak nispeten daha sik
karsilagilir. Hastalar diger santral sinir sistemi enfeksiyonlarinda da goriildiigii tizere;
ates, biling degisikligi, nébet, ense sertligi gibi bulgularla bagvurabilirler (11). Tedavi
baslangicindaki ndrolojik durum, komplikasyonlar agisindan bilinen en 6nemli risk
faktoriidiir (30).

2.1.4.6. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari

K.pneumoniae, fatal nekrotizan yumusak doku enfeksiyonuna ilerleme potansiyeli
olan siddetli selliilite neden olabilir. Krepitasyon eslik edebilir. Nekrotizan yumusak
doku enfeksiyonlarinda agri, sislik, eritem goriilebilir. Enfeksiyonun baslangicinda
hastalar, diger bulgular olmadan sadece siddetli agr1 ile basvurabilirler. Tayvan’dan

siklikla bildirilmektedir (11, 31).
2.1.4.7. Diger enfeksiyonlar

Derin boyun apsesi, endoftalmi, psoas apsesi, spondilodiskit, vertebral osteomyelit,
septik artrit, piiriilan perikardit ve piyomiyozit K.pneumoniae’nin nadiren etken
oldugu diger enfeksiyonlar arasinda sayilabilir. Siklikla karaciger apsesi gibi bir

odaktan kan yoluyla ya da ¢evre dokulardan bulas sonucu ortaya ¢ikar (11).
2.1.5. Tedavi

Gram negatif basiller; bakteriyemi, yabanci cisim iliskili enfeksiyonlar,
intraabdominal enfeksiyonlar, {iriner sistem enfeksiyonu ve pndmoni dahil olmak
lizere genis bir aralikta hastaliga sebep olabilirler. Hastane kaynakli enfeksiyonlarin
%30’unu olustururlar. Ozellikle CID ve extremely drug resistant (XDR)
Enterobacteriaceae enfeksiyonlarinin tedavisi, kisith antibiyotik varligi ve bu
antibiyotiklerin etkinlikleri ile ilgili bilginin siurlt olmasi nedeniyle tedavi eden
hekimi zorlar. Tedavi planlanmasinda; diger faktorler yaninda enfeksiyon kaynagi,

enfeksiyonun ciddiyeti ve bakterinin duyarlilik profili g6z 6niinde bulundurulmalidir
(32, 33).

2.1.5.1. Karbapenemler

Karbapenemler p-laktam grubu bakterisidal antibiyotiklerdir. ABD’de klinik

kullanimda olan dort adet karbapenem vardir: imipenem, meropenem, ertapenem ve

14



doripenem. Japonya ve Cin’de panipenem, Japonya’da tebipenem ve Japonya, Cin ve

Tayland’da biapenem klinik olarak kullanilan diger karbapenemlerdir (34).

Karbapenemler, bir toprak mikroorganizmasi olan Streptomyces cattleya tarafindan
iiretilen tienamisinin tiirevleridir. En yiiksek molekiil agirlikli PBP’ye baglanarak
hiicre duvar sentezini inhibe ederler. Ozellikle PBP 1la, 1b, 2 ve 4’¢ baglanirlar.
Aminopenisilinler ve sefalosporinlerin primer hedefi olan PBP3’e daha az oranda
baglanirlar. Spesifik dis membran proteinleri (OMP) ile periplazmik aralia ulasirlar,

P.aeruginosa’da bilinen en 6nemli OMP OprD’dir (34).

Tiim karbapenemler benzer antimikrobiyal etkinlige sahiptir. Tamami in-vitro Gram
pozitif koklara etkili bulunmustur. Penisilin duyarli ve direngli S.pneumoniae,
oksasilin duyarli Stafilokoklara etkilidir. Oksasilin direngli stafilokoklara etkili etkili
karbapenem yoktur. E.faecalis, imipeneme 2 pg/mL minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) degerlerinde duyarhidir ancak diger karbapenemlerin MIiK
degeri daha yiiksektir. Karbapenemlerin higbiri E.faecium’a etkili degildir. Cogu
Enterobactericeae 1 pg/mL ve altindaki MIK degerlerinde imipenem duyarhdir.
Karbapenemaz iireten K.pneumoniae izolatlar: tipik olarak 8 pg/mL ve iistiinde MIK
degerlerine sahiptir ve tiim karbapenemlere direnglidir (34). P.aeruginosa izolatlarina
en etkili olan karbapenem doripenemdir, ertapenemin ise etkinligi yoktur.
Karbapenem duyarli A.baumannii izolatlar1 1 pg/mL MIK degerlerinde imipenem,
meropenem ve doripeneme duyarlidir. Ertapenemin ise A.baumannii’ye etkinligi
yoktur. Karbapenemlerin hicbiri Burkholderia cepacia ve Stenotrophomonas
maltophilia’ya karsi etkisizdir. Cogu anaerob tiirlerine karbapenemler etkilidir.
Nocardia spp. karbapenemler tarafindan inhibe edilir ancak bazi izolatlar direngli

olabilir. Actinomyces spp. ise karbapenem duyarlidir (34).

Karbapenemler, genis Gram pozitif, Gram negatif ve anaerob etkinlikleri olmasi
nedeniyle siddetli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilir. Bakteremi, hastane
kaynakli pnémoni, intraabdominal enfeksiyon, komplike iiriner sistem enfeksiyonlari,
kemik ve yumusak doku enfeksiyonlart ve jinekolojik enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilabilir. Genel olarak GSBL ya da AmpC iireten, sefalosporin direngli

Enterobacteriaceae’ya etkilidir. Imipenem, meropenem ve doripenem birbirlerinin es
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degeri kabul edilir ve tedavi sirasinda aralarinda degisiklik yapilabilir. Imipenemin

Gram pozitif koklara etkinligi biraz daha fazladir (34).

Genel olarak karbapenemler iyi tolere edilir. Clostridioides difficile iliskili kolit,
koagiilasyon bozukluklari, nefrotoksisite, hepatotoksisite en sik goriilen yan
etkilerdendir. Tiim karbapenemler nobete sebep olabilir, imipenem ile veya norolojik

komorbidite varlig1 ya da bobrek yetmezliginde ise daha sik karsilasilir (34).
2.1.5.2. Polimiksinler

Polimiksinler, siklik, katyonik polipeptit deterjan molekiilllerdir. Klinikte parenteral
kullanim1 olan 2 adet polimiksin tiirevi vardir: Polimiksin B ve polimiksin E
(kolistimetat sodyum, kolistin). Polimiksin B Bacillus polymxa, kolistin ise Bacillus
colistinus 'tan elde edilmistir. Kolistinin siilfometil formu inaktif 6n ilagtir. Polimiksin
B’nin parenteral ve topikal formu vardir. Kolistinin ise; topikal ve oral kullanim igin
kolistin siilfat formu, parenteral kullanim i¢in de kolistimetat sodyum formu

mevcuttur. Kolistimetat sodyum ayrica inhaler olarak da kullanilir (35).

Gram negatif bakterilerin dig membran fosfolipitleri ile elektrostatik olarak etkilesime
girerek hiicre membranlarin1 pargalar. Ek olarak lipopolisakkaritin lipit A’sina
baglanarak endotoksin aktivitesini de engeller. Gram negatif anaerobik basilllere kars,
Proteus, Serratia, Morganella ve Providencia tiirleri harig, etkinligi mevcuttur (33).
P.aeruginosa ve A.baumannii gibi ¢ogu ¢oklu ilaca direngli GNB’lere ve karbapenem
direngli Enterobacteriaceae (KDE)’ya kars1 etkinligi 2 pg/mL ve altindaki dozlarda
etkinligi devam etmektedir. KDE’nin endemik oldugu bélgelerde izolatlarin yarisi

polimiksin de direnglidir (35).

Kolistimetat sodyum ve polimiksin B CID GNB’lerin etken oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde  kullanilabilir. ~ P.aeruginosa’nin  etken oldugu pnomonilerde
polimiksinlerin tedavi basaris1 piperasilin, imipenem ve siprofloksasine benzerdir.
Ancak calismalarin bir kisminda suboptimal dozlarda kullanima bagli tedavi
basarisizlig1 goriilmektedir. Yeni B-laktam-B-laktamaz inhibitorii kombinasyonlari ve
yeni aminoglikozitlerle kiyaslandiginda kolistinin klinik olarak etkinliginin daha
diisiik oldugu disiiniilmektedir. Yiiksek toksisite oranlari nedeniyle daha yiiksek
dozlarda kullanimi kisitlanmaktadir, hala optimal doz belirlenememistir. Bu nedenle

polimiksinler daha az toksik ve potansiyel olarak daha etkili ilaglar ulasilabilir oldugu
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stirece kullanilmamalidir. Ciddi enfeksiyonlarda ise polimiksin B ile in-vitro
sinerjistik etkilesim oldugu gosterilen bir ilagla kombine kullanilmasi dnerilmektedir.
Polimiksin B, ulasilabilir oldugunda iiriner sistem enfeksiyonu hari¢ kolistine tercih

edilmelidir. Uriner sistem enfeksiyonlarinda ise kolistin tercih edilmelidir (35).

Kolistin monoterapisinin etkinliginin kolistin igeren kombinasyon tedavileri ile
karsilastirildigr ¢alismalar gostermistir ki, kolistin monoterapisinde mortalite ve tedavi
basarisizlig1 kombinasyon rejimlerinden daha yiiksektir. INCREMENT c¢aligmasina
gore kolistin monoterapisi, karbapenem direngli K.pneumoniae enfeksiyonlarinin
tedavisinde tigesiklin, kolistin veya karbapenem igeren kombinasyonlarla
kiyaslandiginda artmis mortalite ile iliskilidir (36). Buna karsin karbapenem direngli
GNB enfeksiyonlariin tedavisinde polimiksinler ile karbapenem, tigesiklin ya da
aminoglikozit kombinasyonlarinin karsilagtirildigi  bir meta-analize gore ise;
polimiksinlere bu ajanlardan herhangi birini eklenmesinin stiinliigli olmadigi
bildirilmistir, ancak yeterli kanit diizeyine sahip olmadig1 da ¢calismada vurgulanmistir

(37).

Polimiksinlerin yan etkileri arasinda nefrotoksisite ve norotoksisite sayilabilir. Doz
bagimli nefrotoksisite sik goriiliir ancak ila¢ kesildikten sonra genellikle bobrek
fonksiyonlart normale doner. Kolistinin nefrotoksiste riski polimiksin B’den daha
fazladir. Norotoksisite de doz bagimli ve geri dontisiimliidiir. Apne ve kas zayifligi ile
sonuglanabilen noromuskuler blokaja sebep olabilir. Dudaklar etrafinda, dilde ve
ekstremitelerde parestezi ile seyreden periferik noropati ise daha az siklikta gortliir.

Aminoglikozitler norotoksik etkiyi artirabilir (35).
2.1.5.3. Tigesiklin

Tigesiklin, glisiklin grubunda bulunan, diren¢li mikroorganizmalar i¢in {iretilen bir
antibiyotiktir. Tetrasiklinlere benzer sekilde 30S ribozomal subiinite baglanir.
Aminoagil transfer RNA molekiiliiniin ribozomun A bélgesine girisini ve elongasyon
peptid zincirine aminoasit eklenmesini engeller. Sonug olarak protein sentezi inhibe
olur. Ribozom ile etkilesimi geri doniisiimlii oldugu i¢in bakteriyostatik kabul edilir.
Ribozoma tetrasiklinlere kiyasla 5 kat daha giiclii baglandig1 igin tetrasiklin
direncinden etkilenmez (38). 2015’te komplike deri ve yumusak doku, intraabdominal

enfeksiyonlar ve toplum kaynakli pndmoni tanilart i¢in Food and Drug Administration
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(FDA) tarafindan onaylanmistir. Direngli aerobik ve anaerobik bakterilere karsi
etkinligi gosterilmistir. Ancak kullanimi sadece onerilen antibiyotiklere ulagilamayan

ya da bu antibiyotiklerin uygulanamadigi durumlarla sinirhidir (33).

Enterobacteriaceae grubunun ¢ogu iiyesi, Proteus, Providencia, Morganella tiirleri
harig,  tigesikline  duyarlidir.  Tetrasiklinlere  karsit  gelistirilen  direng
mekanizmalarindan efluks pompalar1 ve ribozomal korunma tigesikline karst etkili
degildir. Ancak tetrasikline direngli bazi tiirlerde tigesiklin duyarliliginda 2-4 kata
kadar azalma goriilebilir. Klebsiella, Enterobacter ve Citrobacter tiirleri i¢in 4 kata

kadar duyarlilikta azalma goriildiigi bildirilmistir (39).

Tigesiklinin toplum kaynakli pndémoni, deri yumusak doku enfeksiyonu ve
intraabdominal enfeksiyonlarda kullanim endikasyonu olmakla birlikte, endikasyon
dist kullanimi1 da yaygindir. Bakteriyemide kullanimi ile ilgili randomize kontrolli
calisma olmamakla birlikte, yukarida sayilan endikasyonlarda bakteriyemi varliginda
onemli tedavi basarisizligr bildirilmemistir (40). Ayrica, N-asetilsistein ve heparin ile
birlikte hemodiyaliz kateteri iliskili kan dolasim enfeksiyonundan kateter kilit tedavisi
olarak uygulanmig ve 18 hastanin 15’inde klinik kiir saglanmistir (41). Sonug olarak
kan ve idrar gibi viicut sivilarina gecisinin 1yl olmadig: bilinmekle birlikte, 6zellikle
tedavi segeneklerinin kisitli oldugu CID enfeksiyonlarda kombinasyon tedavinin bir

parcasi olarak kullanilabilir.

Diger tetrasiklinlerde oldugu gibi en sik bildirilen yan etkiler bulanti, kusma gibi
gastrointestinal sistem ile ilgili yan etkilerdir. Transaminazlar ve alkalen fosfataz
seviyelerinde gecici yiikselmeler yapabilir. Nadiren akut pankreatit yapabilmektedir
(38).

2.1.5.4. Diger tedavi segenekleri

Fosfomisin, epoksit smifi ilk antibiyotiktir. Direncli Gram negatif ve Gram pozitif
bakterilere karst genis spektrumlu bakterisidal etkinligi vardir. Fosfoenol piruvat
sentetaz enzimini inhibe ederek N-asetilmuramik asit olusumunu ve sonug olarak da
hiicre duvar sentezini engeller. 1960’larda kesfedilmistir. Oral ve intravenoz
formulasyonu vardir, oral formu uzun zamandir kullanilmakla birlikte intravenoz
formu yakin zamanda tilkemizde kullanima girmistir. Diger antibiyotik gruplari ile

arasinda ¢apraz direng goriilmez. Akciger, serebrospinal sivi, kemik dahil olmak tizere
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tiim dokular ve serumda anlamli diizeylere ulasabilmesi nedeniyle 6zellikle de direncli

enfeksiyonlarda kombinasyon tedavisinin pargasi olarak kullanilmaktadir (42).

Yeni dretilen B-laktam-B-laktamaz inhibitérii  kombinasyonlar1  panrezistan
Enterobacteriaceae  enfeksiyonlarinin  tedavisinde kullanilabilir.  Seftolozon-
tazobaktam P.aeruginosa’nin etken oldugu iriner sistem enfeksiyonlari igin
endikasyonu vardir. Seftazidim-avibaktam, simif A ve smif D karbapenemazlara
etkilidir. Cogu KPC ve OXA-48 iireten Enterobacteriaceae veya GSBL ya da AmpC
tiretimi ile birlikte ilacin hiicreye girisinde azalma nedeniyle karbapenem direnci olan
bakterilerin tedavisinde kullanilabilir. Ancak metallo-p-laktamaz (MBL) iireten
bakterilere karsi etkinligi yoktur, bu amagla aztreonam ile kombine edilerek

kullanilabilir (33).

Meropenem-vaborbaktam ve imipenem-silastatin-relebaktam sadece smif A
karbapenemazlara etkilidir (43). Vaborbaktam, siklik boronik asit tirevi bir f-
laktamaz inhibitoriidiir. Boronik asit, serin proteazlar1 (KPC gibi serin
karbapenemazlar) inhibe eder. Enterobacteriaceae’nin etken oldugu piyelonefrit dahil

komplike iiriner sistem enfeksiyonlarinda endikasyonu vardir (42).

Plazomisin, sisomisinden elde edilen yeni kusak bir aminoglikozittir. Diger
aminoglikozitlere kiyasla karbapenem direncine bagli olmaksizin polimiksin direngli
Enterobacteriaceae’ya etkilidir. Piyelonefrit ve bakteriyemi de dahil olmak iizere

komplike iiriner sistem enfeksiyonunda kullanim onay1 almigtir (42).

Diger tedavi secenekleri arasinda eravasiklin ve sefiderokol sayilabilir. Sefiderokol,
siderofor tiirevi, sefalosporin grubu yeni bir antibiyotiktir. Ferrik iyonlar1 baglayarak
demir tasiyicilart ile dis hiicre membranin1 geger. B-laktamaz tireten K.pneumoniae
izolatlarina kars1 stabilitesinin arastirildigi bir calismada Siif A, sinif D ve MBL’lere
kars1 stabilitesini korumustur (42, 44). Gram pozitif bakteriler ve anaeroblara karsi
etkinligi yoktur. Eravasiklin, florosiklin tiirevi yeni bir tetrasiklindir ve tigesiklinden
daha potenttir (43).

2.1.5.5. Karbapenem Direncli Enterobacterales tedavisi

Infectious Diseases Society of America (IDSA)’nin 2021°de yaymlanan rehberinde
(45) karbapenem direngli Enterobacterales i¢in su Oneriler sunulmustur (Tablo 1):

Karbapenem direngli ya da karbapenemaz iirettigi gosterilen Enterobacterales
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enfeksiyonlarinda; seftazidim-avibaktam, meropenem-vaborbaktam, imipenem-
silastatin-relebaktam veya sefiderokol &nerilen tedavi rejimleridir. Uriner sistem
enfeksiyonlart i¢in nefrotoksisite riski goze alimiyorsa giinde tek doz plazomisin
alternatif tedavi segeneklerindendir. Eger etken ertapenem direngli, meropenem
duyarli ise yiiksek doz ve uzun infiizyon siiresi ile meropenem verilebilir.
Intraabdominal enfeksiyonlarda ise tigesiklin ve eravasiklin alternatif monoterapi
seceneklerindendir. Etkenin iirettigi karbapenemazin bilinmesi de tedavi se¢iminde
yardimcr olur; OXA-48 benzeri enzimler direngten sorumlu ise meropenem-
vaborbaktam ve imipenem-silastatin-relebaktam tedavi i¢in uygun degildir (45). Eger
son yillarda klinik kullanima giren yeni [-laktam-p-laktamaz inhibitorii
kombinasyonlarina ulagilamiyorsa, European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases (ESCMID) CID GNB tedavi rehberine gére kombinasyon
tedaviler tercih edilmelidir (46).

Tablo 1. Karbapenem direngli Enterobacterales enfeksiyonlar1 i¢in IDSA tedavi
Onerileri (45).

ilk tercih tedavi Alternatif tedavi
USE
oturantoin y VAB, IMI-REL
aminoglikozit o
Meropenem* Kolistin
Piyelonefrit ya da komplike USE CAZ-AVI, MEM-VAB,
IMI-REL, sefiderokol
Meropenem*
USE disinda enfeksiyonlar
Ertapenem direng:li' meropenem dliyarll Ve | Meropenem*
karbapenemaz testi ulasilabilir degil ya da CAZ-AVI
negatif
Karbapenem direngli ama karbapenemaz | CAZ-AVI, MEM-VAB, | Sefiderokol
testi ulagilabilir degil ya da negatif IMI-REL Tigesiklin, eravasiklin$
KPC karbapenemaz ya da karbapenemaz | CAZ-AVI, MEM-VAB, | Sefiderokol
pozitif ancak tiirii bilinmiyor IMI-REL Tigesiklin, eravasiklin®
Metallo-B-laktamaz (NDM, VIM, IMP) CAZ-AVI ve aztreonam, L -
. Tigesiklin, eravasiklin®
sefiderokol
OXA-48 benzeri karbapenemaz Sefiderokol
CAZ-AVI L S
Tigesiklin, eravasiklin?

TMP-SMX: Trimetoprim-sulfometoksazol, CAZ-AVI: Seftazidim-avibaktam, MEM-
VAB: Meropenem-vaborbaktam, IMI-REL: imipenem-silastatin-relebaktam
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*: Sadece ertapenem direncgli, meropenem duyarli durumlarda kullanimi Onerilir.
Sistitte standart inflizyon, diger enfeksiyonlarda uzamis infiizyon ile uygulanmasi
Onerilir.
%: Tigesiklin ve eravasiklinin kullanimi1 genellikle intraabdominal enfeksiyonlar ile
stirhdir

ESCMID’in 2021°de yayinlanan rehberine gore tedavi onerileri (46);

a. KDE’de siddetli enfeksiyon tablosu varsa ve in-vitro duyarlilik da gosterildiyse

seftazidim-avibaktam ya da meropenem-vaborbaktam kullanim1 onerilir.

b. MBL tasidigi gosterildi ya da seftazidim-avibaktam ve meropenem-

vaborbaktam dahil direncli oldugu gosterildiyse sefiderokol kullanimi 6nerilir.

c. Siddetli enfeksiyonu olmayan hastalarda ise in vitro duyarliliga dikkat edilerek
eski antibiyotiklerden secilmesi onerilir. Uriner sistem enfeksiyonu igin

plazomisin dahil aminoglikozitler ya da tigesiklin 6nerilir.

d. Tigesiklinin kan dolasim enfeksiyonu, hastane ya da toplum kaynakli
pndmonide kullanimi 6nerilmez, pnomoni i¢in kullanilacaksa yiiksek dozda

kullanilmasi Onerilir.

e. Imipenem-relebaktam ya da fosfomisinin KDE’de tek basina kullanimu ile ilgili

yeterli kanit yoktur.

f. Eger seftazidim-avibaktam, meropenem-vaborbaktam ya da sefiderokol
ulagilabilir ise kombinasyon tedavi onerilmez. MBL {irettigi bilinen veya yeni
antibiyotiklere direngli KDE enfeksiyonlarinda seftazidim-avibaktam ile

aztreonamin kombine edilmesi Onerilir.

g. Siddetli enfeksiyon tablosu olan ve yeni [B-laktam-B-laktamaz inhibitori
kombinasyonlarina ulasilamayan hastalarda in-vitro aktif oldugu gosterilen

birden fazla ilagla kombinasyon tedavi onerilir.

h. Meropenem MIK 8 mg/L ve altinda olan hastalarda yiiksek doz ve uzun infiizyon
stiresi ile meropenem kombinasyon tedavinin bir pargasi olarak uygulanabilir
ancak MIK’in 8 mg/L’den yiiksek oldugu durumlarda karbapenem temelli

kombinasyon rejimlerinin kullanilmamast 6nerilir.
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I. Disilik riskli ya da siddetli enfeksiyonu olmayan hastalarda ise enfeksiyon
odagina gore in-vitro duyarli oldugu bilinen eski antibiyotiklerden kullanilmast

onerilir (46).

J. KPC iireten K.pneumoniae enfeksiyonlar1 basta olmak tizere KDE’nin etken
oldugu siddetli enfeksiyonlarin tedavisinde yiiksek doz ve uzun inflizyon
stiresiyle ~ meropenemin  polimiksin  ile  kombinasyonun  polimiksin

monoterapisinden tstiin oldugu distiniilmektedir.
k. Ikili karbapenem tedavisi icin ise yeterli diizeyde kanit yoktur.
Tedavide kombinasyon rejimlerinin yeri

Gilintimiizde karbapenem ve genis spektrumlu diger beta laktamlara direng oranlari
artmaktadir. Son yillarda diinya genelinde bu amagcla tretilen antibiyotikler iilkemiz
de dahil olmak {izere cogu gelismekte olan iilkede ulasilabilir degildir. Hatta
tilkemizde baskin olan karbapenemaz enzimlerine kars1 bu antibiyotiklerin ¢ogu etkili
degildir. Bu nedenle klinik kullanimda olan antibiyotiklerin sinerjistik etkilesimlerini

arastirtlmasi gereklidir.

Kombinasyon tedavide amag, etki spektrumunu genisletmek, sinerjistik etki elde
etmek ve monoterapide karsimiza ¢ikabilen direncli subgrup gelisimini 6nlemektir.
Kombinasyon rejimlerinin asir1 kullaniminda ise ilaglarin toksik etkilerinde artis,
floranin baskilanmasina bagli stiperenfeksiyon gelisimi, direncli izolatlarin se¢ilimi ve
maliyet artisi ile karsilasilabilir. Bu nedenle tedavide uygun kombinasyon rejimlerinin
secimi Onemlidir. Cogu calismada ciddi sepsis, septik sokta etkene yonelik
kombinasyon tedavi Onerilmektedir. Ek olarak karbapenemaz lireten
Enterobacteriaceae ve B-laktamlarin kullanilamadigi P.aeruginosa ve A.baumannii

enfeksiyonlarinda da kombinasyon tedavi tistiin bulunmustur (47).

Karbapenem direngli Enterobacteriaceae’da in vitro etkili oldugu bilinen
polimiksinler, tigesiklin ya da fosfomisin gibi antibiyotiklerin sinerjistik-additif
etkinliklerini arastiran ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (33). Monoterapi ile
kombinasyon tedavisinin karsilagtirildigi calismalarda mortalite oranlarinin bir
karbapenem igeren kombinasyon rejimlerinde daha diisiik oldugu bulunmustur (48).
Diinya genelinde 33 merkezin katildigt INCREMENT calismasina gore ise CID

Enterobacteriaceae  enfeksiyonlarinda sadece siddetli  hastaligi  olanlarda
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kombinasyon tedavisi daha etkili bulunmustur (36). Kombinasyon rejimi igin ampirik
ya da etkene yonelik antibiyotik seciminde, in-vitro aktif en az iki ilacin verilmesi ve
Ozellikle de intraabdominal enfeksiyonlarda kaynak kontroliinlin saglanmasinin

gerektigi akilda tutulmalidir (48).

Pan drug resistant (PDR) GNB enfeksiyonlarinda kullanilabilen kombinasyon tedavi
secenekleri arasinda; KPC-iireten K.pneumoniae igin ikili karbapenem, ikili
karbapenem-+kolistin, B.cepacia ve K.pneumoniae igin seftazidim-avibaktam ile
karbapenem kombinasyonu, A.baumannii i¢in yiiksek doz ampisilin-sulbaktam ile
meropenem ya da kolistin kombinasyonu sayilabilir. MBL fireten izolatlar igin
aztreonam-avibaktam kombinasyonu kullanilabilir (49). Kombinasyonda kullanilacak
antibiyotiklerin in vitro ortamda duyarl ilaglardan segilmesi Onerilir ancak, iki ilacin
da direngli oldugu kombinasyon rejimlerinde de sinerji goriilebilir (47). Kolistin
temelli kombinasyonlar ya da fosfomisin karbapenem kombinasyonlari son ¢are ilaglar
arasinda sayilir ancak bu kombinasyonlarla ilgili farmakokinetik/famakodinamik
caligmalar yoktur ve 6zellikle de izolatin iki ilaca da direngli oldugu durumlar ile ilgili

arastirmalar kisitli sayidadir (43).
2.1.6. Antimikrobial direng

K.pneumoniae’nin antimikrobiyal direnci dogal ve kazanilmis direng olarak ikiye
ayrilabilir. Sahip oldugu SHV-1 beta laktamaz sayesinde ampisilin, karbenisilin ve
tikarsilin direnci dogal dirence 6rnek verilebilir (50). Kazanilmis direng ise kromozal
mutasyonlar ile ya da diren¢ genlerini igeren plazmid, transpozon veya integron gibi
hareketli genetik elemanlarin direngli bakterilerden alinmasi sonucu olusur.

Kazanilmig direng mekanizmalari birkag baslik altinda toplanabilir (51):
a. [laci inaktive eden ya da degistiren enzim sentezlenmesi
b. Tlacin hiicre gegirgenliginde azalma ya da alman ilacin hiicre digina atilimi

c. Antibiyotigin hedef bolgesinde degisiklik olmasi, hedef bolgenin korunmasi ya

da miktarinin artirilmasi

d. Antibiyotik ile inhibe edilen yolun yerine alternatif bir yolun kullanilmasi
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2.1.6.1. B-Laktam antibiyotiklere direng

B-laktam antibiyotikler transpeptidaza (penisilin baglayan protein) baglanarak bakteri
hiicre duvarinin ana eleman1 olan peptidoglikanin sentezini inhibe ederler. Gram
negatif bakterilerde f-laktam antibiyotiklere direng ii¢ farklt mekanizma ile gelisebilir:
Penisilin baglayan proteinlerde (PBP) olusan degisiklikler, ilacin hiicreye girisinin
engellenmesi veya atim pompalari ile disari atilmasi, B-laktamaz enzimleri ile
inaktivasyon. B-laktamazlar ise antibiyotiklerin B-laktam halkasindaki amid baglarini
hidrolize ederek antibiyotigin etkisini ortadan kaldiran enzimlerdir. Genis spektrumlu
B-laktamaz (GSBL); iigiincii kusak sefalosporinleri (sefotaksim ve seftazidim gibi
sefemler) pargalayan ve klavulonik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi (-laktamaz
inhibitorleri ile inhibe olabilen enzimlerdir. TEM ve SHV tipi enzimler, genlerle

plazmid tizerinde tasinirlar (52).
2.1.6.1.1. p-Laktamazlar

K.pneumoniae’nin penisilin direnci ilk kez 1960’larda kesfedilmistir, blasmv-1 ve
blatem-1 genleri ilk kesfedilen B-laktamaz genleridir (53). Kromozomal sentezlenen
SHV-1 enzimi; K.pneumoniae’ye ampisilin, tikarsilin ve karbenisiline dogal direng
yetenegi kazandirir (50). Yaklasik 20 yil sonra kesfedilen blasnv-2 geni ise ilk
kesfedilen genis spektrumlu B-laktamaz (GSBL) genidir. Bu enzim de bakteriye genis
spektrumlu B-laktam antibiyotiklere (3. Kusak sefalosporinler gibi) direng yetenegi
kazandirir (53). Daha sonra plazmid aracili blatem-3 gibi GSBL tiirleri kesfedilmistir.
1990-2000’lerde K.pneumoniae’da GSBL kesfedildikten sonra hastane kaynakli
salginlarda K.pneumoniae baskin etken halinde gelmistir. Bu dénemde yaygin -
laktamazlar blaTtem ve blasnv olmakla birlikte 2000’lerde blacTx-m tiirii f-laktamazlar
kesfedilmis ve glinlimiizde sik karsilasilan B-laktamazlardan biri haline gelmistir.
Horizontal gen trasferi ile kazanilan diger GSBL genleri arasinda ise blaoxa, blaces,
blasro, blarer, blaria, blaves ve blakiucs genler sayilabilir (53). Giiniimiizde
kromozomal ya da plazmid, transpozon, integron gibi tasinabilir genetik elemanlarla
tiirler arasinda aktarilabilen 2000’den fazla B-laktamaz enzimi oldugu bilinmektedir
ve bu enzimler diinya ¢apinda yayilmaktadir. f-laktamazlarin siniflandirilmasi i¢in en
yaygin kullanilan iki siniflandirma sistemi; yapisal Ozelliklerine gore Ambler ve

fonksiyonel ozelliklerine gore Bush-Jacoby-Medeiros smiflandirma sistemidir.
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Ambler ve Bush-Jacoby siniflandirma sistemine gore 3-laktamazlar genel 6zellikleri

ile Tablo 2°de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Ambler molekiiler ve Bush-Jacoby fonksiyonel
laktamazlar (52, 54).

siniflamasina gore -

Ambler | Bush-Jacoby Yaygin isim Tanimlayici 6zellik Ornek enzimler | Karakteristik
grup grup (2009) inhibitor
A 2a Penisilinaz Benzilpenisilin>sefalosporin PC1 KA, TZB
A 2b Penisilinaz Benzilpenisilin ve | TEM-1, TEM- | KA, TZB
sefalosporine benzer etki 2, SHV-1
A 2be GSBL Oksimino-f-laktam ve | TEM-3, SHV- | KA, TZB,
hidrolizinde artis (Sefepim, | 2, CTX-M-15, | AVI
sefotaksim, seftazidim, | PER-1, VEB-1
seftriakson, aztreonam)
A 2br IRT Klavulonat, sulbaktam ve | TEM-30, SHV- | TZB, AVI
tazobaktama direng 10
A 2ber GSBL ve IRT Oksimino-f-laktam TEM-50 -
hidrolizinde artig ve inhibitor
direnci
A 2e GSBL Sefalosporin hidrolizi CepA KA, ATM
sefalosporinaz KA ile inhibe olura ancak
aztreonama etkisiz
A 2f Karbapenemaz Karbapenem, oksimino-B- | KPC AVI, REL,
laktam ve sefamisin VAB
hidrolizi
idrolizinde artis SME KA AVI
VAB
B1, B3 3a MBL, Monobaktamlar ~ hari¢  B- | IMP, VIM, | EDTA
Karbapenemaz laktam hidrolizinde artig NDM, SPM
B2 3b MBL, Karbapenemleri tercih eder CphA, Sfh-I EDTA
Karbapenemaz
C 1 Sefalosporinaz Sefalosporin>benzilpenisilin | P99, ACT-1, | ATM, AVI,
Sefamisinleri pargalar CMY-2, FOX- | VAB
1, MIR-1
D 2d Oksasilinaz Kloksasilin ~ ve  oksasilin | OXA-1, OXA- | Degisken
hidrolizinde artig 10
D 2de GSBL Kloksasilin,  oksasilin  ve | OXA-11, Degisken
oksasilinaz oksimino-p-laktam OXA-15
hidrolizinde artis
D 2df Karbapenemaz Kloksasilin, oksasilin ve | OXA-23, AVI (OXA-
karbapenem hidrolizinde artis | OXA-48, 48)
OXA-181,
OXA-232

KA: klavulonik asit, TZB: Tazobaktam, AVI: Avibaktam, REL: relebaktam, VAB:
Vaborbaktam, EDTA: Etilendiamintetraasetik asit ATM: Aztreonam, GSBL.:
Genislemis spektrumlu B-laktamaz, IRT: inhibitor direngli B-laktamaz, MBL: Metallo-
B-laktamaz.
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Ambler molekiiler siniflandirmasina gore $-laktamazlar A, B, C ve D olmak iizere dort
gruba ayrilir. A, C ve D grubu B-laktamazlar aktif bolgelerinde serin aminoasiti
bulundurur, grup B B-laktamazlar ise aktif bolgelerinde ¢inko katyonu bulundurur.
Bush-Jacoby-Medeiros fonksiyonel siniflandirmasina gore pB-laktamazlar ise 3 ana
grup ve ¢ok sayida subgruba ayrilir. Grup 1; sefalosporinaz olarak adlandirilir, yapisal
ozelliklerine gore C grubunu olusturur ve genellikle kromozomal aktarilir. Grup 2,
Ambler grup A ve D B-laktamazlart igerir. Grup A enzimlerin temel substrati
penisilinlerdir, grup D enzimler ise oksasilini hizli hidrolize edebilme yetenegine
sahiptir. Grup 3 ise Ambler B grubu fB-laktamazlardan olusur, aktif bolgesinde
digerlerinden farkli olarak Zn*? bulundurur ve metallo-B-laktamazlar olarak

adlandirilir.
Grup A p-laktamazlar

Bush-Jacoby fonksiyonel siniflandirmasina gore subgrup 2a’da yer alan enzimler, dar
spektrumlu penisilinleri hidrolize eder ve ¢gogunlukla Gram pozitif koklarda bulunur.
Subgrup 2b’de bulunan TEM-1, TEM-2, SHV-1 gibi enzimler ilk kez 1970-1980’lerde
izole edilmis plazmid kokenli B-laktamazlardir. Daha sonraki yillarda bu enzimlerin
mutasyonu sonucu ortaya ¢ikan TEM-3, SHV-2 ve CTX-M gibi enzimler ise subgrup
2be’de bulunmaktadir. GSBL 6zelligi olan bu enzimler klavulonik asit gibi f-laktamaz
inhibitorleri ile inhibe olur. Klavulonik asit, tazobaktam, sulbaktam gibi B-laktamaz
inhibitdrlerine direng gosteren TEM-30 ve SHV-10 gibi mutantlar ise inhibitor direngli
B-laktamazlar olarak adlandirilir ve Bush-Jacoby subgrup 2br grubunda bulunur.
TEM-50 ise genislemis spektrumlu sefalosporinleri ve monobaktamlari inhibe etmekle
birlikte B-laktamaz inhibitorlerine karsi direng gosterir ve Bush-Jacoby subgrup

2ber’yi olusturur (55).

Karbapenemaz 6zelligi olan smif A B-laktamazlar, Bush-Jacoby smiflamasina gore
2bf subgrubunu olusturur ve tazobaktam, klavulonik asit gibi p-laktamaz
inhibitorlerine duyarhidir. 6 tip simif A karbapenemaz bildirilmistir: GES (Guiana
extended spectrum [-laktamase), SME (Serratia marcescens enzyme), SHV
(sulfhydryl variable lactamase), KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase),

IMI/NMC-A (imipenemase/non-metallocarbapenemase-A), SFC (Serratia fonticola
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carbapenemase). KPC tipi karbapenemaz plazmid ile aktarilir ve bu grubun en sik

karsilagilan 6rnegidir (55).
Grup B Metallo p-laktamaz

Aktif bolgesinde Zn*? iyonu bulunduran grup B pB-laktamazlar, Bush-Jacoby
fonksiyonel siniflamasinda grup 3’ olusturmaktadir. MBL monobaktamlar harig¢ tiim
B-laktam antibiyotikleri hidrolize eder. Klavulonik asit, tazobaktam ve sulbaktam gibi
B-laktamaz inhibitorlerine direnglidir. Aktif bolgesinde metal iyonu bulunmasi
nedeniyle etilendiamintetraasedik asit (EDTA) gibi selator ajan varliginda MBL’lerin
enzimatik aktivitesi inhibe olur. IMP (imipenemase), VIM (Verona integrated MBL),
SPM (Sao Paulo MBL), GIM (Germany imipenemase), NDM (New Delhi MBL), FIM
(Florence imipenemase) karbapenem direngli metallo-f-laktamazlar arasinda

sayilabilir (55, 56).
Grup C p-laktamazlar

Bush-Jacoby fonksiyonel smiflamasina gore grup 1’i olusturan bu enzimler ayni
zamanda sefalosporinaz olarak da adlandirilir. AmpC geni Enterobacteriaceae
ailesinin bazi liyelerinde kromozomal olarak taginir. Klavulonik aside kars1 direnglidir
ve genellikle sefoksitin ve sefotetan gibi sefamisinleri de hidrolize eder. Normalde
bircok tiirde AmpC ekspresyonu diisiik diizeydedir ancak aminopenisilinler, 1. kusak
sefalosporinler, sefamisinler veya klavulonik asit varliginda diizeyleri artar. Sefepim
ve karbapenemler genellikle bu tip enzimlerle inhibe edilmezler. Ancak efluks
pompasi ya da porin mutasyonu gibi bagka bir diren¢ mekanizmasi ile es zamanl
bulunmasi halinde karbapenem direnci olusabilir. Salmonella spp., K.pneumoniae ve
Proteus mirabilis’te ampC geni bulunmamaktadir. Indiiklenebilir B-laktamazlar
kromozomal kdkenli olmalari nedeniyle tiirler arasinda aktarilamaz ancak 1989 yilinda
ilk plazmid kokenli AmpC tipi enzim tanimlanmistir. Bu enzime 6zellikle
K.pneumoniae, E.coli, Salmonella spp. ve P.mirabilis gibi kromozomal AmpC

tagimayan tiirlerde rastlanir (57).
Grup D g-laktamazlar

Oksasilinaz olarak da adlandirilan bu enzimler Bush-Jacoby fonksiyonel siniflamasina
gore subgrup 2d, 2de ve 2df’yi olusturmaktadir. OXA-1 ve OXA-10, kloksasilin ve

oksasilini hidrolize eder ve Bush-Jacoby siiflamasina gore subgrup 2d’yi olusturur.
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OXA-11 ve OXA-15 GSBL aktivitesine sahiptir ve Bush-Jacoby siniflamasina gore
subgrup 2de’yi olusturur. Karbapenemleri hidrolize eden OXA-23 ve OXA-48 gibi
enzimler ise Bush-Jacoby smiflamasina gore subgrup 2df’yi olusturur. OXA-23 ve
OXA-48 enzimleri, enterik bakterilerden izole edilen plazmidlerde tanimlanmuistir,
diger c¢ogu OXA tipi enzim ise Acinetobacter baumannii izolatlarinin

kromozomlarindan izole edilmistir (55).
2.1.6.1.2. Bakteriyel membran gecirgenliginde azalma

Gram negatif bakterilerde penisilin direnci genellikle Gram pozitif bakterilerden farkli
olarak dig membran varligina bagli olugsmaktadir. Kalin lipopolisakkarit katman ¢ogu
eritromisin gibi hidrofobik antibiyotikler hiicre duvarini agamamaktadir. Polimiksinler
gibi  lipopolisakkarit yapiyr bozan antibiyotiklerin varliginda hidrofobik
antibiyotiklerin de etkinligi artmaktadir. Ayrica hidrofilik antibiyotiklerin hiicreye
girigini saglayan ¢ok sayida porin bulunmaktadir. OmpA, OmpK35, OmpK36 ve
OmpK37 bilinen en 6nemli OMP’lerdir. Ortam sartlarina bagli olarak bakteriler,
porinlerin sayisini ve tiiriinii degistirmektedir. Ornegin hiperosmolar ortamda OmpF
gibi genis porinlerin sayis1 azalirken, OmpC gibi kii¢lik porinlerin salinimi devam
etmektedir. Spesifik porinlerin kaybi ile sonu¢lanan mutasyon varligi da f-laktam
antibiyotik direncini artirabilir. Ornek olarak; imipenem ile tedavi edilen P.aeruginosa
enfeksiyonunda direncin bir kismindan OprD protein kayb1 (D2 porin olarak da bilinir)
sorumludur (56). Ek olarak OmpK35 ve OmpK36 porinlerinin yoklugunun

K.pneumoniae’da f3-laktam direncinden sorumlu oldugu bilinmektedir.
2.1.6.1.3. Karbapenem direnci

Karbapenem direncinden sorumlu mekanizmalar; karbapenemleri pargalayan -
laktamaz iiretimi, spesifik OMP ekspresyonunda azalmaya bagli ajanin hiicreye
girisinde azalma, ilacin dis membrandan atilimini saglayan efluks pompa varligi,
Gram pozitiflerde daha etkili olan hedef degisimi ve ilacin hedefe affinitesinde azalma
olarak siralanabilir (55). Porin mutasyonununda azalmaya genellikle AmpC ya da

GSBL enzim varligr eslik eder.
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Karbapenemazlar Ambler sinif A, sinif B ve sinif D’de bulunur. Bush Jacoby
simiflamasina gore ise subgrup 2f, 2df ve grup 3’i olusturur. Genel 6zellikleri ile

karbapenemazlar Tablo 3’de anlatilmistir.

Tablo 3. Karbapenemazlarin genel 6zellikleri (52, 58).

Simif A | Simf B | Simif D
karbapenemazlar karbapenemazlar karbapenemazlar
Bush-Jacoby
Simiflamasina 2f 3 2df
gore
Eglgi:mlyOIOjlk ABD, Ingiltere Japonya, Hindistan Tiirkiye, Ortadogu
Plazmid
kaynakl: KPC, GES NDM -
OXA-23, 0OXA-48,
Kromozomal NmcA, SME IMP, VIM OXA-181
AKktif bolge Serin Cinko Serin
Boronik asit, . .
Inhibitérler Klavulonat ile zayif Dipikolinik asit, |
O EDTA
inhibisyon
plaktamaz 1 A\ Rel vAB . AVI
inhibitorleri

Ambler smif B p-laktamazlar (MBL) karbapenemazlar arasinda sayilabilir.
S.maltophilia ve Elizabethkingia meningoseptica gibi bazi non-fermenter tiirlerde
kromozomal MBL firetimi intrensek karbapenem direncinden sorumludur. Ek olarak;
VIM ve NDM gibi kazanilmis MBL’ler, KPC ve IMI gibi Ambler simf A B-
laktamazlar ve Amber simif D p-laktamazlar (OXA) karbapenem direncinden
sorumludur. KPC {ireten izolatlarda karbapenem direnci, blakrc gen kopya sayisina ve

dis membran porin kayb1 olup olmamasina gore degiskendir (59).

OprD porin proteininin olmamasi ya da iiretiminde azalma ile birlikte AmpC B-
laktamaz iretimi olmasi P.aeruginosa’da karbapenem direncine sebep olan
mekanizmalardandir. K.pneumoniae’da OmpK35 ve OmpK36 kaybi ile beraber
AmpC ya da GSBL bir enzim bulunmasi durumunda fenotipik olarak karbapenem
direnci goriiliir (60). Enterobacter tiirlerinde OmpC ve OmpF seviyelerinde azalma
karbapenem direnci ile iligkilidir. P.aeruginosa’da bulunan MexA-MexB-OprM ¢oklu
ilag effuks sistemi meropenem ve doripenemin hiicre disina atilmasina sebep olur (34).
K.pneumoniae’da 2014’te kesfedilen KpnGH c¢oklu ilag efluks sistemi bakteriye

imipenem ve ertapenem direnci kazandirmaktadir (60).
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2.1.6.2. Polimiksin direnci

Polimiksinler, Gram negatif bakterilerin dig membraninda lipopolisakkarite baglanip
ekstraselliiler iyonlarin (Ca*?/Mg*?) yerini degistirerek membran1 parcalar (35).
Polimiksin direncinden sorumlu asil mekanizma; LPS modifikasyon sistemi olarak da

bilinen kromozomal hedef degisimi mekanizmasidir (53).
2.1.6.3. Tigesiklin direnci

Tigesiklin, tetrasiklinlere benzer sekilde 30S ribozomal subiinite baglanarak protein
sentezini inhibe eder. CID Gram pozitifler, Gram negatifler ve anaerobik bakteriler
olmak iizere genis bir antibakteriyel etki spektrumuna sahiptir (38). Bilinen tigesiklin
diren¢ mekanizmalar1 arasinda; 30S ve 16S ribozomal subiinit hedef bolge degisimi,
hiicre gecirgenlik degisikligi, artmis efluks pompa salinimi sayilabilir. Tigesiklin
efluks pompa aracili tetrasiklin direngli izolatlara etkisini korumaktadir. Intrensek
tigesiklin direnci en sik P.mirabilis ve Morganella morgagni’de goriilmektedir, ilag
ile karsilastiktan sonra AcrAB ve MexAB-OprM efluks pompalarinin upregulasyonu
sonucu gelismektedir. P.aeruginosa’daki intrensek direngten ise MexXY multidrug
efluks pompasi sorumludur. Ek olarak K.pneumoniae’da ompK35K porin seviyesinde

azalma, rpsj tarafindan kodlanan S10 protein kaybi da dirence katki saglar (38, 53).
2.2. Biyofilm

Biyofilm, mikroorganizmalarin c¢evresel etkilerden korunmak ve yasamsal
faaliyetlerine devam edebilmek amaciyla olusturduklar1 dogal ¢evrede de sik rastlanan
bir mikrobiyal yasam formudur. Mikroorganizmalarin canli ya da cansiz ylizeylere
geri doniislimsiiz tutunarak kendi trettigi ekstraselliiler polimerik matriks icine

gémiilmesi ile olusur (6, 61).

Modern mikrobiyolojinin babasi kabul edilen Robert Koch 1970’lerde bakterileri
cogunlukla tek basina hareket eden mikroorganizmalar olarak tanimlamistir. Ancak
takip eden yillarda baz1 bakterileri Oldiirmekte zorluk yasanmasi, arastirmacilari
bakterilerin hayat dongiisiinii tekrar incelemeye yonlendirmistir. O donemde yapilan
caligmalarda bakterilerin kendi irettikleri matriks i¢inde agregatlar olusturduklar
gozlenmistir (62). Aslinda biyofilmler ilk kez 1684’te Antonie van Leecuwenhoek
tarafindan kendi trettigi ilkel mikroskobunda dental plak tizerinde gozlenmistir (63).

“Biyofilm” terimi ise ilk kez 1978’de Costerton tarafindan kullanilmistir (62). Ancak
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sesil bakterilerin bu bakteriyel biyokiitlelerin 6nemli bir parcasi oldugu ve bu
yiizeylere tutunan bakterilerin ayrintili organize oldugu 1980-1990’lara kadar

anlasilamamustir (63).
2.2.1. Biyofilmin yapisi ve mikrobiyolojik 6zellikler

Biyofilm biyopolimerik matriks i¢inde, canli ya da cansiz yiizeylere tutunarak ¢cogalan
mikroorganizma topluluklaridir. Bu topluluklar tek bir mikroorganizmadan
olusabildigi gibi farkli mikroorganizmalar tarafindan da olusturulabilir. Biyopolimerik
matriksin ~ gorevi;  mikroorganizmalarin  kolonizasyonunu  desteklemek,
mikroorganizmalar1 olumsuz g¢evresel faktorlerden, antibiyotik ve dezenfektan gibi
kimyasallardan korumaktir (6). Matriks iginde; polisakkaritler, proteinler ve
bakteriden ayrilan ekstraselliler DNA mevcuttur (64). Ayrica su ve besinlerin

biyofilm i¢inde dagilmasini saglayan kanallar da bulunmaktadir (62).
2.2.1.1. Ekzopolisakkaritler

Ekzopolisakkaritler hiicre i¢inde sentezlenip disari atilabilir ya da hiicre disinda
sentezlenebilir. Elektron mikroskobisinde hiicre yiizeyine tutunmus genis bir ag
seklinde goriiliir. Proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar ve lipitler i¢in cep gorevi
goriir. Nelson ve arkadaslarinin ¢alismasina gore (62) mannoz, galaktoz ve glukoz en
sik karsilasilan karbonhidratlardir, takiben ise N-asetil-glukozamin, galaktronik asid,
arabinoz, fukoz, rhamnoz ve ksiloz gelmektedir. Eksopolisakkaritler biyofilm spesifik

olmasalar da stres cevabi olarak ekzopolisakkaritlerin iiretimi artmaktadir (62).

Kolanik asit (M antijeni olarak da bilinir), Enterobacteriaceae’da bulunan
ekstraselliiler bir heteropolisakkarittir. E.coli’nin K-12 izolatinda kolanik asit
tiretiminin defektif olmasmna bagli baglanma hizi daha yavastir. P.aeruginosa
biyofilminde 3 adet ekzopolisakkarit gorevlidir: Pel, Psl ve aljinat. Stafilokoklarda
biyofilm iligkili ekzopolisakkarit, polisakkarit interselliiler adhesin (PIA)’dir ve poli
N-asetil-glukozamin olarak da bilinir (62).

2.2.1.2. Ekstraselliiler proteinler

Proteinler bir diger 6nemli ekstraselliller matriks bilesenidir. Baz1 proteinler hiicre
yiizeyine tutunur. Polisakkaritlerle birlikte biyofilm olusumu ve stabilizasyonunda

gorev alir. S.mutans biyofilmindeki glukan baglayan proteinler (Gbps), ekstraselliiler
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proteinlere 6rnek olarak verilebilir (62). Amiloidler de biyofilm yapisinda destek olan
ve ¢oziinmeyen fibroz proteinlerdir, Pseudomonas spp. biyofilmindeki Fap amiloidleri
ornek verilebilir. Fazla salinmalar1 hiicre agregasyonunu saglar ve biyofilm
olusumunu hizlandir. Biyofilm iligkili protein (bap) ailesi de 6rnek verilebilir. S.aureus
biyofilminde gorevli Bap proteini ve E.faecalis’teki Esp proteini bu aileye dahildir
(62). Matrikste bulunan bazi enzimler biyofilmin par¢alanmasinda gorev alir. Bu
enzimler biyopolimerleri yikarak hiicrelere karbon ve enerji kaynagi saglar.

Matriksteki enzimler ek olarak bakterinin biyofilmden kopmasinda da gorev alir (62).
2.2.1.3. Ekstraselliiler DNA (eDNA)

Mattick ve arkadaslarinin ¢alismasindan 6nce eDNA nin pargalanmis hiicre kalintilari
oldugu diistiniilmekte idi. Ancak son yapilan ¢aligmalarda DNaz enziminin inhibe
edilmesinin  P.aeruginosa’da biyofilm olusumunu engelledigi  goriilmistiir.
Ekstraselliiler DNAnin sadece pargalanmis hiicrelerden gelmedigi ayrica aktif olarak
sekrete edildigi diistintildiiglinde biyofilm olusumu i¢in 6nemi anlasilmaktadir. eEDNA,
baslangigcta biyofilmin ylizeye baglanmasinda negatif ylik nedeniyle itme kuvveti
olarak fonksiyon gosterse de hiicre ve yiizey arasindaki mesafe arttik¢a yiizeydeki
reseptorleri uyararak adhezyonu kolaylastirir. Ayrica eDNA, P.aeruginosa’nin
biyofilmde genislemeden sorumlu seyirme hareketine de yardimci olur ve bu sayede
hiicre hareketlerini koordine eder. eDNA’nin sagladigi negatif yiik, bazi metal
katyonlarin ve baz1 pozitif yilikli antibiyotiklerin ¢okmesini saglayabilir, bu

mekanizma ile antibiyotik direncine de katk: saglar (62).
2.2.2. Biyofilm olusumu

Biyofilm kompleks ve dinamik bir yapidir. Biyofilm olusumu 5 asamada (Resim 1)

Ozetlenebilir (65):

a. Tutunma: Mikroorganizmalarin canli ya da cansiz yiizeye zayif baglar ile

baglanmasi.

b. Kolonizasyon: ~Mikroorganizmalarin  flagella, pili, lipopolisakkaritler,
ekzopolisakkaritler, kollajen-baglayan adheziv proteinler araciligiyla daha giiglii

hidrofilik/hidrofobik etkilesimle yilizeye geri doniisiimsiiz tutunmasi.
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C. Gelisim: Proliferasyon yoluyla ¢ok tabakali hiicre birikimi ve EPS firetilip

sekrete edilmesi.

d. Maturasyon: Besinlerin ve sinyal molekiillerinin biyofilm i¢inde dagilimim
saglayan kanallarin da gelismesi ile birlikte {ic boyutlu stabil biyofilm yapisi

olusmasi.

e. Aktifayrilma: internal veya eksternal faktdrlerin etkisi ile mikrobiyal hiicrelerin
gruplar halinde ya da tek basina biyofilmden ayrilmasi ve baska bolgelere go¢

edip tekrar biyofilm olusumunu baglatmalari.

= =

~ = — -
- — V. Active dispersal @ |. Attachment

=

IV. Mature Biofilm formation II. Colonization

Ill. Development

© protein e lipid == nucleicacid § polysaccharide T=&» microorganism
Sekil 1.Biyofilm olusum asamalari (65).

Tutunma evresinin baslangicinda pili, yiizey ile hiicre arasindaki etkilesimde kritik
oneme sahiptir. Tip 4 pili aracili seyirme hareketi, hiicrelerin agregasyonunu ve
mikrokoloni olusmasini saglar (62). S.aureus ve S.epidermidis igin biyofilm olusumu
fibronektin (Fn), fibrinojen (Fg), vitronektin (Vn) gibi konak matriks proteinlerine
baglanma ile baglar. Bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikan, yukarida siralanan
adheziv matriks molekiillerini tanir. Otolizinlerin araci oldugu nonkovalent baglanma
da biyofilm olusumunda rol oynar. EPS sentezlendikten sonra geri doniisiimsiiz
tutunma donemi baslar. Uzerine en ¢ok calisma yapilan biyofilmlerden biri olan
P.aeruginosa biyofilminde aljinat, EPS matriksinin biiyiik bir polisakkarit bilesenidir
ve miktar1 biyofilm i¢indeki bakterilerde planktonik formda olanlara kiyasla birkag kat

fazladir.
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Biyofilmin ilk tabakasi olustuktan sonra benzer ya da farkli tiirlerden
mikroorganizmalar biyofilm tabakalar1 arasina yerlesebilirler. Yeni gelen bakteriler
metabolizmalar1 ve oksijen ihtiyaglarina gore biyofilm tabakalari i¢ine dagilirlar.
Ornegin anaerobik bakteriler daha derin tabakalara yerlesirken aerobik bakteriler daha
iist tabakalara yerlesir. Biyofilm i¢indeki bakteriler 6zel bir haberlesme sistemi ile
birbirleri ile konusurlar. Bu sistem quorum sensing (QS) olarak adlandirilir. Biyofilm
maturasyonu tamamlandiktan sonra, besin eksikligi ya da biyofilmin fazla biiyiimesi
gibi faktorler sebebiyle ayrilma asamasina gegilir (62). Biyofilmden ayrilarak gé¢ eden
bu bakteriler viicudun herhangi bir bolgesine yerleserek tekrar biyofilm olusumunu

baslatirlar.
2.2.3. Biyofilm iligkili enfeksiyonlar

Enfeksiyonlarin patogenezini anlamak ic¢in son yillara kadar yapilan ¢aligmalarda
patojenlerin sadece planktonik formlar1 aragtirllmistir. Giinlimiizde ise tedavi
edilemeyen ya da tedavi sonrasi rekiirrens goriilen enfeksiyonlarin patogenezi
aragtirildik¢a, biyofilmin de 6nemli bir rol oynadigi goriilmistiir. Biyofilm iligkili
mikroorganizmalarin sebep oldugu endokardit, osteomyelit, siniizit, idrar yolu
enfeksiyonlari, periodontit, kistik fibrozis hastalarinda kronik solunum yolu
enfeksiyonlari, orta kulak enfeksiyonu ve 0Ozellikle de implante cihaz iliskili
nozokomiyal enfeksiyonlar dahil olmak iizere genis bir grup hastalik gelismekte olan

tilkelerde sik goriilmektedir (66).
2.2.3.1. Kistik fibrozis hastalarinda pnoémoni

Kistik fibrozis, akcigerde koyu kivamli ve yapiskan mukus olusmasina sebep olarak
hastalarda solunumu zorlastirir. Hastalarin %8’1 P.aeruginosa ile kolonizedir. Ayrica
kullanilan cihazlarda da P.aeruginosa ile kontaminasyon olmaktadir. Bu hastalarda
verilen tedavi ile hastanin akut dénemde enfeksiyonu kontrol altina alinsa da tam kiir
elde edilemediginden, antibiyotik tedavisi kesildikten sonra biyofilm rezervuar olarak
fonksiyon gosterir ve tekrarlayan enfeksiyonlara yol acar. Ek olarak P.aeruginosa’da
biyofilm matriksinin major polisakkariti olan aljinat, akciger dokusunda hasara sebep

olan bir virulans faktoridiir (62).
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2.2.3.2. Oral kavite enfeksiyonlari

Oral mikrobiyota farkli mikrobiyal tiirleri igeren, yapisal ve fonksiyonel olarak
organize olmus bir biyofilm 6rnegidir. Bakteriyel kolonizasyon ve enamel yiizeyinde
biyofilm olusumu i¢in bakteriler arasindaki etkilesim onemlidir. Bakteri yiizeye
tutunamazsa, agizdaki sekresyonlar ile beraber digar1 atilabilir. Oral bakteriler, dis ya
da epitel gibi dokular ya da ylizeydeki immobil bakterilere tutunurlar (ko-adhezyon).
Genetik olarak farkli hiicreler arasindaki etkilesim tutunma sirasinda da gercgeklesir
(ko-agregasyon). Oral bakteriler en az bir tane koagregasyon partnerine sahiptir.
Streptokoklar ve aktinomigesler kolonizasyonu baslatan bakterilerdir, statherin gibi
fosfattan zengin proteinler, a-amilaz gibi enzimler gibi reseptorler araciliiyla dental

plaga tutunurlar (62).

Oral flora elemanlar1 ile patojenik tiirler arasindaki etkilesim periodontal
mikrobiyotay1 bircok yonden etkiler ve periodantal hastaliklar ile sonuglanabilir. Bu
patojenler periodontal hastaliklara sebep olabildikleri gibi, hastalik yapmadan oral
mikrobiyotaya yerlesip 6zellikle de immun yetmezligi olan bireylerde disseminasyona
da sebep olabilirler. Periodontit ve gingivit, biyofilm iligkili periodontal hastaliklardir.
Patojenik biyofilm olusumu ve buna bagli konagin inflamatuvar yanitinin
tetiklenmesi, periodontal dokularda harabiyet ve dis kaybi ile sonuglanir (66).
Periodontal biyofilm ile gingival kan dolasimi arasindaki anatomik yakinlik,
mikrobiyal patojenler ve iirlinlerine rezervuar gorevi yapan periodontal cepler
sayesinde inflamatuvar hiicreler ve immunkompleksler insan viicudunun farkli

bolgelerine go¢ edebilir (61).
2.2.3.3. Yara yeri enfeksiyonlari

Kronik yaralarda siklikla biyofilm bulunur ve biyofilm igermeyen akut yaralarin
aksine yavas iyilesir. Diyabetik ayak iilserleri bu grupta sayilabilir. Genellikle yaranin
dis yiizeyine yerlesirler ancak P.aeruginosa biyofilmi gibi bazi biyofilmler daha derin
tabakalara yerlesebilir ve klasik siirtintii kiiltiirii ile tan1 konulmas1 zorlasir. Ek olarak
biyofilm olustuktan sonra yeterli yara debridman1 yapilmadan enfeksiyonun kontrol
altina alinmasi da zorlasir. S.aureus ve P.aeruginosa siklikla yaralarda beraber izole
edilen patojenlerdir. S.aureus’un fibrin reseptérii olmasi sayesinde kemik

matriksindeki fibrinojene baglanip biyofilm olusumunu baslatir ve osteomyelite sebep
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olur. S.aureus’un fibrinojen, kollajen ve laminine baglanma yetenegi cilt, yumusak

doku hatta kemige kolonize olup biyofilm olusturmasini kolaylastirir (62, 66).
2.2.3.4. Uriner ve gastrointestinal sistem enfeksiyonlari

Uriner ve gastrontestinal sistem normal saglikli bir polimikrobiyal floraya sahiptir.
Flora; bu sistemlere ait enfeksiyonlar, bakteriyel vajinozis ve cinsel yolla bulasan
hastaliklardan korunma saglar. Uriner sisteme yerlestirilen kateter gibi
biyomateryaller biyofilm olusumunu artirarak enfeksiyona zemin hazirlarlar. Tiim
iriner kateterlerin hem i¢ hem de dis ylizeyleri bakteriyel biyofilm ile enfektedir. Ek
olarak E.coli’nin enteroagregatif fenotipinin olusturdugu ishal sendromunda da

biyofilmin rol oynadigi diisiiniilmektedir (62, 66).
2.2.3.5. Prostetik eklem enfeksiyonlari

Siklikla stafilokoklar gibi Gram pozitif koklar protez eklem enfeksiyonlarina sebep
olurlar. Bulas ve kolonizasyon genellikle cerrahi sirasinda olur. S.aureus gibi virulan
bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlarda cerrahi sonrasi erken donemde semptomlar
olusur. Koagiilaz negatif stafilokoklar ve enterokoklar gibi virulans1 daha diisiik olan
bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlar ise daha ge¢ donemde agri, fonksiyon

bozuklugu gibi semptomlarla ortaya ¢ikar (62).
2.2.3.6. Kalp kapak enfeksiyonlari

Mekanik kardiyak kapaklar tizerine yerlesen biyofilm, prostetik kapak endokarditine
sebep olur. Endokardit etiyolojisinde yer alan bakteriler arasinda S.epidermidis,
S.aureus, Streptococcus spp., Corynebacterium spp., Enterococcus spp. ve Candida
spp. sayilabilir. Yapay kardiyak kapak itizerindeki biyofilm yirtilabilir ya da kapagi
tikayabilir, bunun sonucunda akimda azalma ya da tiirbiilansa sebep olabilir. Kan
dolasimindaki biyofilm parcalar1 bobrek ya da beyin gibi son noktalara ulasarak o

bolgelerde tikanma ya da enfeksiyonun yayilimina sebep olabilir (62).
2.2.3.7. Biyofilm iligkili cihaz disfonksiyonu

Makrofaj ve dev hiicrelerden olusan yabanci cisim reaksiyonu, yara iyilesmesi
stirecinin son asamasidir. Yabanci cisim reaksiyonunu olusturan olaylar arasinda;
protein adsorbsiyonu, monosit/makrofaj adhezyonu, yabanci cisim dev hiicreler ile

makrofaj birlesmesi sayilabilir. Biyomateryal yiizey ozellikleri implantasyondan
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sonraki yabanci cisim reaksiyonunun ilk 2-4 haftasinda 6nemli rol oynar. Cevredeki
biyofilm mikroorganizmalari, biyomateryallerde bozulmaya ve bunu takiben Klinik
cihazda islev bozukluguna neden olmaktadir. implantta bozulma hafif agr1, yumusak
dokuda kontraktiir ya da fonksiyonel hasar gibi 1liml1 klinik bulgulara sebep olabilir.
Subklinik enfeksiyonun tanisi igin kiiltlir sliresinin uzatilmasi ya da sonikasyon gibi

0zel yontemler kullanilmas1 gerekebilir (66).
2.2.4. Biyofilm varhginda antibiyotik direnci ve diren¢ mekanizmalari

Direng tanim olarak; bakterisidal ya da bakteriostatik etki gosterdigi bilinen bir ajan
ortamda yeterli konsantrasyonda bulunsa da mikroorganizmanin biiylimeye devam
etmesi anlamina gelir. Planktonik kiiltiirde minimum inhibitér konsantrasyon (MIK)
Olciilerek hesaplanir. Tolerans ise; mikrobiyal ajan varliginda bakterinin ¢ogalmadan
hayatta kalmasit olarak tanimlanir. Toleransin 0Olgiisii minimum bakterisidal
konsantrasyon (MBK), bakterilerin >%99,9’unu o6ldiiren en diisiik antibiyotik
konsantrasyonu olarak tanimlanir. Minimum biyofilm inhibitér konsantrasyon
(MBIK) ise biyofilm eradikasyonunu saglayan en diisiik antibiyotik konsantrasyonu
olarak tanimlanir (67). Biyofilm olustuktan sonra kuyucuklardaki sivi ya da kullanilan
deney sisteminin pargast olan igne ya da kupon gibi materyaller kiiltiire ekilebilir.
Daha sonra kiiltiirdeki canli koloniler sayilarak biyofilm icin MIK (bMIK) ve biyofilm
icin MBK (bMBK) gibi degerler de 6lgiilebilir (68).

Antibiyotik direnci, enfeksiyonlarin tedavisini zorlastiran en onemli sorunlardan
biridir. Biyofilm i¢indeki bakteriler planktonik forma kiyasla antibiyotiklere ve konak
immun sistemi triinlerine karsi daha direnglidir (6). Biyofilm i¢indeki bakterilerin
antibiyotiklere karsi planktonik forma kiyasla 10.000 kat daha direngli olabilecegi
diistiniilmektedir. Costerton ve arkadaslarinin (8) P.aeruginosa biyofilmi {izerine
yaptiklar1 ¢alismaya gore tobramisin planktonik forma 50 pg/mL konsantrasyonda
etkili iken, biyofilm hiicreleri 1 mg/mL tobramisine direngli bulunmustur.
Dezefektanlara karsi direngte de artis saptanmistir. Abee ve arkadaslarinin (69)
benzalkonyum klorit ve sodyum hipoklorit gibi iki farkli dezenfektanin S.aureus
biyofilmi {izerine etkisini arastirdiklar1 calismada, dezenfektanlarin inhibitor
konsantrasyonlarimin planktonik forma kiyasla 50-600 kat arttigin1 saptamislardir
(62).
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2.2.4.1. Antibiyotiklerin biyofilm matriksine diisiik penetrasyonu

Literatiirde genel olarak kabul edilse ve hala ara sira alint1 yapilsa da bu mekanizma
tam olarak biyofilmin antibiyotik direncini agiklamamaktadir. Ornegin tetrasiklinler
uygulandiktan 10 dakika sonra iiropatojenik E.coli biyofilminin tiim hiicrelerine
ulagsmaktadir ancak bu durumdan hiicre canliligini etkilenmemektedir (70). Benzer
sekilde ampisilin ve siprofloksasin planktonik MIK’i asan diizeylerde K.pneumoniae
biyofilmine niifuz edebilmektedir (71). Baska bir 6rnek de oksasilin, vankomisin ve
sefotaksim gibi antibiyotiklerin S.aureus ve S.epidermidis biyofilmine ge¢isinin sinirl
olmasidir (72) ve buna penetrasyon bariyeri gibi bir durumun sebep oldugu
distiniilmektedir. P.aeruginosa biyofilminin tobramisine toleransi da bu duruma
ornek verilebilir. Pozitif yiiklii tobramisin molekiiliiniin, matriks bilesenlerindeki
eDNA ve faj partiikiilleri gibi pozitif yiiklii molekiiller ile etkilesiminin penetrasyon
bariyeri olusturdugu diisiiniilmektedir. Sonug¢ olarak azalmis penetrasyon nedeniyle
P.aeruginosa biyofilminin aminoglikozitlere toleransi artmaktadir. Ancak yeterli siire
beklendiginde tobramisinin P.aeruginosa biyofilmine penetre olabildigi de
bilinmektedir (73, 74).

Sonu¢ olarak, antibiyotiklerin biyofilme penetrasyonu antibiyotik duyarliligini
azaltmaktadir. Ancak biyofilm i¢ine hizli penetre olan ampisilin, florokinolonlar ve
rifampin gibi ajanlar ile onemli Ol¢iide hiicre hasart olmadigi diisiintildiigiinde,
biyofilmdeki antibiyotik direncinde ek mekanizmalarin da sorumlu oldugu
goriilmektedir. Ek olarak; biyofilm i¢indeki hiicrelerin, biyofilme yavas penetre olan
antibiyotiklere Kkarsi toleransini artiran adaptif bir fenotipik cevap olusturdugu
diistiniilmektedir (67).

2.2.4.2. Matrikste bulunan molekiillerin antibiyotiklere etkisi

P.aeruginosa tarafindan tiretilen Psl bir ekzopolisakkarittir, tekrarlayan pentasakkarit
D-glukoz, D-mannoz ve L-rhamnoz subiinitlerinden olusur. Biyofilm olusumunun
erken evrelerinde kolistin, polimiksin B, tobramisin ve siprofloksasine karsi direng
gelisiminde rolii oldugu diisiiniilmektedir. Psl ayrica biyofilm olusumunu inhibe eden
bir non-iyonik siirfaktan olan polisorbat-80 direncinde de gereklidir. P.aeruginosa
biyofilm glikokaliksinin baska bir énemli yapisal bileseni olan Pel, tobramisin ve

gentamisine karsi korunma saglar (75, 76).
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Endojen ya da ekzojen kaynakli olmasindan bagimsiz olarak eDNA biyofilmin
antibiyotik direncini artirir. Bir ¢aligmada P.aeruginosa biyofilmine disaridan eDNA
eklendiginde tobramisin direncinde 3 kat, gentamisin direncinde 2 Kkat artis
goriilmiistiir (77). Bazi antibiyotikler ile tedavi edildiginde eDNA saliniminin
artabildigi bilinmektedir. Subinhibitér konsantrasyonlarda metisilin varligi bazi
S.aureus tiirlerinde biyofilm matriksine eDNA salinimini artirir (78). Benzer sekilde
S.epidermidis biyofilminde eDNA salinimi ortamda subinhibitér konsantrasyonlarda
vankomisin varliginda artar (79). eDNA’nin biyofilm direncine katkisini agiklayan bir
diger mekanizma da anyonik molekiil olmasi nedeniyle ekstraselliiler cevreyi
degistirmesidir, ¢evredeki efektif Mg*? konsantrasyonunu azaltir. Biyofilm igindeki
asidik ortamin (pH 6.0-6.2) da katkisi ile azalan Mg konsantrasyonu sinyal sistemini
tetikleyerek antibiyotik direncine katki saglar (80). Ek olarak eDNA, antibiyotik
direng genlerinin horizontal transferini saglayarak da antibiyotik direncine katki saglar
(67).

Biyofilm matriksinde yerlesen B-laktamazlar, antibiyotiklerin hedef hiicrelere
ulagmasii engellerler. K.pneumoniae biyofilmine sekrete edilen [-laktamaz
ampisilini yikarak biyofilm iginde yayilimimi onler. Ancak B-laktamaz olmasa da
K.pneumoniae biyofilm hiicreleri planktonik forma gore ampisiline daha direnglidir
(71). Benzer sekilde P.aeruginosa matriksine sekrete edilen kromozomal AmpC (-
laktamaz da biyofilm direncinde 6nemli rol oynar. Olgun P.aeruginosa biyofilmi geng
biyofilme kiyasla meropenem ve seftazidime karsi, matriks i¢inde artan j3-laktamaz

konsantrasyonu nedeniyle, daha direnglidir (81).
2.2.4.3. Besin kisitliligi ve stres cevabi

Biyofilm i¢inde farkli yerlesimlere sahip olan hiicreler arasindaki antimikrobiyal
duyarlilik, metabolik aktivite ve fenotip farkliliklar1 fizyolojik heterojenite olarak
adlandirilir.  Heterojenite, besinler ve oksijenin biyofilm icinde farkli
konsantrasyonlarda dagilmasi nedeniyle olusur, yiizeye yakin hiicreler derinlere
yerlesen hiicrelere kiyasla daha fazla besin ve oksijene ulasabilirler. Daha derin
hipoksik bolgelere yerlesen hiicrelerde metabolik aktivite azalir ve boliinme hizlar
azalir (82). Cogu antibiyotigin hizli biiyiiyen hiicrelere etkili olmasi nedeniyle yavas

bliyliyen hiicrelerde antibiyotiklere tolerans goriiliir.
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Hipoksi, biyofilmin antibiyotiklere toleransini artiran bir diger faktordiir. Bu durumun
bir istisnasi; P.aeruginosa biyofilminin anaerobik ortamda kolistin duyarliligini
korumasidir, hatta kolistin toleran alt gruplar, biyofilmin oksijenden zengin alanlarina
daha ¢ok yerlesmistir. Bu durum hiicre duvarma etkili antibiyotikler i¢in azalmis
bliyiime hizinin, toleransi artiran bir mekanizma olmadigini gostermektedir (83).
Oksidatif metabolizma sonucu ortaya c¢ikan serbest oksijen radikallerinin, bazi
antibiyotiklerin bakterisidal etkisine katki sagladigi diisiiniilmektedir. Biyofilmin
oksijenden fakir kisimlarina yerlesen bakterilerde serbest oksijen radikalleri

olusmamasinin biyofilmin antibiyotiklere toleransini artirdig diisiiniilmektedir (67).
2.2.4.4. Efliks pompalari

Efliikks pompalari, bakterilerin toksinleri ve antibiyotikleri disar1 atmasin saglar. Bazi
efliiks pompa gen {iriinlerinin planktonik hiicrelere kiyasla biyofilm hiicrelerinde daha
fazla {iretilmesi biyofilm direncine katki saglar (62, 67). Ornegin, P.aeruginosa’nin
ilag direncinden sorumlu PA1875-1877 efliikks pompast biyofilm hiicrelerinde
planktonik hiicrelere kiyasla 10 kat daha fazla salgilanmaktadir (67).

2.2.4.5. Quorum sensing (QS)

Cogu bakteriyel tiiriin biyofilm olusturmasini ve biyofilm i¢inde iletisim kurabilmesini
saglayan spesifik sinyal molekiilleri vardir. QS, bakterilerin hiicre yogunlugunu
gozlemleme ve kolektif davranislar1 diizenleme amaciyla kullandig1 bir haberlesme
sistemidir. Gram pozitiflerde peptitler, mantarlarda farnesol ve tyrosol gibi alkoller QS
molekiilleri olarak tanimlanmistir. N-agil-L-homoserin lakton (AHL) ise, Gram
negatif bakterilerde iyi tanmimlanmis bir sinyal molekiiliidiir. AHL nin agil yan
zincirinin uzunlugu ve fonksiyonuna goére birkag tiirii vardir. Autoinducer (Al) -2 hem
Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerde QS aracili gen ekspresyonundan
sorumludur. Biyofilmde hiicrelerin az iken az miktarda Al salgilanir ve tespit
edilemeyecek kadar az oranlardadir. Hiicre yogunlugu arttikca Al miktar1 artar ve

belirli bir sinir degeri astiktan sonra hedef genleri uyarir ya da baskilar (62).

QS’in bilinen klasik 6rneklerinden biri; Vibrio fischeri’nin biyoliiminesens (1s1k
tiretimi) oOzelligidir. QS’in ayrica bakterinin virulansina da katkisi vardir,
P.aeruginosa’da enfeksiyon patogenezinde Onemli rol oynayan ekstraselliiler

enzimlerin ve selliiler lizinlerin tiretimini saglar. Bu nedenle P.aeruginosa bakterileri
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QS sistemi aktive olana kadar enfeksiyona sebep olmadan kolonize olurlar. Kolonideki
bakteri sayis1 QS sistemini aktive edecek diizeye ulastiktan sonra virulans faktorleri
iretilmeye baslanir. QS ek olarak P.aeruginosa’da eDNA, B.subtilis’te surfaktin

salmimini artirir, bu sayede biyofilm olusumunda da 6nemli bir role sahiptir (62, 64).
2.2.4.6. Genetik cesitlilik

Bakterilerin, biyofilm matriksinden eDNA toplamalari yaninda biyofilm igindeki
bakteriler arasinda konjugasyon yoluyla plazmid aktarma yetenekleri de vardir. Bu
konjugasyon yoluyla transfer yetenegi, biyofilm hiicrelerinde planktonik hiicrelere
kiyasla daha etkilidir. Ornegin S.aureus biyofilminde CID gen aktarimi planktonik
kiiltiire kiyasla 10 000 kat daha fazladir (84). integronlar, bir integrasyon bolgesi,
mobilize gen kasetini kodlayan promoter ve integraz kodlayan bir genden olusan
genetik elemanlardir. Baz1 integronlar siklikla antibiyotik direng genlerini tasirlar.
Biyofilm i¢indeki hiicrelerde aclik cevabina bagli integraz iiretimi artar ve buna baglh
olarak gen kasetlerinin kesilme siklig1 artar. Planktonik hiicrelere kiyasla biyofilm

hiicrelerinde bu mekanizma 100 kat daha siktir (67).

Biyofilm i¢indeki hiicrelerde mutasyon birikme orani da planktonik hiicrelere kiyasla
daha yiiksektir. Biyofilm i¢indeki hiicrelerde, artmis endojen oksidatif strese bagh
spontan mutasyonlarin daha sik olmasi miimkiindiir. Bu hipotezi test etmek i¢in
yapilan c¢alismalarda, antioksidan eklendiginde mutasyon oraninin azaldig
goriilmiistiir (67). Kiiglik koloni varyantlari, osteomyelit ve implante cihaz iligkili
enfeksiyonlar gibi persistan ve tekrarlayan enfeksiyonlarda goriiliir. Bu varyantlar
gecici ya da kalici, koloni biiyiikligiinde degisiklik, yavas biiyiime, artmis
antibakteriyel direng gibi degisiklikler gosterirler (67).

2.2.4.7. Persistan hiicreler

Antimikrobiyal uygulanan planktonik kiiltiirlerde oldugu gibi, biyofilm igindeki
hiicrelerin bir kism1 uyku halinde kalir ve biiylimez. Bu hiicreler “persistan hiicreler”
olarak adlandirilir. Persistan hiicrelerin biyofilmin antibiyotik toleransinda rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Ik kez 1944’te Joseph Bigger tarafindan tanimlanmistir (85).
250.000.000 S.aureus bakterisinden olusan popiilasyonda tedavi sonrasi sayilar
100°den az da olsa canli hiicreler oldugunu ve aslinda direngli mutant olmasalar da

antibiyotik temas1 kesildikten sonra yeni bakteri popiilasyonu olusumundan sorumlu
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olduklarin1 kesfetmistir. Bakteri popiilasyonunun %1’den daha azini olusturan bu
hiicrelerin genetik olarak digerlerine benzer oldugu ancak fenotipik olarak farkli

oldugu goriilmiistiir (6, 67, 86).

2.2.5. Biyofilmde saptama yontemleri ve biyofilmde antimikrobiyal duyarhhk

testleri

Biyofilm olusumunun enfeksiyon patogenezindeki onemi anlasildik¢a, biyofilmin
antibakteriyel dirence katkisi, biyofilm olusum mekanizmasi ve onlemeye yonelik
stratejileri amaglayan caligmalar da hiz kazanmistir. Bu amagla giiniimiizde in vitro
yontemler, biyofilm model olusumu i¢in hayvan deneyleri ve farkli goriintiileme

yontemleri kullanilmaktadir.

In vitro yontemler arasinda Kongo kirmizili agar ydntemi, modifiye tiip adherens
yontemi ve mikroplak yontemi sayilabilir. Kongo kirmizili agar yonteminde; sukroz
eklenmis beyin-kalp infiizyon agara tek koloni ekim yapilir ve 37 °C’de 24 saat
inkiibasyondan sonra renk degisimi degerlendirilir. Siyah-koyu kirmizi renk degisimi
olanlar biyofilm pozitif kabul edilir. Standart cam tiip yonteminde; triptik soy broth
(TSB) igeren cam tiipler bakteri inokiilasyonu sonras1 37 °C’de 24-48 saat inkube
edilir. Daha sonra metilen mavisi ile boyanarak degerlendirilir. Modifiye tiip adherens
yonteminde (Christensen yontemi) ise; glukoz eklenmis TSB’de bakteri inokiilasyonu
sonrast 37 °C’de 24-48 saat inkube edilir. Safranin, kristal viyole ya da trypan blue
gibi bir boya ile boyanarak rengin koyuluguna gore degerlendirilir. Mikroplak
yonteminde ise Christensen yontemine benzer sekilde deney asamalar1 uygulandiktan

sonra spektrofotometrik olarak okutulur (6, 61).

Isik mikroskobu ve elektron mikroskobu gibi yontemler biyofilm olusumunu direkt
gbzlemleyebilme imkani sunar. Konofokal lazer taramali mikroskobi, floresan in situ
hibridizasyon (FISH) gibi yontemler floresan isaretleme ile biyofilmin
degerlendirildigi yontemlerdendir. Biyofilm olusum asamalarii gozlemlemeyi
saglayan Calgary biyofilm cihazi, Centers for Disease Control (CDC) biyofilm
reaktorli gibi cihazlar da mevcuttur. Biyofilm iligkili genler PCR yontemleri ile de
degerlendirilebilir (68).

Enfeksiyonun klinik bulgularinin beklenenden daha diisiik diizeyde olmasi, implante

cihaz varligr ya da kistik fibrozis gibi biyofilm i¢in predispozan faktor varligi, 7
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giinden uzun siireli enfeksiyon, tedavi basarisizlig1 ya da rekiirrens varliginda biyofilm
iligkili enfeksiyon varligindan siiphelenilmelidir. Biyofilm iligkili enfeksiyonlar; doku
ya da mukusta bulunan biyofilmler, yabanci cisim iliskili biyofilmler ve yabanci cisim
iliskili olmayan biyofilmler olarak {li¢ gruba ayrilabilir. Mikrobiyoloji laboratuvarina
gonderilen doku, balgam veya intravendz kateter ucu gibi 6rnekler biyofilm varlig
acisindan incelenebilir. Rutinde uygulanan 151k mikroskobi ve Gram boyama gibi
yontemlerle doku ve balgam 6rneklerinde inflamatuvar hiicreler, bakteri ve biyofilm
matriksi goriilebilir. Kateter iliskili kan dolasim enfeksiyonu ve implante prostetik
cihaz enfeksiyonlarinda c¢ikarilan cihazin ya da kateter ucunun vortekslenerek

incelenmesi de tanida yardimci olur (87).

Biyofilm iligkili enfeksiyonlarin tanisinda bir diger 6nemli problem ise antimikrobiyal
duyarliligin  belirlenmesidir. Mikrobiyoloji laboratuvarinda uygulanan rutin
antimikrobiyal duyarlilik testleri planktonik bakterilerin duyarliligini1 gostermektedir.
Planktonik hiicrelerle biyofilm hiicreleri arasinda énemli farkliliklar vardir. Biyofilm
hiicreleri degisen seviyelerde beslenme ve artik iirlinlere maruz kalmaktadir,
subpopulasyonlar bu nedenle fizyolojik olarak farklilasmigtir. Buna bagli olarak
biyofilm enfeksiyonlarinda tan1 ve antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi zordur
(67). Bu amagla kullanilan Calgary cihazi ve mikrotitrasyon plagi lizerinde biyofilme
farkli konsantrasyonlarla antibiyotiklerin uygulandig1 yontemler mevcuttur, ancak bu
amagla tanimlanmig altin standart bir test yoktur (87). Kullanilan yontemlerin her

birinin kendine has avantaj ve dezavantajlar1 vardir.

CDC biyofilm reaktorii veya donen disk reaktorii; siirekli akim ile kuponlar iizerinde
biyofilm olusmasini saglayan standardize edilmis cihazlardir, bu kuponlar iizerinde
biyofilm olustuktan sonra reaktor iginde birakilarak ya da reaktorden gikarilarak
antimikrobiyaller uygulanir. Daha sonra vorteks ya da sonikasyon gibi bir islemden
gecirip sulandirilarak kiiltiire ekilir ve koloni saymmi yapilir. Oncesinde Calgary
biyofilm cihazi olarak bilinen MBIK 6l¢iimiine dayanan deney sistemleri de
kullanilmaktadir. Kapaginda iizerinde biyofilm olugsmasini saglayan igneler bulunan
96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaklari da bu deneyler arasinda sayilabilir. Bagka bir
yontem de 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaginda kuyucuklarin duvarinda biyofilm
olusturulmas1 ve daha sonra bu kuyucuklara antimikrobiyal uygulanmasidir. Bu

yontemde, ek olarak planktonik hiicreler ve biyofilm hiicreler arasinda minimum
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bakterisidal konsantrasyonun karsilagtirilmasi da miimkiindiir. Ancak canli hiicre

sayisinin Ol¢iilememesi bu yontemin bir dezavantajidir (67).
2.2.6. Biyofilm iliskili enfeksiyonlarin tedavisi

Olusumunun erken evrelerinde biyofilmler antibiyotiklere daha duyarlidir. Ancak bu
donemde biyofilm iliskili enfeksiyonlari tanimak ¢ok miimkiin degildir. Enfeksiyon
tanist1 konuldugunda genellikle matur biyofilm olusmustur. Biyofilm iliskili
enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotikler dikkatle secilmelidir. Se¢ilen antibiyotikler
hem etkene duyarli olmali hem de biyofilm matriksini penetre edebilme becerisine
sahip olmalidir. Planktonik forma kiyasla daha direncli oldugu bilinen biyofilm
icindeki bakterilerin tedavisi i¢in kombinasyon tedavilerin monoterapiden daha etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir (88). Ancak tek basina antibiyotik tedavi genellikle
yeterli olmamaktadir. Enfekte cihazin ¢ikarilmasi ya da degistirilmesi ile birlikte
antimikrobiyallerin uygulanmasi en etkili tedavi yontemidir (9). Nanopartikiiller
biyofilm iliskili enfeksiyonlarin tedavisi i¢in kullanilan yeni yontemlerdendir, bakteri
hiicre duvarina baglanarak direkt etki ile ya da serbest oksijen radikalleri membranin
parcalanmasint saglar. Memeli hiicreleri tarafindan fagosite edilebilir, bu sayede

toksisitesi azalir (9).

Biyofilm iliskili enfeksiyonlar, biyomedikal cihaz basarisizliginin  6nemli
nedenlerindendir. Kontamine implant uygulanmasi ¢evre dokularda enfeksiyon i¢in
rezervuar gorevi gormektedir ve uygulandiktan sonra da kolonize olabilmektedir.
Biyomedikal iligkili enfeksiyonlar konak immun sistemine de direngli olduklar1 i¢in
tedavisi zor enfeksiyonlardir (9). Biyomateryallerin kolonizasyonunu 6nlemek igin
yapilan arastirmalar mevcuttur. Silikonun teflon ve poliiliretana gore bakteriyel
adherense daha yatkin oldugu bulunmustur. Medikal cihazlarin farkli yontemlerle
kaplanmasi, cerrahi alanin antiseptik ile irrigasyonu ve kateter kilit tedaviler medikal

implantlar {izerinde biyofilm olusumunu 6nleyebilir (9).

Bunlar disinda antimikrobiyal peptitler, lantibiyotikler, AHL sinyal molekiillerini
inhibe eden ajanlar, EPS ve adhezyon molekiillerinin sentezini inhibe eden molekiiller

biyofilm inhibisyonu amaciyla arastirilmaktadir (88).
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2.2.7. K.pneumoniae’da virulans faktorii olarak biyofilm

Uriner sistem enfeksiyonu, pnomoni ve o&zellikle de yabanci cisim iliskili
enfeksiyonlar gibi enfeksiyonlarin patogenezinde K.pneumoniae’nin biyofilm
olusturma yetenegi 6nemli bir rol oynar. Ek olarak biyofilmin, konak immun sistemine
azalmis duyarlilik ve bakteriyel dirence katkisi oldugu diisiiniilmektedir (16, 19).
K.pneumoniae’nin kapsiiler polisakkarit, tip-1 ve tip-3 fimbria gibi viriilans faktorleri
biyofilm olusumu i¢in 6nemlidir. Tip-3 fimbria, MrkA protein subiinitlerinden olusur
ve biyofilm olusumu baslatir. Fimbrianin ucunda yerlesen bagka bir protein olan

MrkD, fimbriaya adheziv 6zellik kazandirir ve fimbrial yapisma giiciinti belirler.

Biyofilm tabakalari i¢inde birbirinden farkli bakteri tiirlerinin bulunabildigi
bilinmektedir. Ttirler, biyofilm icinde ii¢ farkl sekilde yerlesebilirler; ayr1 ayr tek tiire
ait mikrokoloniler halinde, ko-agregasyon yaparak ya da tabakalar arasinda besin ve
oksijen ihtiyaclarina gore dagilarak yerlesebilirler. Biyofilm iliskili kronik yara
enfeksiyonlari, {iriner sistem enfeksiyonlar1 ve pndmonide siklikla K.pneumoniae ve
P.aeruginosa beraber bulunabilir. P.aeruginosa kolonizasyon yetenegi ile biyofilmin
bazalini olusturur, K.pneumoniae ise hizli biiylime yetenegi sayesinde biyofilmin iist
kisimda kule benzeri yap1 olusturur (89). Biyofilm i¢inde Enterobacter agglomerans
ile beraber bulundugunda ise artmis viskozite nedeniyle biyofilmin dezenfekten
direnci de artar (90). Ayrica K.pneumoniae’nin P.mirabilis, E.coli, M.morgagni ve
Candida albicans gibi patojenlerle beraber biyofilm olusturabildigi de bilinmektedir
(19).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. izolatlarin secimi

Bu calisma Ondokuz May1s Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 21.12.2021
tarihli ve 2021/567 sayili izni ile yiiriitilmiistiir.

Calismamiz icin, Ocak 2019 ve Ocak 2022 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarina génderilen
kan kiiltiiri orneklerinden izole edilen K.pneumoniae izolatlar1 incelendi. Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda uygulanan rutin islemler sirasinda tiir diizeyinde
tanimlama islemi Vitek-MS (bioMérieux, Fransa) ile yapildi. Daha sonra
antimikrobiyal duyarlilik Vitek 2 Compact (bioMérieux, Fransa) ile calisildi.
Sonuglara gére meropenem Vveya imipeneme direngli (MiK>8 mg/L) olan izolatlar
secildi ve her hastadan yalniz bir 6rnek caligmaya dahil edildi. Secilen izolatlar
saklama besiyerinde ¢alisma giiniine kadar -80 °C’de muhafaza edildi. MiK igin E.
coli ATCC 25922 kontrol izolat olarak kullanildi. Biyofilm olusumu igin ise, biyofilm
olusturdugu bilinen K. pneumoniae ATCC 700603 ve biyofilm olusturmadig: bilinen
E. coli ATCC 25922 standart izolatlar1 kullanildu.

3.2.  Biyofilm olusum kapasitesinin 6l¢ciimii

Biyofilm olusum kapasitesi 6l¢iimii Christensen (91) ve Stepanovic (92) tarafindan

tanimlanan mikrotitasyon plak yontemi ile yapildi .

Saklama besiyerinde bulunan K.pneumoniae izolatlar1 kanli agar besiyerine (Beslab,
Tiirkiye) pasajlanarak 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Daha sonra saf oldugundan
emin olunan kiiltiirler, %0,25 glukoz iceren Tryptic Soy Broth (TSB) (Biolife, Italya)
besiyerine ekilip 37 °C’de 18-24 saat inkube edildi. Inkubasyondan sonra %0,25
glukoz iceren TSB ile 1:20 oraninda dilue edilerek 96 kuyucuklu diiz tabanli polistrien
mikrotitrasyon plagmin (TPP, Isvigre) her kuyusuna 200 pL konuldu ve 37 °C’de 24
saat daha inkiibe edildi. Bu asamada her izolat i¢in ti¢ kuyucuk kullanildi. Sonrasinda
kuyucuklardaki sivi besiyeri aspire edilip 3 kez steril distile ile yikanip ters ¢evrilip
hafif¢e vurularak planktonik hiicreler uzaklastirildi ve kurumaya birakildi. Daha sonra
kuyucuklara 100 pL %1’lik kristal viyole solusyonundan eklenip 15 dakika oda
1s1sinda bekletildi. Daha sonra 3 kez steril distile su ile yikanip boya kalintilari

temizlendikten sonra tekrar oda 1sisinda kurutuldu. Son olarak kuyucuklara 200 uL
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80:20 etanol/aseton solusyonu eklenip 10 dakika beklenerek boyanin ¢oziinmesi
sagland1 ve ELISA reader optik okuyucu (Chromate Awareness Technology, ABD)
ile 492 nm dalga boyunda olarak okutuldu. Elde edilen optik dansite (OD) degerleri,
biyofilm olusturan K. pneumoniae ATCC 700603 ve olusturmayan E.coli ATCC
25922 suslar1 kullanilarak olusturulan siniflamaya gore degerlendirildi (93). Deneyler
en az iki farkli giinde tekrar edildi. Tim deneylere gore biyofilm olusturdugundan
emin olunan izolatlar segilerek ¢alismaya devam edildi (91-93).

Tablo 4. izolatlarin OD degerlerinin pozitif ve negatif kontrole gére biyofilm olusum
kapasitesi agisindan degerlendirilmesi (94, 95).

Optik Dansite Degeri Biyofilm olusumun degerlendirilmesi | Skor
OD<ODc Biyofilm olusumu yok 0
ODc<OD<2x0Dc Zay1f biyofilm olusumu +1
2XODc<0OD<4x0ODc Orta derecede giiglii biyofilm olusumu | +2

4x0ODc<OD Giglii biyofilm olusumu +3
ODc= ort. ODyozitif kontrol — Or't. ODnegatif kontrol (93)

Sekil 2. Mikrotitrasyon plaginda biyofilm olusumu.

3.3.  Minimum inhibitér konsantrasyon (MiK)) tespiti

Calisma i¢in meropenem (Sigma-Aldrich, ABD), polimiksin B (Sigma-Aldrich, ABD)
ve tigesiklin (TCI, Japonya) antibiyotikleri temin edildi. Antibiyotikler i¢in uygun
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¢oziiciiler Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLST) M100-Ed32 (96) "ye gore
secildi. Her ii¢ antibiyotik i¢in de ¢oziicii olarak su kullanildi. Antibiyotik stok
soliisyonlar1 hazirlanirken deneylerde kullanilacak konsantrasyonun 10 katinda stok
soliisyon hazirlanmasina dikkat edildi. Meropenem ve polimiksin B i¢in 8192 mg/L,
tigesiklin icin 4096 mg/L konsantrasyonda stok soliisyon hazirlandi. Hazirlanan stok

soliisyonlar -20 °C’de ¢aligma giiniine kadar saklandi.

Izolatlarin meropenem, polimiksin B ve tigesiklin i¢in MIiK konsantrasyonlar1 The
Europian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (97)
Onerilerine gore sivi mikrodilusyon yontemi ile yapildi. Calisma giinii biyofilm
olusturdugu bilinen izolatlar oncelikle kanli agar besiyerine pasajlanip 18-24 saat
inkiibe edildi. Saf kiiltiir oldugundan emin olunduktan sonra 0,5 McFarland
bulanikliginda (108 cfu/mL) siispansiyonlar elde edildi. Daha sonra 96 kuyucuklu U
tabanli mikrotitrasyon plaginin (TPP, Isvigre) tiim kuycuklarma 100 uL katyon ayarli
Muller-Hinton Broth (KAMHB) (HiMedia, Hindistan) konuldu. ilk kuyucuklara 100
uL antibiyotik konularak sonrasinda 10. kuyucuga kadar 2 kat seri dilusyon yapildu.
11. ve 12. kuyucuklar pozitif ve negatif kontrol olarak ayrildi ve antibiyotik eklenmedi.
Sonrasinda 0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan bakteri suspansiyonundan
KAMHB ile 1:10 dilusyon hazirlanip (5x10° cfu/mL) 12. kuyucuk hari¢ 5 pL dagitilds.
11. kuyucuk antibiyotik olmayan sadece bakteri siispansiyonu olan pozitif kontrol ve
12. kuyucuk sadece besiyeri olan, antibiyotik ve bakteri slispansiyonu i¢ermeyen
kuyucuk olarak hazirlandi. Hazirlanan plaklar 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildikten
sonra degerlendirildi. Uremenin olmadig1 en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK
olarak kabul edildi. Tigesiklin icin KAMHB taze olarak hazirlanip kullanildi (97).

Sonuglar meropenem i¢in EUCAST v12’ye gore degerlendirildi (97). MiK degeri; 2
mg/L’ye esit ve altinda olan izolatlar duyarli, 2 ile 8 arasinda olan izolatlar orta duyarli,
8 mg/L tlizerinde olanlar direngli olarak degerlendirildi. Polimiksin B i¢in EUCAST da
MIK smir degeri olmadigindan EUCAST Enterobacteriaceae igin kolistin MIK
degerine gore degerlendirildi. Kolistin i¢in MIK; 2 mg/L’ye esit ve altinda olan
izolatlar duyarli, 2 mg/L flizerinde olan izolatlar direngli olarak degerlendirildi.
Tigesiklin icin de EUCAST ve CLSI’da MiK sinir degeri olmadigi igin MIK degeri

FDA tarafindan sunulan Enterobacteriaceae kriterlerine gore hesaplandi (98). Bu
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degerlere gore tigesiklin icin MiK’i 2 mg/L’ye esit ve altinda olan izolatlar duyarl, 8

mg/L’ye esit ve tizerinde olan izolatlar direngli kabul edildi.

Tablo 5. izolatlarin meropenem, polimiksin B ve tigesiklin MIK degerlerine gore
antimikrobiyal duyarlilik a¢isindan degerlendirilmesi .

Duyarh Orta Duyarh Direncli
Meropenem* <2 mg/L >2 mg/L ve <8 mg/LL | >8 mg/L
Polimiksin B* <2 mg/L - >2 mg/L
Tigesiklin® <2 mg/L >2 mg/L ve <8 mg/L | >8 mg/L

* EUCAST V12 (97)’ye gore $:FDA (98)’ya gére

Sekil 3. Sivi mikrodiliisyon yontemi ile MIK tespiti.

3.4. Planktonik formda sinerji

Izolatlarin meropenem, polimiksin B ve tigesiklin i¢in MiK degerleri belirlendikten
sonra, o izolatin her iki antibiyotik icin MIK’i 3 kat {ist dilusyonu ve 4 kat alt dilusyonu

arasinda olacak sekilde dama tahtasi plagi hazirlandi.

Planktonik formda meropenem ile polimiksin B ve tigesiklin ile polimiksin B
kombinasyonlar1 i¢in sinerji dama tahtast yontemi ile calisildi. Her izolat igin
kombinasyonda kullanilacak antibiyotigin MIK’ine gore antibiyotik dilusyonu
hazirlandi. A antibiyotiginin dilusyonu i¢in, ana plagin ilk 8x8’lik alanina 6nce 50 uLL
KAMHB eklendi sonra H sirasina 8. kuyucuga kadar 50 pL MiKax32

konsantrasyonda hazirlanan A antibiyotiginden eklendi ve A sirasinda kadar 2 kat seri
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dilusyon yapildi. B antibiyotiginin dilusyonu icin dis plakta yapildi. Oncelikle plagin
8x8’lik alanma 70 uL KAMHB ve 8. siraya MiKgx32 konsantrasyonda hazirlanan B
antibiyotiginden eklendi. 1. Siraya kadar seri dilusyon yapildi ve 50 uL hacim ile ana
plaga eklendi. Tigesiklin kombinasyonu i¢in taze KAMHB kullanildi (97).

Tablo 6. Dama tahtas1 yonteminde mikrodilusyon elde edilen antibiyotiklerin plak
gorintimil.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Al V1I6exMIK | 1/16xMIK | 1/16xMIK | 1/16xMIK | 1/16xMIK | 1/16xMIK | 1/16xMIK | 1/16xMIK | 16x 16x (+
A _ A _ A _ A ) A A A A MIK MIK )
1/16xMIK | 1/8xMiKs | 1/4xMiKs | 1/2xMiKs | MiKs 2xMiKe 4xMiKe 8xMiKs A B K
B
B | 1/8xMIKa | 1/8xMIKa | 1/8xMiKa | 1/8xMIKa | 1/8xMIKa | 1/8xMiKa | 1/8xMiKa | 1/8xMiKa | 8x 8x (+
1/16xMiK | 1/8xMiKe | 1/4xMiKe | 1/2xMiKe | MiKs 2xMiKg 4xMiKg 8xMiKe MIK | MIK | )
B A B K
C | 1/4xMiKa | 1/4xMiKa | 1/4xMiKa | 1/4xMiKa | 1/4xMiKa | 1/4xMiKa | 1/4xMiKa | 1/4xMiKa | 4x 4x (+
1/16xMIK | 1/8xMiKg 1/4xMiKs | 1/2xMiKs | MiKs 2xMiKs 4xMiKs 8xMiKs MIK | MIK | )
B A B K
D | 1/2xMiKa | 1/2xMiKa | 1/2xMiKa | 1/2xMiKa | 1/2xMiKa | 1/2xMiKa | 1/2xMiKa | 1/2xMiKa | 2x 2 (+
1/16xMIK | 1/8xMiKg 1/4xMiKs | 1/2xMiKs | MiKs 2xMiKs 4xMiKs 8xMiKs MIK | MIK | )
B A B K
E | MIKa MiKa MiKa MiKa MiKa MiKa MiKa MiKa MIK | MIK | (9)
1/16xMIK | 1/8xMiKs 1/4xMiKs | 1/2xMiKs | MiKs 2xMiKs 4xMiKs 8xMIKs A B K

B

F | 2xMIKa 2xMiKa 2xMIKa 2xMiKa 2xMiKa 2xMIKa 2xMIKa 2xMIKa 1/2x 1/2x ()

1/16xMiK | 1/8xMiKg 1/4xMiKg 12xMiKe | MiKs 2xMiKg 4xMiKg 8xMiKs MIK | MIK | K
B A B

G | 4xMiKa 4xMiKa 4xMiKa 4xMiKa 4xMiKa 4xMiKa 4xMiKa 4xMiKa 1/4x 1/4x B
1/16xMiK | 1/8xMiKg 1/4xMiKg 12xMiKe | MiKs 2xMiKg 4xMiKg 8xMiKs MIK | MIK | K
B A B

H | 8xMiKa 8XMIiKa 8xMiKa 8xMIiKa 8xMIiKa 8xMiKa 8xMiKa 8xMiKa 1/8x 1/8x B
1/16xMiK | 1/8xMiKg 1/4xMiKg 1/2xMiKe | MiKs 2xMiKs 4xMiKs 8xMiKs MIK | MIK | K
B A B

(+) K: Pozitif kontrol (-) K: Negatif kontrol

Tablo 6’ya uygun olarak her izolat igin her antibiyotigin MIK degerine gore
meropenem-+polimiksin B ve tigesiklintpolimiksin B i¢in plaklar hazirlandi. Daha
sonra 0,5 McFarland bulamkhginda (1x1028 KFU/mL) hazirlanan bakteri
stispansiyonlar1 1:10 oraninda diliie edildi ve sonra 10. siraya kadar tim kuyucuklar
ve pozitif kontrol olarak 11. siranin ilk 4 kuyusuna 5 pL bakteri siispansiyonu eklendi.
11. kuyunun kalan 4 kuyusuna negatif kontrol olarak sadece besiyeri konuldu. Plaklar
18-24 saat inkiibe edildikten sonra tiim kuyucuklar gozle goriiliir lireme varlig

acisindan degerlendirldi.

Gozle goriiliir iiremenin olmadigi, antibiyotiklerin en diisiik konsantrasyonlarini iceren
kuyucuklar i¢in fraksiyonel inhibitdr konsantrasyon (FiK) ve FIK indeksi (3 FiK)
hesaplandi (99-101).
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FiKa= A antibiyotiginin o kuyucuktaki konsantrasyonu/ MiK a
FiKg= B antibiyotiginin o kuyucuktaki konsantrasyonu/ MiKg
Y FIK= FiKa + FiKg

FiK indeksinin en diisiik oldugu kuyucuklar degerlendirmeye alind1; <0,5 sinerji, 0,5-
1 aras1 additif etki, 1-4 arasi indiferens ve >4 antagonist etkilesim olarak
degerlendirildi (101, 102).

3.5.  Minimum biyofilm inhibitor konsantrasyon (MBIK) belirlenmesi

Minimum biyofilm inhibitoér konsantrasyon, ODc’ye gore olusmus biyofilmi gideren

konsantrasyon 6l¢iilerek belirlendi (68, 103).

Yukaridaki deney sonuglarina gore biyofilm olusturan ve meropenem direngli
izolatlardan 5 tanesi secilerek ¢caligmaya devam edildi. Yukarida tarif edilen yonteme
gore izolatlar 6nce kanli agar besiyerine pasajlanarak 37 °C’de 18-24 saat inkiibe
edildi. Daha sonra kanl1 agardan %0,25 glukoz eklenmis TSB igeren cam tiiplere ekim
yapildi ve 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Sonrasinda %0,25 glukoz eklenmis TSB
ile 1:20 dilisyonu hazirlanarak 96 kuyucuklu diiz tabanli mikrotitrasyon plagina, her
kuyucuga 200 pL hacim olacak sekilde aktarildi. Plagin A ve D siralari arasinda 9.
kuyucuklara kadar bir izolat, F ve H siralart arasinda 9. Kuyucuga kadar bagka bir
izolat olacak sekilde bakteri siispansiyonu eklendi. Ek olarak her plakta en az 3 kuyu
biyofilm olusturan olusturan pozitif kontrol K. pneumoniae ATCC 700603, en az 3
kuyu biyofilm olusturmayan negatif kontrol E. coli ATCC 25922, en az 3 kuyu test
edilen klinik izolat ve bakteri igermeyen kontol kuyucuklar1 (blank) igerecek sekilde
hazirlandi. Hazirlanan plak tekrar 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki besiyeri nazikge aspire edildi ve %0,25 glukoz
igeren TSB ile ii¢ kez yikandi. Daha sonra meropenem (MEM), polimiksin B (PMB)
icin 512 mg/L ile 64 mg/L ve tigesiklin (TGC) i¢in 256 mg/L ile 32 mg/L arasinda
antibiyotik konsantrasyonlari hazirlandi. Tigesiklin kullanilan deneylerde TSB o giin
hazirlanarak sterilize edildi. Asagidaki plak sablonunda goriilen sekilde her kuyucuga
200 pL hacimde hazirlanan antibiyotik diliisyonlarindan eklendi. 10, 11 ve 12. Kontrol

kuyucuklaria da ayni yikama islemleri uygulandi ve sonrasinda digerlerinden farkli
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olarak 200 puL %0,25 glukoz iceren TSB eklendi. Plak tekrar 37 °C’de 18-24 saat
inhibe edildi.

Tablo 7. MBIK tespiti i¢in plak goriiniimii.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | 512 512 512 512 512 512 256 256 256 Kontrol Kontrol Kontrol
mg/L | mg/L | mg/L mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | Klinik klinik klinik
MEM | MEM | MEM | PMB | PMB | PMB | TGC TGC TGC izolat izolat izolat

B | 256 256 256 256 256 256 128 128 128 +) +) *+)
mg/L | mg/L | mg/L mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | kontrol kontrol kontrol
MEM | MEM | MEM | PMB | PMB | PMB | TGC | TGC | TGC

C | 128 128 128 128 | 128 | 128 | 64 64 64 ) ) )
mg/L | mg/L | mg/L mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | kontrol kontrol kontrol
MEM | MEM | MEM | PMB | PMB | PMB | TGC TGC TGC

D | 64 64 64 64 64 64 32 32 32 Blank Blank Blank
mg/L | mg/L | mg/L mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L
MEM | MEM | MEM | PMB | PMB | PMB | TGC | TGC | TGC

Plagin son inkubasyonundan sonra oncelikle tiim kuyucuklardaki siv1 aspire edildi, 3
kez steril distile su ile yikandi ve oda havasinda kurutuldu. Daha sonra %1’lik kristal
viyole soliisyonu hazirlanarak her kuyucuga 100 pL eklendi ve 15 dakika oda
havasinda beklendi. Boyama sonrasi tiim kuyucuklar dnce aspire edildi sonra 3 kez
steril distile su ile yikanarak oda havasinda kurumaya birakildi. Son olarak
kuyucuklara 80:20 etanol/aseton soliisyonundan 200 uL. hacimde eklenerek 10 dakika
oda havasinda beklendi ve ELISA reader optik okuyucu ile 492 nm dalga boyunda
okutuldu. Her plakta bulunan biyofilm olusturan ve olusturmayan izolatlar ile ODc
belirlendi ve buna gore skala olusturuldu. Elde edilen degerler her plak i¢in kendi
skalasina gore degerlendirildi. Biyofilm olusumunun tamamen inhibe edildigi

konsantrasyonlar o antibiyotigin MBIK degeri kabul edildi (103).

Her izolat ve her antibiyotik konsantrasyonu i¢in ayni deneyde 3 kuyucuk kullanildi
ve deneyler en az farkli 2 glinde tekrar edildi.
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Sekil 4. iki farkli izolat i¢in MBIK tespiti.

3.6. Ikili kombinasyon ile biyofilm inhibisyonu gésterilmesi

Her izolat ve her antibiyotik i¢cin MBIK degeri belirlendikten sonra deneyin son
asamasina gegildi. Oncelikle kanl agarda, sonrasinda %0,25 glukoz ilaveli TSB igeren
cam tiiplerde 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Daha sonra da %0,25 glukoz igeren
TSB ile 1:20 dilusyonu hazirlandi. A ve F arasinda 6. sira kuyucuklar dahil olmak
lizere bir izolat, plagin kalan yarisina benzer sekilde diger izolat olacak sekilde, 200
uL hacim ile bakteri siispansiyonlar: eklendi ve 37 °C’de 18-24 saat daha inkiibe
edildi. Plaklardaki siv1 ve serbest hiicreler aspire edildi ve sonrasinda 3 kez TSB ile
yikand1. Daha sonra ncelikle her antibiyotigin MIK’in 4 kat iistiinde dis dilusyonlart
hazirland1 ve plak iizerine her antibiyotikten 100 pL hacimde Tablo 8’de gosterildigi
sekilde eklendi. Tigesiklin kullanilan deneylerde yeni hazirlanip sterilize edilmis TSB
kullanildi. Her plakta, en az ii¢ kuyucuk biyofilm olusturan pozitif kontrol, en az ii¢
kuyucuk biyofilm olusturmayan negatif kuyucuk, en az 3 kuyucuk klinik izolatlar i¢in
kontrol ve antibiyotik veya bakteri igermeyen kontrol kuyucuklar ayrildi. Plak tekrar
37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi.
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Tablo 8. Biyofilm iizerine ikili antibiyotik uygulanmasi deneyinin plak gériiniimdi.

1 2 3 4 5 6

A | MBIKa 1/2xMBIKa 1/4xMBIKa MBIKc 1/2xMBIKc 1/4xMBIKc
MBIKg MBIKs MBIKs MBIKg MBIKz MBIKs

B MBIKa 1/2xMBIKa 1/4xMBIKa MBIKc 1/2xMBIKc 1/4xMBIKc
MBIiKs MBIKs MBIiKs MBIKs MBIKs MBIKs

C | MBIKa 1/2xMBIKa 1/4xMBIKa MBIKc 1/2xMBIKc 1/4xMBIKc
1/2xMBIKg 1/2xMBIKs 1/2xMBIKg 1/2xMBIKg 1/2xMBIKg 1/2xMBIKs

D | MBIKa 1/2xMBIKa 1/4xMBIKa MBIKc 1/2xMBIKc 1/4xMBIKc
1/2xMBIKs 1/2xMBIKs 1/2xMBIKs 1/2xMBIKs 1/2xMBIKs 1/2xMBIiKs

E MBIKa 1/2xMBIKa 1/4xMBIKa MBIKc 1/2xMBIKc 1/4xMBIKc
1/4xMBIKg 1/4xMBIKs 1/4xMBIKg 1/4xMBIKg 1/4xMBIKs 1/4xMBIKs

F MBIKa 1/2xMBIKa 1/4xMBIKa MBIKc 1/2xMBIiKc 1/4xMBIKc
1/4xMBIKs 1/4xMBIKg 1/4xMBIKs 1/4xMBIKg 1/4xMBIKs 1/4xMBIKg

G | Kontrol Klinik | Kontrol Klinik | Kontrol klinik | (+) kontrol (+) kontrol (+) kontrol
izolat izolat izolat

H | Blank Blank Blank (-) kontrol (-) kontrol (-) kontrol

Inkiibasyon sonrasi1 plaktaki sivi ve bakteri siispansiyonu aspire edilip 3 kez steril
distile su ile yikandi. Daha sonra %1°lik kristal viyole hazirlanarak 100 pL hacimde
tiim kuyucuklara eklenip 15 dakika oda 1si1sinda bekletildi. Sonra boya aspire edilip 3
kez daha steril distile su ile tim kuyucuklar yikanarak oda 1sisinda kurumaya birakildi.
Son olarak 80:20 etanol/aseton solusyonu hazirlanip tiim kuyucuklara 200 pLkonuldu
ve 10 dakika bekletildikten sonra ELISA optik okuyucu ile 492 nm dalga boyunda
okutuldu. Her plakta bulunan pozitif ve negatif kontroller ile ODc hesaplanarak
biyofilm giicii i¢in skala olusturuldu. Antibiyotik uygulandiktan sonra biyofilm
inhibisyonu tamamen inhibe edilen kuyucuklar ve konsantrasyonlar1 not edildi. Ek
olarak biyofilm tamamen giderilemese de plaktaki klinik izolatin kontroliine goére
biyofilm giiclinlii azaltan antibiyotik konsantrasyonlari da not edildi. Biyofilm
inhibisyonu saglayan konsantrasyonlar ile FIK indeksi hesaplanarak sinerjistik

etkilesim ag¢isindan degerlendirildi (68).
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Sekil 5. Iki farkli izolat igin biyofilm iizerine meropenem-+polimiksin B ve
tigesiklin+polimiksin B kombinasyonu uygulanmasi.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada 1 Ocak 2019 ve 10 Ocak 2022 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarma génderilen kan
kiiltiirlerinden izole edilen ve her biri farkli hastaya ait olan K.pneumoniae izolatlari

biyofilm olusturma kapasitesi yoniinden incelendi.

Calismamizda 125 K.pneumoniae izolati biyofilm olusturma kapasitesi yoniinden
incelenmistir. Bu izolatlar arasindan tekrarlanan deneylerle biyofilm olusturdugu
dogrulanan 11 izolat biyofilm olusturma giicii yoniinden siniflandirilmistir. Buna gore;
giiclli biyofilm olusturan 2 izolat, orta derecede biyofilm olusturan 3 izolat ve zayif
biyofilm olusturan 6 izolat saptandi. Daha sonra biyofilm olusturan bu izolatlara
meropenem, polimiksin B ve tigesiklin MiK calisild. izolatlardan biyofilm olusturan
ve meropenem MIK 8 mg/L iizerinde olan 5 izolat segilerek ¢alismaya devam edildi.

Calismaya dahil edilen izolatlarin 6zellikleri Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9. Calismaya dahil edilen izolatlarin 6zellikleri.

‘ Primer Biyofilm Meropenem Polimjksin T T
Izolatlar | enfeksiyon olusturma MIK* B MIK* MIKS (mg/L)
odagi kapasitesi (mg/L) (mg/L)
Intraabdominal
g | enfeksiyon, +1 128 | R| 2 | s | 4 |
cerrahi alan
enfeksiyonu
Intraabdominal
2 apse, karaciger +3 512 R 1 S 0,25 S
nakli
Komplike
3 iriner  sistem +3 512 R 2 S 4 |
enfeksiyonu
g | Uriner sistem +1 522 | R | 05 | S | 2 S
enfeksiyonu
5 Uriner. sistem 2 64 R 05 S 5 S
enfeksiyonu

S: Duyarly, I: Yiiksek dozda duyarli, R: Direngli (EUCAST v12)

*: EUCAST v12’ye gore Meropenem S <2 mg/L, R >8 mg/L; Polimiksin B S <2 mg/L,
R >2 mg/L

%: FDA kriterlerine gore Tigesiklin S <2 mg/L, R >8 mg/L

Izolatlarin meropenem, polimiksin B ve tigesiklin i¢in MIK ve MBIK degerleri

karsilastirildiginda meropenem i¢in 1 kattan 8 kata kadar, polimiksin B i¢in 2 kattan
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128 kata kadar ve tigesiklin igin 2 kattan 1024 kata kadar MBIK degerlerinde artis
goriilmiistiir (Tablo 10).

Tablo 10. Calismaya dahil edilen izolatlarin meropenem, polimiksin B ve tigesiklin
MIK ve MBIK degerlerinin karsilastirilmast.

izola Meropenem Polimiksin B Tigesiklin
tlar | MIK [ MBIK MIK | MBIK MIK | MBIK
moL) | o) | 7™ | gy | o) | ™| mo) | mony | P
1 128 128 - 2 2 - 4 64 16 kat
2 512 >512 >1 kat 1 128 128 kat 0,25 >256 >1k(:1t24
3 512 >512 >1 kat 2 16 8 kat 4 32 8 kat
>128
4 512 >512 >1 kat 0,5 8 16 kat 2 >256 Kat
>128
5 64 >512 >8 kat 0,5 4 8 kat 2 >256 kat

Izolatlarin planktonik formu iizerine meropenem ile polimiksin B ve tigesiklin ile
polimiksin B’nin sinerjistik etkileri dama tahtas1 yontemiyle arastirilmistir. Sonuglar
FIK indeksine gore degerlendirilmistir. FIK indeksi 0,5 altinda olan kombinasyonlar
sinerji, 0,5 ile 1 arasinda olan kombinasyonlar additif, 1 ve 4 arasindaki
kombinasyonlar indiferens etkilesim olarak degerlendirilmistir. Sonuglar Tablo 11 de

verilmistir.

Tablo 11. Dama tahtas1 yontemi ile planktonik formda sinerji tespiti.

Meropenem-Polimiksin B Tigesiklin-Polimiksin B
1zolatla FiK indeksine Sinerji goriilen FiK indeksine AL i
' ore konsantrasyonlar (mg/L) ore (ST s
s s (mg/L)
1 Indiferens - Indiferens -
2 Indiferens - Indiferens -
N MEM 64 ile PMB 0,5 . TGC 2ile PMB 0,5
e Sinerji MEM 32 ile PMB 1 Additif TGC 1ile PMB 1
Additif MEM 128 ile PMB 0,125 Indiferens -
5 Indiferens - Indiferens -

FIK: Fraksiyone inhibitér konsantrasyon, MEM: Meropenem. PMB: Polimiksin B,
TGC: Tigesiklin.

Izolat-1 igin tek basma kullanildiginda biyofilm olusumu; meropenem 128 pg/ml,
tigesiklin 64 mg/L ve polimiksin B 2 mg/L konsantrasyonlarinda inhibe edildi.

Meropenem ile polimiksin B igin; meropenem 128 mg/L ile polimiksin B 2 mg/L, 1
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mg/L ve 0,5 mg/L konsantrasyonlarinda ve meropenem 64 mg/L ve 32 mg/L ile
polimiksin B 2 mg/L konsantrasyonlarinda kombine uygulandiginda inhibisyon
gorildii. Meropenem 64 mg/L ve 32 mg/L ile polimiksin B 1 mg/L ve 0,5 mg/L
konsantrasyonlarinda kombine uygulandiginda ise inhibisyon goériilmedi. Tigesiklin
ile polimiksin B kombinasyonunda ise; tigesiklin 64 mg/L ile polimiksin B 2 mg/L, 1
mg/L ve 0,5 mg/L konsantrasyonlarinda ve meropenem 32 mg/L ve 16 mg/L ile
polimiksin B 2 mg/L ve 1 mg/L konsantrasyonlarinda kombine uygulandiginda
inhibisyon goriildii. Meropenem 32 mg/L ve 16 mg/L ile polimiksin B 0,5 mg/L
konsantrasyonlarinda kombine uygulandiginda ise inhibisyon goriilmedi (Tablo 12,
Tablo 13 ve Sekil 6).

Tablo 12. izolat-1’in meropenem-polimiksin B ve tigesiklin-polimiksin B
kombinasyonu ile biyofilm inhibisyonu ¢alisilan tiim antibiyotik konsantrasyonlar: ve

biyofilm inhibisyonu sonuglart.

Antibiyotikler MBIK
Meropenem 128 mg/L
Polimiksin B 2mg/L
Tigesiklin 64 mg/L

Meropenem ve polimiksin B kombinasyonu

Meropenem konsantrasyonu Polimiksin B konsantrasyonu Inhibisyon
128 mg/L 2 mg/L Var
128 mg/L 1 mg/L Var
128 mg/L 0,5 mg/L Var
64 mg/L 2 mg/L Var
64 mg/L 1 mg/L Yok
64 mg/L 0,5 mg/L Yok
32 mg/L 2 mg/L Var
32 mg/L 1 mg/L Yok
32 mg/L 0,5 mg/L Yok

Tigesiklin ve polimiksin B kombinasyonu

Tigesiklin konsantrasyonu Polimiksin B konsantrasyonu Inhibisyon
64 mg/L 2 mg/L Var
64 mg/L 1 mg/L Var
64 mg/L 0,5 mg/L Var
32 mg/L 2 mg/L Var
32 mg/L 1 mg/L Var
32 mg/L 0,5 mg/L Yok
16 mg/L 2 mg/L Var
16 mg/L 1 mg/L Var
16 mg/L 0,5 mg/L Yok
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Tablo 13. Polimiksin B’nin meropenem ve tigesiklinle kombinasyonlarinin izolat-1’in

biyofilmi iizerine etkisi

Polimiksin B 2 mg/L | Polimiksin B 1 mg/L | Polimiksin B 0,5 mg/L
Meropenem 128 mg/L | Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon var
Meropenem 64 mg/L Inhibisyon var Inhibisyon yok Inhibisyon yok
Meropenem 32 mg/L Inhibisyon var Inhibisyon yok Inhibisyon yok
Tigesiklin 64 mg/L Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon var
Tigesiklin 32 mg/L Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon yok
Tigesiklin 16 mg/L Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon yok

Meropenem+polimiksin B

3
C
o
)
o
£
3
o w —
& 1 g%
E £
S 2
= ]
@ -_— -_— -_— -_— 2
0 0.5 1 2 =
Polimiksin B konsantrasyonu
(mg/L)

Tigesiklin+polimiksin B

Tigesiklin konsantrasyou (mg/L)

3

Q

3

@0 _——
£

“g 32
=) A A— — — 64

0 0.5 1 2
Polimiksin B konsantrasyonu
(mg/L)

Sekil 6. Polimiksin B nin meropenem ve tigesiklin ile kombinasyonunda izolat-1’in
olusturdugu biyofilmin giicline etkisi.

Izolat-2 igin tek basina kullan1ldiginda; meropenem 512 mg/L ve tigesiklin 256 mg/L
konsantrasyonlarinda biyofilm inhibe edilememekle birlikte biyofilm giiciinde +3’ten
+1’e azalma goriilmiistlir, polimiksin B ise tek basina kullanildiginda 128 mg/L
konsantrasyonunda biyofilm olusumunu inhibe etmistir. Meropenem ile polimiksin B

kombinasyonunda; meropenem 512 mg/L, 256 mg/L ve 128 mg/L ile polimiksin B
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128 mg/L konsantrasyonlarinda kombine uygulandiginda biyofilm inhibe
edilememekle birlikte biyofilm giicii +3’ten +1’e azalmistir. Meropenem 512 mg/L,
256 mg/L ve 128 mg/L ile polimiksin B 64 mg/L ve 32 mg/L konsantrasyonlarinda
kombine uygulandiginda ise inhibisyon goriilmemistir. Tigesiklin ile polimiksin B
kombinasyonunda; tigesiklin 256 mg/L, 128 mg/L ve 64 mg/L ile polimiksin B 128
mg/L konsantrasyonlarinda kombine uygulandiginda biyofilm giicii +3’ten +1’e
azalmistir. Tigesiklin 256 mg/L, 128 mg/L ve 64 mg/L ile polimiksin B 64 mg/L ve
32 mg/L konsantrasyonlarinda kombine uygulandiginda ise biyofilm inhibe
edilememistir (Tablo 14, Tablo 15 ve Sekil 7).

Tablo 14. izolat-2’nin meropenem-polimiksin B ve tigesiklin-polimiksin B

kombinasyonu ile biyofilm inhibisyonu ¢alisilan tiim antibiyotik konsantrasyonlari ve
biyofilm inhibisyonu sonuglart.

Antibiyotikler MBIK
Meropenem >512 mg/L
Polimiksin B 128 mg/L
Tigesiklin >256 mg/L

Meropenem ve polimiksin B kombinasyonu
Meropenem konsantrasyonu | Polimiksin B konsantrasyonu Inhibisyon
512 mg/L 128 mg/L Yok*
512 mg/L 64 mg/L Yok
512 mg/L 32 mg/L Yok
256 mg/L 128 mg/L Yok*
256 mg/L 64 mg/L Yok
256 mg/L 32 mg/L Yok
128 mg/L 128 mg/L Yok*
128 mg/L 64 mg/L Yok
128 mg/L 32 mg/L Yok

Tigesiklin ve polimiksin B kombinasyonu
Tigesiklin konsantrasyonu Polimiksin B konsantrasyonu Inhibisyon
256 mg/L 128 mg/L Yok*
256 mg/L 64 mg/L Yok
256 mg/L 32 mg/L Yok
128 mg/L 128 mg/L Yok*
128 mg/L 64 mg/L Yok
128 mg/L 32 mg/L Yok
64 mg/L 128 mg/L Yok*
64 mg/L 64 mg/L Yok
64 mg/L 32 mg/L Yok

*: Biyofilm inhibisyonu yok ancak biyofilm giicii +3’ten +1’e geriledi
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Tablo 15. Polimiksin B’nin meropenem ve tigesiklinle kombinasyonlarinm Izolat-

2’nin biyofilmi {izerine etkisi.

Polimiksin B 128 mg/L

Polimiksin B 64 mg/L

Polimiksin B 32 mg/L

Meropenem 512 mg/L | +3’ten +1°e azalma Inhibisyon yok Inhibisyon yok
Meropenem 256 mg/L | +3’ten +1’e azalma Inhibisyon yok Inhibisyon yok
Meropenem 128 mg/L | +3’ten +1’e azalma Inhibisyon yok Inhibisyon yok
Tigesiklin 256 mg/L +3’ten +1°e azalma Inhibisyon yok Inhibisyon yok
Tigesiklin 128 mg/L +3’ten +1’¢ azalma Inhibisyon yok Inhibisyon yok
Tigesiklin 64 mg/L +3’ten +1’¢ azalma Inhibisyon yok Inhibisyon yok

Biyofilm glicu

0

Meropenem-+polimiksin B

32 64

128

Polimiksin B konsantrasyonu (mg/L)

Biyofilm glcu

0

Polimiksin B konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 7. Polimiksin B’nin meropenem ve tigesiklin ile kombinasyonunda Izolat-2 nin

Tigesiklin+polimiksin B

32 64

olusturdugu biyofilmin giicline etkisi.

128

128

Meropenem konsantrasyonu (mg/L)

Tigesiklin konsantrasyonu (mg/L)
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Izolat-3 i¢in tek basimna kullanildiginda biyofilm olusumu, meropenem 512 mg/L ve
altindaki konsantrasyonlarla inhibe edilememistir. Polimiksin B 16 mg/L ve tigesiklin
32 mg/L konsantrasyonlarda uygulandiginda ise biyofilm olusumu inhibe edilmistir.
Meropenem ve polimiksin B kombinasyonunda; meropenem 512 mg/L ile polimiksin
B 16 mg/L ve 8 mg/L konsantrasyonlarinda kombine uygulandiginda biyofilm
olusumu inhibe edilmistir. Meropenem 512 mg/L ile polimiksin B 4 mg/L, meropenem
256 mg/L ile polimiksin B 16 mg/L ve 8 mg/L, meropenem 128 mg/L ile polimiksin
B 16 mg/L konsantrasyonlarinda kombine uygulandiginda biyofilm inhibe
edilememekle beraber biyofilm giicii +3’ten +1’e gerilemistir. Meropenem 256 mg/L
ile polimiksin B 4 mg/L, meropenem 128 mg/L ile polimiksin B 8 ve 4 mg/L
konsantrasyonlarinda kombine uygulandiginda biyofilm giicti +3’ten +2’ye azalmistir.
Tigesiklin ile polimiksin B kombinasyonunda ise, tigesiklin 32 mg/L, 16 mg/L ve 8
mg/L ile polimiksin B 16 mg/L, 8 mg/L ve 4 mg/L konsantrasyonlarinda kombine
uygulandiginda biyofilm inhibisyonu goriilmiistiir (Tablo 16, Tablo 17a ve Sekil 8a).

[lk calisilan plakta biyofilm olusumu gériilemediginden deney farkl bir giinde her iki
antibiyotigin de daha diisiikk konsantrasyonlar1 ile tekrarlanmistir. Meropenem ile
polimiksin B kombinasyonunda meropenem 64 mg/L , 32 mg/L ve 16 mg/L ile
polimiksin B 2 mg/L ve 1 mg/L konsantrasyonlarinda uygulandiginda ise biyofilm
giicii +3’ten +2’ye azalmistir. Meropenem 64 mg/L, 32 mg/L ve 16 mg/L ile
polimiksin B 0,5 mg/L konsantrasyonlarinda kombine uygulandiginda ise biyofilm
inhibisyonu goriilmemistir. Tigesiklin ile polimiksin B kombinasyonunda ise
tigesiklin 4 mg/L ve 2 mg/L ile polimiksin B 2 mg/L, 1 mg/L, 0,5 mg/L ve 0,25 mg/L
konsantrasyonlarinda kombine uygulandiginda biyofilm inhibisyonu goriilmiistiir.
Tigesiklin 1 mg/L ile polimiksin B 2 mg/L, 1 mg/L ve 0,5 mg/L konsantrasyonlarinda
kombine uygulandiginda biyofilm inhibe edilememekle beraber biyofilm giicii +3’ten
+1’e azalmistir. Tigesiklin 1 mg/L ile polimiksin B 0,25 mg/L konsantrasyonlarinda
uygulandiginda ise biyofilm giicii +3’ten +2’ye azalmistir (Tablo 16, Tablo 17b ve
Sekil 8b).
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Tablo 16. Izolat-3’iin meropenem-polimiksin B ve tigesiklin-polimiksin B
kombinasyonu ile biyofilm inhibisyonu ¢alisilan tiim antibiyotik konsantrasyonlari ve
biyofilm inhibisyonu sonuglari.

Antibiyotikler MBIK
Meropenem >512 mg/L
Polimiksin B 16 mg/L
Tigesiklin 32 mg/L
Meropenem ve polimiksin B kombinasyonu
Meropenem Polimiksin B | Inhibisyon
konsantrasyonu konsantrasyonu
512 mg/L 16 mg/L Var
512 mg/L 8 mg/L Var
512 mg/L 4 mg/L Yok*
256 mg/L 16 mg/L Yok*
256 mg/L 8 mg/L Yok*
256 mg/L 4 mg/L Yok?
128 mg/L 16 mg/L Yok*
128 mg/L 8 mg/L Yok?
128 mg/L 4 mg/L Yok?®
64 mg/L 2 mg/L Yok?®
64 mg/L 1 mg/L Yok?
64 mg/L 0,5 mg/L Yok
32 mg/L 2 mg/L Yok?
32 mg/L 1 mg/L Yok?®
32 mg/L 0,5 mg/L Yok
16 mg/L 2 mg/L Yok?
16 mg/L 1 mg/L Yok?
16 mg/L 0,5 mg/L Yok
Tigesiklin ve polimiksin B kombinasyonu
Tigesiklin konsantrasyonu | Polimiksin B | Inhibisyon
konsantrasyonu
32 mg/L 16 mg/L Var
32 mg/L 8 mg/L Var
32 mg/L 4 mg/L Var
16 mg/L 16 mg/L Var
16 mg/L 8 mg/L Var
16 mg/L 4 mg/L Var
8 mg/L 16 mg/L Var
8 mg/L 8 mg/L Var
8 mg/L 4 mg/L Var
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Tablo 16. Devam. Izolat-3’iin meropenem-polimiksin B ve tigesiklin-polimiksin B
kombinasyonu ile biyofilm inhibisyonu calisilan tiim antibiyotik konsantrasyonlari ve
biyofilm inhibisyonu sonuglari.

4 mg/L 2 mg/L Var
4 mg/L 1 mg/L Var
4 mg/L 0,5 mg/L Var
4 mg/L 0,25 mg/L Var
2 mg/L 2 mg/L Var
2 mg/L 1 mg/L Var
2 mg/L 0,5 mg/L Var
2 mg/L 0,25 mg/L Var
1 mg/L 2 mg/L Yok*
1 mg/L 1 mg/L Yok*
1 mg/L 0,5 mg/L Yok*
1 mg/L 0,25 mg/L Yok’

*: Biyofilm inhibisyonu yok ancak biyofilm giicii +3’ten +1’e geriledi

3: Biyofilm inhibisyonu yok ancak biyofilm giicii +3’ten +2’ye geriledi

Tablo 17a. Polimiksin B’nin meropenem ve tigesiklinle yiiksek konsantrasyonda
kombinasyonlarmin izolat-3’{in biyofilmi iizerine etkisi.

Polimiksin B 16 mg/L Polimiksin B 8 mg/L | Polimiksin B 4 mg/L
Meropenem ; .
512 rr?g n Inhibisyon var Inhibisyon var +3’ten +1’e azalma
Meropenem 3’ten +'e azalma +3’ten +1’e azalma |+3’ten +2’ye azalma
256 mg/L y
Meropenem 3’ten +1'e azalma +3’ten +2’ye azalma | +3’ten +2’ye azalma
128 mg/L Y 4
Tigesiklin 32 Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon var
mg/L
Tigesiklin 1 . . .
mg/ei 0 Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon var
:;]Ig/ei Iklin 8 Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon var
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Tablo 17b. Polimiksin B’nin meropenem ve tigesiklinle diisiikk konsantrasyonda
kombinasyonlarmin izolat-3’{in biyofilmi iizerine etkisi.

Polimiksin B 2 Polimiksin B 1 Polimiksin B 0,5 Polimiksin B 0,25
mg/L mg/L mg/L mg/L
H3’ten +2° 3% ten +2° I
Meropenem 64 mg/L 3ten +27ye 3ten +2’ye Inhibisyon yok
azalma azalma
H3’ten +2° 37 ten +2° I
Meropenem 32 mg/L 3ten +27ye 3ten +2’ye Inhibisyon yok
azalma azalma
H3’ten +2° 3% ten +2° I
Meropenem 16 mg/L 3ten +27ye 3ten +2’ye Inhibisyon yok
azalma azalma
Tigesiklin4 mg/L  |inhibisyon var [nhibisyon var [nhibisyon var [nhibisyon var
Tigesiklin2 mg/L  [nhibisyon var [nhibisyon var [nhibisyon var [nhibisyon var
L H3’ten +1° +3’ten +1° H3’ten +1° H3’ten +2°
Tigesiklin 1 mg/L 3’ten +1°e azalma {3’ten +1’¢ 3’ten +1’e 3’ten +2’ye
azalma azalma azalma

N W

Biyofilm glicu

w

Biyofilm glicu

Meropenem+polimiksin B

Polimiksin B konsantrasyonu (mg/L)

Tigesiklin+polimiksin B

"LIB

V4 A A 8
V4 A A 16
A v 4 4 A 32
0 4 8 16

Polimiksin B konsantrasyonu (mg/L)

1 1 0
128
256
rF___4 F___4 512
0 4 8 16

0

Meropenem konsantrasyonu (mg/L)

Tigesiklin konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 8a. Polimiksin B’nin meropenem ve tigesiklinin yiiksek konsantrasyonlar: ile

kombinasyonunda Izolat-3’iin olusturdugu biyofilmin giiciine etkisi.
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Meropenem-+polimiksin B

Biyofilm glici

0 0.5 1 2

Polimiksin B konsantrasyonu (mg/L)

Meropenem Konsantrasyonu (mg/L)

Tigesiklin+polimiksin B

'1.1 JJd

A A A A 2
A A A 4

Biyofilm gi]ci]
Tigesiklin konsantrasyonu (mg/L)

0.25 1 2

Polimiksin B konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 8b. Polimiksin B’nin meropenem ve tigesiklinin diisiik konsantrasyonlar1 ile
kombinasyonunda izolat-3iin olusturdugu biyofilmin giiciine etkisi.

Izolat-4 igin tek basma meropenem 512 mg/L ve tigesiklin 256 mg/L ve altindaki
konsantrasyonlarda test edilmis ancak biyofilm inhibisyonu gériillmemistir. Polimiksin
B ise 8 mg/L konsantrasyonda biyofilmi inhibe etmistir. Meropenem ve polimiksin B
kombinasyonunda; meropenem 512 mg/L, 256 mg/L ve 128 mg/L ile polimiksin B 8
mg/L ve 4 mg/L konsantrasyonlarinda kombine uygulandiginda biyofilm inhibisyonu
gorilmiistiir. Meropenem 512 mg/L, 256 mg/L ve 128 mg/L ile polimiksin B 2 mg/L
kombinasyonunda ise biyofilm inhibisyonu goriilmemistir. Tigesiklin ile polimiksin B
kombinasyonunda; tigesiklin 256 mg/L, 128 mg/L ve 64 mg/L ile polimiksin B 8
mg/L, 4 mg/L ve 2 mg/L konsantrasyonlarinda biyofilm inhibisyonu goriilmistiir
(Tablo 18, Tablo 19a ve Sekil 9a).

Tigesiklin ile polimiksin B kombinasyonunda biyofilm olusumu plagin tamaminda

inhibe edildiginden farkli bir giinde her iki antibiyotigin daha diisiik konsantrasyonlari
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ile tekrar test edilmistir. Tigesiklin 32 mg/L, 16 mg/L ve 8 mg/L ile polimiksin B 1

mg/L, 0,5 mg/L ve 0,25 mg/L konsantrasyonlarinda kombine uygulandiginda ise

biyofilm inhibisyonu gériilmemistir (Tablo 18, Tablo 19b ve Sekil 9b).

Tablo 18. Izolat-4’iin meropenem-polimiksin B ve tigesiklin-polimiksin B
kombinasyonu ile biyofilm inhibisyonu calisilan tiim antibiyotik konsantrasyonlari ve
biyofilm inhibisyonu sonuglari.

Antibiyotikler MBIK
Meropenem >512 mg/L
Polimiksin B 8 mg/L
Tigesiklin >256 mg/L
Meropenem ve polimiksin B kombinasyonu
Meropenem Polimiksin B | Inhibisyon
konsantrasyonu konsantrasyonu
512 mg/L 8 mg/L Var
512 mg/L 4 mg/L Var
512 mg/L 2 mg/L Yok
256 mg/L 8 mg/L Var
256 mg/L 4 mg/L Var
256 mg/L 2 mg/L Yok
128 mg/L 8 mg/L Var
128 mg/L 4 mg/L Var
128 mg/L 2 mg/L Yok
Tigesiklin ve polimiksin B kombinasyonu
Tigesiklin konsantrasyonu | Polimiksin B | Inhibisyon
konsantrasyonu
256 mg/L 8 mg/L Var
256 mg/L 4 mg/L Var
256 mg/L 2 mg/L Var
128 mg/L 8 mg/L Var
128 mg/L 4 mg/L Var
128 mg/L 2 mg/L Var
64 mg/L 8 mg/L Var
64 mg/L 4 mg/L Var
64 mg/L 2 mg/L Var
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Tablo 18. Devam. Izolat-4’iin meropenem-polimiksin B ve tigesiklin-polimiksin B
kombinasyonu ile biyofilm inhibisyonu ¢alisilan tiim antibiyotik konsantrasyonlari ve
biyofilm inhibisyonu sonuglari.

32 mg/L 1 mg/L Yok
32 mg/L 0,5 mg/L Yok
32 mg/L 0,25 mg/L Yok
16 mg/L 1 mg/L Yok
16 mg/L 0,5 mg/L Yok
16 mg/L 0,25 mg/L Yok
8 mg/L 1 mg/L Yok
8 mg/L 0,5 mg/L Yok
8 mg/L 0,25 mg/L Yok

Tablo 19a. Polimiksin B’nin meropenem ile kombinasyonu ve tigesiklinle yiiksek
konsantrasyonda kombinasyonlarinin Izolat-4’iin biyofilmi iizerine etkisi.

Polimiksin B  8|Polimiksin B 4|Polimiksin B 2
mg/L mg/L mg/L
mge/rfpenem >12 Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon yok
rl;/lge/rfpenem 2% Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon yok
:\n/lge/rEpenem 128 Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon yok
;Ié]/elflkl n 236 Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon var
Tigesiklin 128 Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon var
mg/L
Tigesiklin 64 mg/L | Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon var

Tablo 19b. Polimiksin B’nin tigesiklinle diisiik konsantrasyonda kombinasyonlarinin
[zolat-4’{in biyofilmi iizerine etkisi.

Polimiksin B 1
mg/L

Polimiksin B 0,5
mg/L

Polimiksin B 0,25
mg/L

Tigesiklin 32 mg/L | Inhibisyon yok Inhibisyon yok Inhibisyon yok
Tigesiklin 16 mg/L | Inhibisyon yok Inhibisyon yok Inhibisyon yok
Tigesiklin 8 mg/L | inhibisyon yok Inhibisyon yok Inhibisyon yok
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Sekil 9a. Polimiksin B’nin meropenem ile ve tigesiklinin yiiksek konsantrasyonlari ile
kombinasyonunda izolat-4’iin olusturdugu biyofilmin giiciine etkisi.
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Tigesiklin+polimiksin B
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§ekil 9b. Polimiksin B’nin tigesiklinin diisiik konsantrasyonlari ile kombinasyonunda
Izolat-4’{in olusturdugu biyofilmin giiciine etkisi.

izolat-5 i¢in meropenem 512 mg/L ve tigesiklin 256 mg/L ve altindaki
konsantrasyonlarda test edilmis ancak biyofilm inhibisyonu goériilmemistir. Polimiksin
B ise 4 mg/L konsantrasyonunda biyofilm olusumunu inhibe etmistir. Meropenem ile
polimiksin B kombinasyonunda; meropenem 512 mg/L, 256 mg/L ve 128 mg/L ile
polimiksin B 4 mg/LL ve 2 mg/L konsantrasyonlarinda kombine uygulandiginda
biyofilm olusumunu inhibe etmistir. Meropenem 512 mg/L, 256 mg/L ve 128 mg/L
ile polimiksin B 1 mg/L konsantrasyonlarinda uygulandiginda ise biyofilm olusumunu
inhibe edememistir. Tigesiklin ile polimiksin B kombinasyonunda; tigesiklin 256
mg/L, 128 mg/L ve 64 mg/L ile polimiksin B 4 mg/L ve 2 mg/L konsantrasyonlarinda
kombine uygulandiginda biyofilm olusumunu inhibe etmistir. Tigesiklin 256 mg/L,
128 mg/L ve 64 mg/L ile polimiksin B 1 mg/L konsantrasyonlarinda kullanildiginda
ise biyofilm inhibisyonu goriilmemistir (Tablo 20, Tablo 21 ve Sekil 10).
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Tablo 20. Izolat-5’in meropenem-polimiksin B ve tigesiklin-polimiksin B
kombinasyonu ile biyofilm inhibisyonu ¢alisilan tiim antibiyotik konsantrasyonlari ve
biyofilm inhibisyonu sonuglari.

Antibiyotikler MBIK
Meropenem >512 mg/L
Polimiksin B 4 mg/L
Tigesiklin >256 mg/L
Meropenem ve polimiksin B kombinasyonu
Meropenem Polimiksin B | Inhibisyon
konsantrasyonu konsantrasyonu
512 mg/L 4 mg/L Var
512 mg/L 2 mg/L Var
512 mg/L 1 mg/L Yok
256 mg/L 4 mg/L Var
256 mg/L 2 mg/L Var
256 mg/L 1 mg/L Yok
128 mg/L 4 mg/L Var
128 mg/L 2 mg/L Var
128 mg/L 1 mg/L Yok

Tigesiklin ve polimiksin B kombinasyonu

Tigesiklin konsantrasyonu | Polimiksin B | Inhibisyon
konsantrasyonu
256 mg/L 4 mg/L Var
256 mg/L 2 mg/L Var
256 mg/L 1 mg/L Yok
128 mg/L 4 mg/L Var
128 mg/L 2 mg/L Var
128 mg/L 1 mg/L Yok
64 mg/L 4 mg/L Var
64 mg/L 2 mg/L Var
64 mg/L 1 mg/L Yok
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Tablo 21. Polimiksin B’nin meropenem ile kombinasyonu ve tigesiklinle

kombinasyonlarmin Izolat-5’in biyofilmi iizerine etkisi.

Polimiksin B  4|Polimiksin B 2|Polimiksin B 1
mg/L mg/L mg/L
Meropenem 512 . S C
i /Lp Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon yok
Ir\nllslrltjpenem 256 Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon yok
:\T/]Is;zpenem 128 Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon yok
Tigesiklin 256 mg/L | inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon yok
Tigesiklin 128 mg/L | Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon yok
Tigesiklin 64 mg/L | Inhibisyon var Inhibisyon var Inhibisyon yok
Meropenem-+polimiksin B

£
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£ £

g 2

@ 256 2

512 £
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Sekil 10. Polimiksin B’nin meropenem ve tigesiklin ile kombinasyonunda Izolat-5’in

Polimiksin B konsantrasyonu (mg/L)

olusturdugu biyofilmin giicline etkisi.
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Tiim izolatlarin tek kullanim1 ve kombinasyon kullanimda biyofilmi inhibe eden veya

biyofilm giiclinii azaltan en diisiik konsantrasyonlar1 Tablo 22’de ozetlenmistir,

kombinasyonda biyofilm inhibisyonunu saglayan konsantrasyonlar ile tek kullanimda

biyofilm inhibisyonunu saglayan konsantrasyonlar kullanilarak FIK indeksi

hesaplandi ve sinerjistik etkilesim acgisindan degerlendirildi.

Tablo 22. Tiim izolatlarin tek kullaniminda ve kombinasyon ile kullanimda biyofilm
inhibe eden en diisiik konsantrasyonlari ve FIK indeksine gbre yorumu.

Meropenem+Polimiksin B Tigesiklin+Polimiksin B
=
= MEM PMB FiK TGC PMB FiK
L= konsantras | konsantras | . . | konsantrasyo | konsantras | . .
g Indeksi Indeksi
o yonu yonu nu yonu
Monoterapi | 128 mg/L 2 mg/L 64 mg/L 2 mg/L
n 32 mg/L 2 mg/L ns
. 128
Monoterapi | >512 mg/L | 128 mg/L >256 mg/L ma/l
2 - — —
Kombr:nasyo 128 mg/L* | 128 mg/L* Indrléere 64 mg/L* | 128 mg/L* Indr1]ts‘ere
Monoterapi | >512 mg/L | 16 mg/L 32 mg/L 16 mg/L
512 mg/L 8 mg/L 2 mg/L 025mg/L |
3 128 mg/L* | 16 mg/L* 1 mg/L* 0,5 mg/L* Sinerji
i mg mg mg o mg
Kombinasyo AdditifS
n 256 mg/L* | 8 mg/L*
512 mg/L* | 4 mg/L*

Monoterapi | >512 mg/L | 8 mg/L >256 mg/L 8 mg/L
4 -

Kombr:”asyo 128mg/L | 4mg/L | Additif | 64mg/L | 2mg/L | Sinerji

Monoterapi | >512 mg/L | 4 mg/L >256 mg/L | 4 mg/L
5 -

Kombr:“asyo 128mg/L | 2mg/L | Additif | 64mg/L | 2mg/L | Additif
FIK: Fraksiyone inhibitér konsantrasyon, MEM: Meropenem, PMB: Polimiksin B,
TGC: Tigesiklin.

*: Biyofilm inhibisyonu goriilmedi ancak biyofilm giiciinde +3’ten +1’¢ gerileme
mevcut.

%

Izolat-3 kombinasyon tedavide sinerji degerlendirmesi inhibisyon olan
konsantrasyonlar iizerinden hesaplandi.
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Planktonik form ve biyofilmde sinerjistik etkilesimlerinin karsilastirilmasi Tablo 23°te

verilmistir. Meropenem ve polimiksin B kombinasyonunda biyofilm iizerine additif

etki gorlilen 3 izolattan birinde planktonik formda sinerji, birinde additif etki

gorilmistiir. Tigesiklin ile polimiksin B kombinasyonunda ise biyofilmde 2 izolatta

sinerji, 2 izolatta additif etki goriilmiistiir. bu izolatlardan sinerji goriilen izolatlarin

birinde (izolat-3) planktonik formda da sinerji goriilmiistiir. biyofilm olusum

kapasitesi giiclii (+3) olan ve MBIK degerleri diger izolatlara kiyasla daha yiiksek olan

Izolat-2 igin planktonik formda da biyofilmde de sinerji goriilmemistir.

Tablo 23. Tim izolatlarin planktonik formda ve biyofilmde sinerjistik etkilerinin
karsilagtirilmasi ve sinerjistik etkilesim goriilen antibiyotik kombinasyonlari.

. Meropenem-Polimiksin B Tigesiklin-Polimiksin B
©
E
R | Planktonik form Biyofilm Planktonik form Biyofilm
Additif
1 Indiferens Indiferens Indiferens TGC 64 mg/L +
PMB 1 mg/L
2 Indiferens Indiferens Indiferens Indiferens
Sinerji Additif
MEM 64 mg/L + i TGC 2 mg/L+ o
Additif Sinerji
3 | PMB (\’/S Myl | MEM 512 mg/i+ | FPMB ?,3 Myl | 16C 2 mg/L +
MEM32 mg/iL+ | "MB8MIL 1 poc g+ | PMBO25 Mo/l
PMB 1 mg/L PMB 1 mg/L
Additif Additif Sinerji
4 | MEM 128 mg/L + | MEM 128 mg/L + Indiferens TGC 64 mg/L +
PMB 0,125 mg/L | PMB 4 mg/L PMB 2 mg/L
Additif Additif
5 Indiferens MEM 128 mg/L + Indiferens TGC 64 mg/L +
PMB 2 mg/L PMB 2 mg/L

MEM: Meropenem, PMB: Polimiksin B, TGC:Tigesiklin.
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5. TARTISMA

K.pneumoniae en 6nemli nozokomiyal enfeksiyon etkenlerindendir. Siklikla kan
dolasim enfeksiyonu, iiriner sistem enfeksiyonu ve solunum yolu enfeksiyonlarina
neden olur (5). Ulkemiz nozokomiyal enfeksiyon verilerine gore ise tiim
enfeksiyonlarin  %19,2’sinden  Klebsiella spp., enfeksiyon odagi agisindan
bakildiginda ise kan dolasim enfeksiyonlarmin %18,7’sinden Klebsiella spp.’nin
sorumlu oldugu goriilmektedir (4). Bu ¢alismada izolatlar, tedavide onemli bir
problem olarak kargimiza ¢ikmasi nedeniyle, kan dolasim enfeksiyonuna neden olan

izolatlar arasindan seg¢ildi.

Antibiyotik direnci K.pneumoniae’nin etken oldugu enfeksiyonlarda 6nemli bir
problem olarak karsimiza cikmaktadir. CAESAR 2020 verilerine goére Avrupa
bolgelerinde K.pneumoniae nin, ertapenem direnci %51, imipenem/meropenem
direnci %39 saptanmistir (5). Ulkemiz USHIESA verilerine gére ise K.pneumoniae
meropenem direnci %61,9 ve kolistin direnci ise %30,4 saptanmistir (4). CID
K.pneumoniae enfeksiyonlari, uygun tedavi segeneklerinin kisitli olmasi nedeniyle
giiniimiizde 6nemli bir saglik sorunudur. DSO tarafindan yayimnlanan bildiriye gére
karbapenem direngli A.baumannii ve P.aeruginosa ile birlikte yeni antibiyotik tiretimi
icin kritik 6neme sahip bakteriler arasina dahil edilmistir (104). 2021 yilinda
yaymnlanan IDSA ve ESCMID rehberlerine gore, karbapenem direngli GNB
tedavisinde seftazidim-avibaktam, seftolozon-tazobaktam, meropenem-vaborbaktam,
imipenem-silastatin-relebaktam, sefiderokol ve eravasiklin gibi son yillarda iiretilen
antibiyotiklerin kullanilmasi onerilmektedir (45, 46). Bu antibiyotiklerin {ilkemiz de
dahil olmak f{izere diinyanin c¢ogu bdlgesinde ulasilabilir olmamasi hekimleri

kombinasyon antibiyotik rejimlerini kullanmaya yonlendirmistir.

K.pneumoniae’nin biyofilm olusturma yeteneginin de antimikrobiyal dirence katki
sagladigi bilinmektedir. Biyofilm; matriksi sayesinde antibiyotiklerin hiicrelere
ulasmasina engel olur, biyofilm i¢inde oksijen ve besin kisitlilig1 olmasi hiicrelerin
metabolizmalarinin yavaglamasina ve persistan hiicrelerin gelisimine sebep olur ve bu
durum artan antibiyotik direnci ile sonuglanir (6, 67). Bu calisma ile kan dolagim

enfeksiyonuna neden olan karbapenem direngli K.pneumoniae izolatlarinin
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olusturdugu biyofilm iizerine meropenem, tigesiklin, polimiksin B antibiyotiklerinin

ve kombinasyonlarmin etkinligi arastirilmistir.

Calismamizda incelenen 125 karbapenem direngli K.pneumoniae kan izolatindan 11
tanesi (%8,8) biyofilm olusturmustur. izolatlardan 2’si gii¢lii, 3’ii orta ve kalan 6 izolat
zayif biyofilm olusturmustur. Calismaya dahil edilen izolatlarin primer enfeksiyon
odagma bakildiginda ise 3 izolatin {iriner sistem enfeksiyonu ve diger 2 izolatin

intraabdominal enfeksiyon tanili hastalara ait oldugu goriilmiistiir (Tablo 9).

Literatiirdeki K.pneumonie’nin biyofilm olusturma oranlarma bakildiginda; bir
calismada 3 K.pneumoniae idrar izolatindan ikisinin giiglii, birinin orta derecede giiglii
biyofilm olusturdugunu bulunmustur (105). Sadi¢ ve arkadaslarinin (106) VIP tanist
ile takip edilen hastalarin solunum yolu orneklerini inceledikleri caligmada 31
K.pneumoniae izolatinin 29 tanesinin biyofilm olusturdugu goriilmiistiir. Vuotto ve
arkadaglarinin (95) calismasinda 120 K.pneumoniae izolatinin %93,3’l biyofilm
olusturmus, bunlarin 95 (%79)’1 giiglii, 17 (%14)10 orta derecede gii¢lii biyofilm
olusturmustur. Sanchez Jr ve arkadaslar1 (107), ¢calismaya dahil edilen K.pneumoniae
izolatlarmin biyofilm olusturma oranim1 %76 (41/54) bulmustur. Seifi ve
arkadaglarinin (108) ¢alismasinda ¢esitli K.pneumoniae izolatlarinda biyofilm orani
%93,6 saptanmistir. Yang ve arkadasglarmin (109) ¢alismasinda ise K.pneumoniae
izolatlarinin %44,7’si biyofilm olusturmustur. Karimi ve arkadaslarinin (110) 2021°de
yaptigi caligmada, 83 K.pneumoniae izolatindan 62 (%74,5) izolatin biyofilm
olusturdugu goriilmiistiir. Bu ¢alismalar ile karsilastirildiginda bizim calismamizda
daha diisiik biyofilm olusturma oranlarinin gériilmiistiir. Bu farkliligin ¢alismaya dahil
edilen 6rnek tiiriinlin farkli olmasina ve biyofilm olusumunu 6lgmek ic¢in kullanilan

yontemlerin farkli olmasina bagli oldugu diistiniilmektedir.

Izolatin tiirii ile biyofilm olusturma kapasitesi agisindan yapilan caligmalar
incelendiginde; Sanchez Jr ve ark. ¢alismasinda; derin doku, kemik ve solunum
orneklerinde biyofilm olusturma orani yiiksek, idrar ve kan orneklerinde ise daha
diisiik saptanmistir (107). Seifi ve ark. caligmasinda balgam ve cerrahi yara 6rneklerine
daha yiiksek, kan oOrneklerinde daha diisiik biyofilm olusturma giicii oldugu
goriilmiistiir (108). Yang ve ark. calismasinda izolat tiirii ile biyofilm giicii agisindan

istatistiksel anlamli fark saptanmamustir (109). Karimi ve ark. ¢alismasinda biyofilm
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olusturma orani trakeal aspirat ve balgam orneklerinde en yiiksek, apse drneginde ise
en diisiik oldugu goriilmiistiir (110). Literatiirdeki diger yayinlarda da goriildiigi iizere
derin doku ve solunum &rneklerinde biyofilm olusturma oranlar1 daha yiiksektir. Kan
izolatlar1 ise biyofilm olusturma kapasitesi en diisik olan O©rnek grubunu

olusturmaktadir.

Yaita ve arkadaglarmin (111) ¢aligmasinda 9 hastaya ait 10 KDE bakteremi izolati
incelenmis ve hepsinin biyofilm olusturdugu goriilmiistiir ancak hastalarin ¢ogunda
(8/9) iiriner kateter, santral kateter gibi bir yabanci cisim oldugu belirtilmistir. Di
Domenico ve arkadaglarinin (112) hematolojik malignitesi olan 96 bakteremi vakasini
inceledikleri ¢alismada; zayif biyofilm olusturan izolatlarin daha fazla oldugu, ancak
mortalite acisindan bakildiginda giiglii biyofilm olusturan izolatlarin u¢ organ hasari
ve mortaliteye daha fazla neden oldugu bulunmustur. Caligmada bakteremi etkeni
izolatlarin %63,5’ini GNB’ler olusturmaktadir ve bunlardan 10 izolat (%10,4)
K.pneumoniae’dir. Giiglii biyofilm olusumu ise 6zellikle P.aeruginosa (93,7) ve
K.pneumoniae (%50) virulansinda diger izolatlara kiyasla daha onemlidir (112).
Karimi ve ark. ¢alismasinda, ¢alismaya dahil edilen alti K.pneumonie kan izolatinin
%10 giiclii, %60 zayif biyofilm olusturdugu ve diger 6rnek tiirleri ile kiyaslandiginda
daha zayif biyofilm olusturdugu gorilmiistiir (110). Calismamizda da biyofilm
olusturan 11 izolatin 6’s1 (%54) zayif biyofilm olusturmaktadir, bu oran diger
caligmalardaki kan orneklerinin biyofilm giicline benzerdir. Zheng ve arkadaslarinin
(113) ¢alismasinda bakteremi etkeni 250 K.pneumoniae izolat1 biyofilm olusumuna
etki eden virulans faktorleri acisindan incelenmistir. Primer enfeksiyon odagi
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamakla birlikte, uygun tedaviye
ragmen 72 saatten fazla devam eden bakteremi vakalarinda biyofilm olusumunun daha
fazla oldugu goriilmiistiir. K1 (magA), rmpA, rmpA2, wcaG viriilans faktorleri pozitif
izolatlarda daha sik biyofilm olusmustur. Hipermukoviskéz ya da K2 serotiple
biyofilm arasinda ise iliski saptanmamistir. Sonug¢ olarak bakteremi izolatlarinin
biyofilm giiciiniin; primer enfeksiyon odagi, tedaviye ragmen persistan bakteremi olup
olmamasi, o bolgede yaygmn bulunan varyant ve bakterinin tasidigi virulans

faktorlerine bagl oldugu goriilmektedir.

Izolatlarin biyofilm olusturma kapasitesi ile ila¢ direnci arasinda iliski oldugu

diistiniilmektedir. Cepas ve arkadaslarinin (114) ¢alismasinda 117 K.pneumoniae
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izolatinin biyofilm olusturma orani %37,6 bulunmustur. Kolistin direngli izolatlarda
biyofilm olusturma orani istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmus,
tigesiklin i¢in de direncli izolatlarda biyofilm olusturma orami1 daha yiiksek olmakla
birlikte istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig: goriilmiistiir. CID ile biyofilm
olusumu karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.
Nirwati ve arkadaglarinin (115) ¢alismasinda 167 K.pneumoniae izolatindan %85’inin
biyofilm olusturdugu ve izolatlarin %54,5’inin CID oldugu gériilmiistiir. izolatlarin
CID olup olmamasi ve biyofilm olusturma kapasitesi arasinda ise istatistiksel anlaml
farklilik saptanmamustir. Asati ve arkadaslarinin  (116) c¢aligmasinda Yyara
orneklerinden izole edilen 31 K.pneumoniae izolat1 CID ve biyofilm olusturma giicii
acisindan Karsilastirilmis ve CID orami biyofilm olusturan grupta daha yiiksek oranda
bulunmustur (%61,9’a %40). Shadkam ve arkadaglarinin (117) ¢alismasinda ise 100
K.pneumoniae izolatindan CID olanlarda giiglii biyofilm olusturma oran1 %29,8 iken
CID olmayan izolatlarda giiclii biyofilm olusturma oram %15,2 saptanmistir. CiD
olmayan izolatlarin %51,5’i biyofilm olusturmazken, CID izolatlarin sadece
%11,9’unda biyofilm olusmamustir. Cusumano ve arkadaslarinin (118) ¢alismasinda
139 K.pneumoniae izolati antimikrobiyal diren¢ ve biyofilm olusturma giicii agisindan
karsilastirilmig, CID sikligmin (81 izolat) zayif biyofilm olusturan izolatlarda daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Ek olarak karbapenem direngli izolatlarin, zayif biyofilm
olusturan grupta giiclii biyofilm olusturan gruba kiyasla (%91,4’e %39.,4) daha fazla
oldugu bulunmustur. Tigesiklin ve kolistin direnci a¢isindan karsilastirildiginda ise
istatistiksel anlamli farklilik saptanmamistir. Vuotto ve arkadaglarinin (95)
calismasina gore 120 idrar K.pneumoniae izolat1 antimikrobiyal direng¢ ve biyofilm
olusturma giicii agisindan incelenmistir. izolatlar antibiyotik direncine gore duyarl,
CID ve XDR olarak siniflandirilmis ve biyofilm olusturma giicii acisindan
karsilastirilmistir. Duyarli izolatlarin %70,8 (17/24) giicli, %12,8 (3/24) orta
derecede; CID izolatlarin %67,5 (27/40) giiclii, %25 (10/40) orta derecede; XDR
izolatlarin ise %91,1 (51/56) gi¢lii, %7,1 (4/56) orta derecede giiclii biyofilm
olusturdugu bulunmustur. CID ve XDR izolatlar karsilastirildiginda anlamli fark
olmamakla birlikte, karbapenem direnci agisindan karsilagtirildiginda karbapenem
direngli izolatlarin istatistiksel olarak anlamli oranda biyofilm olusturdugu

goriilmiistiir. Rahdar ve arkadaslarmin (119) calismasinda 160 K.pneumoniae

78



izolatindan karbapenem direngli grupta giiclii biyofilm oran1 %50 (46/92) iken
karbapenem duyarli grupta giiglii biyofilm oran1 %33,6 (31/92) saptanmistir. Sonug
olarak aksini gosteren calismalar da olmakla birlikte calismalarin ¢ogunlugunda
direngli izolatlarin daha sik ve daha gii¢lii biyofilm olusturdugu goriilmektedir.
Karbapenem direnci ile biyofilm giicli arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
oldugu, tigesiklin veya kolistin ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
farklilik olmadig1 saptanmistir. Calismamiza sadece karbapenem direngli izolatlar
dahil edilmis olup, bu izolatlardan birinin 64 mg/L, diger izolatlarin ise 256 mg/L ve
512 mg/L gibi yiiksek meropenem MIK’ine sahip oldugu bulunmustur (Tablo 9).
Izolatlarimizin hepsi polimiksin B duyarli, 3 izolat da tigesiklin duyarli bulunmustur.
Calismaya dahil edilmeyen izolatlarin tigesiklin ve polimiksin B duyarliligi

bilinmemesi nedeniyle karsilastirma yapilamamaktadir.

International Network for Optimal Resistance Monitoring (INFORM) kiiresel
siirveyans programi dahilinde 18 Avrupa iilkesinin katilimi ile yapilan c¢aligmada
2012-2015 yillart arasinda  Enterobaceriaceae  antimikrobiyal — duyarlilig
degerlendirilmistir. Calismada tiim K.pneumoniae’da (6719 izolat) meropenem,
kolistin ve tigesiklin duyarlilig: sirastyla %91,3, %95,6 ve %86,3; meropenem direngli
K.pneumoniae’da (11 izolat) kolistin ve tigesiklin duyarlilig: sirasiyla %90,9 ve %81,8
bulunmustur (120). Vega ve arkadaslarinin (121) Latin Amerika’nin 11 yillik siire ile
tim klinik Orneklerinin incelendigi ¢alismasinda; 4032 K.pneumoniae izolatinin
GSBL orani %36,3 ve tigesiklin, meropenem ve amikasinin (sirastyla %95,7, 90,9 ve

86,9) duyarlilig1 en yiliksek antibiyotikler oldugu goriilmiistiir.

Aygar’in (122) calismasinda 3 yil siire ile karbapenem direngli K.pneumoniae
izolatlarinda kolistin direnci arastirilmis ve yillara gore sirasiyla %37,5, %30,8 ve
%41,7 saptanmistir. Tanriverdi Cayci ve arkadasglarmin (123) yaptigi ¢alismada;
%86,1°1 karbapenem direngli olan K.pneumoniae izolatlarinin %29,7 si, Kogak ve
arkadaglarinin ¢alismasinda (124) ise 81 karbapenem direngli K.pneumoniae izolatinin
%39,5’inin kolistin direngli oldugu bulunmustur. Idrar izolatlarinda kolistin direnci
%35, kan izolatlarinda ise %56 bulunmustur. Literatiirdeki caligsmalara bakildiginda;
INFORM verileri 2012-2015 gibi daha eski tarihleri icermektedir ve bu nedenle
karbapenem direngli izolat sayisi nispeten daha azdir. Daha yakin tarihli ¢alismalara

bakildiginda karbapenem direnci ile birlikte kolistin direncinin de arttig1 hatta tehlike
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uyandiran boyutlarda oldugu goriilmektedir. Calismamizda herhangi bir karbapeneme
direncli oldugu goriilen izolatlar secildikten sonra meropenem, polimiksin B ve
tigesiklin i¢in antimikrobiyal duyarlilik ¢alisiimistir. Izolatlarin meropenem MiK leri
64 ile 512 arasindadir ve tamami1 EUCAST kriterlerine gore meropenem direnclidir
(97). Polimiksin B MiKleri 0,5 ile 2 arasindadir ve EUCAST kriterlerine gére hepsi
polimiksin B duyarlidir (97). Tigesiklin MiK ’leri ise; 1 izolat i¢in 0,25, 2 izolat i¢in 2
ve diger 2 izolat i¢in 4’tiir, FDA kriterlerine gore 3 izolat tigesiklin duyarli, 2 izolat
tigesiklin  direnglidir (98). Calismamiza dahil edilen karbapenem direngli
K.pneumoniae izolatlarinda polimiksin B direnci gorilmemistir, bu durumun

orneklem sayimizin kisitli olmasina bagl oldugu diistiniilmektedir.

Biyofilm olusumu da antimikrobiyal dirence katki saglar. Antibiyotiklerin biyofilm
icindeki hiicrelere yeterince penetre olamamasi, biyofilm matriksi i¢inde antibiyotik
etkisinde azalma, biyofilm hiicrelerinin metabolizmasinin yavaslamasi ve persistan
hiicreler biyofilmin antimikrobiyal dirence katkisini agiklamak igin arastirilan
mekanizmalardandir. Biyofilm igindeki bakterilere antibiyotiklerin etkinligini
gdstermek igin rutin uygulanan MIK testleri uygun degildir. Bu amagla farkli
yontemler denenmektedir. Modifiye Christensen yontemi (91, 92), igneli polistrien
plaklar ile MBIK 6l¢iimii (125), zamana bagl 6ldiirme ydntemi ve in vitro dinamik
biyofilm modelleri (126, 127) bu yontemler arasinda sayilabilir. Bizim ¢aligmamizda

modifiye Christensen yontemi kullanilmistir.

Sato ve arkadaglarmin (128) yaptigi ¢alismada 10 adet A.baumannii izolati, bazi
antibiyotiklerin MIK altindaki konsantrasyonlarinda biyofilm olusum inhibisyonuna
etkisi agisindan incelenmistir. Planktonik formdaki hiicrelerin MIK altindaki
degerlerde kolistin ve polimiksin B’ye diisiik duyarlilik gosterdikleri, tigesikline ise
duyarli olduklar1 goriilmiistiir. Biyofilm olusum inhibisyonu deneyi i¢in, bakteri
siispansiyonuna kolistin veya polimiksin B uygulandiginda, biyofilm olusumunun
kontrole es veya kontrolden daha fazla oldugu, tigesiklinin ise MIK altindaki
konsantrasyonlarda biyofilm olusumunu inhibe ettigi goriilmiistiir. Sonug olarak bu
caligmaya gore; tigesiklin biyofilm olusumunu inhibe edebilmektedir, polimiksin B ve
kolistinin ise MIK altindaki konsantrasyonlarda ortamda bulunmasi halinde biyofilm
olusumunu indiikleyebilmektedir. Beganovic ve arkadaslarinin (129) ¢alismasinda,

meropenem ve polimiksin B duyarli 24 A.baumannii izolat: icin MIK altindaki
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konsantrasyonlarda antibiyotiklerin biyofilm inhibisyonuna etkisi degerlendirilmistir.
Polimiksin B %63 ve meropenem %358 oraninda biyofilm olusumunu 6nlemistir. Song
ve arkadaslarinin 3 farkli VIM-2 [-laktamaz iireten A.baumannii biyofilmi ile
yaptiklar1 ¢alismada (130) imipenem ve kolistin MIK degerlerinde tek basina
kullanimda biyofilm olusumunu yeterince inhibe edemedigi, tigesiklinin ise MIK
degerinde kullanildiginda biyofilm olusumunu %90 inhibe ettigi goriilmiistiir.
Naparstek ve arkadaslarmin KPC iireten 46 K.pneumoniae izolati ile yaptiklari
calismada (103) kolistinin MIK altindaki konsantrasyonlarda biyofilm olusumuna
etkisi olmadigr goriilmiistiir ancak calisilan izolatlar polimiksin direnglidir. Bu
calismalarda, bizim calismamizdan farkli olarak, antibiyotiklerin MIK altindaki
konsantrasyonlarda biyofilm olusumuna etkisi arastirilmistir. Sonug olarak bakterinin
duyarli oldugu antibiyotikler uygulandiginda biyofilm olusumunu inhibe edebildigi
ancak duyarli olsalar da MIK’i yiiksek olan antibiyotiklerin MIK altindaki
konsantrasyonlar1 ile uygulandiginda biyofilm olusumunu inhibe edemedigi
goriilmistiir. Bizim bu ¢alismada amacimiz ise; antibiyotiklerin olugsmus biyofilm
tizerine etkisini aragtirmakti. Bu nedenle bakteri slispansiyonu doku kiiltiir plaginda

inkiibe edildikten sonra antibiyotik uygulanmustir.

Wickremasinghe ve arkadaslarmin (131) ikisi de polimiksin B direngli, biri
meropenem duyarli iki P.aeruginosa izolat1 ile yaptiklari ¢alismada, iki izolat igin de
polimiksin B monoterapi ve meropenem direngli izolat i¢gin meropenem monoterapisi
inefektif bulunmustur. Meropenem ya da polimiksin B’nin direngli izolatlarm
olusturdugu biyofilme monoterapide etkisiz oldugu goriilmiistiir. Herrera ve
arkadaglarmin (132) 2019 yilinda yayinlanan ¢alismasinda 2 farkli polimiksin B
duyarli K.pneumoniae izolati, antibiyotiklerin biyofilm olusumuna ve olusmus
biyofilm parcalanmasina etkisi agisindan incelenmistir. Sonug olarak polimiksin B’ nin
MIK altindaki konsantrasyonlarda biyofilm olusumunu inhibe ettigi, MIK e esit ve
tizerindeki konsantrasyonlarda ise olusmus biyofilmi pargaladigi gosterilmistir. Ruiz
ve arkadaslarinin (133) endotrakeal tiip i¢inde olusturulan K.pneumoniae biyofilmi
lizerine yaptig1 ¢alismada; MIK’in 2 kat1 konsantrasyonlarda tigesiklin icin %74,2,
meropenem i¢in %65,5 ve kolistin igin %56,7; MIK’e esit konsantrasyonda
uygulandiginda tigesiklin i¢in %64,2, meropenem igin %58,4, kolistin icin %46.4;

MIiK’in yarisi konsantrasyonlarda tigesiklin i¢in %66,5, meropenem igin %64,7,
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kolistin i¢in %50,4 oraninda biyofilmi parcaladigi bulunmustur. Sonug¢ olarak
meropenem ve Kolistine direngli izolatlarda biyofilme etkisiz oldugu, duyarli olan
izolatlarda ise en iyi biyofilm aktivitesinin meropenem ile, en diisiik aktivitenin de
kolistin ile oldugu bulunmustur. Mataraci-Kara ve arkadaslar1 (134) tarafindan
yapilan c¢alismada, 5 farkli kateter iligkili kan dolagim enfeksiyonu etkeni
K.pneumoniae izolat1 ile in vitro kateter model olusturulup antibiyotiklerin biyofilm
tizerine etkisi arastirilmistir. Doripenemin tek basina biyofilm iizerine en etkili ajan
oldugu, tigesiklin ve kolistinin kontrol gruba gore biyofilm i¢indeki bakteri dansitesini
azaltmakla birlikte yeterli miktarda elimine edemedigi ve tedavi sonrasi tekrar biiyiime
ile iliskili oldugu gdzlenmistir. Izolatlarn antimikrobiyal —duyarliliklarina
bakildiginda, bir izolatin doripenem ve tigesiklin direncli, diger izolatlarin iki
antibiyotige de duyarli oldugu ve tiim izolatlarin kolistin duyarli oldugu goriildii.
Sonug¢ olarak karbapenemler, duyarli bakterilerin olusturdugu biyofilm {iizerine
tigesiklin ve kolistinden daha etkilidir. Kolistin ve tigesiklin monoterapisinin, izolatlar

duyarl olsa da tedavi basarisizligi ile iligkili oldugu goriilmektedir.

[zolatlarin meropenem MBIK degerlerine bakildiginda; 1 izolat igin 128 mg/L, diger
4 izolat i¢in ise ¢alisilan en yiiksek deger 512 mg/L iizerinde saptanmistir. Meropenem
MIK ile MBIK karsilastirildiginda 2-8 kat artis oldugu goriilmiistiir. Polimiksin B
MBIK degerleri 2-128 mg/L 6l¢iilmiistiir, MIK ve MBIK degerleri karsilastirildiginda
2-128 kat artis oldugu goriilmiistiir. Tigesiklin igin ise MBIK iki izolatta 32 mg/L ve
64 mg/L, diger ii¢ izolat i¢in ¢alisilan en yiiksek konsantrasyon olan 256 mg/L
iizerinde saptanmustir. Tigesiklin MIK ve MBIK degerleri karsilastirildiginda 8-1024
kat artis oldugu goriilmistiir (Tablo 10). Li ve arkadaslarinin (94) calismasinda 9
A.baumannii izolat:1 icin MIK ve MBIK konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda
meropenem i¢in 16-1024 kat artis oldugu goriilmiistiir. Naparstek ve arkadaslarinin
calismasinda  izolatlarin  %69’unda  kolistinin ~ biyofilm  eradike eden
konsantrasyonunda MIK’e kiyasla 2-3 kat artis goriilmiistiir (103). Sadi¢ ve
arkadaslarmin ¢alismasinda incelenen 6 VIP etkeni izolatta meropenem, siprofloksasin
ve kolistinin MIK ve MBIK degerleri arasinda en az 4 kat olmak iizere gogu izolat i¢in
1000 katin iizerinde fark oldugu bulunmustur (106). Can ve arkadaslarmin (135)
calismasinda 59 A.baumannii izolatinin planktonik ve biyofilmdeki hiicreleri iizerine

tigesiklinin etkisi arastirilmistir. Biyofilm olusumu ile MiK arasinda anlamli bir iligki
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saptanmamis olup biyofilmdeki hiicrelerde planktonik hiicrelere kiyasla MIK
degerlerinde belirgin artis oldugu goriilmiistiir. K.pneumoniae ile yapilan ¢alismalara
bakildiginda ise; Aires ve arkadaslar1 (136), seftriakson i¢cin MBIK degerinin MIK’in
6250 kat1 oldugunu bulmuslardir. Perez’in (137) ¢alismasinda 10 adet KPC-2 iireten
K.pneumoniae izolatinin %90’inda biyofilm igindeki hiicrelerde polimiksin B
direncinin 2-16 kat arttigi bulunmustur. Chaudhary ve arkadaglart (138) 15
K.pneumoniae izolatinin meropenem i¢cin MBIK konsantrasyonlarinin MiK’in 8-32
kat1 oldugunu bulmustur. Singla ve arkadaglarinin (139) caligmasinda ise amikasin,
siprofloksasin ve piperasilinin planktonik form ve biyofilmde MIiK ve MBK
konsantrasyonlar1 karsilastirilmis; biyofilmdeki hiicrelerin MiK degerlerinde 2-8 Kat,
MBK’da 1024 kata kadar artis oldugu goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda da benzer
sekilde antibiyotiklerin MBIK degerleri, MIiK degerlerinden 2-1024 kat daha yiiksek
bulunmustur. Calismamizda kullanilan izolatlardan biri (Izolat-2) i¢in MBIK ile MIK
degerleri arasindaki fark diger izolatlara kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Bu

durumun izolatin gii¢lii biyofilm olusturmasi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.

Karbapenem ve genis spektrumlu diger beta laktamlara direng oranlari giin gegtikce
artmaktadir. Bu amacla tiretilen antibiyotiklerin diinyanin ¢ogu bolgesinde ulasilabilir
olmamas1 ve artik bu antibiyotiklere direncli izolatlarla da klinikte karsilagilmasi,
arastirmacilart klinik kullanimda olan antibiyotiklerin sinerjistik etkilesimlerini
arastirmaya yonlendirmektedir. Cogu c¢alismada ciddi sepsis, septik sokta etkene
yonelik kombinasyon tedavi monoterapiden iistiin bulunmustur. Ek olarak
karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae ve [-laktamlarin  kullanilamadigi
P.aeruginosa ve A.baumannii enfeksiyonlarinda da kombinasyon tedavi istiin

bulunmustur (47).

Kombinasyon tedavide sinerjistik etkilesimi degerlendirmek i¢in uygulanan birkag
farkli yontem vardir. Zamana bagl 6ldiirme yonteminde antibiyotigin tek kullanimina
kiyasla 2 logio cfu azalma olmasi sinerji olarak degerlendirilir (100). Bizim
caliyjmamizda kullanilan yontem olan dama tahtasi yonteminde ise FIK indeksi
hesaplanir. FiK indeksi <0,5 olmast sinerji, 0,5 ile <1 aras1 additif etki 1 ile <4 aras1

indiferens, >4 ise antagonizma olarak degerlendirilmistir (68, 102).
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Wang ve arkadaglart (140) tarafindan A.baumannii izolatlarinda kombinasyon
tedavilerin sinerjistik etkilerinin arastirildigi calismada, kolistinin MIK altindaki
konsantrasyonlari ile yapilan kombinasyonlarda diger antibiyotiklerin MIK ’lerinde 2-
128 kat azalma goriilmiistiir. Meropenem ile kombinasyonunda %52 (13/25) sinerji
goriilmiistiir. Laishram ve arkadaslarinin (141) ¢alismasinda 50 karbapenem direngli
K.pneumoniae kan izolatt meropenem ve kolistin sinerjisi a¢isindan arastirilmis ve
kolistin direngli grupta (8/50) sinerjinin %50, kolistin duyarli grupta %45,2 oldugu
saptanmig ve aralarinda istatistiksel anlamli farklilik olmadig1 goriilmiistiir. Dosler ve
arkadaglarinin  (142) 15 K.pneumoniae izolati igeren ¢aligmasinda izolatlarin
%354 iinde kolistin ile imipenem kombinasyonunda sinerji goriilmiistiir. Diindar ve
arkadaglarmin (143) calismasinda 25 KDE izolatinda dama tahtasi yontemi ile
sinerjistik etkilesimler degerlendirilmistir. Izolatlardan 5°i kolistin, 5°i tigesiklin
direnglidir. Imipenem+kolistin kombinasyonu %40 sinerjik etkili bulunmustur.
Literatiirdeki calismalara bakildiginda karbapenemler ile polimiksinlerin sinerjik etkili
olabildigi goriilmektedir. Ozellikle karbapenem direngli izolatlarda, kolistin
monoterapi inefektif olmakla birlikte kombinasyonda sinerji goriilmektedir. Sinerji
deneylerinde ¢ogunlukla polimiksinlerden kolistin kullanilmistir, polimiksin B’nin
kullanildig1 ¢aligsmalar ise daha kisitli sayidadir. Polimiksin B igeren kombinasyonlarla
kolistin igeren kombinasyonlarin sinerjik etkileri karsilastirildiginda ise literatiirde
farkli oranlar ile karsilagilmaktadir. Meng ve arkadaslarinin (144) 2022°de yayinlanan
9 XDR A.baumannii izolat1 ile yaptiklari ¢alismada; imipenem, meropenem, tigesiklin,
polimiksin B ve polimiksin E’nin MIK, MBIK ve sinerjistik etkilesimleri
arastirilmistir.  Planktonik  hiicrelerde polimiksin B ve E ile imipenem
kombinasyonunda %100, meropenem ile kombinasyonlarinda sirasiyla %33 ve %78
sinerji gorillmistiir. Urban ve arkadaslarinin (145) calismasinda polimiksin B ile
doripenem kombinasyonu, MiKx1/4 konsantrasyonlarda %30 (1/5 K.pneumoniae, 1/5
A.baumannii, 1/5 P.aeruginosa) bakterisidal etkili bulunmustur. Diep ve
arkadaglarinin (127) calismasinda ise 2 farkli KPC iireten K.pneumoniae izolati
kullanilmis, polimiksin B direngli olan izolatta monoterapi inefektif bulunmus,
tedavinin 24. saatinden itibaren tekrar bliylime goriilmiis ve polimiksin B duyarli olan
izolatta ise daha diisiik konsantrasyonlarda sinerji goriilmistir. Zusman ve

arkadaglarinin yaptig1 meta-analizde (101) 146 K.pneumoniae izolat1 karbapenem ve
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polimiksin sinerjisi acisindan degerlendirilmis ve sinerji oran1 %44 bulunmustur.
Polimiksin B kullanilan 3 ¢alismada sinerji oran1 %64, kolistin kullanilan ¢alismalarda
ise sinerji orant %40 bulunmustur. Hem karbapenem hem de polimiksin direngli
K.pneumoniae izolatlarinda monoterapide bakterisidal etki %9’unda goriiliirken,
kombinasyon tedavide %70’e c¢ikmaktadir. Bizim calismamizda ise meropenem
+polimiksin B kombinasyonunda planktonik formda %20 (1/5) sinerji, %20 (1/5)
additif etki goriilmiistiir. Izolatlarm tamami meropenem direngli, polimiksin B
duyarlidir. Literatiirdeki KDE enfeksiyonlarinda meropenem-+polimiksin B sinerji

oranlarina gore daha diisiik oranlarda sinerji goriilmustiir.

Meng ve arkadaslarinin ¢alismasinda, A.baumannii’nin planktonik formuna
polimiksin B veya E ile tigesiklin kombinasyonu uygulandiginda ise sinerji
goriilmemistir (144). Ku ve arkadaslarinin (146) ¢alismasinda 5’i karbapenem direngli
9 GSBL iireten K.pneumoniae izolati iizerinde; kolistin, fosfomisin ve tigesiklinin
sinerjistik etkileri aragtirllmistir. Tigesiklin ile kolistin kombinasyonu, en yiiksek
sinerji (%81,8) goriilen ve 24 saatin iizerinde bakterisidal etkinin devam ettigi (%90,9)
kombinasyon olarak bulunmustur. Sinerji goriilmeyen tek izolatin hem kolistin hem
de tigesiklin direngli oldugu gorilmistiir. Stein ve arkadaglarmin (147) 16’s1
karbapenem direngli 20 K.pneumoniae izolat1 ile dama tahtasi yontemi kullanilarak
yaptiklari ¢alismada, 2 izolat hari¢ meropenem ile tigesiklin kombinasyonunda siner;ji
goriilmemis, 6 izolatta meropenem ile kolistin kombinasyonunda, 6 izolatta tigesiklin
ile kolistin kombinasyonunda sinerji goriilmiistiir, iki grupta da 5 izolat ortaktir. Tuon
ve arkadaslarinin (148) calismasinda karbapenem direngli Enterobacteriaceae’nin
etken oldugu 112 VIP hastas1 (102’si K.pneumoniae) incelenmis; mortalite,
kombinasyon tedavi alanlarda monoterapiye gore daha diisiik bulunmustur. EK olarak
kombinasyon rejimi uygulanan 17 hasta incelendiginde en etkili rejimin 8 hasta ile
tigesiklin+kolistin kombinasyonu oldugu gorilmiistiir. Diindar ve arkadaslarinin
calismasinda tigesiklin+kolistin kombinasyonunda %36 sinerji goriilmiis ve Klebsiella
spp. icin incelendiginde ise %70 sinerji ile en etkili kombinasyon rejimi oldugu
goriilmiistiir (143). Sonu¢ olarak karbapenem direngli izolatlarin etken oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kolistin bazli rejimlerin etkili oldugu goriilmiistiir.
Ozellikle de hem karbapenem hem de kolistin direncli izolatlarda kolistin bazli

kombinasyonlarin, 6zellikle de kolistin ve tigesiklin kombinasyonunun daha etkili
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oldugu goriilmektedir. Polimiksin B ile tigesiklin kombinasyonunun arastirildigi
caligmalar ise ¢ok daha kisitli sayidadir. Bizim ¢alismamizda da planktonik hiicreler
tizerine tigesiklin+polimiksin B kombinasyonunda ise sinerji goriilmemekle beraber
bir izolatta additif etki goriilmiistiir. Literatiir ile karsilastirlldiginda ¢alismamizda
daha diisiik oranlarda sinerji goriilmiistiir. Kolistin direngli izolatlarin dahil edildigi
calismalarda daha yiiksek sinerji oranlari goriilmistiir. Calismamizda ise izolatlarin
tamami1 polimiksin B duyarhidir, bu nedenle daha diisiik sinerji oranlar1 gériilmiis
olabilir. Ek olarak, kullanilan in vitro sinerji testinin farkli olmasi ya da sinerji
testlerinin farkli yorumlanmasi gibi sebeplere bagl olarak da farkli sinerji oranlari
goriilmiis olabilir. Pankey ve arkadaslarinin (149) karbapenemaz iireten 14
K.pneumoniae izolat1 ile yaptiklari ¢alisgmada, polimiksin B’nin meropenem ve
rifampin ile kombinasyonunun sinerjistik etkilesimi Etest ve zamana bagli 6ldiirme
yontemleri  kullanilarak ~ degerlendirilmistir. Polimiksin ~ B+meropenem
kombinasyonunda sinerji ya da additif etki gosteren izolat sayisi Etest’e gore %71
(10/14), zamana bagli 6ldiirme yontemine gore %79 (11/14) bulunmustur. Gaibani ve
arkadaglarinin (150) ¢alismasinda tamami KPC iireten 9’u kolistin duyarli, 8’1 kolistin
direngli toplam 17 kan K.pneumoniae izolati; Etest, dama tahtasi ve zamana bagh
Oldiirme yontemleri ile sinerjistik etki agisindan degerlendirilmistir. Kolistin duyarh
izolatlarda hem Etest’te hem de dama tahtasi yonteminde sinerji goriilmemistir.
Kolistin direncli izolatlarda Etest yonteminde %25 (2/8) kolistin+tigesiklin, %12,5
(1/8) kolistintmeropenem kombinasyonunda sinerji goriilmiistiir. Dama tahtasi
yonteminde ise 6/8 kolistin+tigesiklin, 3/8 kolistintmeropenem kombinasyonu
sinerjistik etkili bulunmustur. Zamana bagli 6ldiirme yonteminde ise benzer sekilde
kolistint+tigesiklin  kombinasyonunda sinerji  goriilmiis, Kkolistin+meropenem
kombinasyonunda sinerji gériilmemistir. Sonug olarak literatiire bakildiginda sinerji
icin uygulanan yontemler karsilastirildiginda farkli sonuclara ulasilmaktadir. Zamana
bagli 6ldiirme yontemi, in-vivo sinerjiyi tahmin etmede daha etkili goriinse de daha az
antibiyotik konsantrasyonu test edilebilmesi, bakterinin inokulum miktarindan
etkilenmesi ve diger yontemlere kiyasla daha fazla zaman almasi nedeniyle
uygulanmas1 zor bir yontemdir. Etest yontemi ise bazi ¢alismalarda dama tahtasi
yontemi, bazi calismalarda ise zamana bagli Oldiirme yontemi ile uyumlu

goriilmektedir (151).
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Direngli enfeksiyonlarda antibiyotiklerin sinerjistik etkilesimlerini bilmek 6zellikle de
etkene duyarli antibiyotik olmadiginda tedavi planlamak i¢in gereklidir. Biyofilmin
antimikrobiyal direncine katkis1 oldugu ve antibiyotiklerin MBIK degerlerinin MIK’e
kiyasla ¢ok daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Biyofilm iligkili enfeksiyonlarda
planktonik forma kiyasla farkli kombinasyonlarda veya farkli konsantrasyonlarda
sinerjistik etkilesimler goriilebilmektedir bu nedenle antibiyotiklerin biyofilmde
sinerjistik etkilesimleri {izerine ¢alismalar yapmak gereklidir. Bu amagla da literatiirde
farkli yontemleri kullanan ¢alismalar vardir ancak bu yontemler zor ve maliyeti yiiksek
yontemler olmalar1 nedeniyle, bu konuda c¢alismalarin sayisi kisithdir. Sadig ve
arkadaslarinin calismasinda (106) biri K.pneumoniae olan 3 farkli VIP etkeni dama
tahtas1 yontemi ve zamana bagl 6ldiirme yontemi ile meropenem-+kolistin sinerjisi
acisindan degerlendirilmistir. Dama tahtast1 yonteminde diger iki izolatta
(P.aeruginosa ve A.baumannii) sinerji goriilirken K.pneumoniae’de etkilesim
goriilmemistir, zamana bagli 6ldiirme yonteminde de K.pneumoniae ve A.baumannii
icin indiferens, P.aeruginosa igin bakterisidal etki goriilmiistiir. Her ii¢ izolat i¢in de
planktonik formda sinerji goriilmemistir. Geladari ve arkadaslarinin (152) karbapenem
direngli ve biyofilm olusturan 4 K.pneumoniae izolati ile yaptiklar1 g¢alismada;
biyofilm etkinligi en diisiik olan antibiyotigin meropenem oldugu, kolistinin %75 ile
biyofilme en etkili antibiyotik oldugu ve tigesiklinin diren¢li olsa da yiiksek
konsantrasyonlarinda biyofilmin %25’ini inhibe ettigi goriilmiistiir. Ek olarak
meropenem direngli olsa da meropenem-+kolistin kombinasyonunda, kolistinin yiiksek
meropenemin ise diisiik oldugu konsantrasyonlarda sinerji goriilmiistiir. Manyaslh ve
arkadaglarinin (153) calismasinda 15 adet biyofilm olusturan K.pneumoniae kan
dolasim izolatinin meropenem, kolistin, tigesiklin, rifampisinin tek basina ve
kombinasyonda kullanimda biyofilm {izerine etkileri igneli polistrien plak yontemiyle
arastiritlmigtir.  Planktonik  formda  kolistin+rifampisin,  biyofilmde  ise
kolistin+meropenem kombinasyonunun, en etkili kombinasyon oldugu goriilmistiir.
Ek olarak planktonik form ile karsilastirildiginda biyofilmde daha az sinerji oldugu
goriilmiistiir. Wickremasinghe ve arkadaglarinin (131) calismasinda meropenem ve
polimiksin B direngli K.pneumoniae izolat1 i¢in kombinasyonda ¢alismanin 4. saatinde
3 logio cfu/mL azalma goriilmekle birlikte biyofilm tamamen inhibe edilememistir.

Meropenem duyarli ve polimiksin B direngli izolat i¢in ise hem planktonik formda
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hem de biyofilmde {ireme meropenem monoterapisine benzer sekilde inhibe edilmistir.
Bizim ¢alismamizda da biyofilm {izerine meropenem ile polimiksin B kombinasyonu
uygulandiginda 3 izolatta additif etki goriilmiustiir. Additif etki goriilen izolatlardan
birinde planktonik formda sinerji, bir izolatta additif etki goriiliirken diger izolatta ise
etkilesim goriilmemistir (Tablo 22 ve 23). Manyasl ve arkadaslarinin ¢aligmasinin

aksine, ¢calismamizda biyofilmde sinerji oranlar1 daha ytiksektir.

Corvec ve arkadaglarinin (154) GSBL iireten E.coli izolati ile yaptigi ¢alismada
kolorimetrik  olarak  degerlendirildiginde; tigesiklin ve kolistin  yiiksek
konsantrasyonlarda biyofilm olusumunu inhibe ettigi gorilmiistiir. Zamana bagh
6ldiirme deneyinde kolistinin tek basina kullanildigi durumlarda, tedavinin 24.
saatinden itibaren tekrar biliylime oldugu goriilmiistir. Meng ve arkadaslarinin
calismasinda; A.baumannii biyofilmine polimiksin B ve E, meropenem ile beraber
uygulandiginda sirayla %33 ve %44 oraninda sinerji goriilmiistiir, polimiksin B ve
E’nin tigesiklin ile kombinasyonunda ise her iki kombinasyon i¢in de %67 sinerji
goriilmistiir (144). Moshynets ve arkadaslarinin (155) calismasinda Kkolistinin tek
bagma K.pneumoniae’nin planktonik formuna etkili olmadig1 ancak azitromisin ile
beraber uygulandiginda planktonik form {izerine sinerjistik etkili oldugu bulunmustur.
Benzer sekilde biyofilmde de azitromisin, kolistinin biyofilm inhibisyonu {iizerine
etkisini artirmaktadir. Ribera ve arkadaslar1 (126) tarafindan iki adet GSBL iireten
K.pneumoniae izolati ile olusturan biyofilm modelde, kolistinin duyarl olsa da tek
basina etkisiz oldugu, meropenem ve kolistin kombinasyonunu ise meropenem ile
benzer etkili oldugu bulunmustur. Geladari ve arkadaslarinin ¢alismasinda tigesiklinin
direngli olsa da yiiksek konsantrasyonlarinda biyofilmin %25’ini inhibe ettigi ve
kolistin+tigesiklin kombinasyonunun her iki antibiyotigin yiiksek
konsantrasyonlarinda biyofilm olusumunu inhibe ettigi goriilmistiir (152). Bizim
calismamizda ise; tigesiklin ve polimiksin B kombinasyonunda ise biyofilme kars1 iki
izolat i¢in sinerji, iki izolat i¢in additif etki goriilmiistiir. Planktonik formda ise additif
etki goriilen izolatlarm ikisi de indiferens, sinerjik etki gosteren izolatlarn biri additif
digeri indiferenstir (Tablo 22 ve 23). Sonu¢ olarak; planktonik formda
meropenem-+polimiksin B kombinasyonunda daha fazla sinerjistik etkilesim
gortliirken, biyofilmde tigesiklintpolimiksin B kombinasyonunda daha fazla

sinerjistik etkilesim goriildii. Planktonik formda sinerji goriilen konsantrasyonlar

88



MiK’e daha yakin degerlerde iken biyofilmde sinerji goriilen konsantrasyonlar
meropenem ve tigesiklin i¢in MiK ten ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda idi. MIK’e
yakin konsantrasyonlarda sinerjiye, antibiyotiklerin standart ya da yiiksek doz- uzun
inflizyon siireli uygulanmasi ile ulasilabilecekken, MIK’in {izerindeki
konsantrasyonlara standart antibiyotik uygulamalar1 ile ulagilmasi miimkiin

goriilmemektedir, bu konuda ileri ¢alismalar yapilmasi gereklidir.

Clock ve arkadaslarimin (156) c¢alismasinda tamami doripenem direngli 48
K.pneumoniae izolat1 sinerji agisindan dama tahtasi yontemiyle degerlendirilmistir.
Doripenem+polimiksin B kombinasyonunda %38,3 (4/48) goriilmekle beraber, sinerji
goriilen  konsantrasyonlar farmakodinamik c¢alismalara gore ulasilabilecek
konsantrasyonlarin  iizerinde  oldugu  goriilmiistiir. ~ Doripenem+tigesiklin
kombinasyonunda ise sinerji goriilmemistir. Ek olarak doripenemin, amikasin,
polimiksin B ve rifampinin MiK degerini 4-32 kat diisiirdiigii goriilmiistiir. Singla ve
arkadaglarmin (139) ¢alismasinda bakterinin logaritmik biiyiime fazi, duragan fazi ve
olgun biyofilm olusturmus hiicrelerde amikasin, siprofloksasin ve piperasilinin MiK
ve MBK degerleri karsilastirilmis, sadece amikasinin, ulasilabilir serum
konsantrasyonlarinda erken biyofilm hiicrelerine etkili olabildigi gorilmiistiir.
Piperasilinin biyofilme etkisiz oldugu, diger iki antibiyotigin de matur biyofilme etkili
konsantrasyonlarinin, ulagilabilir serum konsantrasyonunun 2 katindan daha yiiksek
oldugu bulunmustur. in-vitro galismalarda sinerji goriilse de sonuglar antibiyotiklerin

farmakodinamik etkileri de diistiniilerek degerlendirilmelidir.

Literatiirdeki in-vivo ¢alismalara bakildiginda; Chen ve arkadaslarinin (157)
caligmasinda imipenemin biyofilmi eradike ettigi goriildiikten sonra 12 tavsanin
kulaginda biyofilm iligkili yara enfeksiyon modeli olusturulmustur. 4. giinde
planktonik hiicreler topikal siprofloksasin ile uzaklastirilmis, 6. Gilinden itibaren
imipenem uygulanmaya baglanmistir. 12. Giinde canli bakteri sayisi, epitel ve
graniilasyon doku olusumu acisindan incelenmistir. Yiksek konsantrasyonda
imipenem uygulanan grupta bakteriyel yiikte ciddi bir azalma (4 log) goriilmiistiir.
Corvec ve arkadaslarinin galismasinda da in-vitro deneylerden sonra ginepigler ile
hayvan deneyi modeli olusturulmustur, biyofilme tek basina sadece %17 basar1 orani
ile fosfomisinin etkili oldugu ve kolistin+tigesiklin kombinasyonunda %50 tedavi

basarisi oldugu goriilmiistiir (154). Benthall ve arkadaglarinin (158) ¢alismasinda in-
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vivo antibiyotik etkinligini degerlendirmek icin Galleria mellonella larvalar ile
enfeksiyon modeli kullanilmigtir. Karbapenem ile tedavi sonrasi, karbapenemaz iireten
K.pneumoniae ile enfekte Galleria’lar da dahil olmak tizere mortalite goriilmemistir.
Enfeksiyon etkeni izolatlar Kkolistine in-vitro duyarli goriilseler bile Galleria
mortalitesi ile karsilasilmistir (%80°den fazlasi canli) ve canli Galleria’larda tedavi
sonrasi tekrar biiylime goriilmiistiir. Biyofilm model olusturulup amikasin ve
siprofloksasin ile tedavi edildiginde ise planktonik enfeksiyon modeline kiyasla daha
yiiksek mortalite gdriilmiistiir. In-vivo biyofilm iliskili enfeksiyon modellerinin, in-
vitro ¢alismalara gore farkli sonuglanabildigi bilinmektedir. Bu nedenle biyofilm
modeller ve biyofilme antimikrobiyallerin etkinligi ile ilgili ileri ¢aligmalara ihtiyag

vardir.

Sonug olarak bizim ¢alismamizla da desteklendigi iizere; biyofilm i¢indeki bakterilerin
antimikrobiyal duyarliligi planktonik forma gore azalmaktadir. Planktonik formda ve
biyofilmde goriilen sinerji sonuglar1 arasinda da farkliliklar mevcuttur. Planktonik
formda sinerji goriilmeyen konsantrasyonlarda biyofilm hiicrelerinde sinerji
goriilebilmektedir. Biyofilmde antimikrobiyal duyarlilik ve sinerji testleri i¢in birgok
farkli yontem uygulanmaktadir ancak bu yontemler, standardize edilmemis ve
uygulanmasi zor yontemlerdir, bu konuda altin standart yeni yontemlerin gelistirilmesi
gereklidir. Ek olarak in-vitro sinerji gosterilen konsantrasyonlarin klinik olarak
kullanilan dozlarda ulasilabilir olup olmamasi, tedavi se¢iminde de yol gosterici
olmasi nedeniyle mutlaka aragtirilmalidir. Biyofilm olusumunda da in-vitro ve in-vivo
deneyler arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Farkli kombinasyon rejimleri ve daha

yiiksek izolat sayilari ile, ileri, in-vitro ve in-vivo ¢alismalara ihtiyag vardir.
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6. SONUCLAR

Glinlimiizde 6zellikle nozokomiyal enfeksiyonlarda sik karsilagilan etkenlerden biri
olan K.pneumoniae’nin hizla artan antimikrobiyal direnci, Onemli saglik
problemlerinden biridir. Karbapanem direngli izolatlarla sik karsilasilirken son c¢are
antibiyotikler olarak bilinen polimiksinlere diren¢ de hizla artmaktadir. IDSA ve
ESCMID gibi rehberlerde oOnerilen yeni B-laktam- B-laktamaz inhibitorlerine
ulasilamayan bolgelerde polimiksinler, karbapenemler, aminoglikozitler ve tigesiklin
gibi uzun siiredir klinik kullanimda olan antibiyotikler, farkli kombinasyon rejimleri
ile sinerjistik etkiler agisindan arastirilmaktadir. Ancak mikrobiyoloji laboratuvarinda
rutin uygulanan kiiltiir ve antimikrobiyal duyarlilik testlerinde bakterilerin sadece
planktonik formu {iizerinde ¢alisilmaktadir, giiniimiizde bakterilerin baskin yasam
formu oldugu bilinen biyofilm topluluklar iizerine etkileri bilinmemektedir. Biyofilm
yapist bircok farkli mekanizma ile antimikrobiyal dirence katki saglayan énemli bir

virulans faktoradur.

Bu calisma ile kan dolagim enfeksiyonu etkeni olan 5 adet karbapenem direncli
K.pneumoniae izolatinin olusturdugu biyofilme meropenem, polimiksin B ve
tigesiklin  monoterapide  etkinligi ~ve  meropenem+polimiksin B ile
tigesiklintpolimiksin B kombinasyonunun planktonik form ve biyofilm iizerinde

sinerjistik etkilesimlerinin karsilagtirilmasi amaglandi. Sonug olarak;

1. Kan dolagim enfeksiyonu etkeni olan karbapenem direngli 125 K.pneumoniae
izolatinin 11 tanesinin (%8,8) biyofilm olusturdugu ve 2 izolatin giicli, 3 izolatin

orta derecede ve kalan 6 izolatin zayif biyofilm olusturdugu goriildii.

2. Izolatlarin primer enfeksiyon odagi intraabdominal apse ve iiriner sistem

enfeksiyonu idi

3. Izolatlarm MIK ve MBIK degerleri karsilastirildiginda meropenem igin 8 kat,
polimiksin B i¢in 128 kat ve tigesiklin i¢cin 1024 kat ve lizerinde artig goriildii.

4. Giglii biyofilm olusturan bir izolat i¢in polimiksin B ve tigesiklin duyarl
olsalar da MBIK degerlerinde MiK’e gore sirasiyla 128 ve >1024 kat artis

goriildii.
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5. Planktonik formda meropenem-+polimiksin B kombinasyonunda daha fazla
sinerji goriiliirken, biyofilmde tigesiklin+polimiksin B kombinasyonunda daha

fazla sinerji gorildii.

6. Planktonik formda meropenem+polimiksin B ve tigesiklin+polimiksin B
kombinasyonlarinda sinerjistik etkilesim goriilen izolatlardan biri ortak idi.

Biyofilmde ise her iki kombinasyonda 3 izolat ortak idi.

7. Her iki kombinasyonda da planktonik formda MiK’e daha yakin
konsantrasyonlarda  sinerji  goriilirken,  biyofilmde  sinerji  gdriilen
konsantrasyonlar meropenem i¢in 128 ve 512 mg/L gibi ve tigesiklin i¢in bir izolat
hari¢ 64 mg/L gibi MiK in {izerinde degerlerde idi. Bu konsantrasyonlar, klinikte
standart ya da yiiksek doz kullanim ile ulasilabilecek konsantrasyonlarin izerinde

oldugu diistiniilmektedir.

Calismamizin kisithiliklar1 arasinda, az sayida izolatla yapilmis olmasi ve in-vivo
etkilesimin degerlendirilememis olmasi sayilabilir. Literatiirde biyofilm ile ilgili
caligmalar kisith sayidadir, birgok farkli yOntem uygulanmaktadir ve ayn
kombinasyon rejimlerinde farkli sonuglara ulasilabilmektedir. Kombinasyonda sinerji
goriilen antibiyotiklerin in-vivo etkilesimleri de bilinmemektedir. Bu nedenle
biyofilmdeki hiicrelerin antimikrobiyal duyarliligi ve sinerjistik etkilesimlerin
arastirilmasi i¢in standardize edilmis yontemlerin gelistirilmesi ve sinerjistik etkilesim

goriilen kombinasyonlarla in-vivo deneyler yapilmasi gereklidir.
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8. EKLER

Ek 1. Klinik Arastirmalar etik kurulu

s
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e ™ ONDOKUZ MAYIS UNiVERSITESI
’bor-f e A
O — KLIiNiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
Sayi: B.30.2.0DM.0.20.08/776-793-501 01.08.2022

Saym Dog. Dr. ilkay BOZKURT

Etik Kurulumuza sunmus oldugunuz Kan dolagim infeksiyonuna neden olan karbapenem
direngli Klebsiella pneumoniae izolatlarinda gegitli antibiyotiklerin biyofilm iizerine etkisinin
arastmlmast baslikli OMU KAEK 2021/567 Karar nolu Mikrobiyoloji ¢aligmasi nitelikli
arastirma projeniz amag, gerekge, yaklagim ve yontemle ilgili agiklamalari agisindan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu yonergesine gore incelenmis ve etik agidan bir sakinca olmadigina,
calismann siiresi 6 ay1 gegerse 6 aylik bildirimlerinin yapilmasina, ¢aliyma tamamlandiktan
sonra sonucunun tarafimiza en geg iig(3) ay igerisinde bildirilmesine 08.12.2021 tarihli Etik
kurulumuzda oy birligi ile karar verilmistir.

Bilgilerinize arz/rica ederim.
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