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OZET

Escherichia coli SUSLARINDA ANTIBIYOTiK DIRENGLILIGI VE
BiYOFILM OLUSUMUNUN ARASTIRILMASI

Gizem GUVEN
Yiiksek Lisans, Biyoloji Boliimii
Tez Damsmam: Doc. Dr. Isil SEYIS BILKAY

Ocak 2015, 77 Sayfa

Insan ve hayvanlarda dogal flora elemani olarak bulunan E. coli, toplum ve hastane
kaynakli enfeksiyonlarin da en sik rastlanilan etkenleri arasinda bulunmaktadir. E. coli
suslart canli veya cansiz yilizey alanlara kolonize olarak biyofilm tabakasi

olusturabilmektedir.

Belirli bir yiizey alana tutunmus olan mikroorganizmalarin birarada yasamalariyla
olusturduklar1 biyofilm tabakasinin {ist katmanlar1 bariyer gorevi iistlenerek antimikrobiyal
ajanlara kars1 mikroorganizmalar1 korumakta ve direng gelisimini arttirmaktadir. Biyofilm
olusumunun 6niine gecilmesini saglamak, antimikrobiyal direngliligin artisinin 6nlenmesi

i¢cin son derece Onemlidir.

Calismamizda Ankara’daki bir hastanenin ¢esitli servis ve klinik materyallerinden
izolasyonu gergeklestirilen E. coli suslarmin fenotipik yontemlerle teshisi gerceklestirildi.
Suslarin izole edildigi hastalarin yaslarina ve cinsiyetlerine gore dagilim oranlar1 saptandu.
E. coli suslarinin Amikasin, Ampisilin-Sulbaktam, Sefazolin, Sefepim, Sefoperazon-
Sulbaktam, Sefoksitin, Siprofloksasin, Ertapenem, Gentamisin, Imipenem, Meropenem,
Piperasilin-Tazobaktam, Trimetropim-Sulfometoksazol antibiyotiklerine kars1
direnglilikleri incelenerek antibiyotip profilleri belirlendi. Suslarin biyofilm olusturma

oranlar1 belirlenerek antibiyotik direnglilikleri ile karsilagtirildi.

E. coli suslarmin en yiiksek oranda; hastane servis iinitesi olarak Acil Servis’ten, klinik

materyal olarak idrar’dan, yas grubu olarak 31-45 yas araligindan ve cinsiyet olarak ise



kadin hastalardan izole edildikleri belirlendi. E. coli suslarinin 13 antibiyotige karsi 18
farkli antibiyotip profili sergiledikleri gozlendi. En yliksek sikliktaki antibiyotip profili
ANT1 (%48) olarak belirlendi ve ANT1 antibiyotipinin biitiin antibiyotiklere kars1 duyarli
oldugu saptandi. Ec3 susu ise tiim E. coli suslar1 arasinda en yiiksek antibiyotik
direngliligi ve en yiiksek biyofilm olusumu gosteren sus olarak belirlendi ve 13
antibiyotikten ~ Ampisilin-Sulbaktam, Sefazolin, Sefepim, Sefoperazon-Sulbaktam,
Sefoksitin, Siprofloksasin, Piperasilin-Tazobaktam ve Trimetropim-Sulfometoksazol
antibiyotiklerine kars1 direng gelisimi gozlendi. Ec 3 susunun antibiyotip profili ANT12
olarak belirlendi.

En yiiksek biyofilm olusumu goézlenen bir diger sus olan Ec33 susunda 13 antibiyotikten
higbir antibiyotige karsi diren¢ gelisimi gbzlenmedi ve antibiyotip smifi ANT1 olarak
belirlendi.

Anahtar kelimeler: Escherichia coli, Biyofilm, Antibiyotik direngliligi, EPS
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Gizem GUVEN
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Isil SEYIS BILKAY

January 2015, 77 Pages

E. coli, which is found in human and animals’ natural flora, is also the most common
factor of the community and hospital-acquired infections. E. coli strains could form a

biofilm layer by colonising on organic or inorganic surface areas.

Upper layers of biofilm layer formed by grouping of microorganisms stuck to a specific
surface area protect microorganisms against antimicrobial agents by forming a barrier and
enhance the development of resistance. Prevention of biofilm formation is extremely

important for prevention of increase in antimicrobial drug resistance.

In this study, E. coli strains isolated from different services and clinical materials from a
hospital located in Ankara were identified by means of phenotypical methods. Distribution
of these strains according to age and gender of the patients were determined. Resistance of
E. coli strains to Amikacin, Ampicillin-Sulbactam, Cefazolin, Cefepime, Cefoperazone-
Sulbactam, Cefoxitin, Ciprofloxacin, Ertapenem, Gentamicin, Imipenem, Meropenem,
Piperacillin-Tazobactam, Trimethoprim-Sulfamethoxazole antibiotics were investigated
and antibiotype patterns were determined. Biofilm formation rates of these strains were

calculated and compared with antimicrobial resistances.

E. coli strains were determined to be isolated most frequently from; Emergency Unit
among hospital service units, from urine as clinical material, from the age group 31-45 and

from female patients as gender. It was observed that E. coli strains form 18 different



antibiotype profiles against 13 antibiotics. The most frequent antibiotype profile was
determined as ANT1 (48%), where ANT1 antibiyotype is sensitive to all antibiotics. Ec3
strain was found to have the highest antibiotic resistance and the highest biofilm formation
among all the E. coli strains used in the study, by developing resistance to Ampicillin-
Sulbactam, Cefazolin, Cefepime, Cefoperazone-Sulbactam, Cefoxitin, Ciprofloxacin,
Piperacillin-Tazobactam and Trimethoprim-Sulfamethoxazole antibiotics among 13
different antibiotics. The antibiotype profile of Ec 3 strain was determined as ANT12.

It was observed that Ec33 strain, another strain that was observed to have the highest
biofilm formation, did not develop resistance towards any of 13 antibiotics, and its class of
antibiotype was determined as ANTL.

Keywords: Escherichia coli, Biofilm, Antibiotic resistance, EPS
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1. GIRIS

E. coli gliniimiizde toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin en 6nemli etkenleri
arasinda bulunan bir mikroorganizma tiiriidiir. E. coli’nin viicutta normal flora elemani
olmasi, antimikrobiyal ajanlara karsi kolay ve hizli direng gelisiminin gézlenmesi ve sahip
oldugu virulans faktorleri; yiiksek oranda enfeksiyon etkeni olarak izole edilmesinin
nedenlerini olusturmaktadir [1]. Tiim bu etkenler E. coli suslarmin canli veya cansiz yiizey

alanlara tutunmasini ve biyofilm olusumunu arttirmaktadirlar. [2].

Biyofilm tabakasi; canli veya cansiz bir yiizeye kolonize olarak, belirli bir yapisal biitiinliik
icinde toplu halde yasayan ve varliklarinin devami icin birbirleriyle c¢esitli sinyal
mekanizmalar1 araciligiyla haberlesen mikroorganizma topluluklarinin  olusturdugu

yapilardir [3], [4], [5], [6], [7], [8].

Biyofilm olusumu gozlenen mikroorganizma topluluklar: ekstraseliiler polimerik materyal
veya ekzopolisakkarit (EPS) olarak da bilinen bir matriks tabakasi icerisinde gomiilii
olarak bulunmaktadirlar [4]. Ekstraseliiler polimerik materyal (EPS), biyofilm tabakasinda
mikroorganizmalarin hiicre disma salgiladiklar1 ve onlar1 bir arada tutan yapidir [5]. Olgun
bir biyofilm formasyonunda ekzopolisakkarit materyal (EPS) biyofilm kiitlesinin %75 ila
90’11 olusturabilmektedir. Biyofilm matriksinin yapi materyali olan ekzopolisakkarit
tabakasmin jel olusturma, absorbsiyon, kolonizasyon, koruma ve savunma gibi pek cok

gorevi bulunmaktadir [6].

Mikroorganizmalarm biyofilm olusturan formlari, serbest halde bulunan formlarina kiyasla
pH degisikliklerine, antibiyotiklere, oksijen radikallerine, dezenfektanlara, fagositoza ve

besin yokluguna karsi ¢cok daha direncli halde bulunmaktadirlar [7].

Antimikrobiyal ajanlarin gliniimiizde endistri, tarim, saglik sektorii gibi bircok alanda
yaygin olarak kullanilmasi ile mikroorganizmalarin antimikrobiyal diren¢ oranlar1 giderek
artmaktadir. Bunun yani sira ayni1 veya farkli tiirden mikroorganizmalarin bir araya gelerek
biyofilm tabakasi olusturmasi ile mikroorganizmalar birbirleri ile gen aligverisinde
bulunabilmekte ve bdylece antimikrobiyal ajanlara kars1 daha direngli suslar
olusabilmektedir. Biyofilm tabakasmin gelisip olgunlagsmasi ile ekzopolisakkarit tabaka
icerisinde tireyen mikroorganizmalarin, biyofilm yiizeyinde bulunan mikroorganizmalara

kiyasla antimikrobiyallere kars1 direng gelisiminin arttig1 gézlenmektedir [8], [9].



Bu baglamda g¢alismamizda ¢esitli klinik materyallerden izole edilen E. coli suslarinin
fenotipik yontemlerle teshisi, klinik verilere gore smiflandirilmasi, antibiyotik
direnglilikleri ve antibiyotip siniflar1 ile biyofilm olusumlarinin belirlenmesi amaglandi. E.
coli Suslarinin izole edigi Servis ve Klinik Materyal ile izole edilen hastanin yasi ve
cinsiyetine gore smiflandirma yapildi. Klinik verilere gore yapilan bu smiflandirmanin
ardindan suslarin, kullanilan antibiyotiklere kars1 direnglilikleri belirlendi. Ayn1 antibiyotik
ozellikleri sergileyen suslar ayni antibiyotip grubuna dahil edildi. Antibiyotik direglilikleri
belirlenen suglarin  biyofilm olusumlar1 arastirildi. Klinik veriler ve antibiyotik

direnclilikleri ile biyofilm olusumlar: birbirleriyle karsilastirilda.

Bu ¢alismalarin sonunda en yiiksek biyofilm olusumu ve en yiiksek antibiyotik direngliligi

gbzlenen sus olarak Ec3 susu belirlendi.



2. GENEL BIiLGi

2.1. Escherichia coli

Ik kez Theodor Escherich tarafindan 1885 yilinda ishalli siit gocuklarmin diskisindan izole
edilen Escherichia coli, Enterobacteriaceae familyas1 icerisinde yer almaktadir [10]. Tk
olarak Bacterium coli commune ismi ile taninan bu mikroorganizmaya 1919 yilinda

Castellani ve Chalmer tarafindan Escherichia coli ad1 verilmistir [11].

1950’1i yillarda ise insan sagligi i¢in hastalik etkeni olan ilk E. coli susu bulunmus ve

Enteropatojenik E. coli ismi verilmistir.

1980’1 yillarda E. coli’ nin O:157 H:7 serotipi Amerika Birlesik Devletlerinde yasanan
kanli ishal salginindan sonra tanimlanarak Enterohemorajik E. coli grubuna dahil edilmistir
[12].

Sicakkanli hayvanlarin ve insanlarin normal bagirsak florasini olusturan bakteriler arasinda
bulunan E. coli biyolojik siniflandirma olarak; Eubacteria alemi, Proteobacteria subesi,
Gamma Proteobacteria sinifi, Enterobacteriales takimi ve Enterobacteriaceae ailesinde
yer almaktadir. [12], [13].

E. coli 2-6 um boyutunda, 1-1,5 pm ¢apinda, Gram negatif, ¢omak seklindeki spor
olusturmayan bakterilerdir. Peritris flagellalar1 sayesinde hareket 6zelligi gostermekle
birlikte ender olarak hareketsiz 6zellik gosteren suslar1 da bulunmaktadir. E. coli suslarmda
kapsiil olusturma yetenegi nadir olarak gozlenmektedir [14]. Sekil 2.1’ de E. coli’nin SEM

(Scanning Electron Microscopy)’deki goriintiisii verilmistir [15].
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Sekil 2.1. Escherichia coli’nin SEM (Scanning Electron Microscopy)’deki gorintiisii [15].



2.1.1. E. coli Suslarimin Biyokimyasal Ozellikleri

E. coli suslar1 Genel Uretim Besiyerlerinde, 2-3 mm capinda hafif kabarik, diizgiin kenarl
grimsi beyaz koloniler; Kanli Agarda 2-3 mm ¢apinda, gri koloniler; Mac Conkey Agarda
2-3 mm c¢apinda, pembe-kirmizi laktoz pozitif koloniler; Eosin Metilen Blue Agarda ise
metalik rofle veren laktoz pozitif koloniler olusturmaktadirlar [14], [16]. Sekil 2.2° de E.
coli’nin Eosin Metilen Blue Agardaki metalik réfle olusumu [17], Sekil 2.3’te ise E.

coli’nin Kanli Agardaki goriintiisii goriilmektedir [18].
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Sekil 2.2. E. coli’nin EMB (Eosin Metilen Blue Agardaki goriintiisii ve metalik r6fle
olusumu) [17].

Sekil 2.3. E. coli’nin Kanli Agardaki goriintiisii [18].



E. coli suslar1 karbonhidrat fermentasyonu ile asit ve gaz olusturmaktadirlar. Besiyerinde
bulunan laktozu kullanarak laktoz fermentasyonu yapabilmektedirler ve diger laktoz
fermentasyonu yapan Dbakterilerden indol olusumunun gozlenmesi ile ayirt
edilebilmektedirler [14]. Zenginlestirilmis besiyerlerinde fakiiltatif anaerop olarak iireme
gosteren E. coli suslarinin 6nemli biyokimyasal oOzellikleri nitrati nitrite indirgemesi,
katalaz, indol, metil kirmizis1 deneylerinin pozitif; oksidaz, Voges Proskauer, Hidrojen
stilfir olusumu deneylerinin negatif olmasi, iireaz enzimi bulunmadigindan dolayi iireaz
olusturmamasi, KCN (Potasyum Siyanid)’ li ortamda iireme yeteneginin olmamasi, jelatini
hidroliz etmemesi, ve nisastali besiyerinde gaz olusumunun goézlenmemesi olarak

aciklanabilmektedir [19], [20].

2.1.2. E. coli Suslarimin Antijenleri
E. coli’nin somatik (O), kirpik (H), kapsiil (K) ve fimbria (F) antijenleri bulunmaktadir.

Somatik antijen (O) alkol, 1s1 ve kaynatmaya kars1 dayaniklidir. Lipopolisakkarit yapisinda

ve formole dayaniksiz en 6nemli hiicre duvari antijenidir.

Kirpik antijenleri (H) hareketli kokenlerde bulunmaktadir. Formole kars1 dayanikli, 100°C

1sitilmaya ve alkole karsi ise dayaniksizdir.

Kapsiil antijenleri (K) polisakkarit yapisinda olup 1siya dayaniklidir. 100°C ila 120°C’de
bir iki saat kaynatmakla ortadan kaldirilabilirler. [21].

2.1.3. Escherichia coli Enfeksiyonlari

Normal kosullar altinda dogal flora elemani olarak bilinen E. coli suslari insan ve
hayvanlarda gastrointestinal ve ekstraintestinal sistem enfeksiyonlarma neden
olabilmektedir [16]. Uriner sistem enfeksiyonlar, yeni dogan menenjiti, bagirsak
enfeksiyonlart1 ve nasokomiyal enfeksiyonlar bu enfeksiyonlarm baslicalarini

olusturmaktadir [22].

Uriner sistem enfeksiyonlar1 (idrar yolu enfeksiyonlari, IYE) insan émrii boyunca en sik
karsilagilan enfeksiyonlardan biri olarak bilinmektedir. E. coli komplikasyon gézlenmeyen
sistit ve piyelonefrit olgularindan sorumlu olan mikroorganizmadir [23]. Idrar yolu
enfeksiyonlarmim en sik gozlendigi hasta grubu 20-40 yaslar1 arasindaki kadinlardir. Cinsel

yonden aktif ve vajinal tampon kullanan kadinlarda daha fazla siklikla enfeksiyon



gozlenmektedir [24]. Uropatojenik E. coli olarak bilinen serotipi bu enfeksiyonlarm

cogunda rol oynamaktadir [25].

Yasamin ilk aylarinda goriilen yeni dogan menenjitinin en sik rastlanilan etkeni E. coli
olarak bilinmektedir. Yetiskin E. coli menenjitinin aksine yeni doganlarda K1 kapsiil
antijeni bu enfeksiyonla iligkilidir. Menenjit olgularindan izole edilen E. coli’lerin %751

K1 antijeni igermektedir [26].

Insan ve hayvanlarin kolon florasinda normal flora eleman1 olarak bulunan E. coli’nin baz1
suslar1 diyareye neden olmaktadir [27]. Bagirsak hastaliginm en sik bulasma yolu

kontamine besinler ve sularla olmak tizere fekal-oral yoldur [28].

Patojenite mekanizmalarindaki farkliliklara gore bagirsak enfeksiyonlarmnda rol oynayan

bes tip E. coli tanimlanmistir [29].

Enterotoksijenik E. coli (ETEC), bebeklerde enterit, yetiskinlerde ise seyahat diyaresi
olarak bilinen hastaligin etkenidir. Sulu diyare ile belirti veren hastalikta su kaybma neden
olan faktdrler 1s1ya duyarlh toksin (LT) ve 1s1ya direngli toksin (ST) olmak iizere iki tiptir.
ETEC ile kontamine olmus sularin i¢ilmesi ve iyi yikanmamis sebze-meyvelerin yenmesi
ile mikroorganizma viicuda alinmaktadir. 1-2 gilinliik inkiibasyonun ardindan sulu ishal ve
karm kramplar1 goriilmektedir. Intestinal mukozada ise histolojik bir degisim

gbzlenmemektedir [11].

Enteropatojenik E. coli (EPEC), hijyen kosullarinin ko6tii oldugu yerlerdeki bebeklerde ve
cocuklarda goriilen diyarelerin en onemli etkenlerindendir. Sulu, mukuslu ve kanl
diyareye sebep olan enfeksiyon ince bagirsak mukoza hiicrelerini enfekte ederek

mikrovilluslarda yapisal bozukluklara ve karakteristik lezyonlarin olusumuna neden

olmaktadir [27].

Enteroinvaziv E. coli (EIEC), nadir goriilen E. coli enfeksiyon etkenlerindendir. Kolon
epiteline yerlesip zarar vererek sulu ve bol lokositli diyareye neden olmakta, ates ve kanli

diskilamayla seyreden dizanteri benzeri bir tablo olusturmaktadir [12].

Enteroagregativ E. coli (EAggEC), gelismekte olan tropik tilkelerdeki Persistan (14 giinden
fazla siiren) c¢ocuk diyarelerinin etkenidir. Yetiskinlerde ise seyahat diyaresi olarak
litaratiirde gegmektedir. Ince bagirsaklarda enfeksiyon olusturan EaggEC suslarmin toksin

salgilama 6zellikleri yoktur [12].



Enterohemorajik E. coli (EHEC), gelismis iilkelerdeki bes yasin altindaki ¢ocuklarda
goriilen sulu ve kanli diyare enfeksiyonlarmin en biiyiikk etkenidir. Kusma hastaligin
seyrinde gozlenebilmektedir. Bu hastalik i¢cin esas kaynagi sigirlar olusturmaktadir. Bu
nedenle siitiin pastorizasyonunun saglanmasi ve etlerin iyi pisirilmesi ile hastaligin
onlenmesi miimkiin olabilmektedir. Bu grubun bir diger 6zelligi de Vero (Afrika yesil
maymun bdbregi) doku kiiltlirlerindeki hiicrelere sitotoksik etkisi olan bir toksin
tiretmesidir. Bu toksine verotoksin ad1 verilmektedir. E. coli O157:H7 serotipi, verotoksin

iireten E. coli serotipleri arasinda en sik rastlanilanidir [30].

E. coli bu hastaliklar disinda solunum yolu enfeksiyonlari, nosokomiyal enfeksiyonlar,
yeni dogan menenjiti, yara enfeksiyonlari, g6z ve ¢evresinde olusan iltihaplanmalar, karin
zar1 iltihaplanmasi, eklemlerde olusan yangili enfeksiyonlar, karaciger absesi, kalp
kapakc¢ig1 hastaliklari, kemik dokunun iltihaplanmasi, prostatit ve siniizit gibi bir ¢ok
enfeksiyonda da etken olarak goriilebilmektedir [17].

2.1.4. E. coli Suslariin Virulans Faktorleri

Virulans, mikroorganizmanmn hastalik olusturma yetenegidir. Yapisal, islevsel ve
bagisiklik sisteminde bir sorun bulunmayan konakta mikroorganizmanin miktar1 ve
virulans faktorleri enfeksiyon gelismesini tetiklemektedir [31]. Baslica virulans faktorleri

sunlardir:

Adezinler: E. coli suslarinda elektron mikroskobisi ve eritrosit agliitinasyonu yontemleri
ile fonksiyonel ve morfolojik olarak birbirlerinden farkli c¢esitli fimbriya tiirleri
tamimlanmustir [32]. E. coli Tip I ve Tip II fimbriyalar1 bunlardan bazilaridir. E. coli
fimbriyalar1 mikroorganizmanin canli veya cansiz yiizeye tutunmasi ve yapigmasindan
(adhezyon) sorumludur. Adezin maddesi igeren ve yiizeye tutunmayi saglayan E. coli
fimbriyalar1 biyofilm olusumunu arttrmaktadir. Her bir E. coli susu adhezin maddesi
iceren 100 - 200 fimbriya tasiyabilmektedir. Fimbriya kaynakli hiicre ylizeyine tutunmanin

E. coli enfeksiyonlarinda 6nemli bir virulans faktorii oldugu bilinmektedir [33].

Endotoksin: Aerobik Gram negatif bakterilerin tiimii ve anaerobik Gram negatif
bakterilerin bazilarinda bulunan bir virulans faktoriidiir. Bu toksinin aktivitesi lipoproteinin

lipit A bileseni ile ilgilidir. Bakterinin hiicre duvarinin parcalanmasiyla ortaya ¢ikan lipit A
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molekiili makrofajlarin sitokin maddesini olusturmasini saglayarak ve salgilanmasini
arttirarak etki gostermektedir. Endotoksin insanda l6kopeni, ates, dolasim sisteminde ve

organlarda sok ve 6liime sebebiyet vermektedir [19].

Kapsiil: E. coli’nin kapsiil yapist polisakkarit zincirlerinden olusmaktadir ve sicakliga
duyarlidir. E. coli kapsiil yapisi; bakteri hiicresinin ylizey molekiillerini gizli hale getirerek
bakteri hiicresi ile fagosit hiicrelerinin birbirine temasini engellemektedir ve bakteriyi

fagositozdan korumaktadir [34].

Hemolizin: E. coli suslar1 birgok farkli tip hemolizin iiretebilmektedir. Bunlarin baslicalari
a-hemolizin, B- hemolizin, y-hemolizin ve enterohemolizindir. Yapilan bircok calisma, E.
coli suslarindaki a- hemolizin iiretiminin iriner sistem enfeksiyonlar ile iliskili oldugunu
gostermektedir. a- hemolizin eritrositlerin lizisine neden olmakta ve agiga ¢ikan demir ise

siderofor sistemleri araciligi ile E. coli tarafindan kullanilmaktadir [35].

Sideroforlar: Sideroforlar demir baglama egilimi gdsteren bilesikler olarak
tanimlanmaktadirlar. Enterik bakteriler aerobaktin ve enterobaktin adi verilen iki tip
siderofor icermektedirler [36]. Bu sideroforlar E. coli’lerde demir baglama kapasitesi olan
proteinlerdir. Demir, konagin demir baglama proteinleri yerine bakteriyel sideroforlar
tarafindan baglanirsa bakteri tarafindan kullanilmaktadir. Sideroforlar aerobik
metabolizmanin devamini saglayarak cogalmaya yardimci olmaktadirlar [37]. Yapilan
aragtirmalar, iriner sistem enfeksiyonlarina neden olan E. coli suslarinda sideroforlarin

bulundugunu géstermektedir [38].

Kolisin: Bircok Gram negatif bakteri bakteriyosin adi verilen peptit ya da protein yapidaki
antibakteriyel bilesikler iiretmektedir. Bakteriyosinlerin liretimleri kromozomal ve plazmid
kontroliinde gerg¢eklesmektedir. Kolisin, E. coli’nin salgiladigi ve virulans faktorii olan bir

bakteriyosin ¢esididir. [26].

Biyofilm Tabakasi: Polisakkarit, protein, DNA ve sudan meydana gelen ekstraseliiler

matriks, mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilm hiicrelerinin birbirlerine tutunmasini



saglamaktadir. Ylizeye tutunan bakteri hiicreleri burada cogalarak mikrokolonileri,

mikrokoloniler ise biiyliyiip genisleyerek makrokolonileri olugturmaktadir [39].

Ozellikle tipta kullanilan biyomateryallerin yiizeyine tutunarak biyofilm tabakasi olusturan
diren¢li mikroorganizmalar konak savunma mekanizmalarina kars: da direng gelistirerek
enfeksiyon olusturmaktadirlar [40]. Uriner kataterlerin yiizeyinde olusan biyofilm tabakasi

da, kataterin viicutta kalma siiresi arttik¢a daha da artmaktadir [41].

Biyofilm olusturan mikroorganizmalarin virulansi planktonik formlarindan daha fazladir.
Yapilan c¢alismalar biyofilm olusturan mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi daha
direngli olduklarmi ve tedavilerinin biyofilm olusturmayan esdegerlerine gére daha da

zorlastigini gostermektedir [42].

2.2. Biyofilm

2.2.1. Biyofilmin Tanim ve Tarihcesi

Biyofilm; canli veya cansiz bir ylizey alanina yapisarak, yapisal bir biitiinliik igerisinde
topluluk halinde yasayan ve birbirleriyle ¢esitli sinyal yollar1 ile iletisim saglayarak
varliklarin1 devam ettiren mikroorganizmalarin olusturdugu yapilardir. Mikroorganizmalar
ckstraseliiler polimerik maddeler (EPS) olarak da bilinen ve bir dizi polisakkarit, niikleik
asit ve protein iceren bir matriks i¢erisinde gomiilii olarak bulunurlar. Fosil kayitlarindan
edinilen bilgiler prokaryotlarin ii¢ milyar yildan daha uzun bir siireden beri biyofilmler

icerisinde yagadiklarini ortaya ¢ikarmislardir [43].

Biyofilm kavrami ilk olarak 17. Yiizyillda Van Leeuwenhoek’un kendi dislerindeki
plaklarda, mikroskopla saptanabilen varliklar1 gostermesi ile ortaya ¢ikmistir. Uzun yillar
konu ile ilgili bir ¢alisma yapilmamasina karsim, biyofilmlerin tanimlanmasi son 40 yilda

gelismistir [44].

1973 yilinda Caracklis, endiistriyel su sistemlerindeki mikrobiyal topluluklar1 incelemis ve
mikroorganizmalarm sadece yiizeye kuvvetle tutunmadiklarini, ayn1 zamanda klor gibi

dezenfektanlara kars1 ¢ok direncli olduklarini da gostermistir [45].

Marshall 1976 yilinda ¢ok ince ekstraseliller polimer fibrillerin bakteri yiizeyine
sabitlendigini bildirmistir [46].
Biyofilmler ve 6zellikleri ile ilgili ilk bulgular 1978 ve sonrasinda ortaya ¢ikarilmistir. Bu

bulgulara gore; yeterli besine sahip ekosistemlerde bakterilerin biiyiik bir kism1 biyofilm
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tabakasini olusturan matrikste biiyiirler ve bu sesil bakteriler planktonik esdegerlerinden

farklilik gostermektedirler [44].

Costerton ve arkadaslar1 [44] su sistemlerindeki bakteri topluluklarinin dogal halde
polisakkarit iginde bulunduklarini; yapigsmis bakteri topluluklarinin ise glikokaliks matriks
icinde bulunduklarmi ve bu matriks yapisinin adhezyona aracilik ettigini

gozlemlemislerdir.

Donlan ve Costerton [47] biyofilm tanimin1 biraz daha gelistirmis ve biyofilmleri asagidaki
ozelliklere sahip mikrobiyal hiicrelerden olusan hareketsiz bir topluluk olarak

tanimlamiglardir:

1. Hiicreler geri doniisimsiiz olarak bir substrata, ara ylizeye veya birbirlerine
tutunmuslardir.

2. Hiicreler kendi iirettikleri ekstraseliiler polimerik maddelerden olusan bir matriks
icerisinde gomiiliidiir.

3. Biiylime hizlar1 ve gen transkripsiyonlar1 agisindan serbest dolasan tiirdesleri ile

aralarinda farkliliklar vardir [47].

Gilinitimiizde derin yer alt1 sular1 ve okyanuslarin derinlikleri hari¢ biyofilmin tiim dogal

ekosistemlerde olusabildigi kabul edilmektedir.

2.2.2 Biyofilmin Yapisi

Biyofilm kiitlesinin %73 ila %97’lik kismini1 su olusturmaktadir. Bununla birlikte matriks
icinde %1-2 globuler glikoproteinler ve diger proteinler, %1-2 niikleik asit, lipit ve
fosfolipitler gibi farkli bilesenler de bulunmaktadir. Belirtilen bu oranlar
mikroorganizmalarin ¢esidine, fizyolojik Ozelliklerine, gelisme ortaminin pH ve sicaklik

gibi fiziksel 6zelliklerine gore degiskenlik gosterebilmektedir [48].

Ekstraseliiler matriks, biyofilm hiicrelerinin yiizeye kuvvetli bir sekilde tutunmasini
saglamaktadir. Yiizeye tutunan mikroorganizmalar c¢ogalarak mikrokolonileri ve
mikrokoloniler ~ de  biiyliylip  genisleyerek = makrokolonileri  olusturmaktadir.
Makrokolonilerin bir araya gelmesiyle biyofilm tabakasi olusturulmus olmaktadir [39],
[49].

Biyofilm tabakasi igerisinde bulunan ekstraseliiler polimerik materyaller, bakterilerin

koloniler olarak biiyiimelerine yardim etmekte ve cesitli yiizeylere tutunmalarini
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saglamaktadir. Biyofilm matriksinin yapi materyali olan bu polimerlerin emiilsiyon,

absorbsiyon, jel olusumu, flokiilasyon ve koruma gibi pek ¢ok gorevleri bulunmaktadir [6].

EPS’ler glikozit baglar1 ile birbirine bagli olan homopolisakkarit ve heteropolisakkarit
yapidaki seker iinitelerinden olugsmaktadir [50]. Yapilan ¢alismalarda EPS’nin jel veya
viskoelastik fazlarda bulunabilecegi ve bu fazlara gecisler sirasinda protein, po lisakkarit ve

Ca*? iyonlarinin da olusan yap1y1 saglamlastirmaya katki sagladigi bildirilmistir [51].

EPS sentezi karbon, azot, fosfat ve potasyum gibi besinlerin ortamda bulunma oranina
baghdir. Ornegin karbon fazlaligi ve diger besinlerdeki smirlilik EPS sentezini
arttirabilmektedir. Bunun yaninda yavas bakteriyel biiyiime de EPS sentezini arttiran

etkenlerdendir [52].

2.2.3 Biyofilm Olusumunu Etkileyen i¢ ve Dis Faktorler

Biyofilm olusumunu etkileyen faktorler; i¢ ve dis faktorler olmak {izere iki gruba
ayrilmaktadir. I¢ faktdrler; su aktivitesi, antimikrobiyal madde igerigi, pH degeri, besin
maddelerinden faydalanma durumu, oksijen ihtiyaci ve elektriksel degiskenlik gibi
faktorlerdir. Dis faktorler ise ylizey materyali, ylizey alani, yiizey diizglinliigli, sivinin akis

hiz1 ve sinirli besin maddesidir [53].

2.3. Mikroorganizmalarin Biyofilm Olusturma Nedenleri

Mikroorganizmalarin biyofilm olusturan formlari, serbest halde bulunan esdegerlerine
kiyasla pH degisikliklerine, antibiyotiklere, oksijen radikallerine, dezenfektanlara,
fagositoza ve besin yokluguna kars1 daha direngli halde bulunmaktadirlar. Yapilan
calismalarda biyofilm tabakasinin mikroorganizmalar1 kan akimi ve tlikiirtigliin yikama

giicii gibi birtakim fiziksel gii¢lere kars1 koruma 6zelliginin oldugu gosterilmektedir [7].

Olgun biyofilm tabakasi igerisinde bulunan ekzopolisakkarit yapis1 iyon degistiricisi gibi
davranarak mikroorganizma agisindan zararli maddelerin biyofilm igerisine girmesini
engellemekte, ayrica UV 1sinlar1 ve kuruma gibi ¢evresel streslerin mikroorganizmaya

kars1 olumsuz etkilerinden koruyarak savunmada 6nemli rol oynamaktadir [54].

Belirli bir yiizey alana tutunmus olan farkli tiirdeki mikroorganizmalarin ayni ortama
adapte olmalartyla birlikte kendi aralarindaki yapigma, ¢ogalma ve biyofilm tabakasi

olusturma siireci baslamaktadir. Farkli tiirden mikroorganizmalarin bir araya gelerek bu
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sekilde  biyofilm tabakasi  olusturmasiyla  konjugasyon  gerceklesmekte ve
mikroorganizmalar yeni genetik Ozellikler kazanmaktadwr. Bu durum &zellikle

antibiyotiklere karsi ¢oklu direng gelisiminde 6nemlidir [55].

Yapilan arastirmalarda ortamda bulunan karbon kaynaklarinin da biyofilm olusumunda son
derece dnemli oldugu ortaya konulmaktadir. Ornegin Escherichia coli’de ortamda bulunan
glukozun bakteri tarafindan kullanilabilir olmasmin biyofilm olusumunu belirgin bir
sekilde arttirdig1 gozlenmektedir. Ortamdaki besin miktar1 disinda pH, sicaklik, osmolarite,
demir ve oksijen gibi diger ¢evresel faktorler de biyofilm olusumu iizerinde 6nemli rol

oynamaktadir [56].

2.4. Biyofilm Olusum Asamalan

Biyofilm olusumu mikroorganizmalarin belirli bir ylizey alanma tutunmasi ile baslayan
dinamik bir siirectir. Bu tutunma sonucunda bir seri genetik islem baslatilmaktadir. Bu
baglamda yiizeye tutunan mikroorganizma sayisi arttikca olusturulan sinyal molekiiliiniin
birim alandaki konsantrasyonu artmakta ve biyofilm olusum siireci baslamaktadir [57].

Sekil 2.4.’te biyofilmlerin olusum asamalar1 gosterilmektedir [58].

Sekil 2.4. Biyofilmlerin olusum asamalar1 [58].

Yiizey alana tutunma ve yapisma iki basamakta gerceklesmektedir. ilk basamak geri
doniisiimlii tutunmadir. Geri doniisiimlii tutunmada mikroorganizma ile ylizey arasinda
elektrostatik, hidrodinamik ve hidrofobik etkilesimler ile Van Der Waals baglari

olugsmaktadir. Bunlar zayif etkilesimlerdir. Bu tutunmada mikroorganizma yiizeyin
12



yakiinda olup yiizey ile tamamen temas halinde bulunmamaktadir [59], [60], [61], [62],
[63].

Ikinci basamak ise geri doniisiimsiiz tutunmadir. Geri déniisiimsiiz tutunmada
mikroorganizma ile yiizey arasinda iyonik ve kovalent baglar, hidrojen baglari, dipol-dipol
etkilesimi ve hidrofobik etkilesimler gibi primer baglanmaya gdére daha kuvvetli baglar
olusmaktadir. Mikroorganizmalar pili ve flagella gibi ligandlarla ve EPS olusturarak

yiizeylere geri doniisiimsiiz baglanmay1 gerceklestirmektedirler [60].

Hareketli ve hareketsiz bakterilerde yiizeye tutunma farkl sekillerde olmaktadir. Hareketli

bakterilerde flagella, fimbria ve ekzopolisakkaritler tutunmada 6nemli rol oynamaktadir.

Yapilan arastirmalarda flagellanin baglanmay: bagslatmada gerekli oldugu ve hiz
kazandirdig1 gdsterilmistir. Ornegin, flagellasiz veya flagellas1 paralize olmus mutant
Escherichia coli K 12 susunun polivinilklorid (PVC) yiizeylere biiyiik oranda baglanma
gerceklestirmedigi saptanmistir [64].

Mikroorganizmalar yiizeye yapismak icin fimbria ve pililerini kullanmaktadir. Ozellikle
Gram negatif bakterilerde pili sentezi i¢in gerekli olan gen ekspresyonu biyofilm tabakasi
olusumu ile iligkilidir. Escherichia coli K 12 tip 1 pili’nin biofilm tabakasina baglanmada

onemli pililer olduklar1 yapilan arastirmalarla ortaya ¢ikarilmustir [64], [65].

Hareketsiz bakterilerde yiizeye tutunma ise biiyiik oranda EPS, mikroorganizmanin hiicre

yiizey proteini ve protein benzeri yiizey antijenleri ile yapilmaktadir [66].

Geri doniisiimsiliz tutunma basamaginin sonunda hiicrelerin yiizeyden uzaklastirilmasi igin

firgalama ve kazima gibi giiclii islemlerin yapilmas1 gerekmektedir [54], [67].

Daha sonraki basamak ise yiizeye tutunan mikroorganizmalarin gelisip ¢ogalarak
mikrokolonileri olusturmasidir. EPS sentezi ile birlikte giderek daha da saglam bir yap1
kazanan mikrokoloniler biiyliyerek kompleks, mantar goriiniimlii yapilara veya kulelere
doniisiirler. Farkl biiytikliiklerdeki kuleler olusturan mikrokolonilerin aralarinda besinlerin
ve metabolik artik iirlinlerin uzaklastirilmasi igin ilkel bir dolasim sistemi gérevi goren su
kanallar1 bulunmaktadir. Konfokal lazer mikroskobisi ile yapilan arastirmalar
mikroorganizmalarin, kompleks ekzopolisakkarit matriks ile ¢evrili mikrokoloniler
icerisinde birbirleriyle haberleserek yasadiklarmi ortaya koymaktadir [57]. Sekil 2.5.°te
biyofilm tabakasinin olusum mekanizmasi ve biyofilm olusumunda orta ¢ikan kanallar
arasindaki iletisim goriilmektedir [68].
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Sekil 2.5. Biyofilm olusum mekanizmasi ve kanallar arasi iletisim [68].

Biyofilm olusum asamasinda son basamak ise kopma ve ayrilma evresidir. Bu siiregte tek
bir mikroorganizma veya mikroorganizma kiimeleri olgun biyofilm tabakasindan koparak
ortama yayimaktadir. Bu kopma islemi disaridan gelen fiziksel kuvvetlerin etkisiyle
olabilecegi gibi biyofilm olusum basamagmin bir pargasi olarak kendiliginden de

gerceklesebilmektedir [43].

2.5. Biyofilm Yapisindaki Hiicreler Arasi Iletisim (Quorum Sensing=Cogunlugu
Algilama)

Biyofilm olusumu, mikroorganizmalarin sadece bir araya gelerek belirli bir ylizeye
tutunduktan sonra oraya yapisarak ortamda bulunan diger tiirlerle birlikte yasamaya devam
ettikleri seklinde gerceklesen rastgele bir siire¢ degildir. Birgok mikroorganizma kiigiik,
yayilabilir sinyal molekiillerini kullanarak aktivitelerini koordine ederler. Biyofilm
olusumunda 6nemli rol oynayan ¢ogunlugu algilama mekanizmasi ile mikroorganizmalar
iirettikleri sinyal molekiillerinin yogunluguna bagh olarak cevrelerinde bulunan diger

mikroorganizmalarm miktarini algilayabilmektedir [69].

Quorum sensing islemi ilk olarak Hastings ve Nealson’un Vibrio fischeri ve Vibrio harveyi
mikroorganizmalarmin belirli bir yogunluga ulastiktan sonra bir 151k yaydiklarmi fark
etmesi ile glindeme gelmistir. Yapilan ¢aligmalara gore biyoluminesans adi verilen 1g1ma;
kiiltiir konsantrasyonu azaltildiginda kaybolmakta, kiiltiir konsantrasyonu arttirildiginda
tekrar belirginlesmektedir. Bu durumun ise sinyal molekiilleri aracilig1 ile gerceklestigi

belirtilmektedir [70]. Bu calismanin ardindan Eberhard ve arkadaslar1 [71], Quorum
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sensing sinyal molekiilii olarak bilinen N-a¢il homoserin lakton’un (AHL) biyoluminesans

icin gerekli oto-indiikleyici faktor oldugunu ortaya koymuslardir.

Cesitli mikroorganizma tiirlerinde sekonder metabolit {iretimi, ylizme ve kiimelenme
hareketi, konjugal plazmit transferi, antibiyotik direnci, biyofilm gelisimi, spor olusumu,
virulans faktorleri gibi fizyolojik stiregler Quorum sensing araciligi ile diizenlenmektedir
[72]. Bu hiicreler arasi iletisimi saglayan mekanizma kiigiik, kendiliginden sinyal
iiretebilen otoindiikleyici (Autoinducer (Al)) adi verilen molekiillerden olusmaktadir.
Quorum sensing molekiillerinin otoindiikleyici olarak da ifade edilmelerinin nedeni,
dretildikleri hiicrenin metabolizmasi ilizerinde diizenleyici (regiilator) etki gdstermeleridir
[73], [74]. Otoindiikleyicilerin kullanimi ile mikroorganizmalar hareketlerini yiizeyde
bulunan mikroorganizmalarm yogunluguna gore diizenleyebilmektedir [50]. Sekil 2.6.’da

bakteri hiicreleri arasindaki otoindiiksiyon sematik olarak gosterilmektedir [75].

Otoindiiksiyon

Bakteri Hiicreleri

- Otoindiiktér ™

rag  [naktif yamit
regiilatorii

- bl

' Protein

“hctive response Qi
regu Im& Sm.ya.'l
uretici

Aktif yanit
regiilatorii

Sekil 2.6. Bakteri hiicreleri arasindaki otoindiiksiyon [75]

Gram negatif bakterilerde acil homoserin laktonlar (AHLs) Quorum sensing’e etki eden
ana molekiildiir [76]. Acil homoserin laktonlar Lux 1 protein ailesi tarafindan iiretilen
kiigiik molekiiller olup, bir lakton halkasi ile agil yan zincirinden olusmaktadirlar [77].
Sekil 2.7.’de E. coli gibi Gram negatif bakterilerde bulunan agil homoserin laktonlarin

kimyasal dizilimi gosterilmektedir [78].
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Sekil 2.7. Gram negatif bakterilerde a¢il homoserin laktonlar [78]

Gram pozitif bakterilerde, Gram negatif bakterilerin tam tersine AHL aracilig1 ile Quorum
sensing kullanimi goésterilmemistir [79]. Gram pozitif bakteriler Quorum sensing i¢in
peptit sinyal molekiillerini kullanmaktadirlar [80]. Bu oligopeptit yapilari, oto indiikleyici
peptitler (AIPs) olarak bilinmekte ve tipik olarak 5-17 aminoasit zincirinden
olusmaktadirlar [7]. Bunun yami swra AHL sinyalinden farkli olarak bakteri hiicre

membran1 AIPs’e kars1 gegirgen degildir.

Ayrica Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin otoindiikleyici 2 (Autoinducer 2 (Al-2))

adinda ti¢lincii bir sistemi de kullandiklar1 gosterilmistir [81].

Son yillarda yapilan ¢alismalarda E. coli ve Salmonella enterica’nin hiicreden hiicreye
sinyalinin Al-2 otoindiikleyicisi tarafindan gerceklestirildigi agiklanmistir. Bu sinyal
molekiillerinin bakterinin logaritmik gelisim siiresince iiretildigi ve bakteri membranina

gecebildigi ifade edilmektedir [82].

Davies ve arkadaglar1 [83], Pseudomonas aeruginosa’ya ait biyofilm olusumu ile ilgili
genlerden las-R, las-1 ve rhl-R, rhll uyarim sistemlerini gostermislerdir. Bu genlerden
herhangi birinin uyarimi sonrasinda yeterli sayida biyofilm olusturma yetenegindeki
bakterinin 6nce mikrokoloniler olusturdugu ve daha sonra ince bir biyofilm tabakasi
meydana getirdikleri bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada uyarilmig biyofilmin siirfektanlar ile

tutunma ylizeyinden kolayca sokiilebildigi, bunun ardindan mikrokolonilerin bulundugu
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ortama homoserin lakton eklendiginde ise normal boyutta biyofilm tabakasi olustugu

gozlemlenmistir.

Bir bagka deneysel ¢alisma da ise Staphylococcus aureus’un Quorum sensing mekanizmasi
bloke edildigi takdirde biyofilm olusumunda artis goézlemlenmektedir. Bu baglamda
ortamda diisiik miktarda bulunan Staphylococcus aureus suslarinin biyofilm olusturma
potansiyeli artmakta iken, ortamda yiiksek miktarda bulunan Staphylococcus aureus suslari

biyofilm olusumunu birakarak konuk hiicreyi isgal etmektedir.

2.6. Biyofilm Bakterisi ve Planktonik Bakteri Karsilastirilmasi

Biyofilm olusturan hiicreler planktonik hiicrelerle kiyaslandiginda antibakteriyel
maddelere, klorin, monokloramin, peroksijenler ve gluteraldehit gibi biyositlere ve 1siya
kars1 daha dayanikl olduklar1 gézlenmektedir [84]. Biyofilm iireten bakterilerin planktonik
bakterilere gore antibakteriyel maddelere kars1 dayanikliklarinin yiizlerce kat daha fazla

oldugu ileri siirtilmektedir [85].

Biyofilm i¢inde yasayan bakteriler planktonik bakterilerden farkli gen ekspresyonuna
sahiptir. Farkli gen ekspresyonlar1 ise fenotipik olarak farkli 6zellikte bakterilerin ortaya

¢ikmasina neden olmaktadir [43].

Bu baglamda, biyofilm {izerine yapilan arastirmalar gen ekspresyonuna dayanan yeni

metotlar sayesinde her gegen giin hiz kazanmaktadir.

2.7. Biyofilmler ile ilgili Enfeksiyonlar

Gilinitimiizde hizla ilerlemekte olan teknolojik gelismeler tip ve cerrahi alaninda da etkisini
gostermis ve ilgili bilim dallarinin gelistirilmesinde etkin rol oynamistir. Bu baglamda
modern tibbin giiniimiizde vazgecilmez araglarindan biri de kalici tibbi cihazlar ve araclar
olmustur. Kalict tibbi cihaz ve araclar morbidite ve mordaliteye olumsuz katkilar
nedeniyle giiniimiizde en ¢ok arastirilan arastirma alanlarindan biri olmustur. Insan
viicuduna yabanci olan bu cisimler insan viicudunda olusan en Onemli enfeksiyon

etkenlerinden biri haline doniismiistiir [59].

Mikroorganizmalarin tibbi materyale primer olarak tutunmasi sonucunda biyofilm tabakasi
olusumunun ilk evresi baslamaktadir. Daha sonra ylizeye tutunan bu mikroorganizmalar

EPS sentezleyerek birbirlerine ve ortama daha siki baglanmakta ve mikroorganizmalar

17



birbirlerine yapigmaktadir. Bunun sonucunda da c¢ok katli mikroorganizma kiimeleri

olusmaktadir [86], [87].

Mikroorganizmalarin yabanci ylizeye tutunmalart ve bunun sonucu olarak biyofilm
olusturmalar1; yiizeye tutunma siiresi, yiizeyin fiziksel ve kimyasal yapisi, tibbi materyalin
icinde bulundugu hiicre sayis1 ve hiicre tipi gibi c¢esitli fiziksel faktorlere baglh olarak

degisiklik gostermektedir [41].

Biyofilm enfeksiyonlarina sebebiyet veren tibbi materyallere 6rnek olarak ortopedik
protezler, kataterler, sondalar, kontakt lensler, rahim i¢i (intrauterin) araglar, oftalmik

implantlar, vaskiiler stentler ve mekanik kalp kapakgiklar1 verilebilir [44].

2.8. Yararh Biyofilmler

Mikroorganizmalarin biyofilm tabakasi olusturmalari, 6zellikle tibbi alanda insan sagligini
tehdit etmesi acisindan olumsuz etkiler olusturmaktadir. Bunun aksine bazi durumlarda ise
mikroorganizmalarin biyofilm olusturmalar1 insan saghgi agisindan olumlu sonuglar
vermektedir. Bu duruma verilecek ilk ornek biyofilm tabakasmin etkisi ile yer altinda
bulunan su kaynaklarmnin kontaminasyonunun 6nlenmesi olabilmektedir. Yer alt1 suyu
kontaminasyonu riski fazla olan bolgelerde yer alt1 su kaynaklarina ucuz karbon kaynagi
pompalayarak olusturulan biyofilm tabakasi bariyer gorevi listlenerek cevre kirleticileri ve

su kaynagi arasindaki gecisleri engellemektedir [88].

Yararli biyofimlere verilecek bir diger ornek ise maden yataklarindan c¢evreye yayilan
stilfiir ve benzeri yan Tlriinlerin detoksifikasyonu olarak gosterilebilmektedir. Biyofilm
tabakasi igerisinde bulunan siilfiir tiiketici bakteriler agir metaller gibi ¢evre kirleticilerinin
topraga yayilmasina izin vermeden g¢evre kirleticilerini besin olarak kullanmaktadirlar.

Boylece ortamda bulunan istenmeyen miktardaki inorganik madde yiikii de azaltilmaktadir

[88].

2.9. Cahsmada Kullanilan Antibiyotikler
Antibiyotikler, herhangi bir mikroorganizma tarafindan baska bir mikroorganizmay1
oldirmek (bakterisidal etki) veya ¢ogalmasini durdurmak (bakteriyostatik etki) amaci ile

tiretilen biyolojik veya sentetik kaynakli maddelerdir [89].
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Antibiyotiklerin kesfedilmesi ile birlikte enfeksiyonlarin tedavi edilmesinde ciddi basarilar
saglanmistir. Bunun yaninda bilingsiz ve yaygin antibiyotik kullanimi antibiyotik
direngliligini  ortaya ¢ikarmistir. Antimikrobiyal ajana karsi diren¢ kazanan
mikroorganizma, o antimikrobiyalden etkilenmemektedir. Bu da tedavide basarisizliklara
neden olmaktadwr. Direng gelisiminin Oniine gegmek amaci ile hastalara antibiyogram
testleri uygulanmali, dogru ve etkili olan antibiyotik veya antibiyotik kombinasyonlar1

belirlenerek hastalarin tedavi siireci etkin bir sekilde tamamlanmalidir [90].

E. coli’nin de dahil oldugu Enterobactericeae familyasina etki eden antimikrobiyallerin
tedavide kullanimini belirlemek amaciyla CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) tarafindan dort gruptan olusan bir antimikrobiyal siniflandirma yapilmistir. Bu
smiflandirmaya gore tedavide ilk secenek olarak Grup A antimikrobiyalleri kullanilmalidir.
Eger mikroorganizmalarda Grup A antimikrobiyallerine kars1 diren¢ gelisimi gozleniyor
ise Grup B antimikrobiyalleri ikinci se¢enek olarak kullanilabilir. Mikroorganizmalarin
Grup B antimikrobiyallerine de direng gelisimi gozleniyor ise ii¢lincii se¢enek olan Grup C
antimikrobiyalleri kullanilmalidir. Uriner sistem enfeksiyonlarinda ise yalnizca Grup U

antimikrobiyalleri kullanilmalidir [91].

Cizelge 2.1. Enterobacteriaceae familyasina ait mikroorganizmalarin tedavisinde

kulanilan antimikrobiyaller [91]

Grup A Grup B Grup C Grup U
Lomefloksasin
Ampisilin Amikasin Aztreonam
veya
Seftazidim Ofloksasin
Norfloksasisn
Sefazolin Amoksisilin/Klavulanik asit Kloramfenikol Nitrofurantoin
Sefalotin Ampisilin/Sulbaktam

Piperasilin/Tazobaktam

Tikarsilin/Klavulanik asit

Gentamisin Sefuroksim Tetrasiklin Sulfisoksazol

Tobramisin Sefepim Trimetoprim
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Cizelge 2.1. Enterobacteriaceae familyasina ait mikroorganizmalarin tedavisinde

kulanilan antimikrobiyaller [91] (devam)

Grup A Grup B GrupC Grup U

Sefoksitin

Sefotaksim
veya

Seftriakson

Siprofloksasin

Levofloksasin

Ertapenem
Imipenem

Meropenem

Piperasilin

Trimetoprim/Sulfametoksazol

Antibiyotiklerin etki mekanizmalari ¢ok ¢esitlidir. Bunlardan baglicalar;

1) Bakteri hiicre duvari sentezini engelleyenler
2) Mikroorganizmanin hiicre zarini direkt olarak etkileyenler
3) Protein sentezini inhibe edenler

4) Mikroorganizma i¢in zorunlu olan metabolik basamaklar1 spesifik olarak bloke edenler

(metabolik antagonizm)
5) Cesitli fonksiyonlara birden fazla etki (karigik etki) yapanlar

6) Niikleik asit metabolizmasini etkileyenler [92].

Bizim ¢aligmamizda Amikasin, Ampisilin-Sulbaktam, Sefazolin, Sefepim, Sefoperazon-

Sulbaktam, Sefoksitin, Siprofloksasin, Ertapenem, Gentamisin, Imipenem, Meropenem,
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Piperasilin-Tazobaktam, Trimetropim-Sulfometoksazol antibiyotikleri kullanilmistir.

Kullanilan antibiyotiklerin genel 6zellikleri sunlardir:

Amikasin: Protein sentezini inhibe ederek etki gdsteren aminoglikozid grubu
antibiyotiklerdir. Proteinin 30S ribozomal alt initesine baglanarak bakterisidal etki

gosterirler [93].

Ampisilin-Sulbaktam: Hiicre duvar1 sentezi inhibe eden beta laktam antibiyotik
grubundan olan penisilin tiirevi ile beta-laktamaz inhibitorii olan sulbaktam

kombinasyonudur [94].

Sefazolin: Hiicre duvari sentezini inhibe eden beta-laktam antibiyotiklerden birinci kusak

sefalosporin grubu antibiyotiktir. Bakterisidal etki gosterirler [95].

Sefepim: Hiicre duvari sentezini inhibe eden beta-laktam antibiyotiklerden dordiincii kusak
sefalosporin grubu antibiyotiktir. Dordiincti kusak sefalosporinler Gram negatif ve Gram

pozitif bakterilere genis spektrumlu etki gosterirler [96].

Sefoperazon-Sulbaktam: Hiicre duvar1 sentezini inhibe eden beta-laktam
antibiyotiklerden ti¢lincii kusak sefalosporin grubu antibiyotik ile beta-laktamaz inhibitorii

olan sulbaktam kombinasyonudur. Bakterisidal etki gosterirler [97].

Sefoksitin: Hiicre duvari sentezini inhibe eden beta- laktam antibiyotiklerden ikinci kusak

sefalosporin grubu antibiyotiktir [98].

Siprofloksasin: DNA-giraz enzim inhibitorii olan 2. kusak florokinolon grubu
antibiyotiklerdir. Bakteri hiicrelerindeki DNA sentezini inhibe ederek bakterisidal etKi
gosterirler [99].

Ertapenem: Hiicre duvari sentezini inhibe eden beta-laktam antibiyotiklerin karbapenem

grubundandir. Bakterisidal etki gosterirler [100].
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Gentamisin: Protein sentezini inhibe ederek etki gosteren aminoglikozid grubu
antibiyotiklerdir. Proteinin 30S ribozomal alt iinitesine baglanarak bakterisidal etki

gosterirler [93].

Imipenem: Hiicre duvar1 sentezini inhibe eden beta-laktam antibiyotiklerin karbapenem

grubundandir. Imipenem, Gram pozitif koklara kars1 daha etkilidir [101].

Meropenem: Hiicre duvari sentezini inhibe eden beta-laktam antibiyotiklerin karbapenem

grubundandir. Meropenem Gram negatif basillere karsi daha etkilidir [101].

Piperasilin-Tazobaktam: Hiicre duvar1 sentezini inhibe eden beta-laktam
antibiyotiklerden yar1 sentetik penisilin grubundan olan piperasilin ile beta laktamaz
inhibitérii olan tazobaktam kombinasyonudur. En genis spektrumlu beta-laktam/beta-

laktamaz inhibitérii kombinasyonu, piperasilin-tazobaktamdir [102].

Trimetropim-Sulfometoksazol: Niikleik asit sentezini inhibe eden antibiyotik
grubundandirlar. Iki folat antagonisti antibiyotigin kombinasyonudur. Bakteriyostatik

etkili iki antimikrobiyal ajanin birlikte kullanimi1 ile giiglii antimikrobiyal etki saglanmis

olur [103], [100].
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3. YONTEM VE GERECLER

3.1. Cahsmada Kullanilan Bakteriler

Agustos 2012 - Ocak 2013 tarihleri arasinda, Ankara’da bulunan bir hastanenin gesitli
servislerinde tedavi goren hastalara ait klinik materyallerden (idrar, abse, yara, balgam,
trakeal aspirat) izole edilen E. coli suslar1 toplandi. Bu suslarin Luria Bertani Agar‘a
ekimleri gerceklestirildi ve 37°C’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi, ardindan
+4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi. Bu sekilde muhafaza edilen suslarin pasajlari her
ay yenilendi. Suslar1 uzun miiddet muhafaza etmek amaciyla %10 gliserollii Luria Bertani
Broth besiyerine ekimleri gergeklestirildi ve ardindan -20°C’de saklandi. Suslar caligmaya
almmadan 6nce Luria Bertani Agar’a tek koloni pasaj1 yapilarak bir gece etlivde bekletildi

ve taze kiiltiirlerden elde edilen koloniler ¢calismaya alind.

3.2. Escherichia coli Suslarinin Tanimlanmasi

Cesitli saglik servislerinden toplanan klinik materyallerden izole edilen E. coli suslari,
EMB Agar ve Endo Agar besiyerlerinde makroskobik olarak ve Gram boyama yontemi ile
de mikroskobik olarak incelendi. Daha sonra bu suslara Indol Testi, Metil Red Testi, Sitrat
Testi, Triple Sugar Iron-Ug¢ Sekerli Demir (TSI) Testi, Ure Hidrolizi Testi gibi cesitli

biyokimyasal testler uygulanarak, fenotipik yontemlerle tanimlandi.

3.2.1. Escherichia coli Suslarinin Koloni Morfolojisinin Arastirilmasi

E. coli suslar1 kat1 besiyerlerinde 24 saatte ortasi kalkik, gri-beyaz renkli, 2-3 mm ¢apinda
pigmentsiz, diizgiin (S tipi) koloniler olusturmaktadir [34]. Calismamizda E. coli Eosin
Metilen Blue Agar (EMB) ve Endo Agar’a inokiile edildi ve 24 saat boyunca 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Sekil 3.1.’de goriildiigii gibi E. coli Eosin Metilen Blue Agar’da
(EMB) parlak, metalik rofle veren yesil koloniler olustururken (a), Kanli Agar’da hemoliz
olusturabilmektedir (b) [34], [104].
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Sekil 3.1. E. coli’nin Eosin Metilen Blue Agar (a) ve Koyun Kanli Agar (b) ’daki koloni
morfolojisi [104].

3.2.2. Endo Agar Besiyerinde Laktoz Fermentasyonunun Saptanmasi

Endo Agar besiyeri, E. coli tanimlanmasida kullanilan hem segici hem de ayirt edici bir
besiyeridir. Bu besiyerinin igeriginde sodyum siilfit ve bazik fuksin bir arada
bulunmaktadir. Bazik fuksinin koyu pembe rengi sodyum sulfit tarafindan
baskilanmaktadir. Laktoz fermentasyonu yapan bakterilerde -galaktosidaz, B-galaktozid
permeaz ve transasectilaz enzimleri bulunmaktadir. Bakteriler bu enzimleri sayesinde
laktozu hidrolize ederek asetaldehit olusturmaktadirlar. Ortaya ¢ikan asetaldehit,
besiyerindeki sodyum siilfit ile bir araya gelerek, bazik fuksinin sodyum siilfit tarafindan
baskilanan koyu pembe renginin agiga ¢ikmasina neden olmaktadir. Boylelikle Gram
negatif ve laktoz fermentasyonu pozitif olan bakterilerin Endo Agar besiyerinde koyu
pembe renkli koloniler olusturduklar1 gozlemlenmektedir. Ayrica E. coli suglar1t Endo Agar
besiyerinde metalik rofle olusturmaktadirlar [105], [106].

Caligmamizda laktoz fermentasyonunun varhigmin ortaya ¢ikarilmasi igin E. coli suslari
Endo Agar besiyerine ekildi. 37°C’de inkiibasyon sonunda besiyerini koyu pembe renge
dontistiirerek lireyen suslarin Sekil 3.2.°de goriildiigli gibi laktoz fermentasyonu pozitif

olarak degerlendirildi [107].
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Sekil 3.2. Escherichia coli’nin Endo Agar besiyerindeki laktoz fermentasyonu sonuglari
[107].

3.2.3. Escherichia coli Suslarimin Gram Boyama Metoduyla Mikroskobik Olarak
Incelenmesi

Suslar, {tiretilen plaklardan 6ze ile lam iizerine almarak 1 damla serum fizyolojik ile
siispanse edildi. Daha sonra lamlarin kurumasi beklendi ve ii¢ kez alevden gecirilerek
fiksasyonu saglandi. Lamlarin {izeri kristal viyole soliisyonu ile kaplanarak bir dakika
beklendi ve su ile yikandi. Lamlar lugol ile kaplanarak bir dakika beklendi ve su ile
yikandi. Renk giderme islemi i¢in alkol kullanildi ve 30 saniye sonra su ile yikandi. Lamlar
son olarak bazik fuksin ile kaplandi ve 30 saniye beklendikten sonra su ile yikand.
Preparatlar kuruduktan sonra iizerine bir damla immersiyon yagi1 damlatilarak
mikroskobun 100X objektifinde incelendi [108]. Sekil 3.3.’de goriildiigii gibi Gram negatif

comak seklinde pembe renkte boyananlar E. coli olarak tanimlandi [109].
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Sekil 3.3. E. coli tiiriiniin Gram boyamadan sonraki mikroskobik goriintiisii [109]
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3.2.4. Diger Biyokimyasal Testler

3.2.4.1. Indol Testi

Indol testi, mikroorganizmalarin triptofanaz enzimine sahip olup olmadigini belirlemek
amaciyla yapilan bir testtir. Triptofanaz enzimine sahip olan mikroorganizmalar
besiyerinde bulunan triptofani pargalayarak; indol, piirivik asit ve amonyak benzeri
iiriinlerin aciga ¢ikmasmi saglamaktadir. Indol varligmm saptanmasi kovaks ayiraci ile
saglanmaktadir. Kovaks ayiraci paradimetil amino benzaldehit, amilalkol ve hidroklorik
asitten olusmaktadir. Indol, kovaks ayracinda bulunan paradimetil amino benzaldehit ile
birleserek kiiltiir ylizeyinde kirmizi halka olusmasii saglamaktadir. Kovaks ayiracindaki
diger bilesenlerden amil alkol ise olusan kirmizi halkanin, kiiltiiriin yiizeyinde

toplanmasini saglamaktadir [19], [105].

Calismamizda Indol testi igin E. coli suslar1 triptofanli besiyerine inokiile edildi ve
37°C’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda tiiplere 0.5 ml
kovaks ayiraci ilave edildi. Tipiin tizerinde kirmizi renkli halka olusmasi ile indol testi

pozitif olarak degerlendirildi [19], [105], [110].

Sekil 3.4. indol testi sonuglari [110]

3.2.4.2. Metil Kirmizis1 Testi

Metil kirmizis1 testi, mikroorganizmalarm karigik asit fermentasyonu yaparak organik
asitler olusturmalarini belirlemek amaciyla yapilan ve indikatdr olarak metil kirmizisi
kullanilan bir testtir. Metil kirmizis1 indikatorii pH 6.2°de sar1, pH 4.4 ve altinda ise kirmizi

renk olusturmaktadir. Karisik asit fermentasyonu yapan mikroorganizmalar organik asitler
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iireterek ortam pH’sin1 4.4’{in altina diisiirmektedirler. pH indikatorii olarak kullanilan

metil kirmizis1 kiiltiire eklendiginde, belirgin bir kirmizi renk olusumu goézlenmektedir

[20], [105].

Calismamizda, Metil kirmizisi testi i¢in E. coli suslar1 glukoz fosfatli besiyerine inokiile
edildi ve 37°C’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda tiiplere
birka¢ damla metil kirmizis1 indikatorii ilave edildi. Karigik asit fermentasyonu sonucu
olusan organik asitlerin pH’y1 4.4’lin altina diisiirmesinden dolayr metil kirmizisi
indikatori ile tlipte belirgin kirmizi renk veren suglar metil kirmizis1 testi pozitif olarak

degerlendirildi [20], [105], [111].

Sekil 3.5. Metil Kirmizist testi sonuglari (A; pozitif, B; negatif) [111]

3.2.4.3. Sitrat Testi

Sitrat testi, karbon kaynagi olarak sitrat1 kullanan mikroorganizmalar1 belirlemek amaciyla
yapilan ve indikator olarak bromtimol mavisi kullanilan bir testtir. Sitrat testinde kullanilan
bromtimol mavisi indikatorii besiyeri iceriginde bulunmaktadir. Bromtimol mavisi
indikatorii bazik pH’larda mavi renk olusturmaktadir. Besiyeri ortaminda bulunan sitrati
kullanabilen mikroorganizmalar sitratin hidroliziyle bazik iiriinler ortaya ¢ikarmaktadir.
Olusan bazik {irlinler ortam pH’smi yiikselterek besiyerinde pH indikatorii olarak bulunan

bromtimol mavisinin renginin maviye donmesine neden olmaktadir. Besiyerindeki tek
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karbon kaynagi olan sitrati kullanamayan mikroorganizmalar besiyerinde herhangi bir

degisim olusturmamaktadirlar [105], [112].

Calismamizda, sitrat testi i¢in E. coli suslar1 Simmons Sitrat Agar besiyerine inokiile edildi
ve 37°C’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda E. coli suslari
ortamda bulunan tek karbon kaynagi olan sitrati kullanmadigi i¢in besiyerinin rengi

degismedi ve test sonucu negatif olarak degerlendirildi [105], [112], [113].

Sekil 3.6. Sitrat testi sonuglar1 (A; negatif, B; pozitif) [113]

3.2.4.4. TSI (U¢ Sekerli Demir) Testi

Triple Sugar Iron-Ug Sekerli Demir (TSI) testi, mikroorganizmalarm glukoz, laktoz ve
sukroz fermentasyonunu yapabilme ve hidrojen siilfiir gazi1 olusturabilme 6zelliklerinin
saptanmasi i¢in uygulanan bir testtir. Besiyerinde %10 sukroz, %10 laktoz %1 glukoz,
ferrik amonyum stilfat, protein ve fenol kirmizisi bulunmaktadir. H,S indikatorii ferrik
amonyum siilfattir ve siyah renk olusumuna neden olmaktadir. HoS olusumu gdzlenen
mikroorganizmalar ferik amonyum siilfat indikatorii ile siyah renk olusturmaktadirlar.
Karbonhidrat fermentasyonu indikatérii ise fenol kirmizisidir. TSI besiyerinde
karbonhidrat fermentasyonu ile ¢esitli asitler agiga ¢ikaran mikroorganizmalar fenol

kirmizis1 indikatorii ile ortamin kirmizidan sariya donmesine neden olmaktadirlar [19],

[114].
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Calismamizda TSI testi i¢in E. coli suglar1 TSI besiyerine inokiile edildi ve 37°C’de 24 saat
boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda E. coli suslar1 laktozu kullanarak

asit ve gaz olusturan; H,S olusturmayan suslar olarak degerlendirildi [19], [114], [115].
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Sekil 3.7. Escherichia coli’nin TSI Besiyerinde tiremesi [115]

3.2.4.5.Ureaz Testi

Ureaz testi, mikroorganizmalarm iireyi hidrolize eden iireaz enzimine sahip olup
olmadigmi belirlemek i¢in yapilan bir testtir. Besiyeri bilesimde bulunan iire yiiksek
sicaklikta pargalandigindan dolay1 diger bilesenlerden ayri olarak sterilizasyon sonrasi
50°C’ye kadar sogutulan besiyeri icerigine milipor filtre yardimi ile eklenmektedir. Ure
testinde ortamda pH indikatdrii olarak fenol kirmizis1 bulunmaktadir. Ureaz enzimine sahip
olan mikroorganizmalar ortamda bulunan iireyi amonyak ve karbondioksite hidroliz
etmektedirler. Amonyak ortamin pH’sin1 yiikselterek alkali olmasini saglamaktadir ve pH

indikatorii olarak kullanilan fenol kirmizisinin renginin menekse-mor renge donmesine

neden olmaktadir [20], [114].

Caligmamizda, iire testi i¢in E. coli suslar1 iireli besiyerine inokiile edildi ve 37°C’de 24
saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasmda E. coli suslar1 besiyerinde
bulunan iireyi kullanmadigindan dolay1 besiyerinin renginde degisim gozlenmedi ve test
sonucu negatif olarak degerlendirildi [20], [114], [116].
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Sekil 3.8. Ure hidrolizi testi sonuglar1 (A; negatif, B; pozitif) [116]

3.3. Escherichia coli Suslarinin Servislere Gore Dagilim Oranlarinin Saptanmasi
Farkli servislerden toplanan E. coli suslarinin, toplandiklar1 servisler tespit edilerek, bu

servislere gore dagilim oranlar1 hesaplandi.

X servisinden izole edilen 6rnek sayisi
X servisine gore dagilim orani= x100

Toplam 6rnek sayisi

3.4. Escherichia coli Suslarmn izole Edildikleri Klinik Materyallere Gore Dagilhm
Oranlarimin Saptanmasi

Toplanan E. coli suslarinin izole edildikleri klinik materyallere gore dagilim oranlari

hesaplandi.

X klinik materyalinden izole edilen
ornek sayis1
X klinik materyaline gore dagilim orani= x100

Toplam 6rnek sayis1
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3.5. Escherichia coli Suslarinin izole Edildikleri Hastalarin Yaslarma Gére Dagilim
Oranlarinin Saptanmasi

Calismamizda, E. coli suslarinin, izole edildikleri hastalara ait yas bilgileri; 0-15, 16-30,
31-45, 46-60, 61-75, 76-90, 91-105 aras1 yas gruplart olacak sekilde siniflandirildi.

Suglarin izole edildikleri hastalarin, yas gruplarina gére dagilim oranlar1 hesaplandi.

X yas grubu hastadan izole edilen
ornek sayis1
X yas grubuna gore dagilim orani = x100
Toplam 6rnek sayis1

3.6. Escherichia coli Suslarinin izole Edildikleri Hastalarin Cinsiyetine Gore Dagilim
Oranlariin Saptanmasi

Calismamizda, E. coli suslarinin, izole edildikleri hastalarm cinsiyetine gore dagilim

oranlar1 hesaplandi.

X cinsiyetindeki hastadan izole edilen
ornek sayist
X cinsiyetine gore dagilim orani= x100

Toplam 6rnek sayisi

3.7. Escherichia coli Suslarinin Antibiyotik Duyarhhklarimin Saptanmasi
Calismamiz kapsaminda hastaneden izole edilen E. coli suslarmnin gesitli antibiyotiklere
duyarliliklari, CLSI (Clinical Laboratory Standards Institue) standartlarma uygun olacak

sekilde, disk difiizyon yontemiyle arastirildi ve sonuglar belirlendi [91].

E. coli suslar1 Mueller Hinton Agar’a inokiile edilerek 37°C’de 24 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda iiretilen kolonilerden &ze ile alinarak
Mueller Hinton Broth besiyerine aktarildi. Sivi besiyerlerindeki kiiltiirler 37°C’de inkiibe
edildi. Kiiltliriin bulanikligi 0.5 Mac Farland standardina ulasincaya kadar iizerine sivi
besiyeri eklenerek ayarlandi. Daha sonra sivi besiyerinden alinan 6rnekler Mueller Hinton
Agar besiyerine yayma ekim teknigi ile inokiile edildi. Yiizeyin kurumasindan sonra

petrilere antibiyotik diskleri yerlestirildi ve 37°C’de 24 saat boyunca inkiibasyona
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birakildi. Inkiibasyon sonrasinda olusan zon ¢aplar1 milimetrik olarak oSlgiilerek CLSI

standartlarina gore duyarl, ilimli ve direngli antibiyotikler belirlendi.

Calismamizda E. coli suslarinin Amikasin, Ampisilin-Sulbaktam, Sefazolin, Sefepim,
Sefoperazon-Sulbaktam, Sefoksitin, Siprofloksasin, Ertapenem, Gentamisin, Imipenem,
Meropenem, Piperasilin-Tazobaktam, Trimetropim-Sulfametoksazol antibiyotiklerine olan

duyarliliklar1 arastirildi.

Cizelge 3.1. Antibiyotik Zon Cap1 Tablosu [91].

Antibiyotik Ad1 Sembol | Disk Icerigi Zon Cap1 (mm)
D | H
Amikasin AK 30 pug <14 | 15-16 | >17
Ampisilin-Sulbaktam SAM 10/10 pg <11 | 12-14 | >15
Sefazolin Cz 30 ug <14 | 15-17 | =18
Sefepim FEP 30 pg <13 | 14-20 | >21
Sefoperazon-Sulbaktam SCF 75 pg <15 | 16-20 | >21
Sefoksitin FOX 30 ug <14 | 15-17 | >18
Siprofloksasin CIP Sug <15 | 16-20 | >21
Ertapenem ETP 10 pg <15 | 16-18 | >19
Gentamisin CN 10 pg <12 | 13-14 | >I15
Imipenem IPM 10 ug <13 | 14-15 | >16
Meropenem MEM 10 pg <13 | 14-15 | >16
Piperasilin-Tazobaktam TZP 100/10 pg <17 | 18-20 | >21
Trimetropim-Sulfometoksazol |  SXT 1.25/23.75 ug | <10 | 11-15 | >16

3.7.1. E. coli Suslarinda Antibiyotik Diren¢ Oranlarinin Hesaplanmasi

Caligmamizda, E. coli suslarinin Amikasin, Ampisilin-Sulbaktam, Sefazolin, Sefepim,
Sefoperazon-Sulbaktam, Sefoksitin, Siprofloksasin, Ertapenem, Gentamisin, Imipenem,
Meropenem, Piperasilin-Tazobaktam, Trimetropim-Sulfametoksazol antibiyotiklerine kars1

gosterdikleri direng oranlar1 hesaplandi.
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X antibiyotigine direngli 6rnek sayis1
X antibiyotigine diren¢ orani= x100

Toplam 6rnek sayis1

3.7.2. E. coli Suslarinda Antibiyotiplerin Belirlenmesi ve Antibiyotip Oranlarimin
Hesaplanmasi

Antibiyotip smiflarmin belirlenmesi i¢in mikroorganizmalarin antibiyotik duyarlilik test
sonuglar1 esas alindi. Kullanilan Amikasin, Ampisilin-Sulbaktam, Sefazolin, Sefepim,
Sefoperazon-Sulbaktam, Sefoksitin, Siprofloksasin, Ertapenem, Gentamisin, Imipenem,
Meropenem, Piperasilin-Tazobaktam, Trimetropim-Sulfametoksazol antibiyotiklerinin
antibiyotik test sonuclarmin degerlendirimine gore her farkli sonu¢ gdsteren sus igin ayri
antibiyotip gruplar1 olusturuldu. Benzer antibiyotik test sonucu gosterenler ise ayni1 gruba

dahil edildi.

Olusturulan antibiyotiplerin tiim 6rnekler i¢cindeki orani hesaplandi.

X antibiyotipini gosteren ornek sayisi
X antibiyotip orani= x100
Toplam 6rnek sayisi

3.8. E. coli Suslarinda Biyofilm Olusumu
E. coli suslarinda biyofilm olusumunun incelenmesi Kalitatif Cam Tiip Testi ve Kantitatif

Mikrodiliisyon Plak Testi ile yapildi.

3.8.1. E. coli Suslarinda “’Kalitatif Cam Tiip Testi’’ fle Biyofilm Olusumunun
Incelenmesi

Cam tiiplere hazirlanmis olan Sml Luria Bertani Broth besiyerine E. coli suslar1 inokiile
edilerek 37°C’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Sivi kiiltiir cam tiipten
uzaklastirildiktan sonra %1 °lik kristal viyole ¢ozeltisi eklendi ve elle yavasga ¢alkalanarak
bosaltildi. Tiipler distile su ile yikandiktan sonra kurutma kagidinin iizerine ters ¢evrilerek
kurumalar1 saglandi. Tiip cevresinde olusan mor rengin koyuluk ve kalmligma gore
biyofilm olusumu +, ++, +++ pozitif, renk olugsmamasi durumu ise negatif olarak

degerlendirildi [117], [118].
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Sekil 3.9. Kalitatif cam tiip yontemiyle biyofilm olusumunun gézlenmesi

3.8.2. E. coli Suslarinda “Kantitatif Mikrodiliisyon Plak Testi” ile Biyofilm
Olusumunun incelenmesi

Calismamizda kullanilan E. coli suslar1 Luria Bertani Broth besiyerine Mac Farland 0.5
standardina uygun olacak sekilde inokiile edildi. Tiim 6rnekler 37°C’de 24 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan seyreltilen her bir 6rnek 24 kuyucuklu
polistiren plagin ii¢ kuyucuguna aktarildi. Boylelikle kontrol saglanmis oldu. Negatif
kontrol olarak her bir 6rnek icin bir kuyucuga sadece besiyeri eklendi. Ornekler
kuyucuklara mikropipet ile aktarildiktan sonra plaklarin kapaklar1 kapatilarak 37°C’de 48
saatlik inkiibasyona birakildi [117], [119].

Sekil 3.10. inkiibasyonun ardindan plakta olusan kiiltiirler
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48 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan plaklar etiivden alindi. Plaklarin kuyucuklari
fosfat tamponu (PBS) ile yikandi. Yikama isleminin ardindan plaklar ters gevrilerek oda
isisinda tamamen kurumalar1 saglandi. Kuruma isleminden sonra kuyucuklara 9%1’lik
kristal viyole ¢ozeltisi ilave edildi ve ¢dzeltinin olusan biyofilm tabakalarina niifuz ederek

boyamasi i¢in 45 dakika beklemeye alind1.

e alh 3 @ 35 4
M N 32 YW 35 36
M 2 33 3, 35 36
N N N NN

boyanmasi

45 dakika beklemenin ardindan kristal viyole ¢6zeltisi uzaklastirilan plaklar fosfat tamponu

ile yikandi. Yikama isleminden sonra plaklar ters cevrilerek oda i1sisinda kurumaya

birakildi.

Sekil 3.12. Kristal viyole ¢6zeltisinin negatif kontrollerde boya artig1 kalmayip

temizlenene kadar fosfat tamponu ile yikanmasi
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Tamamen kuruyan plaklara etanol ¢ozeltisi ilave edilerek kristal viyole ile boyanan

biyofilm tabakasmin ¢oziilmesi saglandi.

Sekil 3.13. Yikama islemi tamamlanan plaklara 1ml etanol ¢ozeltisinin eklenmesi

Daha sonra kristal viyole miktari, 570nm’de UV visible - spektrofotometre cihazi ile

(UV.1700 pharmaspec SHIMADZU) o6lgiildii. Kontroller ile karsilastirilmalar1 yapildi
[120], [121], [122].

Aksi belirtilmedikge resimler tarafimdan Lumia 820 ile ¢ekilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Gegmis yillardan beri insan sagligini tehdit eden hastaliklarin biiyiik oranda dogada serbest
halde bulunan mikroorganizmalardan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Giiniimiizde
teknolojinin giinden giine ilerlemesiyle biyoloji ve tip alaninda yogun caligsmalar
yapilmaktadir. Yapilan bu c¢alismalarin sonucunda dogada bulunan mikroorganizmalarin
sadece ¢ok kiiglik bir kismmin planktonik olarak bulundugu ortaya ¢ikarimistir. Geriye
kalan biiyiik orandaki mikroorganizma ¢esitliliginin ise canli veya cansiz bir yiizey alana
tutunmus bir sekilde gelisip ¢ogalarak yasamlarii stirdiirdiikleri ispatlanmistir [5], [123],
[124].

Biyofilm tabakasinin 6neminin arastirilmasi son yillarda ivme kazanmistir. Bu ¢alismalarin
bir kism1 biyofilm olusumunun molekiiler temellerinin ve genetik yapismin aragtirilmasi
iken bir kismu ise biyofilm kaynakl hastalik ve enfeksiyonlarin tedavisi ve 6nlenmesi ile
ilgili yapilan arastirmalardir. Yapilan bir¢cok ¢alisma sonucunda biyofilm olusumu Gram
pozitif mikroorganizmalar, Gram negatif mikroorganizmalar ve funguslar iizerinde
gozlemlenmistir [57], [125], [126].

Mikroorganizmalar son yillarda gittikge artan oranlarda antibiyotik direncliligi
gostermektedirler. Mikroorganizmalarin antibiyotik direnclili§inde etkin rol oynayan
birgok farkli mekanizma bulunmaktadir. Bilinen bu mekanizmalardan biri de
mikroorganizmalarin  biyofilm olusturmasidir. Biyofilm tabakasi, ekzopolisakkarit
tabakasindan olusan matriks i¢ine gomiilii hiicrelerin birbirlerine ve bulunduklar1 yiizeye
tutunarak olusturduklar1 ¢ok tabakali mikroorganizma topluluklaridir. Biyofilm tabakasi
olusturan ~ mikroorganizmalar  antibiyotiklere  ¢esitli ~ mekanizmalarla  direng
gelistirmektedirler [127]. Baslica mekanizmalar; biyofilm  tabakasindaki
mikroorganizmalarin biiyiime hizlarmin planktonik esdegerlerine gore farklilik gostermesi,
biyofilm tabakasmnin  antibiyotik etki ~mekanizmasma olumsuz etkisi ve
mikroorganizmalarin bulunduklar1 mikrogevrenin degismesinin antibiyotiklere negatif etki

yaratmasidir [128].

Biyofilm tabakasi insan viicudunda dogal florada olusabilmekte iken bunun yani sira
teknolojinin ilerlemesiyle gelistirilen ve giin gegtikce yayginlasmakta olan viicut igi ve
viicut dis1 kullanilabilen biyomedikal materyallerin ve tibbi cihazlarin yiizeyinde de
olugabilmektedir. Biyomedikal materyallere 6rnek olarak kataterler, ortopedik protezler,

sondalar, kontakt lensler, uterus i¢inde kullanilan aracglar ve mekanik kalp kapakgiklari
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verilebilmekte, tibbi cihazlara 6rnek olarak da hastanede ve ameliyathanede kullanilan ve
sterilizasyonu saglanan fakat biyofilm tabakasi olusumu gozlenebilen ameliyathane ve
hastane materyalleri 6rnek olarak verilebilmektedir. Bu materyal ve cihazlarin hasta sagligi
ve tedavisi agisindan birgok avantaji bulunmakla birlikte; viicut ile temas halinde olan
yiizeylerinde olusan biyofilm tabakasi nedeniyle de insan saghigini tehdit edebilmektedir

[44], [128].

Antibiyotik direngliligi gosteren ve biyofilm tabakasi olusturan mikroorganizmalar bir
yandan insan saghgini tehdit etmekte iken, 6te yandan dogada kendiliginden olusan veya
yapay yollarla olusumlar1 saglanan biyofilm tabakalarinin ise faydali ozellikleri
bulunabilmektedir. Faydali biyofilmlere endiistriyel atik sularmm temizlenmesinde
kullanilan mikroorganizmalar ve olusturduklar1 biyofilm tabakasi 0Ornek olarak

verilebilmektedir [88].

Dogada, olumlu ve olumsuz bir¢ok etkisi bulunan biyofilm tabakasinin bizim ¢alismamiz
kapsaminda insan saglig1 agisindan tehdit unsuru olusturan olumsuz etkileri arastirildi. Bu
calismada viicutta normal flora elemani olarak bulunan, firsat¢1 patojen olma 6zelliginden
dolayr bir¢ok farkli hastalik etkeni olusturabilen E. coli suslarinin antibiyotik

direngliliklerinin belirlenmesi ve biyofilm olusumlarinin incelenmesi amaglandi.

4.1. Caliymada Kullanilan Mikroorganizma

Calismada kullanilan mikroorganizma olan E. coli suslari, toplum ve hastane kaynakli
enfeksiyonlarm en sik rastlanilan etkeni olarak bilinmektedir. E. coli insan ve hayvanlarin
bagirsak florasinda dogal flora elemani olarak bulunmaktadir. Immiin sistemin zayif
diistiigii durumlarda ise konagin kendi flora elemani olan E. coli suslarimin bagirsak disina
cikarak dokulara hasar vermesiyle veya dis ortamda bulunan E. coli suslarmin konaga
bulasma yolu ile c¢esitli enfeksiyonlarin olusumu gézlenmektedir. Bu enfeksiyonlarin
baslicalari; liriner sistem enfeksiyonlari, enterik enfeksiyonlar, nasokomiyal enfeksiyonlar,

yeni dogan menenjiti, abse ve yara enfeksiyonlaridir [34].

Hastane enfeksiyonlar1 olarak bilinen enfeksiyonlar ve bunlarin etkenleri olan
mikroorganizmalar ¢aligma yapilan bolgeye ve bolgedeki hastanenin 6zelliklerine gore
cesitlilik gostermekle birlikte E. coli suslarmin tim bolgelerdeki hastanelerde yaygin
olarak gozlemlendigi goriilmektedir [129].
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Calismamizda, Ankarada bulunan bir hastanenin farkl servislerinden 50 adet E. coli susu

toplanarak fenotipik yontemlerle teshisi gergeklestirildi.

Yapilan deneyler sonucunda Eosin Metilen Blue (EMB) ve Endo Agar’da parlak, metalik
rofle olusturan, laktoz, indol ve metil kirmizisi testleri pozitif; sitrat ve iireaz testleri
negatif, TSI besiyerinde laktozu kullanarak asit ve gaz olusturan, H,S olusturmayan Gram
negatif basil seklindeki suslar E. coli olarak degerlendirildi ve ¢alismaya bu suslarla devam

edildi [14], [19], [20].

4.2. Escherichia coli Suslarinin Servislere Gore Dagihm Oranlarinin Hesaplanmas

Calismamizda kullanilan E. coli suslari, toplandig1 hastanenin farkli servislerine bagvuran
hastalardan izole edilmistir. E. coli gibi hastane ve toplum kokenli enfeksiyonlarin
takibinde, suslarin hastanedeki servislere ait dagilim oranlarinin belirlenmesi, hastanedeki
enfeksiyon yayilma oranlarinin tespit edilmesi ile birlikte hastaliklara kars1 6nlem alinmasi
ve sonug olarak da hastaliklarin goriilme sikliklarinin azaltilmasi bakimmdan 6nem tegkil

etmektedir.

Bu baglamda bizim ¢alismamizda da Ankara’daki 6zel bir hastanenin farkli servislerinden

toplanan E. coli suslarmin servislere gére dagilim oranlar1 hesaplandi.

Bu sonuglara gore E. coli suslarinin 12 farkli servis tinitesinden izole edildikleri belirlendi

(Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. E. coli suslarinin servislere gore dagilim oranlari

Acil S.: Acil Servis; C.S.H.: Cocuk Saghgi ve Hastaliklari; Genel C.: Genel Cerrahi; Lab.: Laboratuvar;
Uro.: Uroloji; E.M.H.: Endokrin ve Metabqlizma Hastaliklar; Kadin H.: Kadin Hastaliklar; Kar.:
Kardiyoloji; Cocuk C.:Cocuk Cerrahisi; I¢ H.: I¢ Hastaliklari; N.: Norosirurji; Aile H.: Aile Hekimligi

*Servislere gore dagilim oranlar1 Boliim 3.3’de anlatildig: sekilde hesaplandi.

**Standart sapmalar grafik iizerinde gosterilmektedir.

Calismamizda E. coli suslarina en ¢ok rastlanan servisin Acil Servis (%26) oldugu ve bu
servisi Cocuk Saghgi ve Hastaliklar1 servisinin (%16) izledigi belirlendi (Sekil 4.1.).
Hacettepe Universitesi Biyoloji bdliimiinde yapilan baska bir arastrmaya gére E. coli
suslarmin servislere gore dagilimi incelendiginde Acil Servis tlinitesinde izole edilen E. coli
oraninin bizim c¢aligmamizla benzer Ozellik gostererek en yiliksek oranda gorildigi
bildirilmistir [130]. Ayrica Indnii Universitesinde yapilan bir baska arastirmada da Acil

Servisten izole edilen E. coli oranmin en yiiksek oranda oldugu bildirilmistir [131].

Calismamizda Acil Servis tnitesine bagvuran hastalarda E. coli suslarinin goriilme
sikligmmim en yiiksek oranda goriilmesinin etkenlerini Acil Servise bagvuran hasta sayismin
fazlaligi, bu serviste gozlemlenen hastaliklarin ve konulan teshislerin diger servislere
oranla ¢ok daha fazla gesitlilikte olmast olusturmaktadir. Cocuk Sagligr ve Hastaliklar1
Servisine basvuran hastalarda E. coli suslarinin gériilme sikliginin Acil Servisten sonra en
yliksek oranda olmasmm 6nemli etkenlerinden biri ise E. coli suslarmin firsatg1 patojen
mikroorganizma olma 6zelligini tasimasi ve bu sebeple yetiskin bireylere oranla immiin

sistemin daha diisiik oldugu ¢ocuklarda enfeksiyonlarin gézlemleniyor olmasi olabilir.
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E. coli suslar1 Genel Cerrahi, Laboratuvar ve Uroloji Servislerinde esit oranda (%10)
gozlemlenmistir ve siralama olarak Acil Servis ile Cocuk Saghgi ve Hastaliklar

Servisinden hemen sonra gelmektedir.

E. coli kaynakli bu enfeksiyonlarin diger servisler de dahil olmak {izere 6zellikle Acil
Servis ve Cocuk Saghigi ve Hastaliklar1 Servislerine gelen 6rneklerde dogru teshislerinin
yapilmasi ve gerekli tetkiklerin yapilarak hekimlerin de dogru tedavi yollarini hastalara
onermesi ile enfeksiyonlarm ilerlemesi ve mikroorganizmanin viicut i¢in daha zararl hale

gelmesi Onlenebilecektir.

4.3. E. coli Suslarinin izole Edildikleri Klinik Materyallere Gore Dagihm Oranlarinin
Hesaplanmasi

E. coli suslarinin izole edildikleri klinik materyallere gore dagilim oranlarinin belirlenmesi,
enfeksiyonlarin bulasma yollarinin azaltilmasi1 ve tedavi siirecinin hiz kazanmasi

bakimindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu baglamda bizim ¢alismamizda E. coli suslarinin izole edildikleri klinik materyallere

gore dagilim oranlar1 hesaplandi.

Bu sonuglara gore E. coli suslarinin 5 farkli klinik materyalden izole edildikleri belirlendi

(Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. E. coli suslarinin klinik materyallere gore dagilim oranlari

*Klinik materyallere gére dagilim oranlar1 Boliim 3.4.’te anlatildig: sekilde hesaplandi.

**Standart sapmalar grafik tizerinde gosterilmektedir.

E. coli suslarmm en ¢ok izole edildigi klinik materyalin idrar (%82) oldugu belirlendi.
Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesinde yapilan bir arastirmada E. coli
suslarmin en ¢ok rastlandigi klinik materyalin idrar oldugu belirtilmistir [1]. Bu sonug
bizim g¢alismamiz ile benzerlik gostermektedir. Ayrica yapilan diger literatiir
calismalarinda da E. coli suslarinin en ¢ok rastlandigi klinik materyalin idrar oldugu
gozlenmistir [132], [133], [134], [135]. Tim bu sonuglar bizim sonuglarimizi destekler
niteliktedir.

Ulkemizdeki Acil Servislerde en sik rastlanilan enfeksiyonlar idrar yolu enfeksiyonlaridir.

Idrar yolu enfeksiyonlarmin en énemli etkenlerini E. coli suslar1 olusturmaktadir [136],

[137].

Idrar yolu enfeksiyonlari ile bas etmenin en temel yolu, calismamizda E. coli suslarinmn en
sik goriildiigii servisler olan Acil Servis ile Cocuk Saglhgi ve Hastaliklar1 Servislerinin
hekimleri basta olmak iizere, tiim hekimlerin hastalara uygun olan tedaviyi baslatarak
hastalarin en kisa siirede tedavi edilmelerini saglamalar1 olacaktir. Boylece ¢alismamizdaki

hastanede goriilen E. coli kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarmimn viicut i¢in daha tehlikeli
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hale gelmesi nispeten 6nlenmis olacak ve bdylelikle diger servislere yayilimmin 6niine

gecilmesi saglanacaktir.

4.4. E. coli Suslarmmn Izole Edildikleri Hastalarin Yaslarina Goére Dagihm
Oranlarinin Belirlenmesi

Hastalarin fiziksel 6zellikleri ve hastaliklara karst viicutlarmin olusturdugu savunma
sistemleri belirli yag araliklarina gore farkliliklar gdstermektedir. Ayni hastaliga bebeklik,
cocukluk cagi, genc yas, orta yas ve yaslilik evresinde yakalanan kisilerin bagisiklik
sistemlerine bagli olarak verdikleri tepkiler de farkli olmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda
kullanilan E. coli suslarinin belirli yas gruplarina gore belirlenmesi, istatistiksel olarak
hangi yas grubunda hangi yiizde ile E. coli susuna bagli hastaliklarin goriildiigiiniin

ogrenilmesi bakimindan 6nem tagimaktadir.

Bu baglamda bizim ¢alismamizda da E. coli suslarinin izole edildikleri hastalarin yaslarina

gore dagilim oranlar1 hesaplanda.

Bu sonuglara gore yas araliklar1 0-15, 16-30, 31-45, 46-60, 61-75, 76-90, 91-105 olmak
iizere 7 farkli yas grubu olusturuldu (Sekil 4.3.).

16-30 31-45 46-60 61-75 76-90 91-105
Yas Araliklar

35

30

25

20

15

E. coli Oram (%)

1

o

o

o

Sekil 4.3. E. coli suslarinin hasta yas araliklarina goére dagilim oranlari

*Yas araliklarina gore dagilim oranlar1 Boliim 3.5.”de anlatildig: sekilde hesaplandi.

**Standart sapmalar grafik tizerinde gosterilmektedir.
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E. coli suslarmin en ¢ok izole edildigi grup 31-45 (%28) ve 0-15 (% 26) yas araliginda
olan hastalar olarak belirlendi (Sekil 4.3.). Calismamizdaki 0-15 yas araliginda siklikla
gozlenen E. coli enfeksiyon oranlari, E. coli oraninin servislere gore dagilimi ile birlikte
incelendiginde; Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Servisi ile 0-15 yas araliginda enfeksiyon

goriilme orani birbiriyle anlamli bulunmustur.

Calismamizda, E. coli susunun en ¢ok izole edildigi yas gruplari; gocuk ve yetigskin yas
gruplar1 olarak gozlenmektedir (Sekil 4.3.) Bizim ¢alismamizda orta yas grubunda E. coli
suslarmin daha yiiksek oranda goriilmesinin nedeni, calismamizdaki hastaneye basvuran

kisi sayisinin yas ortalamasi ve hasta profillleri ile iliskili oldugu sdylenebilir.

Ulkemiz niifus bakimindan geng¢ ve yetiskin niifusa sahip bir {ilkedir. Bizim
calismamizdaki yas araliklarinda bulunan kisi sayisia bakildiginda, geng ve yetiskin yas
grubuna sahip olan hasta sayisinin orta yasli ve yash hastalara oranla daha fazla oldugunu

gérmek miimkiindiir.

45. E. coli Suslarimin izole Edildikleri Hastalarin Cinsiyetine Goére Dagihm
Oranlariin Belirlenmesi

Hastaliklara yakalanma oranlarmin belirlenmesinde cinsiyet faktorii 6nemli bir yer teskil
etmektedir. Kadin ve erkegin sahip olduklar1 farkl genetik materyaller ve farkl fizyolojik
Ozellikleri nedeni ile hastaliklara yakalanmalarinda da farkliliklar gézlenmektedir.
Cahismamizda E. coli suslarinin hastalarin cinsiyetine gore dagiliminin belirlenmesi,
suslarin farkli cinsiyetteki hastalarda hangi siklikla gozlemlendiginin arastirilmasi ve

tedavi yollarinin kisiye 6zgii olarak belirlenmesi bakimmdan 6nem tagimaktadir.

Bu baglamda bizim c¢alismamizda da E. coli suslarinin izole edildikleri hastalarin

cinsiyetlerine gore dagilim oranlar1 hesaplandi.

Bu sonuglara gore E. coli suslarmin %84 tiniin kadm, %16’sinin erkek hastadan izole

edildigi belirlendi (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. E. coli suslarinin hastalarin cinsiyetlerine gére dagilim oranlar1

*Cinsiyete gore dagilim oranlar1 Boliim 3.6.’da anlatildig: sekilde hesaplandi.

**Standart sapmalar grafik tizerinde gosterilmektedir.

Erciyes iiniversitesinde 2001 yilinda yapilan bir ¢alismada E. coli suslarmm %66 sinin
kadin hastalardan izole edildigi gosterilmistir [138]. Haydarpasa Numune Egitim ve
Aragtirma hastanesinde 2009 yilinda yapilan diger bir ¢alismada da E. coli suslarinin
%79.2’ sinin kadin, %20.8’inin erkek hastalardan izole edildigi belirlenmistir [1]. Tekirdag
Devlet Hastanesi ve Namik Kemal Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesinde
yapilan bagka bir arastrmada E. coli iiremesi gozlenen 561 ornekten 446’sinm kadin

hastalardan, 115’inin ise erkek hastalardan izole edildigi saptanmistir [139].

Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan bir ¢alismada ise E. coli ile kontamine olmus idrar
yolu enfeksiyonu tanis1 konulan kisilerden %84 ‘iiniin kadn, %26’smimn erkek oldugu
belirlenmistir [140]. Yunanistanda yapilmis diger bir calismada ise {riner sistem
enfeksiyonlarindan izole edilen E. coli suslarinin  %84’iniin kadin hastalardan

izolasyonunun gerceklestigi belirlenmistir [141].

Yurt i¢ci ve yurt disinda yapilan tiim bu g¢alismalar bizim calisgmamiz ile benzerlik

gostermektedir.

Ulkemizde ve diinyada yapilan birgok ¢aligmada idrar yolu enfeksiyonlarmin en dnemli

etkenlerinden olan E. coli suslar1 biiyiikk oranda kadin hastalardan izole edilmistir. Bu
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bilgiye ek olarak kadmlarm %10-35'inin yasamlari boyunca en az bir kez iiriner sistem
enfeksiyonu gecirdigi literatiirde belirtilmektedir [140], [141], [142]. Bu durumun en
onemli nedeni kadinlarin ve erkeklerin genital bolgelerinde olan yapisal farkliliktan ve
kadmlarin genital bolgelerinin idrar yolu enfeksiyonlarina yakalanmalarinda daha elverisli
olmasindan kaynaklanmaktadir. Kadmlarm genital bolge temizligine 6zen gostermesi ve
toplumun egitim diizeyinin ylikseltilerek kisilerin bu konuda daha bilingli olmalarinin
saglanmasi ile Ozellikle kadinlarda siklikla goriilen bu enfeksiyonlarin Oniine gegmek

miumkiin olacaktir.

4.6. E. coli Suslarinin Antibiyotik Duyarhliklarimin Belirlenmesi

Mikroorganizmalarin etken oldugu hastaliklarin tedavisinin antibiyogram testleri
sonucunda dogru antibiyotik kullanilarak yapilmasi 6nem tagimaktadir. Giiniimiizde
mikroorganizmalar her gegen giin antimikrobiyal ajanlara karsi daha da direncli hale
gelmektedirler [143]. Mikroorganizma kaynakli enfeksiyonlarda hastalarin antibiyogram
testleri yapilmaksizin antibiyotik tedavisine baslanmasi ve hastalarin doktor kontroliinde
olmadan bilingsiz antibiyotik kullanmalar1 mikroorganizmalarin diren¢ olusturma
mekanizmalarini arttirmalarinda en 6nemli etkenler olarak goériilmektedir. E. coli suslarinin
antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi, kullanilacak antibiyotiklerin dogru se¢imi ve
boylece suslarin antibiyotiklere karsi gelistirdikleri diren¢ mekanizmalarinin kontrol altina

alinmasi bakimindan 6nem tasimaktadir.

Bu baglamda bizim c¢alismamizda da E. coli suslarinin farkli antibiyotiklere karsi

gelistirdikleri direng oranlar1 hesaplandi.

Bu sonuglara gore E. coli suslarunm 13 farkli antibiyotige karsi gelistirdikleri direng
oranlar1 belirlendi (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. E. coli suslarinda antibiyotik direng oranlar1

AK: Amikasin, SAM: Ampisilin-Sulbaktam, CZ: Sefazolin, FEP: Sefepim, SCF: Sefoperazon-Sulbaktam,
FOX: Sefoksitin, CIP: Siprofloksasin, ETP: Ertapenem, CN: Gentamisin, IPM: Imipenem, MEM:
Meropenem, TZP: Piperasilin-Tazobaktam, SXT: Trimetropim-Sulfometoksazol

*Antibiyotik direng oranlar1 Boliim 3.7.1.°de aciklandig1 sekilde hesaplandi.

**Standart sapmalar grafik tizerinde gosterilmektedir.

Bu sonuglara gore en yiiksek antibiyotik direnci Trimetropim—Sulfometoksazol (%38)
antibiyotigine kars1 gozlendi (Sekil 4.5). Amerika Birlesik Devletlerinde iiriner sistem
enfeksiyonlarimdan izole edilen E. coli suslar1 ile yapilan bir ¢alismada Trimetropim-
Sulfometoksazol direnci %20 olarak bulunmustur [132]. Brezilyada 2003 yilinda yapilan
bir ¢alismada arastirmacilar E. coli suslarmin Trimetropim—Sulfometoksazol’a karsi
gelistirilen diren¢ oranmi %50 olarak belirlemislerdir [133]. Sivas bdlgesindeki saglk
ocaklarinda yapilan bir ¢alismada iiriner sistem enfeksiyonu etkeni olarak izole edilen E.
coli suslarinda Trimetoprim-Sulfometoksazol antibiyotigine karsi direng oraninin %34.7
oldugu belirlenmistir [144]. Bu caligmalarm sonuglar1 bizim ¢alismamizin sonuglari ile

benzerlik gostermektedir.

Calismamizda Trimetropim-Sulfometoksazol diren¢ oranma en yakin antibiyotik direnci
Ampisilin-Sulbaktam antibiyotiginde gozlenmektedir. Hindistanda yapilan bir ¢aligmada
E. coli suslarinin antibiyotik direng oranlarinin Ampisilin’e %85.3, oraninda goriildiigiinii
aciklamiglardir [134]. Hindistan’daki diren¢ oranlarinin bizim ¢alismamiza gore cok daha

yiiksek oranda goriilmesi, lilkelerin sosyoekonomik durumlari, yasam kosullari, etkin ilag
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kullanimlar1 ve gelismislik diizeyi ile agiklanabilmektedir. Bunlara ilave olarak bizim
calismamizda beta-laktamaz inhibitorii olan Sulbaktam’in Ampisilin ile birlikte kullanimi
ile ilacin etkilesiminde artis gozlenmekte ve bu etki ¢alismamizdaki antimikrobiyal direng

oranini diigiirmektedir [143].

Amikasin, Ertapenem, Imipenem ve Meropenem antibiyotiklerinin ¢alismamizdaki tiim E.
coli suslarina duyarli olduklar1 belirlendi. Ulkemizde 2004-2005 yillar1 arasinda
enfeksiyon etkeni olarak izole edilen E. coli suslar ile yapilan bir ¢alismada imipenem ve

meropenem antibiyotiklerine olan direng %1 olarak belirlenmistir [145].

Ankara’da 2000 yilinda iriner sistem enfeksiyonlarindan izole edilen E. coli suslariyla
yapilan bir ¢alismada Amikasin antibiyotigine %6.1 gibi az bir oranda direng¢ saptanmustir.
Bizim c¢alisgmamizda Amikasin antibiyotigine direng gozlenmemistir. Ayni calismada
bizim calismamiz ile benzer olarak Ertapenem antibiyotigine direng saptanmamistir. Bu
sonuglar bizim sonug¢larimizla E. coli suslarinin Amikasin ve Ertapenem antibiyotiklerine
kars1 gelistirdikleri diren¢ oranlarinin ¢ok az oranda veya hi¢ goriilmemesi bakimindan

benzerlik gostermektedir [146].

Mikroorganizmalarm antibiyotiklere direng oranlar1 giin gectikce artmakta ve insan sagligi
acisindan tehdit olusturmaktadir. Birden fazla antibiyotige olan diren¢ gelisimin artmasi da
mikroorganizmalarin ¢oklu diren¢ gelisimini arttirmaktadir. Antibiyogram testlerinin
maliyeti arttrdigt ve bu nedenle siklikla uygulanmadigi hekimler tarafindan
savunulmaktadir. Fakat giinlimiizde mikroorganizmalarin gitgide artan oranda ¢oklu direng
gelistirmeleri ¢ok daha biiylik ekonomik kayiplara ve mortalite ile sonu¢lanan durumlara

zemin hazirlamaktadir [147].

Antibiyogram testlerinin yayginlagmasimni saglamak bu olumsuz durumlarin 6niine gegmek
bakimimdan en onemli etken olarak goriilmektedir. Ayrica hastalarin yanlis ve gereksiz
antibiyotik kullanimimnin 6nlenmesi, antibiyotiklerin nasil dogru ve etkin kullanilmasi
gerektigi bakimindan yetkili birimler tarafindan bilgilendirmelerin yapilmasi da
antimikrobiyal diren¢ oranlarinin artmasmni Onlemek amaciyla yapilacak c¢alismalar
arasinda olmalidir. Son olarak her iilke, her bolge ve her hastanenin kendi antimikrobiyal
diren¢ oranlarimi belirli araliklarla tespit etmesi de hastalara uygulanacak antibiyotik

seciminde hekimlere yol gosterici olmas1 bakimindan 6nem teskil etmektedir.
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4.7. E. coli Suslarimin Antibiyotip Simiflarimin Belirlenmesi ve Antibiyotip
Oranlarimin Hesaplanmasi

Antibiyotiplendirme, mikroorganizmalarin direngli ve duyarli olduklar1 antibiyotiklere
karsi yapilan siniflandirmadir. Antibiyotiklere karst benzer direnglilik ve duyarlilik
gosteren suslar ayni antibiyotip grubuna dahil edilmektedirler. Mikroorganizmalarin
antibiyotip sminflarmin belirlenmesi, benzer suslarin ayni sinifta olmasi ve bodylece
enfeksiyonlarda kullanilacak antibiyotik se¢imimin dogru tespit edilmesi bakimindan 6nem

tasimaktadir.

Bu baglamda bizim ¢alismamizda da E. coli suslarinin antibiyotip oranlar1 hesaplandi ve

benzer profil gosteren suslar ayni antibiyotip grubuna dahil edildi (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. E. coli Suslarinin Antibiyotip Siniflari

4 o
B s}
s alw | Xl S|+ S
EE I A I
g <
EcL |H|H|H|H|[H|H|[H|[H|[H|[H|H|[H|H]| ANT1
Ec2 |H| I |D|I|[H|[H[H|[H|[H|[H[H|[H[H] ANT?
E3 |H| D|/D|D|/D|D|/D|H|H|H|H|D|D| ANT12
Ec4 |H|H|H|H|H|H|H|H|[H[H[H|[H|H]| ANT1
Ec5 |H|H|H|H|H|H|H|H|H|[H|H|[H|H| ANT1
E6 |H| I |H|H|H|H|/H|H|H|[H|[H|[H|H| ANT3
Ec7 |H| H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|D| ANT4
Ec8 |H| H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H| ANTL
E9 |H DD/ D D/D D|H|D|/H|H|D|D| ANT9
Ecl0 |H|D|I |H|H|H|H|H|H|H|H|H|D| ANTS
Ecll |H|H|H|H|H|H|H|H|H|[H|H|H|H| ANTL
Ecl2 |H|I|H|H|H|H| D|H|D|H|H|H|D| ANTI5
Ecl3 |H| I |H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|D| ANT5
Ecl4d |H| H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H| ANTL
Ecl5 |H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H| ANTL
Ecl6 |H| H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H| ANTL
Ecl7 |H| I |H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|D| ANT5
Ec18 |H| I |H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|D| ANT5
Ecl9 |H|D|I |H|H|H|H|H|H|H|H|H|H| ANTT6
Ec20 || |[ID|D|D|D|D|D|H|D|H|H|D|D| ANTI8
E2l |H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H| ANTL
Ec22 |H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H| ANTL



Cizelge 4.1. E. coli Suslarmin Antibiyotip Siniflar1 (devam)

— o
- & S oL | X|a|la > o+ §
FE|2\3/0/820/5/5/8|2/8|N 5| =

z 5
Ec22 |[H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H[H|H| ANTL
Ec24 |H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H[H|H| ANTL
Ec2s |H|D|D|D|D|D|H|H|H|H|H|[D|H| ANT14
Ec26 |H|H|H|H|H|H|H|[H|[H[H|H|H|H| ANTL
Ec27 |H|H|H|H|H|[H|[H|[H[H[H|H|[H|[H]| ANTL
Ec28 |H|H|H|H|H|H|[H|[H|[H[H|H|[H|H| ANTL
Ec29 |H|D|H|D|D|D|H|H|H|H|H|D|D| ANTil
Ec30 |H|H|[D|H|H|H|H|[H|[H|[H|H|H|D| ANT4
Ec31 |H|H|H|H|H|H|[H|[H|[H[H|H|[H|H| ANTL
Ec32 |H|H|H|H|H|H|H|H|[H|H|H|H|D| ANT4
Ec33 |H|H|H|H|H|H|[H|[H|[H[H|H|[H|H| ANTL
Ec34 |H| I |[H|H|H|H|H|[H|[H[H|H|H|D| ANT5
Ec35 |H|[D|H|H|H|H|H|[H|H|H|H[H|[H| ANT2
Ec36 |H|D|D|H|I |[H|H|H|H|[H|H|D|[D| ANTIi6
Ec37 |H| I |H|H|H|H|D|[H|[D|H|H|[H|D| ANTI5
Ec38 |H|H|H|H|H|H|/H|H|/H|H|H|H|H| ANTL
Ec39 |[H|D|D|D|D|D|H|H|H|[H|[H|D|D| ANTil
Ec40 [H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H[H|H| ANTL
Ec4l |[H|/D|D|D|D|D|D|H|/D|H|H|D|D| ANT9
Ec42 |[H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H[H|H| ANTL
Ec43 |[H|D|D|D|D|D|D|H|D|H|H|D|H]| ANTL7
Ec44 |[H|H|H|H|H|H|H|H|H|H|H[H|H| ANTL
Ec45 |[H|H|H|H|H|H|/H|H|/H|H|H|H|H| ANTL
Ec46 |H|D|H|H|H|H|H|/H|H|[H|[H|[D|[D]| ANTI0
Ec47 |[H|D|D|D|D|D|I |H|H|H|[H|D|D| ANTi3
Ec48 |[H|H|H|H|H|H|/H|H|/H|H|H|H | H| ANTL
Ec49 ([H|D|D|D|D|D|H|H|H|H|[H|D|H]| ANT14
Ec50 |[H|H|H|H|H|H|/H|H|/H|H|H|H | H| ANTL

AK: Amikasin, SAM: Ampisilin-Sulbaktam, CZ: Sefazolin, FEP: Sefepim, SCF: Sefoperazon-Sulbaktam,
FOX: Sefoksitin, CIP: Siprofloksasin, ETP: Ertapenem, CN: Gentamisin, IPM. Imipenem, MEM:
Meropenem, TZP: Piperasilin-Tazobaktam, SXT: Trimetropim-Sulfometoksazol

Bu sonuglara gore calismamizda kullanilan 50 adet E. coli susunun 13 antibiyotige kars1 18

farkli antibiyotip grubu olusturdugu belirlendi. (Sekil 4.6.)
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50 -

40 -

30 -

E. coli oram (%0)

20

Antibiyotip simflar

Sekil 4.6. E. coli suslarinin antibiyotiplere gore dagilimi

* Antibiyotiplere gore dagilim oranlar1 Boliim 3.7.2.°de aciklandigr sekilde hesaplandi.

**Standart sapmalar grafik iizerinde gésterilmektedir.

Calismamizda kullanilan E. coli suslarinin 18 farkli antibiyotip profili olusturduklari
belirlendi. 18 farkli antibiyotip profili arasindan en yiiksek oranda gdzlenen antibiyotip

profili ANT1 (%48) olarak belirlendi.

Calismamizda ANT1 profili diger antibiyotip profillerine kiyasla gore ¢cok daha yiiksek
oranda gozlemlendi (Sekil 4.6.). Bu bulgular, ANTI1 profiline benzer 6zellik gdsteren
suslarin antibiyotip profili goéz Oniinde bulundurularak hastalara dogru antibiyotik
tedavileri uygulanmasi ve boylelikle yayilimmin oniine gecilmesi bakimmdan 6nem tegskil
etmektedir. Bizim sonuglarimiza gére ANT1 antibiyotip profilinde gozlenen suslarin hi¢bir
antibiyotige kars1 direngli olmadig1 saptanmistir. Bu da hastalarin tedavi edilmesinin ve bu

suslarla miicadenin daha kolay oldugunu bize gostermektedir.
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4.8. E. coli Suslarinda Biyofilm Olusumu
Canli veya cansiz bir yiizey alanma tutunan mikroorganizmalar, polimerik materyal
sentezleyerek ve sentezlenen polimerik materyal igerisinde bir arada yasayarak biyofilm

tabakasi olusturmaktadirlar [4], [5], [6].

Viicut igerisinde kullanilan yabanci cisimlerin yiizeyinde olusan biyofilm tabakasina daha
once belirtildigi gibi kataterlerin yiizeyinde olusan biyofilm 6rnek olarak verilebilir. Idrar
yoluna yerlestirilen kataterlerdeki biyofilm olusumu kataterin i¢ ve dis yiizeyinde
gozlenebilmektedir. Boliim 2.1.4.°te belirtildigi gibi kataterin viicut icinde kalma siiresi
arttikca, E. coli’nin biyofilm olusturma yiizdesi de o derece artmaktadir. Ik bir hafta
sonrasinda kullanimi1 devam eden kataterlerin biyofilm olusumu gézlenme oranmin biiyiik
oranda arttig1 yapilan ¢alismalarla ortaya ¢ikarilmistir [4]. Ayrica lriner kataterler gibi
viicut icine yerlestirilen diger biyomateryaller ve ameliyathanelerde kullanilan tibbi
cthazlarda da mikroorganizmalarim yiizeye kolonize olmasi ve biyofilm tabakasi
olusturmas1 biyomateryallerin kullanildig1 viicut bolimiine ve wuygulama yapilan

alanlardaki sterilizasyona gore farklilik gosterebilmektedir [4], [148].

Mikroorganizmalari bir arada kiimeler halinde ekzopolisakkarit materyal igerisinde
yasamalar1 antimikrobiyal ajanlarin biyofilm tabakasindan gecisini zorlagtirmakta ve
biyofilm tabakasi igerisinde yasayan mikroorganizmalar1 antimikrobiyal maddelere karsi

daha direngli hale getirmektedir [8], [41].

Calismamizda farkl klinik materyallerden izole edilen E. coli suslarmin Kalitatif Cam Tiip
Testi ve Kantitatif Mikrodiliisyon Plak Testi ile biyofilm olusumlar1 arastirildi. Kantitatif
Mikrodiliisyon Plak Testi ile Biyofilm Olusumu incelenen suslar, biyofilm olusturma

potansiyellerine gore farkli gruplar altinda smiflandirildi.

Spektrofotometrede okunan OD degerlerine gore BF Tipl, BF Tip2, BF Tip3, BF Tip4 ve
BF Tip5 olmak tizere 5 farkl biyofilm sinifi belirlendi (Cizelge 4.2.).

E. coli suslar1 arasindan en yiiksek oranda biyofilm olusturan suslarm 1.0 ve tizeri OD ile

BF Tip1 grubuna dahil olan Ec 3 ve Ec 33 suslar1 oldugu gozlemlendi. (Sekil 4.7.)

0.7 ile 1 OD arasmda biyofilm olusturan ve BF Tip2 grubuna dahil olan suglar Ec20 ve
Ec9 olarak belirlendi. (Cizelge 4.2.)

Suslarin en yiiksek oranda goriildiigii biyofilm sinifi OD 0.1 — 04 arasinda %44’liik bir
oranla BF Tip4 grubu oldu (Cizelge 4.2.). BF Tip4 biyofilm smifinda bulunan suslarin
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%77.2’sinin ¢esitli servis lnitelerinden izole edilen idrar klinik materyali oldugu belirlendi

(Sekil 4.2.).

Idrar klinik materyali saglikli kisilerde normal kosullarda sterildir. Idrarda 16kosit, eritrosit
gibi kan hiicreleri, epitel dokiintiileri ve mikroorganizmalarin bulunmasi benzeri durumlar

enfeksiyon varli§ina isaret etmektedir.

2014 yilinda yapilan bir¢ok ¢alismada tekrarlayan ve tedavi edilmesi giiglesen idrar yolu
enfeksiyonlarinin kataterler ve viicut igerisinde kullanilan tamponlar gibi biyomateryal
tizerinde olusan biyofilm tabakasi kaynakli oldugu bildirilmistir [149], [150]. Daha 6nce
belirtildigi gibi bizim ¢alismamizda BF Tip4 biyofilm smifinda %77.22’lik idrar materyali

oraninin gozlenmesi ile yapilan bu ¢aligmalar ile benzer 6zellikler tasimaktadir.

2010 yilinda yapilan diger bir arastrmada mikroorganizmalar tarafindan kataterler
iizerinde olusturulan biyofilm tabakasininin enfeksiyon olusumunda 6nemli rol oynadig1 ve

enfeksiyon gelisimini artirdig1 belirtilmektedir [151].

Calismamizdaki tiim E. coli suslar1 arasindan en yiiksek oranda biyofilm olusumu gézlenen
Ec3 susunun Genel Cerrahi Unitesinde yatmakta olan 72 yasindaki kadin bir hastanin yara

klinik materyalinden izole edildigi gézlemlendi (Cizelge 4.2., Cizelge 4.3.).

Ec3 susuna bakildiginda, hastanin yagh bir hasta olmasi, bu yaslardaki hastalarda viicut
direncinin diisiik olmas1 ve 6rnegin yara materyalinden elde edilmis olmasi goz Oniine
almdiginda, mikroorganizmalarin biyofilm olusumu i¢in viicutta uygun ortam sagladiklar1

sOylenebilir.

Cizelge 4.2 E. coli Suslarinda Biyofilm Smiflar1

R Sus OD .
Bgiﬁflm Yiizdesi E. coli Suslan (570 Blyoﬁ(l)lilafl)lusum
mifi (%) nm) 1
BF Tip 1 4 Ec 3, Ec 33 1.0ve it
uzeri
BF Tip 2 4 Ec 20, Ec9 07-1.0 T+t
. Ec (L, 2, 4,5, 6, 19, 30,
BF Tip 3 24 35, 36, 37, 4, 46) 04-07 ++
Ec (8, 10, 12, 13, 14, 15,
. 16, 18, 21, 22, 25 28,
BF Tip 4 a4 31, 32 34, 38 40, 43, 44, | 0104 *
47, 48, 49)
. Ec (7, 11, 17, 23, 24, 26,
BF Tip 5 24 2729, 39, 41, 45, 50) | ° 01 )
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Sekil 4.7. E. coli Suslarinda Biyofilm Olusumu

*Biyofilm Olusumu Boéliim 3.8.2°de aciklandigr sekilde belirlendi.

**Standart sapmalar grafik tizerinde gosterilmektedir.
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4.9 E. coli Suslarmmin Biyofilm Olusturmalart ve Antibiyotik Direncliliklerinin

Karsilastirilmasi

Biyofilm tabakasi olusturan mikroorganizmalar daha Once belirtildigi gibi ekstraseliiler
polimerik materyaller ile birbirlerine ve bulunduklar1 yiizeye tutunarak koloni olustururlar
ve olusturulan koloniler halinde yasamlarin1 siirdiirerek c¢ogalirlar.  Ayrica
mikroorganizmalar tarafindan olusturulan biyofilm tabakasi, mikroorganizmalari
fagositoza, osmotik strese, dezenfektanlara, toksik bilesenlere, nem, sicaklik, pH
degisikliklerine, UV isinlarinin zararli etkilerine ve antimikrobiyal ajanlara karsi da

koruma saglar [7], [152].

Mikroorganizma topluluklarindaki besin maddelerinin depolanmasmin saglanmas1 da
mikroorganizmalar tarafindan olusturulan biyofilm tabakasinin diger avantajlarmdandir
[57].

Biyofilm tabakasi igerisinde bulunan mikroorganizmalar planktonik yasayan formdaki

esdegerlerine gore olumsuz kosullara karsi 10 ila 100 kat daha direnglidirler [44], [85].

Biyofilm tabakasi antimikrobiyal ajanlarin mikroorganizma kolonisi igerisine girisini ve
hiicrelere ulasmasini engellemektedir. Bu baglamda biyofilm tabakas1 i¢cinde gomiilii halde
bulunan mikroorganizmalarin, yiizeydeki mikroorganizmalara kiyasla antibiyotik
direngliliklerinde artis gézlenebilmektedir [55], [84], [123].

Cizelge 4.3. E. coli Suslarinda Antibiyotik Direngliligi ve Biyofilm Olusumunun

Karsilastiriimasi
Diren Diren¢
. Biyofilm Biyofilm reng Gézlenen
E.coli Suslar Gozlenen e
Siifi olusumu N Antibiyotik
Antibiyotikler
Sayisi
Ecl BF Tip4 ++ - 0
Ec2 BF Tip4 ++ CZ, SCF 2
SAM, CZ, FEP,
Ec3 BF Tipl +++++ SCF, FOX, CIP, 8
TZP, SXT
Ec4 BF Tip4 ++ - 0
Ec5 BF Tip4 ++ - 0
Ec6 BF Tip4 ++ - 0
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Cizelge 4.3. E. coli Suslarinda Antibiyotik Direngliligi ve Biyofilm Olusumunun

Karsilastirilmasi (devam)

Di Direncg
. Biyofilm Biyofilm Irene Gozlenen
E.coli Suslar Gozlenen e
Siifi olusumu o Antibiyotik
Antibiyotikler
Sayisi
Ec7 BF Tip 6 - - 0
Ec8 BF Tip 5 + - 0
SAM, CZ, FEP,
Ec9 BF Tip 3 +++ SCF, FOX, CIP, 7
CN
Ecl10 BFTip5 + SAM 1
Ecll BF Tip 6 - - 0
Ecl2 BF Tip 5 + CIP, CN 2
Ec13 BF Tip 5 + SXT 1
Ecl4 BF Tip 5 + - 0
Ecl5 BF Tip 5 + - 0
Ecl6 BF Tip 5 + - 0
Ecl7 BF Tip 6 - - 0
Ecl8 BF Tip 5 + - 0
Ec19 BF Tip 4 ++ SAM 1
SAM, CZ, FEP,
Ec20 BF Tip 3 +++ SCF, FOX, CIP, 8
CN, TZP
Ec21 BF Tip5 + - 0
Ec22 BF Tip 5 + - 0
Ec23 BF Tip 6 - - 0
Ec24 BF Tip 6 - - 0
. SAM, CZ, FEP,
Ec25 BFTip5 + SCF, FOX 5
Ec26 BF Tip 6 - - 0
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Cizelge 4.3. E. coli Suslarinda Antibiyotik Direngliligi ve Biyofilm Olusumunun

Karsilastirilmasi (devam)

Di Direnc
. Biyofilm Biyofilm Irene Gozlenen
E.coli Suslan Gozlenen e
Siifi olusumu o Antibiyotik
Antibiyotikler
Sayisi
Ec27 BF Tip 6 - - 0
Ec28 BFTip5 + - 0
. SAM, CZ, FEP,
Ec29 BF Tip 6 - SCF, FOX, TZP 6
Ec30 BF Tip 4 ++ SXT 1
Ec31 BF Tip 5 + - 0
Ec32 BF Tip 5 + - 0
Ec33 BF Tipl +++++ - 0
Ec34 BF Tip 5 + SXT 1
Ec35 BF Tip 4 ++ SAM 1
. SAM, CZ, TZP,
Ec36 BF Tip 4 ++ SXT 4
Ec37 BFTip4 ++ CIP, CN, SXT 3
Ec38 BFTip5 + - 0
SAM, CZ, FEP,
Ec39 BF Tip 6 - SCF, FOX, TZP, 7
SXT
Ec40 BFTip5 + - 0
SAM, CZ, FEP,
Ec4l BF Tip 6 - SCF, FOX, CIP, 7
CN
Ec42 BF Tip4 ++ - 0
CZ, FEP, SCF,
Ec43 BFTip5 + FOX, CIP, CN, 7
TZP
Ecd4 BFTip5 + - 0
Ec45 BF Tip 6 - - 0
Ec46 BF Tip 4 ++ SAM, TZP, SXT 3
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Cizelge 4.3. E. coli Suslarinda Antibiyotik Direngliligi ve Biyofilm Olusumunun

Karsilastirilmasi (devam)

Diren Direncg
. Biyofilm Biyofilm Irene Gozlenen
E.coli Suslar Gozlenen e
Siifi olusumu o Antibiyotik
Antibiyotikler
Sayisi
SAM, CZ, FEP,
Ec47 BF Tip 5 + SCF, FOX, TZP, 7
SXT
Ec48 BFTip5 + - 0
. SAM, CZ, FEP,
Ec49 BF Tip 5 + SCF, FOX, TZP 6
Ec50 BF Tip 6 - - 0

AK: Amikasin, SAM: Ampisilin-Sulbaktam, CZ: Sefazolin, FEP: Sefepim, SCF: Sefoperazon-Sulbaktam,
FOX: Sefoksitin, CIP: Siprofloksasin, ETP: Ertapenem, CN: Gentamisin, IPM: Imipenem, MEM:
Meropenem, TZP: Piperasilin-Tazobaktam, SXT: Trimetropim- Sulfometoksazol

Calismamizda E. coli suslarinin biyofilm olusturma oranlari ile antibiyotik direnglilikleri
karsilastirildi. (Cizelge 4.3) Biyofilm olusumunun en ¢ok gézlendigi iki sustan biri olan BF
Tip1 grubundaki Ec3 susunun 13 antibiyotikten 8 tanesine kars1 direng gosterdigi bulundu.
(Cizelge 4.3.).

BF Tip2 Biyofilm grubundaki Ec9 susunda 13 antibiyotikten 7°sine; Ec20 susunda ise 13
antibiyotikten 8°ine direng¢ gelistirdigi gézlemlendi. (Cizelge 4.3.). Ec20 susu Kardiyoloji
Servisinde yatan 84 yasindaki erkek hastanin bronkoskobik lavaj klinik materyalinden
izole edilmistir. Ec9 susu ise norosirursi servisinde yatmakta olan 83 yasindaki erkek
hastanm idrar 6rneginden izole edilmistir. Bu iki 6rnek, konaklarm yaslarmin artisi ile
mikroorganizmalarin biyofilm olusturma yetenegindeki artigi gostermesi agisindan biiyiik

Onem tasimaktadir.

Bu 6rneklerin haricinde en yiiksek biyofilm olusumunun gézlendigi BF Tipl grubunda
bulunan Ec33 susunda biyofilm olusumu gézlenmesine karsin antibiyotik direngliliklerinde
13 farkli antibiyotikten hicbir antibiyotige karst direng gelisimi olmadig1 saptanmistir. Bu
ornek 30 yaslarmmda idrar yolu sikayeti ile {iroloji servisine basvurmus ayaktan tedavi
edilen bir kadin hastanin idrar klinik materyalinden izole edilmistir. S6z konusu kisiden
izole edilen E. coli susunda biyofilm olusumunun yiiksek oranda gézlenmesine ragmen

higbir antibiyotige direng gosterememesinin en biiylik nedenleri arasinda biyofilm
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tabakasinin ¢ok katmanli olmasinin olusturdugu heterojen yapilasma ve biyofilm tabakasi
icerisindeki bu heterojen yapilagsmanin antibiyotik duyarliliklarinda olusturdugu
farkliliklardan ~ kaynaklanmaktadir. Bu farklilik ise biyofilm tabakasmin st
katmanlarindaki mikroorganizmalarin, biyofilmin i¢ kisimlarindaki mikroorganizma
topluluklarma gore antimikrobiyal ajanlara karsi daha duyarli olmasindan

kaynaklanabilmektedir [128].

Ec 39 ve Ec 41 suslarinin her ikisi de idrar klinik materyalinden izole edilmistir ve bu
suslar, caligmada kullanilan 13 antibiyotikten 7 antibiyotige kars1 direng gelisimi
gostermektedirler. Bunun yani sira biyofilm olusumu ise en az oranda gdzlemlenmistir.
Antibiyotik direngliligi gdzlenen suslarda diren¢ olusumundaki etkenlerden biri biyofilm
olusturmalaridir [128]. Kisilerin bilingsiz antibiyotik kullanimi, antibiyotik kullaniminda
kisitlamalarin olmamasi, antibiyogram testlerinin yapilmaksizin antibiyotik kullanimmin
iilkemizde olduk¢a yaygin olmast gibi bircok faktdr antibiyotiklere direngli

mikroorganizmalarm varligini ve yayilimmi giinden giine arttirmaktadir [90].

Bunun yaninda E. coli ile yapilan bir arastirmada flagellas1 olmayan veya flagellasi
paralize olmus mutant E. coli suslarinda polivinilklorid (PVC) yiizeylere baglanmanin
biliyiik oranda gerceklestirilemedigi saptanmistir [64]. Tim bu bilgiler gz Oniinde
bulunduruldugunda E. coli suslarinin bazilarinda yiiksek antibiyotik direnci gézlenmesine
ragmen biyofilm olusumunun goézlenememesi bizim calismamizin sonucunu destekler

niteliktedir.

Biyofilm tabakasinin olusumu ile mikroorganizmalarm antibiyotik direngliliklerinin

farklilagsmasina birgok unsur etki etmektedir. Bu unsurlardan baslicalar: sunlardir [153].

Biyofilm yapisi igerisindeki ekzopolisakkarit tabakasinin iist katmanlarmin bariyer gorevi
iistlenerek, kullanilan antibiyotigin biyofilm tabakasinin i¢ kisminda bulunan
mikroorganizmalara diflizyonunu zorlastirdigi ve bdylece biyofilm tabakasimnin ig¢
kismindaki mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlara karst1 korundugu yapilan
calismalarla gosterilmistir [128], [153]. Yeterli antibiyotik konsantrasyonunun hiicrelere
gecigini  engelleyen biyofilm tabakasi antibiyotikleri bu sekilde etkisiz hale
getirebilmektedir. Boylece mikroorganizmalar antibiyotiklere karsi direncli 6zellik

gostermektedirler.
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Biyofilm tabakas1 igerisindeki mikroorganizmalarda direngli genlerin gen aligverisi yoluyla
degisimi ve boylece serbest yasayan esdegerlerine oranla ¢ok daha direngli

mikroorganizma ¢esitlerinin olusumu s6z konusu olmaktadir [154].

Biyofilm olusumunda belirtilen unsurlar bir araya gelerek veya ayri ayri antibiyotik
direngliliginde etki gosterebilmektedirler. Bu unsurlardan her biri mikroorganizmanin

antimikrobiyal ajanlara karsi olan direngliligini farkl etkilemektedir [155], [156], [157].
Sonug olarak;

Calismamiz kapsaminda kullanilan E. coli suslarinin en yiiksek oranda teshis edildikleri
servisin Acil Servis oldugu ve en yiiksek oranda izole edildikleri klinik materyalin ise idrar
klinik materyali oldugu belirlendi. Calismamizda yas araligi olarak 31-45 yas araligindaki
kadin hastalarda en yiiksek oranda E. coli izolasyonu gergeklestirildigi saptandi. E. coli
suslarinin Amikasin, Ampisilin-Sulbaktam, Sefazolin, Sefepim, Sefoperazon-Sulbaktam,
Sefoksitin, Siprofloksasin, Ertapenem, Gentamisin, Imipenem, Meropenem, Piperasilin-
Tazobaktam,  Trimetropim-Sulfometoksazol  antibiyotiklerine  karsi  antibiyotik

direnglilikleri arastirilda.

Biyofilm olusum degerlerine gore 5 farkli biyofilm grubu tanimlandi ve suslar bu gruplara
dahil edildi. Yiiksek oranda biyofilm olusumu goézlenen suslardan biri olan Ec3 susunun
Ampisilin-Sulbaktam,  Sefazolin,  Sefepim,  Sefoperazon-Sulbaktam,  Sefoksitin,
Siprofloksasin, Piperasilin-Tazobaktam, ve Trimetropim-Sulfometoksazol antibiyotiklerine
kars1 direng gelisimi gosterdigi saptandi. Bu sus Genel Cerrahi Servisinde yatan bir

hastanin yara klinik materyalinden izole edilmistir.

Yiiksek oranda biyofilm olusumu gozlenen suslardan bir digeri olan Ec 33 susunda ise
calismamizda kullanilan antibiyotiklerden hicbirine karsi direng gelisimi gozlenmedigi
saptand1. Bu sus Uroloji Servisine bagvuran bir hastanin idrar klinik materyalinden izole
edilmistir.

Biyofilm olusumunun en az oranda gozlendigi saptanan Ec 39 ve Ec 41 suslarinin her
ikisinin de ¢alismada kullanilan Ampisilin-Sulbaktam, Sefazolin, Sefepim, Sefoperazon-
Sulbaktam ve Sefoksitin antibiyotiklerine kars1 direng gelistirdigi saptandi. Ec 39 susunda
belirtilen antibiyotikler disinda Piperasilin-Tazobaktam, ve Trimetropim-Sulfometoksazol
antibiyotik kombinasyonlarina; Ec 41 susunda ise Siprofloksasin ve Gentamisin

antibiyotiklerine karsi da direng gelisimi saptandi. Ec 39 susu Cocuk Saghgi ve
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Hastaliklar1 Servisine basgvuran hastanimn idrar klinik materyalinden, Ec 41 susu ise Acil

Servise bagvuran hastanin idrar klinik materyalinden izole edilmistir.

Mikroorganizmalarin ~ biyofilm olusturmalariyla gelistirdikleri antibiyotik direng
mekanizmalar1 ¢ok c¢esitlidir. Biyofilm tabakasinda asidik atik maddelerden dolay1 ortam
pH’sinin degismesi, biyofilm tabakasindaki mikroorganizmalarm oksijen kullanimina bagh
olarak tabaka igerisindeki ve ylizeyindeki oksijen yogunlugunda olusan farkliliklar ve
besin maddelerinin kullanimina baglh olarak ortaya ¢ikan besin kisitlanmasi gibi birgok
durum biyofilm tabakasinin antibiyotik direngliliginde olusturdugu farkhiliklarda rol
oynayan unsurlardan bazilaridir ve bu konu hakkinda yapilan caligmalar hizla devam

etmektedir.

Insan saglig: icin tehdit unsuru olusturan biyofilmlerle savasmak ve onlar1 tehdit unsuru
olmaktan c¢ikarmak biyofilmlerle miicadele yOntemlerinin gelistirilmesinde ve
gelistirilecek bu yontemlerin gerek tip gerekse endiistri ve tarimsal alanlarda
uygulanmasinda 6nem arz etmektedir. Biyofilm tabakasinm oniine gecilmesini saglamak
amactyla biyofilm olusumunun engellenmesini saglayacak sinyallerin ve sinyal
molekiillerinin kullanimi; olgunlasmis biyofilm tabakasmin yok edilmesini saglamak
amaciyla da biyofilmin pargalanmasini saglayan mekanik giiclerin veya fiziksel ve
kimyasal maddelerin kullanimin1 gelecek yillarda daha da ©onemli hale gelecek ve

tartisilacaktir.
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