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KISALTMALAR

BAL: Bronkoalveoler lavaj (Bronchoalveolar lavage)

CAE: Cerrahi alan enfeksiyonu

CPS: Kapsiiler polisakkarit

CV: Konvansiyonel (Conventional)

DF: Defined flora (Tanimlanmis flora)

EMB: Eosin Methylene Blue

EPS: Ekzopolisakkarit

ETT: Endotrakeal tiip (Endotracheal tube)

GF: Germ-free

GI: Gastrointestinal

GN: Gnotobiyotik (Gnotobiotic)

GSBL: Genislemis spektrumlu beta laktamaz

HE: Hematoksilen Eozin

IVC: Bireysel havalandirmali kafes (Individually Ventilated Cage)
IYE: idrar yolu enfeksiyonlar

KDE :Kan dolasimi enfeksiyonu

LPS: Lipopolisakkarit

MHA: Mueller Hinton Agar

MHB: Mueller Hinton Broth

Pet CT: Pozitron emisyon tomografisi (Positron emission tomography—computed
tomography)

SEM: Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscope)
SOR: Serbest oksijen radikalleri

SPF: Ozel patojenlerden arindirilmis (Specific-pathogen-free)
SYE: Solunum yolu enfeksiyonu

TLR: Toll benzeri reseptdr (Toll-like receptor)

VIP: Ventilator ile iliskili pndmoni
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BiYOFILM ENFEKSIYONLARININ PATOGENEZININ
KiNETiK DEGERLENDIRMESI

Ali Alvandian
Dokuz Eyliil Universitesi Mikrobiyoloji

OZET
Amac:

Klebsiella pneumoniae 6zellikle hastane kokenli akciger enfeksiyonlarinda siklikla
karsilagtigimiz Gram negatif firsatgr bir patojendir. Enfeksiyonun gelismesinde konakgi
savunma sistemlerinin yanisira bakteriye 0zgli cesitli viriilans faktorleri 6nemli rol
oynamaktadir. Son yillarda 6zellikle intravaskiiler katater, iiriner katater ve kalic1 tibbi cihazlar
gibi invazif girisim uygulanan hastalarda enfeksiyonun gelismesinden biyofilm yap1 sorumlu
tutulmaktadir. Biyofilm formasyonu ¢esitli kronik ve tekrarlayic1 enfeksiyonlar ile iligkili olup
insan viicudundaki tiim mikrobiyal enfeksiyonlarin %80’inden sorumlu tutulmaktadir.
Planktonik (serbest formda) hiicrelerle karsilastirildiginda biyofilmin temel 6zelligi
antimikrobiyallere, immunolojik ve kimyasal savunma mekanizmalarina kars1 artmis direngtir
Mikroorganizmanin biyofilm olusum siireci i¢inde konak¢idaki davranislarinin agiklanmasi,
immiinolojik ve doku diizeyindeki degisikliklerin belirlenmesi klinik agidan hastaya yaklagim
ve sagaltim alternatifleri konusunda katkida bulunabilecegi gibi, direngli suslarla

kolonizasyonu ve bu suslarin toplumda yayilmasini azaltabilir,
Yontem :
K. pneumoniae B5055 (serotip O1:K2) kokeni planktonik (serbest formda) ve biyofilm
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hiicreleri farelere intranazal yol ile verilerek akut pndmoni modeli olusturuldu. Biyofilm
formdaki hiicrelerin eldesi icin endotrakeal tiip (ETT) yontemi kullanildi. Bakteri MHA
besiyerine pasajlanarak 37°C da 18 saat inkiibe edildi. Ertesi giin iireyen koloniler tiip i¢indeki
MHB besiyerine alindi. Steril ETT 20 mm’ lik pargalara ayrilarak bu besiyerine aktarildi. ETT
parcasi, 18 saat sonra steril PBS ile yikandi, taze MHB besiyeri igeren tiipe alindi. Bu islem ii¢
giin sliresince tekrarlandi. ETT pargalart Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron
Microscope; SEM) yardimiyla incelendi. Daha sonra ETT steril PBS ile yikandi ve hiicreler 10*
CFU/ mL olacak sekilde diliie edildi.

Konvensiyonel olarak yetistirilen BALB/c soyu fareler; Grup 1; planktonik (n=30), grup 2;
biyofilm (n=30) hiicreleri ve grup 3; fosfat tampon (PBS) verilen grup olmak iizere (n=6)
bireysel havalandirmali kafeslere ayrildi. Grup 1 ve 2 de yer alan farelerden 6 tanesi 6-24-48-
72 ve 96. saatlerde sakrifiye edildi. Daha sonra kan 6rnegi, bronkoalveolar lavaj (BAL) s1visi
ve akciger dokusu alindi. BAL 6rneginde IL-10 ve TNF alfa diizeyleri olgtiliirken, akciger
dokusundan bakteriyel yiik ve histopatolojik degisiklikler degerlendirildi.

Bulgular:

Gruplarin hayatta kalma oranlarina bakildiginda 96. saat sonunda her {i¢ grupta da oliim
gozlenmedi. Akciger doku homojenatlarindan yapilan kantitatif kiiltiir ekimleri sonucunda PBS
verilen grupta 96 saat sonunda herhangi bir bakteri liremesi saptanmazken, planktonik ve
biyofilm gruplarinda K. penumoniae iiremesi saptandi. Her iki grupta da 24. saate kadar
logaritmik lireme gozlendi. Bu saatten itibaren yapilan 48, 72 ve 96. saat degerlendirmelerinde
biyofilm grubunda bakteriyel yiik ayni diizeyde devam ederken planktonik hiicreler ile enfekte
grupta diisiis belirlendi. (p<0.000) Etken inokule edildikten 24 saat sonra her iki grupta TNF
alfa ve IL-10 diizeylerinin en yliksek noktaya ulastig1 goriildii. Biyofilm grubunda TNF alfa
diizeylerinde artis, planktonik gruba gore istatistiksel olarak anlamli bulundu. ( p<0.003) Her
iki grupta da akciger doku kesitlerinde 6.saatte PMNL infiltrasyonu gozlendi. Akciger hasarimin
ve PMNL infitrasyonunun 24.saatten itibaren arttig1 saptanmakla birlikte gruplar arasinda

anlamli bir farklilik gézlenmedi.
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Sonug:

Bu calismada, farede, K. pneumoniae ile olusturulan akut akciger enfeksiyonu modelinde
bakteriyel yiik, proenflamatuvar sitokin yanitlar1 ve akcigerde doku diizeyinde degisiklikler
zamana bagli olarak degerlendirildiginde; biyofilm formunun enfeksiyonun baslangi¢
doneminde bakteriye bir iistiinliik saglamadig1 saptanmistir. Ancak biyofilm ile enfekte grupta
bakterinin solunum yollarindan temizlenemedigi ve enfeksiyonun kroniklesmeye egilimli
oldugu goézlenmistir. Olasilikla biyofilm yapi, etrafindaki ekzopolisakkarit matriks yap1
aracilif1 ile patojen bakterilerin bagisiklik sistemi hiicrelerinden gizlenmesine yardimei
olmaktadir. Bu nedenle mortalite ve morbidite artiglara ve ciddi ekonomik kayiplara neden olan
biyofilm enfeksiyonlar: ile miicadelede, biyofilm matriksin hedef alinmasi1 ve antimikrobiyal

sagaltimla kombinasyonu daha uygun bir yaklagim olabilir.

Anahtar Sozciikler: Klebsiella pneumoniae, biyofilm, fare, akut pndmoni modeli
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KINETIC EVALUATION OF PATHOGENESIS
OF BIOFILM INFECTIONS

Ali Alvandian

Dokuz Eyliil University Department of Microbiology

ABSTRACT

Objective:

Klebsiella pneumoniae is a Gram negative opportunistic pathogen, which we frequently
encounter in hospital-acquired pulmonary infections. In addition to host defense systems,
various bacterial virulence factors play an important role in the development of infection.

In recent years, biofilm structure has been implicated in the development of infection especially
in patients who are invasive intervention such as intravascular catheter, urinary catheter and
permanent medical devices. Biofilm formation is associated with a variety of chronic and
recurrent infections and accounts for 80% of all microbial infections in the human body.When
compared to planktonic (free-form) cells, the basic feature of biofilm is increased resistance to
antimicrobials, immunological and chemical defense mechanisms. Identification of the
behavior of microorganisms in the host during the biofilm formation process, determination of

changes in immunological and tissue levels may contribute to clinic approach to the patient and
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treatment alternatives, as well as colonization with resistant strains and reduction of spread of

these strains in the community,

Material and Method:

Acute pneumonia model was established by intranasal administration of K. pneumoniae B5055
(serotype O1: K2) root planktonic (in free form) and biofilm cells to mice. The endotracheal
tube (ETT) method was used for the removal of cells in biofilm form.

Bacteria were passaged in MHA medium and incubated for 18 hours at 37 © C. The following
day, breeding colonies were taken into MHB medium in the tube. Sterile ETT was transferred
to this medium by dividing 20 mm pieces. The ETT piece was washed with sterile PBS after
18 hours, and fresh tuft containing MHB medium was removed. This process was repeated for
three days. Conventionally grown BALB/c strain mice; Group 1; Planktonic (n = 30), group 2;
Biofilm (n = 30) cells and group 3; Were divided into individual ventilated cages (n = 6) in
phosphate buffered saline (PBS). Six of the mice in Groups 1 and 2 were 6-24-48-72 and 96.
The hours were sacrificed.Then blood sample, bronchoalveolar lavage (BAL) fluid and lung
tissue were taken. IL-10 and TNF alpha levels were measured in BAL samples, and bacterial

load and histopathologic changes were evaluated in lung tissue.

Results:

When the survival rates of the groups were examined, deaths were not observed in all three
groups at the end of the 96th hour. As a result of quantitative culturing from lung tissue
homogenates, K. penumoniae remission was detected in planktonic and biofilm groups while
no bacterial spillage was detected after 96 hours in the PBS group.Logarithmic growth was
observed up to 24 hours in both groups. At 48, 72 and 96 hours after this time, the bacterial
load in the biofilm group remained at the same level, while the decrease in the planktonic cells
and the infected group was determined. (p <0.000) TNF alpha and IL-10 levels reached the
highest point in both groups 24 hours after the agent was inoculated. The increase in TNF alpha
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levels in the biofilm group was statistically significant compared to the planktonic group. (p
<0.003) PMNL infiltration was observed in lung tissue sections at 6 hours in both groups.
Although lung injury and PMNL infusion increased after 24 hours, there was no significant

difference between the groups.

Conclusion

In this study, when the changes in bacterial load, proinflammatory cytokine responses, and
tissue levels in the lung were evaluated in the rat in the model of acute lung infection induced
by K. pneumoniae, It has been found that the biofilm form does not provide a bacterial
superiority during the initial period of infection. However, in the biofilm-infected group, it was
observed that the bacterium could not be cleared from the respiratory tract and that the infection
was prone to becoming chronic. The biofilm structure, possibly through the exopolysaccharide
matrix structure around it, helps the pathogenic bacteria to hide from the cells of the immune
system. Therefore, combining biofilm matrix targeting with antimicrobial treatment and
combating biofilm infections leading to increased mortality and morbidity and severe economic
loss may be a more appropriate approach.

Key words : Klebsiella pneumoniae, biofilm, mouse, acute pneumonia model
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1. GIRIS VE AMAC

1.1. Problemin Tanim ve Onemi

Solunum yolu hastaliklar1 toplumda en fazla goriilen enfeksiyon hastaliklaridir.
Diinyada; tiim 6liim nedenleri arasinda altinci, enfeksiyona bagli 6liim nedenleri arasinda 1.
sirada yer almaktadir. Klebsiella pneumoniae Ozellikle hastane kokenli akciger
enfeksiyonlarinda siklikla karsilagtigimiz Gram negatif firsat¢i bir patojendir. Enfeksiyonun
gelismesinde konak¢i savunma sistemlerinin  yanisira bakteriye 0zgii ¢esitli viriilans
faktorleride 6nemli rol oynamaktadir. Son yillarda 6zellikle intravaskiiler katater, tiriner katater
ve kalici tibbi cihazlar gibi invazif girisim uygulanan hastalarda enfeksiyonun gelismesinden
biyofilm yap1 sorumlu tutulmaktadir. Biyofilm, bakteri tarafindan iiretilen ve bakterinin canl
ya da cansiz ylizeylere yapismasini saglayan polisakkarit yapisinda bir “glikokaliks” tabakasi
seklinde tanimlanabilir. Planktonik (serbest formda) hiicrelerle karsilastirildiginda biyofilmin
temel 6zelligi antimikrobiyallere, immunolojik ve kimyasal savunma mekanizmalarina karsi
artmis direnctir. Mikroorganizmanin biyofilm olusum siireci i¢inde konak¢idaki davraniglarinin
aciklanmasi, immiinolojik ve doku diizeyindeki degisikliklerin belirlenmesi klinik agidan
hastaya yaklagim ve sagaltim alternatifleri konusunda katkida bulunabilecegi gibi, direncli
suslarla kolonizasyonu ve bu suslarin toplumda yayilmasini azaltabilir, bu yaklasimlar

ekonomik ¢iktilara yansiyabilir.

1.2. Arastirmanin Amaci

Bu calismada; Klebsiella pneumoniae ve birgok mikroorganizma i¢in dnemli bir
viriilans faktorii olan biyofilm yapmin gelisim siireci i¢cinde konakg¢ida neden oldugu
degisikliklerin zamana bagli olarak degerlendirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla K.
pneumoniae B5055 susu planktonik ve biyofilm hiicreleri farelerde intranazal yolla akut

akciger enfeksiyonu modeli olusturulmustur.



1.3. Arastirmanin Soru ve Hipotezleri

Farede, K. pneumoniae planktonik ve biyofilm hiicreleri ile olusturulan akut akciger
enfeksiyonu modelinde bakteriyel yiik, proenflamatuvar sitokin yanitlar1 ve akcigerde doku

diizeyinde degisiklikler acisindan zamana bagli olarak fark vardir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enterobacteriaceae ailesi

Enterobactericeae iiyesi bakteriler Gram negatif, sporsuz, fakiiltatif anaerop basillerdir.
“Enterik bakteriler” olarak da adlandirmaktadir. Toprakta, suda, bitkilerde bulunabilmekte
olup, insan ve hayvanlarin gastrointestinal (GI) sistemlerinde yerlesebilirler. Kiiciik, 0.5-3 pm
en ve 1-6 um boyundadirlar. Peritrik kirpikler ile hareketli tiirler bulunmakla birlikte baz: tiirler
hareketsizdir. DNA’da Guanin+Sitozin (G+C) oran1 %39-59 arasindadir. Enterik bakterilerde,
kapsiil veya slime tabakas1 ince bir kilif seklinde hiicreyi sarabilir. Fakiiltatif anaerop lireme
ozelligine sahip bu bakteriler pepton veya et 6zlii basit besiyerlerinde kolayca lireyebilmektedir.
Bir¢cogu glukozu Embden—Meyerhof Parnas yolu ile piruvik asit gibi ara {irlinler olusturarak

yikarlar. Son iiriin olarak karmasik asitler olusur.

Bu 6zellik tan1 algoritmasinda kullanilmaktadir. Metil kirmizisi testi ile karigik asitlerin
varligi gosterilebilmektedir. Klebsiella, Enterobacter ve Serratia cinsleri glukoz
fermantasyonunda diger enterik bakterilerden farkli olarak. butanediol fermantasyonu yolunu
kullanirlar. Butanediol fermantasyonunda yan iiriin olarak asetoin olusmaktadir. Bu nedenle bu
grup i¢in metil kirmizist testi negatif iken Voges-Proskauer reaksiyonu pozitif olur. Bunun

yanisira ¢ogunlukla gaz yaparlar. Nitrati nitrite ¢cevirebilme 6zelligine sahiptirler. (1)

Enterik bakteriler, cok sayida, ortak yapisal 6zellige sahiptir. Hiicre duvari ¢cok tabakali
bir yap1 gosterir. Peptidoglikan, lipoprotein, fosfolipit, protein ve lipopolisakkarit (LPS)
tabakalardan olusmaktadir. Peptidoglikan - lipoprotein tabakasi hiicre duvarimin yaklagik
%20’sini olusturur. Peptidoglikan organizmaya sertligini, seklini veren capraz baglanmis
polimerlerdir. Kalan %80’lik boliimde de LPS, transportta gorevli olan multimerik porin
proteinleri ve iki katli fosfolipit tabakadan olusmaktadir. LPS 6zel polisakkarit yan zincirlerle,

cesitli cinslerin antijenitesini belirtir. Ayrica hiicrenin endotoksik aktivitesinden sorumludur.

)



Enterobactericeae ailesi yaklastk 100 tiir igermektedir. (Tablo 1)
Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerde dis duvarda “O” antijenleri (Somatik), K
(Kapsiil) veya yiizey antijenleri, kirpikli suslarda “H” (Kirpik=Flagella) antijenleri

bulunur. (Sekil 1) O antijenleri; dis duvardaki LPS’den olusur. Istya, alkole ve asite dayanikli,
formaldehite direnclidir. Polisakkarit yapidadir. Antiserumda genellikle IgM antikorlar1 ile

agliitine olur. Capraz reaksiyon verebilir.

Virulan suslarda diiz yapidadir. H antijeni; hareketli suslarda bulunur. Isi, asit ve alkole
duyarli, formaldehite direnclidir. IgG yapida antikorlarla agliitinasyon verir. Escherichia ve
Salmonella serotiplendirmesini saglar. Normalde O antijenine baskindir, denatiire edilebilir. K
antijeni; kalin polisakkarit yapida, Escherichia’da protein yapidadir. Isiya kismen duyarlidir.
Bazen “’Slime’’ seklindedir. O antijeni ile agliitinasyonunu o&nledikleri i¢in denatiire

edilmelidir. (2)



Tablo 1. Enterobacteriaceae ailesi siniflamasi

Cins Tiir
Citrobacter freundii
koseri
amalonaticus
Edwardsiella tarda
Enterobacter aerogenes
cloacae
sakasakii
Escherichia coli
albertii
Hafnia alvei
Klebsiella phneumoniae,
oxytoca,
granulomatis
Morganella morganii
Pantoea ( eskiden Enterobacter ) agglomerans
Pantoea shigelloides
Proteus mirabilis
vulgaris
Providencia Stuartii

retigeri
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Sekil 1. Enterobacteriaceae hiicre yapisi

Enterik bakteriler, gastrointestinal sistem (GI) disindaki yerlesim bolgelerinde énemli
enfeksiyonlar yapabilirler. Siklikla iiriner sistem, solunum sistemi, merkezi sinir sistemi, kan
ve yara yeri enfeksiyonlarina neden olurlar. Giinlimiizde hastane kaynakli enfeksiyonlarin en

onemli ve sik karsilagilan sorunlar1 arasinda yer almaktadirlar. (3,4)

2.2. Klebsiella tirleri

2.2.1. Tarihge ve siniflandirma

Danimarkali bilim adami1 Hans Christian Gram (1853-1938) bakteri tiirleri arasinda
ayrim yapabilmek i¢in bir teknik gelistirmistir. Bu teknigi, 6zellikle Streptococcus pneumoniae
ve Klebsiella pneumoniae gibi benzer klinik belirtilere neden olabilen enfeksiyon etkenlerini
ayirt edebilmek i¢in kullanmayr amaclamistir. Gram boyama olarak bilinen bu teknik
glinlimiizde halen Gram pozitif ve Gram negatif bakterileri ayirt etmek i¢in kullanilan en temel

yontemdir. (5)

K. pneumoniae adi, 19. ylizyilda difteri hastaliginin etyolojisinin belirlenmesine katkilarindan
dolay1 Alman mikrobiyolog Edwin Klebs’i (1834-1913), onurlandirmak amaciyla verilmistir.
Daha sonralar1 K. pneumoniae’ nin yaptigi o6ldiiriicii pndmoni tablosunu arastirmaci Carl
Friedlander ayrintili bir bi¢imde tanimlamistir. Bu nedenle bakteri uzun yillar “Friedlander

basili” olarak adlandirilmistir .(2)



2.3. Klebsiella tiirlerinin tanimlanmasi

Enterobactericeae ailesi icinde yer alan Gram negatif basil seklinde bir bakteridir.
(Sekil 2). Klebsiella tiirlerinin ortak 6zellikleri; hareketsiz, oksidaz negatif ve kapsiillii
olmalaridir. Klebsiella cinsi bakterilerin 6nemli bir 6zelligi, Gram boyama ile genis kapsiillii

gorlintiistidiir (Sekil 2) (6).
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Sekil 2. K. pneumoniae Gram boyal1 preparat ve kapsiil goriiniimii

Polisakkarit yapidaki kapsiil bakteriye patojenite 6zelligi kazandirmasinin yanisira,
fagositozdan korunmasina yardimct olan bir viriilans faktoriidiir. Bu 6zelligi nedeniyle kati
besiyerinde biiyiik, mukoid koloniler dikkati ¢eker. Karbonhidratlar1 asit ve gaz olusturarak
parcalar. Ayrica nisastay1 en ge¢ dort giin i¢cinde parcalayip gaz olusturmasiyla diger enterik
bakterilerden ayrilmaktadirlar. Metil kirmizis1 negatif, Voges Proskauer ve sitrat pozitif olup,
bazi tiirleri triptofandan indol olusturmaktadir. (Indole —Methyl red- Voges Proskauer-Citrat;
IMVIiC --++). TSI besiyerinde hidrojen siilfiir (H,S) olusturmazlar.(Sekil 3) (7) . EMB agarda
morumsu, mukoid koloniler, MacConkey agarda pembe koloniler olustururlar. (Sekil 4) (8) .



Sekil 4. K. pneumoniae’nin EMB ve MacConkey agarda goriinimii

Klebsiella cinsi bakteriler, 1stya dayaniksiz olup nemli ortamda 55°C’de 30 dakikada
oliirler, oda sicakliginda tutulan kiiltiirlerde haftalarca, + 4°C sogukta aylarca canli kalirlar.
Kuruluga olduk¢a direnclidirler. Ozellikle organik maddelerde kurutulurlarsa aylarca canli
kalabilmektedirler. Uremeleri i¢in kan, serum, asit sivisi, glikoz gibi dzel besin maddelerine
gereksinim duymazlarKlebsiella cinsi i¢inde bilinen yedi tiir yer almaktadir; K. pneumoniae,

K. ozaenae, K. riheinoscileromatis, K. oxytoca, K. ornithinolytic, K. planticola ve K. terrigena.



(1)
2.4. Epidemiyoloji

Klebsiella cinsi bakteriler, dogada 6zelikle toprak ve sularda bol miktarda bulunmaktadir.
Bagisiklik sistemi zayiflamis olan kisilerde firsatc1 enfeksiyonlara neden olur. Ozellikle diyabet

ve akciger hastalig1 olanlarda, alkoliklerde siklikla goriiliir. (2)

Klebsiella, insanlarin nazofarenks ve intestinal yollarinda saprofit olarak bulunur. Gaitadan
yakalanma oran1 %5-38 oraninda degisirken bu oran nazofarenkste %1-6’dir. Viicudun bu

bolgelerinde floranin gegici liyeleri olarak kabul edilirler.

Insanlarda, genellikle pndmoni ve bakteriyemi tablosuna neden olurlar. Ayrica idrar yolu
enfeksiyonlar1 (IYE), otitis media, sinuzit, menenjit, prostatit, kolesistit, peritonit, daha az
oranda karaciger absesi gibi bir¢ok hastalifa yol agmaktadir. K.pneumoniae tarihte toplum
kokenli pnomonilerin 6nemli bir nedeni olarak bilinmesine ragmen, bu olgularin siklig
Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) belirgin olarak azalmistir. Ancak diinyada, hastane

kaynakli K. pneumoniae enfeksiyonlar1 hala 6nemli bir morbidite ve mortalite sorunudur (9) .

Hastanede yatan hastalarin GI sistem ve nazofarinksinde kolonizasyon oranlar1 oldukga
fazladir. Hastanede yatan hastalarda genis spektrumlu sefalosporinler siklikla kullanilmaktadir.
GI sistemde bulunan Klebsiella tiirleri bu secici antibiyotik baskis1 nedeniyle in vivo kosullarda
mutasyona ugrayarak genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) iireten suslar haline gelir
ve ortama hakim olurlar. Hastanede kalma siiresinin uzamasia bagli olarak kolonizasyon

oraninin arttig bildirilmektedir. (10)

Yapilan ¢alismalarda hastanede yatan hastalardaki tasiyicilik oranlari; gaitada %77,
farenkste %19, hastalarin ellerinde ise %42 oraninda bulunmustur. 14 giin hastanede yatan
hastalarda tasiyicilik oraninin 2-4 kat arttig1 bildirilmistir. Bu artis 6zellikle coklu veya genis
spektrumlu antibiyotik kullanan hastalarda gozlenmistir. (10,11)

K. pneumoniae’nin klinik agidan 6nemli bir 6zelligi, hastanede cansiz yiizeyler iizerinde
ve yatan hastalarda ¢coklu antibiyotik direncine sahip olan ve GSBL iireten kokenlerin uzun siire
canli olarak kalabilmesidir. Bu cansiz yiizeyler, kontamine tibbi aletler ve hastane personelinin

elleri enfeksiyonun yayilmasinda énemli kaynaklar arasindadir. (12)



Klebsiella, enfeksiyonlarin biiylik ¢ogunlugu hastane kaynakli olup tiim
Klebsiella enfeksiyonlarinin %56 sin1 olusturmaktadir (13). Gaynes ve arkadaslar1 (14)
tarafindan yapilan bir ¢alismada 1975 ve 2003 yillar1 arasinda ABD'deki yogun bakim
iinitelerinde bakteriyel kokenli pnémoni, IYE, solunum yolu enfeksiyonu (SYE), cerrahi alan
enfeksiyonu (CAE) ve kan dolagimi enfeksiyonu (KDE) etkeni olarak K. pneumoniae goriilme
sikligr degerlendirilmistir. CAE, SYE, KDE etkeni olarak goriilme oranlar1 28 yil siiresince
sabit kalmis, pndmoni goriilme oran1 %1 azalmis, IYE goriilme orani ise iki kattan fazla artis
gostermistir. Hastane kaynakli pndmoni riski altinda olan hastalarin 6zelliklerine bakildiginda,
genellikle yenidogan yogun bakim iinitelerinde yatan, bagisiklik sistemi baskilanmig veya
kardiyopulmoner sorunlar1 olan ya da 65 yas iizerinde olan hastalar oldugu gozlenmektedir.

(15,16)

K. pneumoniae’ nin neden oldugu akciger enfeksiyonlar1 siklikla multilobiiler tutulum
gosteren komplike enfeksiyonlardir. Hizli ilerleyen klinik tablo akciger abseleri ve sepsis
tablosuna ilerleyebilmektedir. Bu hastalarda siklikla akciger nekrozu gelismektedir.
Enflamasyona bagli kanama olup, kanla karisik balgam “kiremit kirmizis1” renk diye

tanimlanmaktadir. (13,17)



2.5. Viriilans Faktorleri

K. pneumoniae viriilans faktorleri arasinda kapsiil, LPS, tip 1 ve tip 3 fimbriyalar,

siderofor ve biyofilm yap1 sayilabilir (10,18,19) .

2.5.1. Kapsiiler Polisakkarit

Cogu klinik K. pneumoniae izolatinin kapsiilii kalin asidik polisakkarit yapida olup, 4-
6 seker ve siklikla iironik asitin tekrarlayan alt iinitelerden olusmustur. Klebsiella iki hiicre
ylizey antijeni eksprese eder; LPS ve kapsiiler polisakkarit (CPS). CPS, K-antijeni olarak
adlandirilir. Cok sayida kapsiil serotipi bulunmakla birlikte genel olarak klinik izolatlarin

cogunlugu K1 veya K2 serotip tagimaktadir (10).

Kapsiiler form, bakterinin yilizeyini kalin bir tabaka halinde kaplayan fibroz yapidan
olusmustur. Bu yap1 bakteriyi bir taraftan fagositozdan korurken diger taraftan bakterisidal
serum faktorleri araciligi ile oldiiriilmesini engellemektedir. Farelerde doza bagimli olarak,
spesifik kapsiiler antijene kars1 antikor iiretiminde azalma oldugu gosterilmis, yiiksek dozlarda

kapsiiler polisakkaritin immiinolojik paralizi olusturabilecegi bildirilmistir (13).

2.5.2. Lipopolisakkarit

LPS tabakanin Gram-negatif bakterilere bagli enfeksiyon hastaliklarinin patogenezinde
onemli bir rolii oldugu bilinmektedir. LPS, {i¢ alt birimden olugmaktadir: hidrofobik lipid A
alan1 (endotoksin), tekrarlanmayan oligosakkarid ¢ekirdek ve bir digs membran olan polisakkarit
(O-antijen) (10). K. pneumoniae tiirlerinde 12 farkli O-antijen serotipi bulunmaktadir. O
antijeni eksik wbbO mutant susun kullanildigi pndmoni modelinde virtilansin azaldigi

gosterilmistir. (20)

2.5.3. Fimbriya

Fimbriya genellikle Gram negatif bakterilerde bulunmakla birlikte bazt Gram pozitif
bakterilerde de bulunabilir. Fimbriyalar bakterilerin konak hiicrelere yapismasinda énemli rol

oynamaktadirlar. Cevre sartlari; oksijen, sicaklik, pH ve bakterinin i¢inde bulundugu ortam



fimbriyalarin olusumunu etkiler. Bakteri sitoplazmik membranindan kaynaklanip disa

dogru uzanan fimbriyalar protein yapisindadir.

Bu yapilar 10 pm boyunda 1-11 nm ¢apinda olup 15-26 kDa molekiiler agirliginda, birbirleri
ile sarmal sekilde birlesmis polimerik globuler protein alt {initelerinden (pilin) olusmaktadir.
(21). Pililer bakterinin iirogenital sisteme ve solunum sistemine kolonizasyonunda énemli rol
oynarlar. Bakterinin solunum sistemine adezyonuna, iist solunum yolunda kolonizasyon
direncinin bozulmasina yol agarlar. Ozellikle uzun siireli mekanik ventilasyondaki hastalarda

pnomoni gelisimini kolaylagtirdiklari bilinmektedir. (10)

Klebsiella tirlerinde genellikle iki tip fimbriya bulunmaktadir. Tip 1 fimbriyalar en
yaygin goriilen tip olup mannoz igeren yapilar1 aracilig1 ile adezyonda etkilidirler. Hayvan

modellerinde tip 1 fimbriyalarin IYE gelismesinde rol oynadig1 gosterilmistir. (22,18)

Tip 3 fimbriyalar ise daha az yaygindir ve tipik olarak klinik hasta izolatlarinda degil,
bitki soylarinda bulunmaktadir. Tip 3 pili, endoteliyal hiicrelere, solunum sistemi epiteline ve
iiroepiteliyal hiicrelere yapismada énemli rol oynamaktadir. Tip 3 fimbriyalarin, hayvan iYE
modelinde patojenite lizerinde herhangi bir etkiye sahip oldugu gosterilmemistir. Bununla

birlikte in vitro ¢aligmalarda biyofilm iiretimine aracilik ettigi gosterilmistir . (18,23)

2.5.4. Siderofor

Demir, bakterinin iiremesi i¢in proteinlerde oksijen ve elektron transport agamasinda
yer alan, redoks katalizorii olarak gorev yapan 6dnemli bir viriilans faktoriidiir. Siderofor bakteri
disinda kompleks olarak bulunan demir elementlerinin ¢éziinmesini saglar ve bu ¢ézlinmiis

kompleksler aktif tagima ile hiicre igine alinir. (24)

Demir intraselliiler olarak hemoglobiilin, ferritin, hemosiderin, miyoglobin gibi proteinlere
yikksek oranda baglanma egiliminde oldugundan, bakteri demir ihtiyacin1 bu yolla
kargilamaktadir. Sideroforlar, konak proteinlerine bagli demiri alabilen yiiksek duyarlikli,
diisiitk molekiil agirlikli selatlar olusturur. Bakteriler demir ihtiyaglarini karsilamak icin bu selat

ajanlar1 kullanirlar. Enfeksiyon patogenezinde konak hiicresinden saglanan demirin belirgin



etkisi Klebsiella tiirlerinde gosterilmistir. Parenteral yolla bir kobaya demir verilmesinden

sonra Klebsiella enfeksiyonlarina olan duyarlilikta artig goriilmiistiir. (10)

2.5.5. Biyofilm

Bakteriler, yeryiiziinde en fazla bulunan canlilardir. Milyonlarca yil evrimlesmisler ve
degisen ortama, yasam kosullarina uyum saglamislardir. Dogada, bakterilerin serbest formdan
(planktonik ) daha ¢ok biyofilm formunda varligini siirdiirdiigli kabul edilmektedir. Biyofilm
dogada toprak, su ve kayalarda yaygin olarak bulunur. Sivilar ile temas i¢inde olan insan yapimi
boru hatlari, klima kanallari, su depolari, tibbi malzemeler gibi yapilarin yiizeylerinde
bulunabilirler. Deri, agiz ve bagirsak dahil olmak iizere insan viicudunun cesitli yerlerinde

varlig1 izlenebilmektedir.

Biyofilm varlig1 17. ylizyillda Antoni von Leeuwenhoek tarafindan tanimlanmustir.
Leeuwenhoek, disinin {izerindeki plaktan aldigi siiriintiiyli inceleyerek mikroskop altinda
mikrobiyal kiimelerin varligini goézlemlemistir. (Sekil 5). Bununla birlikte biyofilm

tanimlamasi yapilmamistir. (25)

“From whence | conclude, that the Vinegar
with which | washt my Teeth, kill’d only
those Animals which -
were on the outside

of the scurf, but did

not pass thro the

whole substance

of it.”

van Leeuwenhoek,
1684

Sekil 5. Antoni van Leeuwenhoek tarafindan ¢izilen dental plak iizerindeki bakteriler

1970’11 yillarin basinda Costerton daglardaki akarsularin igerisinde yasayan bakterileri
incelerken bakterilerin % 99.99’unun bir ylizeye yapisarak, bal¢ik benzeri bir yapi igerisinde
yasadiklarii ortaya koymustur. Daha dnce yapilan ¢aligmalarin da 1518inda, 1978 yilinda bu

topluluklar1 tanimlamak amaciyla Costerton ilk defa “’biyofilm” terimini kullanmistir .(26,27)

Biyofilm, bakteri tarafindan iiretilen ve bakterinin canli ya da cansiz yiizeylere



yapismasini saglayan polisakkarit yapisinda bir “glikokaliks” tabakasi seklinde

tanimlamigtir. Mikroorganizmalarin ekzopolimer matriks aracilifi ile olusturduklar

yapisal birlik oldugu yoniinde tanimlamalar da vardir. Giiniimiizde ise en yaygin kabul
goren tanim; “mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, herhangi bir canli ya da cansiz
ylizeye, ara yiizeye veya birbirlerine yapismalarini saglayan, biiylime oranlar1 ile gen
transkripsiyonuna bagli olarak farkli fenotip gdsterebilen ve olusturan, mikroorganizmanin
icinde gOmiilii olarak bulundugu ekstraselliiler polimerik maddeden olusmus matriks”
seklindedir. (28)

Biyofilm olusumu i¢in tip 1 veya tip 3 fimbriyalar, kapsiil ve LPS viriilans faktorleri en
onemli unsurlardir. Tip 3 fimbriyalar canli ve cansiz yiizeylerde biyofilm olusumuna aracilik

eder. Ayrica bakterinin endotelyal ve mesane epitelyal hiicrelerine tutunmasinda da etkilidirler.
(29)

Biyofim olusumunu kontrol eden mekanizmalar, tiirler ve hatta suslar arasinda bile farklilik
gostermektedir. (30) Biyofilm; bakteriyi zararli ¢evresel faktdrlerden koruyan bir mikrobiyal
biiylime modu olarak da diisiliniilebilir (31-33). Genel olarak biyofilm yapinin olusumu birbirini

izleyen 5 basamaktan olusmaktadir. (Sekil 6)

Geri doniisiimsiiz
yapisma

b e s Biyofilm
1 Geri dongumlii tabaka
yapisma olusumu

Sekil 6. Biyofilm gelisiminin bes evresi

, o Planktonik
4 fikrokolonilerin 5 formdan
lusumu dagilmasi




2.6. Biyofilm olusumunun basamaklari

1. Geri doniisiimlii yapisma

Geri doniistimlii ve gligsiiz bir baglanma sekli olup, bakteri ve ylizey arasinda
olusmaktadir. Bu yapisma seklinin gergeklesmesi i¢cin dncelikle bakteri ve yiizey arasinda
yeterli yakinligin (<Inm) olusmasi1 gerekmektedir. Her iki yiizeyin ¢ekim ve itme giiciine bagl
olarak yapigsma gerceklesir. Bu giic; elektrostatik ve hidrofobik iliski, van der Waals baglarinin
giicii, 1s1 ve hidrodinamik gii¢ seklinde olmaktadir. Bakterilerin biiyiikk ¢ogunlugu ve cansiz
ylizeyler negatif elektrik yiikiine sahip olup birbirleri i¢in itme giicii olustururlar. Bakteri ve

ylizeyler arasi primer aderansta en dnemli etkinin hidrofobik iliski oldugu bilinmektedir.

2. Geri doniisiimsiiz yapisma

Biyofilm olugumunda ikinci basamak bakterilerin yiizeye kuvvetli bir sekilde tutunma,
yapisma iglemidir. Yapigsmanin, bakteri ylizeyindeki piluslar, fimbriyalar veya fibriller gibi
ligandlarin; Okaryot hiicrelerdeki spesifik ligandlara baglanmasi ile olusan spesifik, geri

doniisiimsiliz asamasidir.

3. Biyofilm tabaka olusumu

Ugiincii evrede ise bakteriler mikrokoloniler haline déniisiirler. Biyofilm esas olarak
mikroorganizma ve ekzopolisakkarit (EPS) yapidan olusur. EPS yapis1 icerisindeki hidrojen
baglar1 sayesinde biinyesinde fazla miktarda suyu barindirabilir. Biyofilm igerisindeki karbon
kaynaginin %50-90’1n1 olusturur. Farkli bakteri tiirlerine gore kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

farklilik gosterebilir, Gram negatiflerde polisakkarit yap1 ndtral veya polianyoniktir.



4. Mikrokolonilerin olusumu

Dordiincii evrede mikrokoloniler biiylirler ve kompleks, mantar seklindeki yapilara
veya kulelere doniisiirler. Bakteriler oksijen kullanimi ve antibakteriyel direng agisindan
tabakal1 bir yerlesim gosterir. Bu tabakalarin altinda kalan hiicreler daha yiizeyde kalan diger
hiicrelere gore daha stabildir. Yiizeyde daha ¢ok diflizyona izin veren kanallar, metabolik olarak

daha aktif bakteriler, konak hiicre pargalari, fibrin artiklar1 vb. maddeler bulunmaktadir.

5. Planktonik formdan kopmalar

Biyofilm gelisiminin besinci evresi ise kopma veya ayrilma evresidir. Bakteriler bu yap1
icerisinde uygun ortamin gelismesi halinde 6zel bir iletisim sistemi (Quorum Sensing) ile
haberleserek durgun evreden ¢ikarak planktonik forma gegebilmekte ve olugsmus biyofilmden
koparak viicudun bagka bolgelerine ulasabilmektedir. Bu sekilde biyofilm olusum basamaklari

tekrarlanmaktadir.

Gortldigi gibi biyofilm gelisimi bakterinin yiizeye baslangi¢ adezyonundan ii¢ boyutlu
forma gecinceye kadar dinamik bir siirectir. Ger¢cek zamanli olarak yapilan bir ¢aligmada
bakteriyel yiikiin ilk ii¢ saatte logaritmik olarak arttig1, 6. saate kadar artmaya devam ettigi, 6-
10. saatler arasinda duragan bir donem gegirdikten sonra 16. saatte kadar artmanin stirdiigii
bildirilmistir. Es zamanli olarak biyofilm yap1 izlendiginde, mikrokoloni formasyonunun 7.
saatte, lic boyutlu biyofilm yapinin ise 9. saatten itibaren gozlendigi belirtilmistir (35). Biyofilm
gelisim evrelerinin zamana bagli degisiklikleri konusunda ¢aligmalar genel olarak genis zaman
araliklarini (12, 24, 48. saat v.b.) kapsamaktadir. Bununla birlikte az sayida da olsa in vitro ve
in vivo ¢aligmalarda daha kisa zaman aralikli ¢alismalar (2, 6, 12 saat v.b.) bulunmaktadir. (35-

37)

Molekiiler diizeyde analizler LPS tabakanin cansiz yiizeylere adhezyonda etkili
oldugunu, kapsiil yapisinin biyofilmin alt tabakalarini olusturdugu ve olgun biyofilm mimarisi

yapimi i¢in gerekli oldugunu gostermistir. (38)



Planktonik hiicrelerle karsilastirildiginda biyofilmin temel 6zelligi antimikrobiyallere,
dezenfektanlara, immunolojik ve kimyasal savunma mekanizmalarina karst artmis direnctir.

Biyofilmde biiyiiyen bakteriler ayni1 izolatin serbest formda biiyliyenlerine gore antibiyotik ve

dezenfektanlara daha direnclidir (100-1000 kat) (39, 40) .

Konagin bagisiklik sisteminden korunan biyofilm i¢indeki bakterilerin; biyofilmin
tabaninda azalan oksijen miktarina bagli olarak metabolizmalarin1 yavaslattigi, yavas
biiyliyerek antimikrobiyallerin ve dezenfektanlarin etkisinden korundugu gosterilmistir. (41-

42)

Biyofilm olusumunun erken doénemlerinde (ilk 24 saat), biyofilm toplulugu
antimikrobiyallere daha duyarli iken, biyofilm maturasyonu tamamlanmaya basladik¢a (48

saat) direncin arttig1 bildirilmektedir. (40,43)

Literatiirde P.aeruginosa’nin temel viriilans faktorlerinden olan biyofilm yapinin,
antibiyotik gecisinde bariyer gorevi gorerek dirence yardimci olmasinin yani sira antibiyotik
uygulamalarinin da biyofilm olusumunu tetikledigi bildirilmistir. Aminoglikozidlerin
subinhibitdr yogunluklarinin P. aeruginosa ve E.coli’de biyofilm yapiyr indiikledigi, beta-
laktam antibiyotik imipenemin P. aeruginosa ekzopolisakkarit alginat {iretimini artirdig1 ve
biyofilm voliimiinde artisa neden oldugu gdsterilmistir (44-46) Benzer sekilde bu veriler in vivo

caligmalarida da gosterilmistir. (47)

Bu 0zelliklerinden dolay1r biyofilm formasyonu cesitli kronik ve tekrarlayici
enfeksiyonlar ile iligkili olup insan viicudundaki tiim mikrobiyal enfeksiyonlarin % 80’inden
sorumlu tutulmaktadir. Biyofilm ile iliskili enfeksiyonlar siklikla yavas gelismektedir. Bu
enfeksiyonlar insan viicudunun bir ya daha fazla bolgesinde tibbi tedaviye yanit vermeyen,

kronik tekrarlayici tablo ile karakterizedir (48).

Son yillarda biyofilm enfeksiyonlari mortalite ve morbiditede artiglara, ciddi ekonomik
kayiplara neden olabilen énemli bir halk sagligi problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu

nedenle ilgi ¢eken arastirma konular1 arasinda yer almaktadir. Mikroorganizmanin biyofilm



olusum siireci i¢inde konakgidaki davranislarinin agiklanmasi, immiinolojik ve doku
diizeyindeki degisikliklerin belirlenmesi klinik agidan hastaya yaklagim ve sagaltim
alternatifleri konusunda katkida bulunabilecegi gibi, direngli suslarla kolonizasyonu ve
bu suslarin toplumda yayilmasini azaltabilecektir. Tiim bu yaklagimlar ayn1 zamanda ekonomik

ciktilara da dontisebilecektir.

K. pneumoniae hastane kokenli ve toplumdan kazanilmis enfeksiyonlarda firsat¢t bir
patojen olarak siklikla karsimiza ¢ikmaktadir. Intravaskiiler katater ile iliskili bakteriyemiler,
kalic1 tibbi cihazlar ve 6zellikle iiriner katater ile iliskili enfeksiyonlarda S. aureus’tan sonra en
stk karsilagilan etken olarak bildirilmektedir. Biyofilm yetenegi, direngli enfeksiyonlarin

goriilme oranlarindaki artistan sorumlu tutulmaktadir (49, 50).

K. pneumoniae tiirlerinde biyofilm yap1 olarak in vitro biliylime 6zelligi 1980'lerin
sonundan bildirilmistir ancak in vivo biyofilm yap1 1992 yilinda Reid ve ark. (51) tarafindan
gosterilmistir. Asemptomatik IYE olan omurilik zedelenmeli bir hastanin mesane epitel

hiicreleri elektron mikroskobu ile incelenmis ve biyofilm yapinin varligi gosterilmistir.

Bilindigi gibi saghik hizmeti ile iligkili enfeksiyonlar 6nemli bir sorundur. Bu
enfeksiyonlar hastanede yatan hastalarda mortalite ve morbiditenin 6nde gelen nedenleri
arasindadir. (52) Hastane kokenli enfeksiyonlarin ¢gogu firsat¢i patojenlerden kaynaklanmakta

olup saglikl1 bireyler i¢in bir risk olusturmamaktadir.

Yatan hastalarda bu enfeksiyonlara yakalanma orani yiiksektir. Ozellikle yogun bakim
iinitelerinde yatan hastalarda bagisiklik sisteminin baskilanmasi, viicut biitiinliiglinii bozan
cesitli invazif girisimlerin yapilmasi ve kalici tibbi aletler nedeniyle enfeksiyon goriilme

oranlar1 ¢ok daha fazladir. (53,54)

K. pneumoniae ABD hastanelerinde yedinci, Avrupa hastanelerinde dordiincii siklikla
izole edilen klinik izolati olarak bildirilmistir. Yaygin olarak solunum yolu ve IYE
olusturmaktadir. 1970'li yillardan bu yana, K. pneumoniae kokenli hastane enfeksiyonlari
oranlarinda artis gdzlenmektedir. Endotrakeal tiip (ETT) ve kateter gibi kontamine tibbi
cihazlarin kullanim1 nedeniyle gdzlenen bu artigta biyofilm rol oynamaktadir. Tibbi cihaz

kullanim stiresine bagli olarak bakteriyel adezyonun arttig1 bildirilmistir. (55) Katetere bagl



IYE olan hastalarin idrar érneklerinden soyutlanan K. pneumoniae tiirlerinde in vitro

biyofilm iiretiminin %63 oldugu saptanmistir. (56)

IYE hastane kokenli enfeksiyonlar arasinda %25-40 siklikla ilk sirada yer almaktadir.
Cerrahi iglemler ile silikon veya lateks igerikli kateter ve {iretral cihazlarin genitotiriner yollara
yerlestirilmesi, bir siire sonra bu medikal aletler {izerinde bakterilerin iiremesi ve invazyonu
sonucunda idrar yolu enfeksiyonu gelismesine yol a¢gmaktadir. Siklikla rastlanan etkenler
arasinda K. pneumoniae yer almaktadir. (57,58) Ayrica plazmid tabanli GSBL iiretimi ve
aminoglikozid tiirli antibiyotiklere kars1 kazanilmis direng sorunu ¢ok daha ciddi boyutlara
tasimaktadir. (59) Giinlimiizde sefalosporinlere diren¢ artmaktadir. Karbapenem grubu

antibiyotikler solunum yolu enfeksiyonlarina neden olan Gram negatif bakterilere en etkili

antibiyotiklerdir. (60)

Son zamanlarda, K. pneumoniae ventilatdr ile iliskili pnémoni (VIP) olgularindan
siklikla izole edilmektedir. VIP, mekanik ventilasyondan 48 saat sonra hastada meydana gelen
nozokomiyal pnémoni olarak tamimlanir. VIP gelisme siklig1 %9-27, mortalite oranlar1 %20-
50 olarak bildirilmektedir. (61) VIP’e neden olan patojenler arasinda K. pneumoniae en sik
karsisilan etkenlerden biri olarak bildirilmektedir. (62) Bu durumdan ETT’lere kolonize K.
pneumoniae kokenlerinin biyofilm tiretimi sorumlu tutulmaktadir. Biyofilm yap1 o6zellikle

direngli kokenlerin uzun siireli kolonizasyonuna uygun ortam hazirlamaktadir. (63)



2.7. Hayvan modelleri ve laboratuvar hayvam olarak fare

Deneylerde hayvanlarin kullanilmasi tarih¢e olarak ¢ok eskilere dayanmakla birlikte,
hastaliklarin bulas yollarinin ve patogenezlerinin anlagilmasi i¢in 19. ylizyil ortalarindan
itibaren kullanilmaktadir. 1960’dan beri 1000°den fazla hayvan modeli deneysel enfeksiyon
caligmalari i¢in tanimlanmistir. Giiniimiizde deney hayvanlari, mikroorganizmalarin viriilans
faktorlerinin konak hiicrede etkilerinin arastirilmasi, enfeksiyon hastaliklarinin patogenezi ve
antimikrobiyal maddelerinin etkinliklerinin degerlendirilmesi gibi bir¢ok farkli amagla
kullanilmaktadir. Ideal in vivo enfeksiyon modeli insandaki enfeksiyon hastalig1 siirecini taklit

etmelidir.

Mikrobiyoloji ¢alismalarinda hayvan modeli seciminde; hayvanin enfeksiyon ajanina
duyarliligi, mikroorganizmanin insanlardaki enfeksiyonlara benzer hastalik belirtilerine neden
olup olmayacagi, hayvanin anatomik ve fizyolojik 0Ozellikleri, mikrobiyolojik olarak
standardizasyonu, hayvanin elde edilebilirligi ve bakimi gibi bir ¢ok faktdr gdz Oniinde

bulundurulmalidir.

Laboratuvar hayvanlarinin mikrobiyolojik ozellikleri, iiretim ve barindirma kosullarina
gore farklilik gostermektedir. Hayvan yetistiriciliginde, literatliirde mikrobiyal flora tanimlama
izerine c¢esitli terminolojiler yer almaktadir. Genel bir tanimlama kullanilacak olursa; 6zel
patojenlerden arindirilmis (Specific-pathogen-free; SPF) hayvanlar, gnotobiyotik (Gnotobiotic;
GN) ya da tanimlanmis hayvanlar ( Defined flora; DF), konvansiyonel (Conventional; CV)

hayvanlar seklinde gruplandirilabilinir:

a) SPF hayvanlar: Bilinen viral, parazitik ve bakteriyel patojenlerden armdirilmig

hayvanlardir.

b) GN ya da DF hayvanlar: Biinyesinde barindirdigi mikrobiyal florasi tanimlanmis

hayvanlardir. Barindirdiklar1 mikroorganizma sayisina gore iki alt sinifa ayirilirlar:



= Aksenik (Germ-free, GF) hayvanlar: Teshis edilebilir biitiin mikrobiyal
organizmalardan arindirilmis hayvanlardir.
= Mono-, Di-, Poliksenik hayvanlar: Bir, iki ya da birka¢ tanimlanmig

mikroorganizma tiirlinli barindiran hayvanlardir.

c) CV hayvanlar: Saglikli (normal) hayvanlar olarak bilinir ancak mikroflorasi

tanimlanmamis hayvanlardir (64-67) .

BALB/c susu fareler taksonomik olarak Mus cinsinden olup (Mus musculus), Murinae alt

familyasina ve Muridae familyasina ait rodent sinifindan canlilardir (Sekil 7) (68).

Sinif Takim Alttakim Aile Tir
Mus M.musculus (ev faresi)
Muridae
Rattus R.norvegicus (Norveg rati)
I—u Myomorpha
Mesocricetus M.auratus (hamsteri)
Rodentia Critcetidae
Meriones M.unguiculatus (gerbil)
Histricomorpha Caviidae Cavia C. porcellus (kobay)

Sekil 7. Rodent siniflandirma

Biyomedikal ¢aligmalarda en fazla kullanilan omurgali tiirii olan farelerin edenleri kisa
ve sert killarla kapli, kuyruklart uzun, ince ve ¢iplaktir. Boylari kuyruk dahil 12-15 cm, yetiskin
agirliklar erkeklerde 20-40 g, disilerde 25-40 g arasindadir. Ortalama yasam stireleri 1-2 yil
arasinda degismektedir. Gorme duyusu zayif, isitme ve koku alma duyular ¢ok gii¢liidiir.

Diger fare soylarinda oldugu gibi gece aktif (noktiirnal) hayvanlardir. (69)




Dogal yasamlarinda, fareler sosyal statii icerisinde gruplar halinde yasarlar. Laboratuvar
fareleri kafes yasamina uyum saglamakla birlikte, yine de dogal ortamda yasayan farelerle
benzerlik gosterirler. Bu nedenle hayvan refahi agisindan Avrupa Konseyi tarafindan (1986)
kafes standartlar1 tanimlanmistir. Buna gore; kapaklari sikica kapatilabilen, saydam, sert plastik
kafeslerde barmdirilirlar. Olmasi gereken en diisiik kafes boyutlari, tek basina 180 cm? yavru

ile birlikte 200 cm?, grup yetiskin 80 cm® en diisik Kafes yiiksekligi 15 cm” olmadir .

Barindirma ¢evre kosullar sicaklik 20-24 °C, nispi nem 50-60 arasinda, giindiiz/gece
14/10 veya 12/12 saat olarak tasarlanmahdir. Kafeslerde altlik materyali olarak genellikle
talag, misir kogani kullanilir. Bu malzemelerin mikrobiyal ve kimyasal maddeler icermemesi
gerekir. Kagit parcalar1 veya pamuk da kullanilabilir. Kafes i¢ine yerlestirilecek ¢esitli
materyaller (oyun oynamalari amaciyla) refahlarina olumlu katkilarda bulunur. Yem genellikle
pelet seklinde ve yem ve suya adlibitum (serbestce yiyebildigi, igebildigi kadar) olarak
ulagabilmelidir(S$ekil 8) (70) .

Pelet yem IVC Kkafes

BALB/c
fare

Misir
kogam

Sekil 8. Fare barindirma kafesi, pelet yem, aritilmis su, altlik materyali ve BALB/c fare



Solunum sistemi agisindan bakildiginda; solunum kanali burun delikleri ile baglar, Burun
boslugu, nazofarenks, larinks, trakea ve bronslar, kikirdaksi destek dokular1 ve akcigerlerden

olusur. Sol akciger tek loblu, sag akciger ise 4 lobludur (Sekil 9) (69) .

Sekil 9. Fare gogiis boslugu organlari

2.7.1. Farede akciger enfeksiyonu modeli

Deneysel modellemelerde ideal olani genetik ve mikrobiyolojik standardizasyonu
yapilmig laboratuar hayvanlar1 kullanmaktir. Bununla birlikte ¢aligmalara bakildiginda siklikla
CV hayvanlar kullanilmaktadir. A¢gik kafes ya da bireysel havalandirmali kafesler (Individually
Ventilated Cages; IVC) iginde barindirilan bu hayvanlarin florasi tam olarak tanimlanmamakla
birlikte hastalik yapici herhangi bir etken tasimadiklar1 bilinmektedir. Ucuz ve kolay temin
edilebilir olmalari, bakim ve barindirma kosullarinin maliyet etkin olusu tercih nedenleri

arasindadir. (70)

Solunum yolu hastaliklar1 toplumda en fazla goriilen enfeksiyon hastaliklaridir.
Diinyada; tiim 6liim nedenleri arasinda altinci, enfeksiyona bagli 6liim nedenleri arasinda 1.
siradadir. Diinya iizerinde mortalite oranlar1 %20-30 arasindadir. Hastaneye yatisin en sik
nedeni ve enfeksiyon hastaliklar i¢cinde en fazla antimikrobiyal sagaltim uygulanan hastaliktir.

(71,72)



Akciger enfeksiyonlarindan siklikla sorumlu etkenler S. pneumoniae, K. pneumoniae ve
P. aeruginosa olarak karsimiza c¢ikmakla birlikte polimikrobiyal enfeksiyonlarda (viriis-
bakteri, bakteri-bakteri) dnemli bir yer tutmaktadir. Solunum yolu enfeksiyonlarinin biiyiik bir
kismu stiperenfeksiyon seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Hayvan modelleri enfeksiyon hastaliginin
patogenezinin anlasilmasinda sadece konakgi-patojen iligkisinin degil, patojen-patojen

etkilesimlerinin ortaya konmasinda da son derece yararlidir. (73,74)

Akciger enfeksiyonu modellerinde, biiylik memeli tiirleri (6rn; tavsan, kopek, domuz,
babun...) daha ¢ok invazif girisimlerin, kardiyovaskiiler sistemi izlemi ve hemodinamik destek
calismalarinda tercih edilmektedir. Insan dis1 primatlarin etik sorunlar nedeniyle kullanimi

kasitlidar.

Gliniimiizde siklikla rodentler (6zellikle fare ve siganlar) insandaki enfeksiyon modelini
taklit etmek i¢in uygun bir anatomik ve biyolojik model olmasi, enfeksiyon ajanlarina
duyarlilik ve immiin yanit agisindan benzerlik géstermesi nedeniyle tercih edilmektedir. Bu

hayvanlarda genetik ve mikrobiyolojik standardizasyonu saglanmig olanlara ulagsmak da

kolaydir (75).

Laboratuvar hayvanlarinda pndmoni modelini olusturmak amactyla siklikla kullanilan

yontemlerin avantaj ve dezavantajlari tablo 2’de 6zetlenmistir. (76)



Tablo 2. Hayvanlarda pnomoni olusturmak amaciyla kullanilan yapilan farkli yontemlerin
avantaj ve dezavantajlar1 *

Yontem Avantajlar Dezavantajlar
» Hava kaynakli enfeksiyonlarin * Maliyeti yiiksek pahali ve zor
dogal gecisini taklit eder. bulunan bir donamdir.
* Tiim hayvan gruplar1 eszamanl * Hayvanlarin solunum yollar1
ve esit dozda etkene maruz kalir disinda gozleri, postlar1 da
Aerosol * Tek bir diizenek (cam fanus) etkene maruz kalir.
uygulama kurulmasi yeterlidir. * Bazi patojenler kuruluga
* Her iki akciger lobunda simetrik duyarli. Aerosol seklinde
ve esit yogunlukta etkinligi azalir.
mikroorganizma birikimi olur. * Biyogiivenlik riski mevcuttur.
* Anestezi gerekli degildir.
* Hayvan refahina uygundur
* Orofaringeal aspirasyonu taklit * Genel anestezi gereklidir.
Intratrakeal eder. Verilen mikrorganizma e Intratrakeal i¢in cerrahi islem
Orotrakeal yogunlugu ve hacmi standartdir. gereklidir.
inokulasyon * Dogrudan akcigere ve alt * Akcigerin en alt zonlarma
solunum yollarina ulasir. dagilim uniform olmayabilir.
* Hipoteze gore etken tek bir * Asimetrik tutulum
akciger lobuna verilebilir. gozlenebilir.
* Orofaringeal aspirasyonu taklit * Akcigerlerde degisen
Intranazal edilebilir yogunluklarda temas (burun
inokulasyon e Ust ve alt solunum yolu mukozasina temas)
enfeksiyonu modelleri birlikte * Alt ve iist solunum yolu
yapilabilir. birlikte tutulur.
« Islem basittir. * Heterohen ve asimetrik
* Anestezi ihtiyaci degiskendir. tutulum.
* Oral flora ile kontaminasyon
riski vardir.
Sentinel * Dogal bulag yolu (damlacik ya da * Pahali
hayvan** temas yoluyla bir enfeksiyon * Bulmak zor.
kaynagindan digerine gegis) * Enfektif etkenin kalicilik
stiresi belirsiz.
Intraperitoneal | Bakterinin intraperitoneal yol ile verilir. Sepsisi takiben sekonder pnémoni

gelismektedir. Hipotez buna gore olusturulmalidir.

* (76) nolu kaynaktan uyarlanmistir.

**Genetik ve mikrobiyolojik olarak standart, bilinen bir etkenle enfeksiyon modeli
olusturulmus hayvan ¢alisma grubu hayvanlarinin kafesine birakilir.




Enfeksiyon modeli olusturulduktan sonra, deney siiresince ve sakrifikasyon sonrasinda ortaya
atilan hipoteze uygun olarak enfeksiyon kanitlarinin olusup olusmadigina iligkin kanitlarin
sunulmas1 gerekmektedir. Akciger enfeksiyonu modeli sonrasi baslica degerlendirme kriterleri

su sekilde siralanabilir; (77)

1. Klinik degerlendirme
Agirlik kaybi, davranig degisikliklikleri, postiir degisiklikleri, klinik sepsis skorlamasi,

sag kalim oranlari

2. Akcigerde mikrobiyal yiikiin belirlenmesi

3. Etkene 0zgili enflamatuar yanitin belirteclerinin diizeyinin saptanmasi; sitokinler,

serbest oksijen radikalleri (SOR) v.b.

4. Histopatolojik degerlendirme; Isik mikroskobu ya da elektron mikroskobu ile akciger

dokusunda hasar gosterilebilir.

5. Invivo goriintiileme tekniklerinin kullanilmasi; Pet CT (Positron emission tomography—
computed tomography; Pozitron Emisyon Tomografisi/Bilgisayarli Tomografi),

biyolliminesans goriintiileme v.b.

Bilindigi gibi aslinda hi¢bir hayvan modeli tam olarak insandaki hastalik siirecini
yansitmamaktadir. Her ne kadar anatomik ve fizyolojik 6zellikleri agisindan insanlar ile gok
biiylik oranda benzerlik gosterselerde pndmoni modeli agisindan fare ve insanlar arasinda
arasindaki bazi temel farkliliklar dikkati gekmektedir. Bu farkliliklar baslica su basliklar
altinda siralanabilir; (77-79).



1- Anatomik farkliliklar;
» Farelerde nazal yilizey alani1 daha genistir.
* Hava yolu simetrisi daha azdir.
» Serdz ve miikoz hiicre sayis1 daha azdir.
» Trakea altinda submukozal bezlerde daha az ser6z ve miikoz hiicreler bulunur.

» Akcigerin anatomik yapisi, brong dallanmalar1 farklidir. Trakeobronsial agag
daha kisadir, broslar1 sayist ve dallanma agilar1 farklidir, terminal bronsioller

yoktur,

*  Postiir farklilig1

2- Fizyolojik farkliliklar;

* Fareler agizdan solunum yapamazlar. Epiglot yumusak damaga ¢ok yakin

oldugundan nazal solunum yaparlar.

Oksiirme refleksleri zayiftir. Solunum epitelinde sinir uglari olmamasi

nedeniyle.

3- Antimikrobiyal sekresyon;

+ Lizozim sekresyon farklilig1; Insanda bronsial submukozal tabakadaki serdz
hiicreler lizozim salgilarken farede tip II pndmotositler salgilar.

* Solunum epitelinde mikrobisit etkili olan hipotiyosiyanat {iretimi farede yok.

 Patern taniyan reseptdr diizeyinde farkliliklar; Insanda TLR3 ekspresyonu
myeloid dentritik hiicreler tarafindan yapilirken farelerde makrofajlar tarafindan
eksprese edilir. TLR3, 5 ve 9 farelerde alveolar makrofajlar tarafindan eksprese

edilir.



4- Tirler i¢inde farkliliklar;

S. pneumoniae kokenli pndmonilere karst BALB/c farelerde bakteriyemi
ve letalite daha az goriilirken, C57BL/6 ve DBA/2 farelerde daha
fazladir.

C57BL/6 fareler K. pneumoniae enfeksiyonlarina 129/SV soylarindan
daha duyarlidir.

Legionella pnémonisi i¢in 6zellikle a/j fareler kullanilmalidir.

Fare soylar1 yani sira bakteriye dzgii serotiplerde 6nemlidir. Ornegin S.
pneumoniae serotip 2 ve 3 daha diisiik dozlarda bakteriyemi ve
mortaliteye neden olurken serotip 19 i¢in ¢ok yiliksek dozlarda

inokulayon gerekmektedir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin tipi

Planlanan bu ¢alisma, BALB/c soyu laboratuvar fareleri ile gerceklestirilen deneysel

nitelikte bir ¢alismadir.

3.2. Arastirmanin yeri ve zamani

Arastirma, literatiir tarama ile Ekim 2014’te baslamis olup; etik kurul onay1 26.11.2014
tarirhinde alindiktan sonra Farelerde akciger enfeksiyonu modeli; Ege Universitesi (EU) Ilag
Gelistirme Ve Farmakokinetik Arastirma-Uygulama Merkezi, (ARGEFAR) hayvan
biyogiivenlik diizey 2 (Animal Biosafety Level 2, ABSL-2) laboratuvarlarinda gerceklestirildi.
(8-18 Haziran 2015) Tez kapsamindaki in vitro ¢alismalar i¢in; Dokuz Eyliil Universitesi T1p
Fakiiltesi (DEUTF) T1bbi Mikrobiyoloji AD. 4028 nolu laboratuvar, Histoloji-Embriyoloji AD.
Laboratuvarlar1 ve Arastirma Laboratuvarlari-ARLAB kullanildi. ETT biyofilm yap1
goriintiilemesi Dokuz Eyliil Universitesi Biyotip ve Genom Enstitiisii laboratuvarlarinda

yapildi. 28 Aralik 2016°da tez savunmastyla sonlandi.

3.3. Arastirmanin evreni ve 6rneklemi

BALBY/c fareler rasgele drnekleme yontemi ile 3 gruba ayrildi. (Tablo 3)

Tablo 3. Deney gruplari
Deney gruplari n

Grup 1: K. pneumoniae B5055 planktonik hiicreleri ile enfekte grup 30

Grup 2; K. pneumoniae B5055 biyofilm hiicreleri ile enfekte grup 30




Grup 3; PBS verilen 6

Kullanilan toplam fare sayis1 66

3.4. Calisma materyali

In vivo enfeksiyon modeli icin BALB/c fareler, in vitro testler igin gesitli laboratuar sarf

malzemeleri ve ekipmanlari kullanilmigtir.

3.5. Arastirmanin degiskenleri

Bu arastirmada bagiml degisken farede K. pneumoniae kaynakli pnémoni modelinde

biyofilm olusumu, bagimsiz degisken biyofilm olusumuna zaman faktoriiniin etkisidir.



3.6. Veri toplama araclari

Tablo 4. Kullanilan cihazlar ve sarf malzemeleri

Sira | Malzeme,Cihaz Marka Lot No, Model, Seri No,
no Katalog No
1 Mueller Hinton Agar (500g) Merck 1.07437.0500
2 Mueller Hinton broth (500g) Merck 1.0843.04010
3 Brain Heart Infusion Broth (500g) | LAB 104054/190
4 Etanol
5 Gliserol (500ml)
6 Falkon tiipti (50ml’lik) (1paketi) | ULTRACRUZ 101206-060
7 Falkon tiipti (15ml’lik) (1paketi) | ULTRACRUZ 101206-060
8 Petri kutusu IsoLab
9 Steril plastik 6ze (1 paketi (10|IsoLab ILPSB0015
adet)
10 | Steril pipet (10ml’lik) (200 adet) | BRAND
11 | Steril pipet (Sml’lik) (200 adet) | GENEX Beta
12 | Ekiivyon (100 adet)
13 |-80 ultra derin dondurucu Daihan 0408927101L005
14 | Tissue lyser Qiagen QS7834982374
15 |+4 °C Buzdolab1 Vestel
16 |Etiv Electro-mag Incubator |45670
17 | Tart1 Kern WBI0E0038
18 | Otoklav HICLAVE Hirayama |HV-85 000685748
19 | Santrifiyj Sigma 134537




20 | MC farland Biomerieux IDNO012764

21 |96 kuyucuklu ELISA plag: Bioscence 120532036/121592017
22 | ELISA okuyucu cihazi Thermo multiscan FC | T09845345

23 | Vorteks Stuart R80000000364

24 | Isik Mikroskobu Olympus BX51 9C05810

Eosin Methylene Blue (EMB) Agar

Ticari olarak saglanan besiyeri iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda hazirlandi. Toz
icerik 36 gr tartildy, 1 litre distile suda eritildi. Otoklavda 121°C de, 1.2 atmosfer basincinda 15
dakika steril edildi. Steril petri kaplarina 4 mm kalinlikta olacak sekilde dokiildii. Oda 1s1sinda

birkag saat bekletildikten sonra ¢alisma giiniine kadar +4°C’da saklandi.

Mueller Hinton Broth (MHB)

Ticari olarak saglanan besiyeri iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda hazirlandi. Toz
icerik 21 gr tartildi, 1 litre distile suda eritildi. Otoklavda 121°C de 1.2 atmosfer basincinda 15

dakika siire ile steril edildi. Calisma gliniine kadar +4°C’da saklandi.

Mueller Hinton Agar (MHA)

Ticari olarak saglanan besiyeri iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda hazirlandi. Toz
icerik 34 gr olarak tartilarak 1 litre distile suda eritildi. Otoklavda 121°C de, 1.2 atm basincinda
15 dakika steril edildi. Steril petri kaplarina 4 mm kalinlikta olacak sekilde dokiildii. Oda

1is1sinda birkag saat bekletildikten sonra ¢aligma giiniine kadar +4°C’da sakland.



3.6.1. Deney hayvanlar

Calismada 6-8 haftalik, 20-25 gr. agirhiginda, 60 adet calisma grubu 6 adet PBS
verilen grup olmak iizere toplam 66 adet, erkek, BALB/c fare kullanilmistir. Fareler Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Laboratuvarindan temin edilmistir.
Laboratuvarda, 21-22°C oda 1sisinda, 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik donemler seklinde
ayarlanmis ortamda serbest su ve gida saglanarak; stres ve giiriiltiiden izole bir sekilde
barmndirilmiglardir. Enfeksiyon modeli yapilmadan 1 hafta 6nce ¢aligma ortaminin mikro ve
makrogevresine alismalart  amaciyla gerekli evraklarla birlikte EU ARGEFAR
laboratuvarlarina transfer edilmislerdir. Burada IVC icinde c¢alisma giiniine kadar
barindirilmiglardir. Herbir kafes icine farelerin refahin1 artirmak amaciyla polikarbon
malzemeden yapilmig kafes i¢i zenginlestirici materyal (Mouse Igloo) yerlestirilmistir.

Arastirmay1 planlarken ve tiim ¢alisma siiresince Russell ve Burch’in diinyaca kabul
gormiis 3R (Replacement; Alternatif yoOntemleri sorgulama, Reduction; Calismanin
hipotezlerine uygun en az sayida hayvan kullanma, Refinement; hayvan refahini 6n planda
tutma) kuralina biiyiik bir 6zenle uyulmus, hayvanlara karsi sorumluluk duygusu 6n planda

tutulmustur.(80)

3.6.2. Bakteriyel koken:

K. pneumoniae B5055 (serotip O1:K2) (Copenhagen Statens Serum Institut’den ) temin

edilmistir.
Planktonik (serbest formda) hiicrelerin elde edilmesi

K. pneumoniae B5055 susu MHA pasajlandi, 37°C da 18 saat inkiibe edildi. Ertesi giin
iireyen koloniler tiip i¢cindeki MHB besiyerine alindi, 37°C da 18 saat tekrar inkiibe edildi.
Hiicreler 2400 g de 15 dakika santrifiij edildi, pellet 3 kez steril PBS ile yikanacaktir. En son
steril fosfat tampon (PBS) ile 10* CFU/ mL olacak sekilde diliie edildi. (80)

3.6.3. Biyofilm hiicrelerinin elde edilmesi

K. pneumoniae B5055 susu MHA besiyerine pasajlanarak 37°C da 18 saat inkiibe edildi.
Ertesi giin iireyen koloniler tlip icindeki MHB besiyerine alindi. Endotrakeal tiip (ETT) 20



mm’ lik pargalara ayrilarak bu besiyerine alindi. ETT parcasi, 18 saat sonra steril PBS ile
yikandi, taze MHB besiyeri i¢eren tiipe alindi. Bu islem ii¢ giin siiresince tekrarlandi. ETT
pargalart Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscope; SEM)
yardimiyla incelendi. Literatiir dnerileri dogrultusunda biyofilm yapinin varligi degerlendirildi
ve goriintilendi. (Sekil 10) (81). Daha sonra ETT steril PBS ile yikand: ve hiicreler 10* CFU/
mL olacak sekilde diliie edildi (82). Kontol ETT i¢in, tiip par¢alart ayni prosediirle sadece PBS

kullanilarak hazirland.

Sekil 10. Endotrakeal tiip ve biyofilm hiicreleri elde etme islemi

3.6.4. Enfeksiyon modeli

PBS verilen fareler (n=6) tek bir kafes i¢inde barindirildi. Enfeksiyon modeli i¢in grup
1 ve 2 de yer alan fareler her bir kafeste 6 fare olacak sekilde rasgele IVC kafeslere yerlestirildi
(Sekil 11,12). Gruplarin karismamasi igin farelerin kuyruklar1 kalemle isaretlendi. Kafesler
etiketlendi.

Grup 1; (n=30; 6 fare x 5 kafes) Farelere 10* CFU/ ml K. pneumoniae planktonik hiicreleri

intranazal yolla (farelere anestezi verilmeden) 50 pl inokule edildi.



Grup 2; (n=30; 6 fare x 5 kafes) Farelere 10" CFU/ ml K. pneumoniae biyofilm hiicreleri

intranazal yolla (farelere anestezi verilmeden) 50 ul inokule edildi.

Grup 1 ve 2 de yer alan farelerden 6 tanesi 6-24-48-72 ve 96. saatlerde sakrifiye edildi.

Grup 3; (n=6) PBS verilen grup; intranazal yolla (farelere anestezi verilmeden) 50 ul PBS
inokule edildi.
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Sekil 11. IVC kafes etiketleme sistemi ve kafes icinde BALB/c fareler



Sakrifikasyon islemi dncesinde sirasiyla asagidaki islemler yapildi; (Sekil 13)

e Farelere intraperitoneal yol ile ketamin (35-50 mg/kg) ve ksilazin (5-10 mg/kg)
anestezisi uygulandi.

e Bronkoalveolar lavaj s1vis1 (BAL) alind1. (Sekil 14)

e Periton acildi, karaciger diyaframa dogru itilerek kaudal vena cava goriiniir hale
getirildi. (Sekil 15) Calisma i¢in gerekli kan (1 ml) 6rnegi alindi.

e Sag akciger iist lobu bakteriyel yiikiin saptanmasi amaciyla steril PBS i¢ine alindi.
Kalan akciger dokusu histopatolojik degerlendirme i¢in %10 formol i¢ine alindiktan
sonra fareler kardiyak kansizlastirma yoluyla sakrifiye edildi.

e Olii fareler tibbi atik ydnetmeligine uygun olarak uzaklastirildi.
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Sekil 13. Planktonik ve biyofilm gruplari ¢alisma prosediirii

3.6.5. Bronkoalveoler lavaj uygulamasi

Anestezi sonrasi aseptik cerrahi sartlar altinda farelerin boyun 6n yiizeyine bistiiri ile
kisa bir kesi atildiktan sonra trakea kiint diseke edildi. Farelerin trakealarina 26 G braniil
yerlestirildi. (Sekil 14) Insiilin enjektdriine ¢ekilen steril 1 ml PBS trakeadan verildi daha sonra
stvi geri ¢ekildi, 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiptine alindi. Alinan BAL 6rnegi 1500 devirde 3
dakika siire ile santrifiij edildi. Ust faz 1,5 ml’lik steril mikrosantrifiij tiipiine alind1, IL-10 ve
TNF alfa diizeylerinin belirlenmesi amaci ile ¢alisma giiniine kadar -80°C’da saklandi. Dip
pelletden preparatlar hazirlandi. Hazirlanan preparatlar havada kurutularak tespit edildikten

sonra Gram boyas1 ile boyandi. Isik mikroskobunda balteri, hiicre ve biyofilm yapilari

degerlendirildi.




Sekil 14. Fareden BAL alma uygulamasi

Sekil 15. Fareden kan alma uygulamasi

3.6.6. Akciger dokusunda bakteriyel yiikiin belirlenmesi



Steril PBS igeren 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tlipleri i¢inde bulunan fare akciger
dokular1 homojenize edildi. Homojenizasyon islemi i¢in 5 mm ¢apinda steril paslanmaz
celik boncuk tiipe alindi. Mikrosantrifiij tlipleri Tissuelyser LT raklarina alinip

TissueLyser (Qiagen-Almanya) doku homojenizasyon cihazina yerlestirildi. Frekans 50, zaman
5 dakikaya ayarlandi. Elde edilen homojenatdan MHA ve EMB agara kantitatif ekim yapildu.
Plaklar 37°C 18 saat inkiibe edildi, koloni sayis1t CFU/ml olarak hesaplanda.

Gram boyama yontemi

Calismada kullanilan izolatlar Gram boyama yontemiyle boyandi. Koloniler 6ze ile lam
tizerine alinarak, 1 damla serum fizyolojik icerisinde siispanse edildi. Havada kurutulup alevde

tesbit edilmis preparat lizerine agagidaki islemler uygulandi;

e Kristal viyolet damlatildi, 1 dakika beklendi. Preparat akar su altinda yikandi.
e Lugol damlatildi, 1 dakika beklendi. Preparat akar su altinda yikandi.
e Alkol ile 30 saniye siiresince renksizlestirme islem yapildi. Preparat akar su altinda

yikandi.

e Zit boyama i¢in sulu fiiksin damlatildi,] dakika beklendi. Preparat akarsu altinda

yikandi.

e Preparat oda 1s1sinda kurumaya birakildi.

3.6.7. Sitokin yanitlarinin belirlenmesi

BAL orneklerinden IL-10 ve TNF alfa diizeyleri {iretici firmanin onerileri

dogrultusunda ELISA yo6ntemi ile belirlendi. (eBioscience Mouse ELISA Kit, USA)

TNF alfa

Reaktiflerin hazirlanmasi

1- 1X Yikama tamponu: 20X wash buffer distile suyla karistirak hazirlandi
20X wash buffer 50 ml
Distile su 950 ml



2- Deney tamponu:

Assay buffer 5ml
Distile su 95 ml

3- Biotin-konjugat:
Biotin-konjugat 0.03 ml
Assay buffer 597 ml

4- Streptavidin —-HRP
Streptavidin —-HRP 0.12 ml
Assay buffer 11.88 ml

5- Standart
330 pl Sample diluent ekleyerek karistirilir bu karisim birinci standart olarak isaretlenir.
Daha sonra 130 pl Sample Diluent 6 tane tiipiin i¢ine pipetlenir ve S1 den S2’ye 130 pl
eklenir, karistirilir. S2°den den S3 130 pl eklenir, karigtirilir. Bu igslem S7 kadar devam
ettirilir ve son hacim disari atilir.

Protokol:

1- 96 1 plak 400 pl yikama tamponuyla 2 kere yikandi.

2- Tiim kuyucuklara 50 pl sample diluent pipetlendi.

3- 50 pl 6rnekten 6rnek kuyularina pipetlendi.

4- 50 pl Biotin-konjugat tiim kuyulara pipetlendi.

5- Oda sicakliginda 2 saat bekletildi.

6- Plaklar 400 pl yikama tamponuyla otomatik yikama cihazinda 6 defa yikandi.

7- Plaklar kagit havlu iizerine ters ¢evrilerek kuyucuklarda kalan sivi uzaklastirildi.

8- 100 pl streptavidin-HRP tiim kuyucuklara eklendi.

9- Oda sicakliginda 1 saat bekletildi.

10- Plaklar 400 pl yikama tamponuyla otomatik yikama cihazinda 6 defa yikand.

11- Plaklar kagit havlu {izerine ters ¢evrilerek kuyucuklarda kalan sivi uzaklagtirildu.

12-100 pl TMB tiim kuyucuklara eklendi.

13- Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dk bekletildi.



14- 100 pl stop solusyonu tiim kuyucuklara eklendi.
15- ELISA plaklar1 450 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirildi. (BioTek
Synergy HT, USA)
IL-10

Reaktiflerin hazirlanmasi

1- 1X Yikama tamponu: 20X wash buffer distile suyla karistirak hazirland
20X wash buffer 50 ml
Distile su 950 ml

2- Deney tamponu:
Assay buffer 5ml
Distile su 95 ml

3- Biotin-konjugat:

Biotin-konjugat 0.12 ml

Assay buffer 11.88 ml
4- Streptavidin —-HRP

Streptavidin —-HRP 0.06 ml

Assay buffer 11.64 ml
5- Standart

Ana standart tiipiine 500 pl distile su ekleyerek karigtirilir. Daha sonra 130 pl Sample
Diluent 7 tane tiiplin i¢ine pipetlenir. Ana standarttan S1 tlipiine 225 pl eklenir,
karistirilir. S1 den S2’ye 225 ul eklenir, karistirilir. Bu islem S7 kadar devam ettirilir ve

son hacim disari atilir.

Protokol:

1- 96 1 plak 400 pl yikama tamponuyla 2 kere yikandi.

2- Tiim kuyucuklara 50 pl sample diluent pipetlendi.

3- 50 pl 6rnekten 6rnek kuyularina pipetlendi.

4- 50 pl Biotin-konjugat tiim kuyulara pipetlendi.

5- Oda sicakliginda 2 saat bekletildi.

6- Plaklar 400 pl yikama tamponuyla otomatik yikama cihazinda 4 defa yikandi.

7- Plaklar kagit havlu iizerine ters ¢evrilerek kuyucuklarda kalan sivi uzaklastirildi.



8- 100 pl Biotin-konjugat tiim kuyucuklara pipetlendi.

9- Oda sicakliginda 1 saat bekletildi.

10- Plaklar 400 pl yikama tamponuyla otomatik yikama cihazinda 4 defa yikandi.
11- Plaklar kagit havlu {izerine ters gevrilerek kuyucuklarda kalan siv1 uzaklastirildi.
12-100 pl streptavidin-HRP tiim kuyucuklara eklendi.

13- Oda sicakliginda 1 saat bekletildi.

14- Plaklar 400 pl yikama tamponuyla otomatik yikama cihazinda 4 defa yikand.

15- Plaklar kagit havlu tizerine ters ¢evrilerek kuyucuklarda kalan siv1 uzaklastirildi.

16-100 pul TMB tiim kuyucuklara eklendi .

17- Oda sicakliginda ve karanlikta 10 dk bekletildi.

18- 100 pl stop solusyonu tiim kuyucuklara eklendi.

19- ELISA plaklar1 450 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirildi. (BioTek Synergy
HT, USA)

3.6.8. Histopatolojik analizler

3.6.8.1. Rutin doku takip protokolii

Alman akciger dokular histokimyasal incelemeler i¢in %10’luk formolde 24-48 saat
bekletilerek fikse edildi. Daha sonra fiksatifin uzaklastirilmasi amaciyla 1 gece akarsu altinda
yikandi. Dehidratasyon amaciyla sirasiyla %70, %80 ve %96’lik etil alkol serilerinde 20’ser
dakika; ardindan 4 farkli aseton serisinde 20’ser dakika tutuldu. Seffaflagtirma amaciyla 30’ar
dakika iki farkli ksilene tabi tutuldu. 1’er saatlik 2 kez yumusak parafin ile immersiyonu
saglandiktan sonra dokular sert parafin bloklar i¢erisine gdmiildii. Rotary mikrotom (RM 2255,
Leica) araciligi ile Sp kalinliginda kesitler alindi (Tablo 5 ) (83-85).

Tablo 5. Rutin doku takibi protokolii

Islem Madde Siire




Fiksasyon %10’luk formol 24-48 saat
Fiksatiften Uzaklastirma Akarsu 1 gece
Dehidratasyon %70-80-96’11k alkol serileri 20’ser dakika
Post Fiksasyon Aseton-1
Aseton-2 20’ser dakika
Aseton-3
Aseton-4
Seffaflandirma Xylol-1 30’ar dakika
Xylol-2
Yumusak parafin-1 I’er saat
Yumusak parafin-2
Bloklama Sert parafin

3.6.8.2. Hematoksilen-Eozin Boya Protokolii

Alman kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etiivde tutuldu. Ardindan
ilki 20 dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik ii¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra
dehidratasyon islemi i¢in 5 degisim azalan alkol serilerinden gegirildi, kesitler distile su ile
calkalandiktan sonra 5 dakika Hematoksilen-Eozin (HE) (01562E, Surgipath, Bretton, Peter
Borough, Cambridgeshire) ile boyandi. (Tablo 6)

Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 5 dakika
akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,
Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri
absolii alkolden gegirilen kesitler seffaflagtirma amaciyla 20’ser dakika {i¢ degisim ksilende
tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi. (83-85)



Tablo 6. Hematoksilen-Eozin boyama protokolii

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etiivde 30 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etlivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (oda 1s1sinda) 10 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (oda 1s1sinda) 10 dakika
Rehidratasyon %100’liik alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’liik alkol Calkalama
Rehidratasyon %96°11ik alkol Calkalama
Rehidratasyon %80’lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %70’1ik alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 dakika




Yikama Akarsu 10 dakika
Boyama Eozin 2 dakika
Yikama %70-80-96-100-100’liik alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 dakika
Kapama Entellan

Boyama Eozin 2 dakika
Yikama %70-80-96-100-100’lik alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 dakika
Kapama Entellan

3.6.9. Taramah Elektron Mikroskobu ile ETT biyofilm yapilarin gosterilmesi

Kontrol ETT ve biyofilm pozitif ETT’ ler 30 saniye siireyle serum fizyolojik ile yikandi.
Daha sonra ornekler tampon A ’ya [%5 Glutaraldehit (pH 7,2)] alinarak 30 dakika bekletildi.
Bagka bir soliisyonla yikama yapmadan Tampon B ‘ye [%7 Sukroz (7g/100 ml)] alinarak 15
dakika bekletildi. Yine yikama yapmadan Tampon C ‘ye (%2 Ozmiyum tetroksit) alinarak 30
dakika bekletildi. Distile suda 5 dakika yikandi. Ornekler artan derecelerdeki alkol serileri
(%70, %85, %95, %100) igerisinde her bir basamak 5 dakika olacak sekilde dehidrate edildi.
Ornekler seffaflandirma asamasi icin hekzametildisilazan (HMDS) soliisyonunda 5 dakika
bekletildi. Oda sicakliginda 30 dakika kurutulduktan sonra cyritical point dryer (Quorum K850)

ile 6rnekler tamamen kurutuldu. Daha sonra 6zel bir kaplama cihazinda (Quorum Q150R S)



yaklasik 200A kalinhiginda altin ile kaplandi. Ornekler, Zeiss Sigma 500 elektron
mikroskobunda incelendi (84-86).

3.6.10. istatistiksel analiz

Tim ististiksel iglemler SPSS 23.0 istatistik programinda yapildi. Gruplar arasi
oranlarin karsilastirilmasinda Pearson ki-kare; coklu grup ortalamalariin karsilastirilmasinda
Kruskal-Wallis, one-way Anova ve sonrasinda ikili grup ortalamalarmin karsilastirilmasinda

Mann-Whitney U test testleri kullanildi. Istatistiksel anlamlilik igin p<0.05 alind1.

3.7. Arastirma plam ve takvimi

2014 2015 2016

ISIN TANIMI 10-12| 13| 4 | 5| 6 |7-11] 12[ 1|2 | 3 | 4| 5| 6-7 9-12
1 | Literatiir tarama ve etik kurul X

onay1 alinmasi
1 | Sarf malzemelerin satin alinmasi X
2 | Farelerin yetistirilmesi XX
3 | K. pneumoniae B5055 susu ile X | X

planktonik ve biyofilm




hiicrelerinin elde edilmesi

calismalari

4 | Farede K. pneumoniae B5055 susu
planktonik ve biyofilm hiicreleri
ile enfeksiyon modelinin
olusturulmasi.

5 | Sakrifikasyon, serum, BAL ve
doku  Orneklerinin  alinmasi,
saklanmasi.

6 | Dokularda  bakteriyel  yiikiin
belirlenmesi suslarin stoklanmasi

7 | Sitokin yanitlarinin belirlenmesi

8 | ARGEFAR ara raporunun teslimi

9 | Doku kesitlerinin
degerlendirilmesi

10| Tim ham verilerin
degerlendirilmesi, istatistiksel
analizler ve yorumlama

11| Tezin yazilmasi.

3.8. Verilerin degerlendirilmesi

(Calisma sonucunda elde edilen veriler bulgular kisminda agiklanmustir.

3.9. Arastirmanin simirhiiklar:

Calisma icin Mayis 2014’ de DEU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuruluna (HADYEK)

“Fare ve Galleria mellonella larvasinda, Klebsiella pneumoniae biyofilm enfeksiyon




modelinde viriilansin karsilastirmali analizi ” basligi ile bagvurulmustur (HADYEK No:
34/2014). Ancak DEU Multidisipliner Deney Hayvanlar1 Laboratuvari yeni yapilan
DEPARK binasi nedeni ile 800 m” alandan 300 m?” alana kiiciilmek zorunda kaldig1 i¢in
ve ABSL 1 donamma sahip oldugundan etik onay alamamis, calisma EU’ne

yonlendirilmistir.

Calismanin G. mellonella larvasi boliimii ¢ikarilmis, fare modeli i¢in EU HADYEK e
bagvurulmustur. [fn  vivo c¢alismalar Ege Universitesi ARGEFAR ABSL-2

laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Literatiire yenilik getirmek amaciyla enfeksiyon sonrasi sakrifikasyon saatleri 1-6-12-
24 ve 48 saat olarak belirlenmisti. Ancak asagidaki nedenlerden dolay1 sakrifikasyon

saatleri degistirilmek zorunda kalinmistir;

1. ARGEFAR c¢alisma saatlerinin esnek olmamasi, mesai saatlerinin

uzatilamamasi

2. Calismanin in vitro basamaklar icin sakrifikasyon sonrasi kan, doku ve BAL
ornekleri DEUTF Tibbi Mikrobiyoloji AD. 4028 nolu laboratuara getirilmis ve
islemlenmistir. Calisma zamana bagli oldugundan, islemleme ve yolda
kaybedilecek zamanlar  disiiniilerek  sakrifikasyon saatleri yeniden

diizenlenmistir.

Calisma TUBITAK 3001 Baslangic Ar-Ge Projeleri Destekleme Programia
gonderilmisti. (115S5129) Degerlendirme sonucunda panel puan seviyesi “C” olarak
bildirildi. Projenin revizyonu ya da maddi destek amaciyla bagka bir programa
gonderilmesi icin yeterli siire olmadigindan eldeki mevcut olanaklarla devam

edilmistir. Bu nedenle serum 6rneklerinden ELISA yontemi ile ¢alisilmasi planlanan

MDA, SOD, NO c¢alisilamamistir. Serum 6rnekleri -80°C’da saklanmaktadir.



e BAL orneklerinden IL-1 beta, IL-10 ve TNF alfa diizeylerinin belirlenmesi ticari kitler
satin almmisti. Bu c¢alismalar icin DEUTF ARLAB’nda bulunan cihazlarin
kullanilmas1 planlanmsti. IL-1 beta ¢calismasinin yikama agamasinda otomatik yikama
cihazi arizalanmig ve plate zarar gérmiistiir. Bu nedenle elde edilen sonuglar tez i¢inde

degerlendirmeye alinmamustir.

3.10. Etik kurul onay1

EU HADYEK tarafindan degerlendirilmis ve yapilmasinda etik agidan sakinca
olmadigina karar verilmistir. (2014-078)

4. BULGULAR

Viicut agirhklarinin degerlendirilmesi

Caligmanin baslangicinda ve sakrifikasyon oncesi farelerin agirliklar tek tek dlctildi ve
kaydedildi. Deney 6ncesi ve sonrasi viicut agirliklar: karsilastirildiginda, planktonik ve

biyofilm gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).



Tablo 7. Deney hayvanlarinin deney baslangici ve sonundaki agirliklar

Zamana bagh hayatta kalma

i

ler

olarak farelerin yasam siire

bagl

zamana

gruplarina  gore,

Calisma

o

degerlendirildiginde PBS verilen grup, K.pneumoniae B5055 planktonik hiicreleri ile enfekte

grup ve biyofilm hiicreleri ile enfekte gruplarda 6liim gézlenmedi. (Sekil 16)
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Sekil 16. K. pneumoniae B5055 planktonik ve biyofilm hiicreleri ile enfekte farelerde zamana

bagli olarak hayatta kalma

Bakteriyal yiik degerlendirilmesi

doku

ilen farelerin akciger

1 VEr1

K.pneumoniae B5055 planktonik ve biyofilm hiicreler

homojenatlarindan yapilan kantitatif kiiltiir ekimleri ertesi giin gruplara gore degerlendirildi.

tanmadi. Ilk olarak

1 Uremesi sap

bakteri

1r

PBS verilen grupta 96 saat sonunda herhangi



degerlendirme yapilan 6. saatte planktonik ve biyofilm gruplarinin her ikisinde de K.
penumoniae liremesi saptandi. (Sekil 17) Biyofilm grubunda iireme daha yogun olarak
goriilmekle birlikte anlamli bir farklilik yoktu. Her iki grupta da 24. saate kadar logaritmik
iireme oldugu gozlendi. Bu saatten itibaren yapilan 48, 72 ve 96. saat degerlendirmelerinde
biyofilm grubunda bakteriyel yiik ayn1 diizeyde devam ederken planktonik hiicreler ile enfekte

grupta diisiis belirlendi. Bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu. (p<0.000) (Sekil 18)

# Biyofilm

2 Planktonik

log 10 CFU/ml
w

[

48 6 saatler

Sekil 18. K. pneumoniae B5055 planktonik ve biyofilm hiicreleri ile enfekte farelerde zamana
bagli olarak bakteriyal yiikte degisiklikler

Sitokin yanitlarinin degerlendirilmesi

K.pneumoniae B5055 planktonik ve biyofilm hiicreleri verilen farelerin BAL
orneklerinden yapilan pro-enflamatuar sitokin TNF alfa ve IL-10 analizleri sonucunda elde

edilen veriler zamana bagli olarak degerlendirildi. Altinct saatten itibaren yapilan



degerlendirmeler sonucunda; enfeksiyonun 24. saatinde her iki grupta TNF alfa ve IL-10
diizeylerinin en yliksek noktaya ulastig1 goriilmiistiir. Biyofilm grubunda g6zlenen TNF
alfa diizeylerinde artig, planktonik gruba gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (
p<0.003) Ancak IL-10 diizeylerinde artis olmakal birlikte fark bulunamamistir. 24. saatten
itibaren sitokin diizeylerinin diistigii, her iki grupta da 6. saatteki seviyeye indigi saptanmustir.

(Sekil 19,20).
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Sekil 19. K. pneumoniae B5055 planktonik ve biyofilm hiicreleri ile enfekte farelerde IL-10
sitokin yanitlar
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ekil 20. K. pneumoniae B5055 planktonik ve biyofilm hiicreleri ile enfekte farelerde TNF-
alfa sitokin yanitlari

Endotrakeal tiiplerin taramal elektron mikroskobu ile goriintiilenmesi

Kontrol ve biyofilm i¢in hazilanan ETT parcalar1 SEM ile goriintiilendi. ETT yiizeyinde
bakteri kiimeleri ve EPS tabakanin varlig1 biyofilm olarak tanimlandi. Goriintiiler digital olarak

kaydedildi. (Sekil 21, 22)



Kontrol ETT Biyofilm pozitif ETT

Sekil 21. Kontrol ve biyofilm pozitif ETT SEM goriintiisii



Kontrol Biyofilm pozitif

Sekil 22. Kontrol ETT ve biyofilm pozitif ETT SEM goriintiisii



EHT = 7.00 kV Mag= 110X Signal A = SE2
WD = 16.0 mm Width = 2.736 mm Date :3 Oct 2016

Sekil 23. Kontrol ETT SEM goriintiisii (110X)

EHT = 7.00kV Mag= 141X Signal A = SE2 ZEISS
WD =15.9 mm Width = 2.135 mm Date :3 Oct 2016

Sekil 24. Kontrol ETT SEM goriintiisii (141X)

D —




100 pm* EHT = 7.00 kV Mag= 324X Signal A = SE2
WD = 15.9 mm Width = 929.0 pm Date :3 Oct 2016

Sekil 25. Kontrol ETT SEM goriintiisii (324 X)

EHT = 7.00 kV Mag= 1.28KX Signal A= SE2 ZEISS
WD =15.9 mm Width = 235.2 um Date :3 Oct 2016

Sekil 26. Kontrol ETT SEM goriintiisii (1.28 KX)

e



EHT = 7.00 kv Mag= 1.93KX Signal A = SE2 ZEISS
WD = 16.0 mm Width = 156.0 pm Date :3 Oct 2016

.

Sekil 27. Kontrol ETT SEM goriintiisii (1.93 KX)

EHT = 7.00 kv Mag= 3.61KX Signal A = SE2 ZEISS
— WD = 15.9 mm Width = 83.38 pm Date :3 Oct 2016

.




Sekil 28. Kontrol ETT SEM goriintiisii (3.61 KX)

EHT = 7.00 kV Mag= 110X Signal A = SE2 ZEISS
WD =16.0 mm Width = 2.736 mm Date :3 Oct 2016

D —

Sekil 29. Biyofilm pozitif ETT SEM gériintiisii (110X)

EHT = 7.00 kV Mag= 141X Signal A = SE2 ZEISS
WD = 16.6 mm Width = 2.135 mm Date :3 Oct 2016

Sekil 30. Biyofilm pozitif ETT SEM goriintiisii (141X)

e




EHT = 7.00 kV Mag= 324X Signal A = SE2 ZEISS
|—| WD = 16.6 mm Width = 929.0 ym Date :3 Oct 2016

B ——

Sekil 31. Biyofilm pozitif ETT SEM goriintiisii (324X)

P AT X

EHT = 7.00 kV Mag= 128KX Signal A = SE2 ZEISS
WD = 16.6 mm Width = 234.5 pm Date :3 Oct 2016

Sekil 32. Biyofilm pozitif ETT SEM goriintiisii (1.28 KX)

e




EHT = 7.00 kV Mag= 1.93KX Signal A = SE2
WD = 16.6 mm Width = 156.0 pm Date :3 Oct 2016

Sekil 33. Biyofilm pozitif ETT SEM goriintiisii (1.93 KX)

EHT = 7.00 kV Mag= 3.61KX Signal A = SE2 ZEISS
|—| WD = 16.6 mm Width = 83.38 um Date :3 Oct 2016

B ——




Sekil 34. Biyofilm pozitif ETT SEM goriintiisii (3.6 1KX)

Akcigerde histopatolojik degerleme

Farelerde olusturdugumuz akut pnémoni modelinde enfeksiyonun bir bagka gostergesi
olarak akciger dokusunda histopatolojik acidan alveol ve bronsiollerde enflamatuar hasar
degerlendirildi. Her iki grupta da akciger doku kesitlerinde 6. saatte PMNL infiltrasyonu
gozlendi. Akciger hasarinin ve PMNL infitrasyonunun 24. saatten itibaren artti1 saptanmakla

birlikte gruplar arasinda anlamli bir farklilik gézlenmedi. (Sekil 35, 36)
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Sekil 35. PBS verilen gruba ait akciger doku kesitlerinin HE boyama



24. saat

72. saat

96. saat
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Sekil 36. Zamana bagl akciger doku kesitleri HE boyama

(A:Alveol B: Brongiol V: Vaskiiler konjesyon *3%3. PMNL infiltrasyonu)
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Sekil 37. PBS verilen gruba ait akciger doku kesitleri HE boyama (X20)
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Sekil 38. Biyofilm grubu 6. saat akciger doku kesitleri HE boyama (X20)




iger doku kesitleri HE boyama (X40)

Biyofilm grubu 24. saat akci

Sekil 39

Sekil 40. Biyofilm grubu 24. saat akciger doku kesitleri HE boyama (X20)



+

° g% Ty
. ' &
R T

-

., <N Q * bl
e

’:jg g\{}.&'& ; ~ -ei,

Sekil 41. Biyofilm grubu 48. saat akciger doku kesitleri HE boyama (X40)




Sekil 42. Biyofilm grubu 48. saat akciger doku kesitleri HE boyama (X20)

> ] D A o v

Sekil 44. Biyofilm grubu 96. saat akciger doku kesitleri HE boyama (X40)
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Sekil 45. Planktonik grubu 6. saat akciger doku kesitleri HE boyama (X40)
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Sekil 46. Planktonik grubu 24. saat akciger doku kesitleri HE boyama (X20)
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Sekil 47. Planktonik grubu 48. saat akciger doku kesitleri HE boyama (X40)
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Sekil 49. Planktonik grubu 96. saat akciger doku kesitleri HE boyama (X40)




5. TARTISMA

K. pneumoniae, hastane kokenli akciger enfeksiyonlarindan siklikla izole edilen, Gram
negatif bir patojendir. Son yillarda mevcut antibiyotiklere direng oranlarindaki artis, tedavi
seceneklerinin azalmasi nedeniyle aragtirmalar bakteriye 6zgii viriilans faktorleri iizerinde
yogunlagsmistir. K. pneumoniae’nin neden oldugu akciger enfeksiyonunda gerek viriilans
faktorlerinin gerekse konak-patojen etkilesimlerinin agiklanabilmesi i¢in hayvan modelleri

kullanilmaktadir. Bu konuda ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. (87,88)

Bu ilk c¢aligmalarda bakterinin sadece planktonik hiicre formu ile akciger
enfeksiyonunun olusturuldugu goriilmektedir. Son birkag yildir ise patogenezde biyofilmin ve
hiicreler arasi iletisimin 6neminin anlagilmasi ile birlikte (89,90) planktonik hiicrelerin yanisira
biyofilm hiicrelerinin etkilerinin de arastirildigt sinirli sayida in vivo calisma dikkati

cekmektedir. (81,82)



Calismamizda, farelerde K. pneumoniae B5055 kokeni ile olusturulan akut pndmoni
modelinde planktonik ve biyofilm hiicrelerinin immiinolojik ve histopatolojik acidan
etkileri karsilagtirilmistir. Biyofilm hiicrelerinin elde edilmesinde abiyotik yiizey olarak

literatiirde kabul géren ETT yontemi kullanilmistir. (81,91)

ETT ylizeyinde bakteri kiimeleri ve EPS tabakanin varligt SEM aracilig1 ile gosterilmistir.
(Sekil 21, 22) Calismamizi yukarida belirtilen ¢aligmalardan ayiran en énemli farkliliklardan
birisi, planktonik ve biyofilm hiicre formlarinin etkilerinin zamana bagli olarak
degerlendirilmesi ve bu degerlendirmenin biyofilm gelisiminin erken evrelerinde yapilmis

olmasidir.

Calismamizda literatiire katkida bulunmak amaciyla 1-6-12-24 ve 48. saatlerde
degerlendirmenin yapilmasi planlanmisti. Ancak boliim 3.9 da belirtilen kisitliliklar nedeniyle
6, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde izlem yapilabilmistir. /n vitro calismalarda ilk 24 saat i¢inde
biyofilm olusumunun etkileri ile iliskili veriler bulunmakla birlikte (35,36) ulasabildigimiz
kadartyla in vivo ¢aligmalarda ilk 24 saat i¢inde izlem yapan tek bir ¢alisma olup etken olarak

P. aeruginosa kullanilmistir. (37)

Calismamizda akut pndmoni modeli i¢in intranazal uygulama kullanilmistir. Benzer
caligmalarda da siklikla kullanilan bu yontem, hayvanlara en az diizeyde stress, agr1 ve aciya
neden olmasi, uygulamasinin kolay olmasi, 6zel bir donanim gerektirmemesi ve ekonomik
olmas1 nedeniyle tercih edilmektedir. (76) /n vivo modellerde en énemli konulardan biri
modelin olugumuna iligkin kanitlarin ortaya konmasidir. Modelleme sonrasi enfeksiyon
hastaliginin gostergelerinden birisi agr1 ve act nedeniyle hayvanin durusunun, davraniglarinin

degismesi, yememesi ve bunun sonucu olarak kilo kaybetmesidir.

Calismamizda enfeksiyon etkeni verilmeden once ve sakrifikasyon oOncesi fareler
tartildiginda gruplarda anlamli agirlik degisiklikleri gozlenmemistir. Kumar ve arkadaslar
(92), tarafindan yapilan bir ¢alismada da K. pneumoniae B5055 kokeni ile BALB/. farelerde
olusturulan akut pnémoni modeli sonrasinda hayvanlarin agirliklarinda bir degisiklik olmadigi
bildirilmistir. Bu sonucun olasilikla intranazal modelleme nedeniyle refahlarinin olumsuz

etkilenmemesinden ve akut enfeksiyon modeli olmasindan kaynaklandigini diistinmekteyiz.



Enfeksiyon modeli agisindan bir diger gosterge KOCH kurallarinda da belirtildigi
gibi (93) enfeksiyon bdlgesinden etkenin izole edilebilmesidir. Calismamizda BALB.
farelerde K. pneumoniae B5055 susu ile olusturdugumuz akut pndmoni modelinde hem

planktonik hem de biyofilm hiicre ile enfekte gruplarda zaman bagh olarak akciger dokusunda

mikroorganizma liremesi ve bakteriyel ylik degerlendirilmistir. (Sekil 17, 18)

Her iki grupta da 24. saatte K. pneumoniae iiremesinin en lst diizeye ulastigi, biyofilm
hiicreleri ile enfekte grupta 96. saatte bakteri liremesi devam ederken planktonik hiicrelerin
verildigi grupta 24. saatten itibaren bakteriyel yiikiin azaldig1 belirlenmistir. 96. saatte iki grup
arasinda iireme agisindan anlamli farklilik saptanmistir. Sharma ve arkadaslari da (81) ayni sus
ve benzer yontemi kullandiklari calismalarinda biyofilm grubunda 14. giine kadar K
.penumoniae liremeye devam ederken planktonik grupta 7. giinden sonra iiremenin olmadigini
belirtmislerdir. Aragtirmacilar 1, 2, 3, 5 ve 7 giinlerde akciger dokusundan yaptiklar1 bakteriyel
yiik degerlendirmesinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptamadiklarini bildirmislerdir.
Gortldiigii gibi biyofilm olusturan bakterilere karsi konak¢inin makrofaj fagositik aktivitesinin

yetersizligi mikroorganizmanin ortamdan temizlenmesinde yetersiz kalmaktadir.

Yani bagisiklik sistemi hiicreleri planktonik hiicrelerin neden oldugu akciger
enfeksiyonuna kars1 savunmada daha etkili olmaktadir. (94) Biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin
kronik ve tekrarlayici seyretmesi bu verilerle agiklanabilir. Viicudumuzda savunma sisteminin
ilk basamag1 dogal bagisiklik sisteminin bilesenleridir. Bu bilesenler arasinda epitel dokusu,
salgisal ve miik6z membranlar, intraepitelial lenfositler, dogal antimikrobiyal peptidler ve

fagositik hiicreler biiyiik 6nem tagimaktadir.

Solunum yolu enfeksiyonlari, patojen mikroorganizmalarin solunum epiteli ylizeyine
cesitli yollarla ulasmalarinin ardindan kolonizasyonu ve invazyonu sonrasi gelisen klinik bir
tablodur. Bu siiregte bakteri viicuda girdigi andan itibaren dogal bagisiklik sisteminin
bilesenleri uyarilir. Solunum yolu epitel hiicreleri kendilerini siirekli olarak yeniler ve bu sirada
fiziksel mekanik bir bariyer olusturmanin yanisira filtrasyon, epitel ylizeyindeki tiikiirtik,

mukus, mukosilier aktivite, oksiiriik refleksi gibi 6zellikleri ile savunmaya gecer.



Bu savunma sisteminde akcigerin anatomik yapis1 ve brons agilanmalarinin
farkliliginin yanisira kalici florada 6nemli rol oynar. Pulmoner dogal bagisiklik sistemi
hiicrelerinin uyarilmasi yoluyla TNF-alfa, IL-a, IL-10 ve IL-6 gibi ¢esitli enflamatuar

mediatorlerde devreye girer. Burada alveolar makrofajlar oldukea etkin goérev goriir (95-97).
Bu mekanizmalar, pndmoni sirasinda gozlenen akciger hasari sirasinda konak¢i immiin
yanitinin, konakeiy1 korumak i¢in nasil diizenleyici bir sekilde hareket ettigini gostermektedir.
Bu nedenle ¢alismamizda oldugu gibi bir¢ok pndmoni epizodunun kendiliginden sinirlayict

oldugu ve kendi baslarina ¢oziime ulastig1 bildirilmektedir. (98).

Calismamizda proenflamatuar sitokin yanitlari agisindan BAL orneklerinde IL-10 ve
TNF alfa ELISA yontemi ile arastirilmistir. IL-10 ve TNF alfa bakteriyel ytikle paralel olarak
her iki grupta da 24. saatte en iist diizeye ulasirken, daha sonra dramatik olarak disiis
gostermistir. 24. saat verilerinde TNF alfa agisindan gruplar arasinda istatiksel olarak anlaml
bir farklilik saptanirken (p<0.003), IL-10 acisindan fark anlamli bulunmamistir. (p<0.485)
Yoshida ve arkadaglar1 (99) farelere, kapsiil (+) ve kapsiil (-) K. pneumoniae kokenlerini
intranazal yolla vererek olusturduklari akut pndmoni modelinde degerlendirme kriterleri olarak
hayatta kalma ve sitokin diizeylerine bakmislar. Arastirmacilar, ¢aligmada kapsiil (+) DT-S
kokenleri ile enfekte farelerde ilk 72 saat i¢cinde mortalite oranlarimi %100 saptarken,

kapsiil (-) DT-X kokenleri enfekte grupta 6liim gozlemediklerini, kapsiil (+) DT-S kokenleri ile

enfekte grupta IL-10’un 6. ve 24. saatlerde artma, 12. ve 48. saatlerde azalma seklinde
dalgalanmalar gosterdigini bildirmislerdir. Calismamizdaki gibi K. pneumoniae B5055
kokeninin 10* CFU/ ml yogunlukta verildigi bir baska akut pnémoni modelinde ise bakteriyel
yiike paralel olarak 3. giinde TNF alfa diizeylerinde artis gozlenirken IL-10 diizeylerinde
degisiklik saptanmamistir. Bu sonuglar hem planktonik hem de biyofilm hiicreleri ile enfekte

farelerde benzer bulunmustur. (81)

Farelerde olusturdugumuz akut pnémoni modelinde enfeksiyonun bir baska gostergesi
olarak akciger dokusunda histopatolojik degerlendirmeler yapildi. Bu agidan bakildiginda
calisgmamizin en 6nemli eksikliklerinden biri akciger dokusunda, alveol ve bronsiollerde 6dem
ve enflamatuar hasar degerlendirilmis olmakla birlikte kantitatif ya da yar1 kantitatif bir hasar
skorlamasiin yapilmamis olmamasidir. Caligmamizda her iki grupta da 6.saatte PMNL
infiltrasyonu gozlenmistir. Akciger hasarinin ve PMNL infitrasyonunun 24.saatten itibaren

arttig1 saptanmig olmakla birlikte gruplar arasinda anlaml bir farklilik gézlenmemistir. (Sekil



36) Sharma ve arkadaglar1 da (81) calismalarinda planktonik ve biyofilm hiicreleri ile
enfekte gruplar arasinda akciger hasar skoru agisindan bir farklilik saptamadiklarini
belirtmislerdir. Planktonik grupta 7. giin, biyofilm grubunda 10. giinde doku diizeyinde
iyilesmenin gozlendigini bildirmiglerdir. Calismamizda 4. giinde akciger hasarinin azalmakla

birlikte devam ediyor olmasi benzer bir bulgudur.

Bir baska calismada ise K. pneumoniae B5055 kokeni planktonik hiicreleri 10> CFU/
ml yogunlukta intranazal yol ile vererek sepsis, 10 CFU/ ml yogunlukta intranazal yol ile verek
akut pndmoni modeli olusturulmustur. ilk 5 giin icinde sepsis modelinde %100 &liim
gozlenirken akut pndmoni modelinde 6liim olmadigi belirtilmistir. TNF alfa diizeylerine
bakildiginda sepsis modelinde 1. giinden itibaren 5. giine kadar istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte artis gosterdigi, akut pndmoni modelinde ise ilk ii¢ giinde artis gosterdigi

daha sonra dramatik bigimde diistigli ifade edilmistir. (92)

Biyofilm yapinin viriilansta oldukc¢a 6nemli bir faktdr oldugu diisiiniiliirse biyofilmin
indiikledigi akciger enfeksiyonu modelinde akciger hasarmin ve mortalitenin fazla olmasi
beklenebilirdi. Cesitli epidemiyolojik ¢alismalar gostermistir ki K. pneumoniae kapsiiler serotip

2 insan solunum yollar1 enfeksiyon etkeni olarak siklikla goriilmektedir. (100, 101)

Bununla birlikte K2 serotipe sahip her izolatin insan ve farede benzer siddette klinik
tabloya neden olmadigi da belirtilmistir. Ornegin farelerde intranazal inokulasyon ile
olusturulan akciger enfeksiyonu modelinde K. pneumoniae 43816 kokeni 10° CFU/nl
yogunlukta %100 Sliime neden olurken yine K2 serotip i220-94 ve i222-94 kokenleri 10°
CFU/Mml yogunlukta bile 6liime neden olmamaktadir. (100) Gerek Sharma ve arkadaglarinin
(81) gerekse bizim ¢aligmamizda enfeksiyon etkeni olarak kullanilan K. pneumoniae B5055
kokeninin kapsiiler serotip 2 olmakla birlikte ciddi akciger hasarina ve 6liime neden olmamasi

bu bilgiler 15181nda agiklanabilir.

Bilindigi gibi enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda ve hastalik patogenezinin
anlasilmasinda etkenin, etkene Ozgii viriilans faktorlerinin, antimikrobiyal ajanlara karsi
duyarhiliklarinin belirlenmesi 6nemlidir. Bu noktada mikrobiyoloji alaninda in vitro testler

kullanilmaktadir. Bu analizlerle saptanan viriilans faktorleri ya da herhangi bir ajana karsi



direng in vivo modellerle, siklikla da fare, sigan kullanilarak test edilmektedir. Ancak in

vitro ve in vivo ¢aligmalar arasinda her zaman paralellik goriilmedigi de bir gercektir.

Yani mikroorganizmanin cansiz ortamlardaki davraniginin canli konake¢1 da yansimalari
olmadig1 gibi tam tersi de gdzlenebilmektedir. Ornegin, K. pneumoniae’ ye dzgii biyofilm
fenotiplerinin ve farelerde viriilansinin degerlendirildigi bir ¢alismada mikroplak yontemi ile
in vitro olarak biyofilm saptanmayan bazi kdkenlerin farelerde intranazal inokulasyon ile
olusturulan akciger enfeksiyonu modelinde biyofilm iiretebildikleri gosterilmistir. Hem in vitro
hem de in vivo ¢alismalarda biyofilm iiretmeyen K. pneumoniae MHV 1 kékeninin 10°, 10° ve
10" CFU/Mnl yogunluklarda herhangi bir etkisi gozlenmezken daha yiiksek yogunluklarda
oliimlere neden oldugu belirtilmistir. (100).

Bu nedenle hayvan modellerinin her zaman insandaki hastalik siirecini tam olarak
yansitamayacagi, in vitro ¢aligmalarin ve hayvan modellerinin kanit piramidinin alt siralarinda
yer aldig1 unutulmamalidir. Elbette bu durum bilimsel degerlerinin daha az oldugu anlamina
gelmemektedir. Aksine faz Oncesi calismalar i¢in yapilmasi gereken, son derece Snemli

verilerin elde edildigi bir basamaktir. (101)

Ozellikle biyofilm yapmin etkilerininin, kronik akciger enfeksiyonu modelinde
arastirtlmak istendigi caligmalarda mikroorganizmanin biyofilm formunun intranazal yolla
verilmesi konak savunma sisteminin dogrudan uyarilmasina, bunun sonucu olarak bakterinin
temizlenmesi ile enfeksiyon modelinin olugsmamasina neden olmaktadir. Bu tiir ¢alismalarda
siklikla biyofilm hiicrelerin in intratrakeal yolla verilmesi ya da agar boncuk modeli
kullanilmaktadir. Biyofilm {iretme 6zelligine sahip bakterinin agar i¢cine gdmiilmesi ve bu
agarin hayvanin trakeasina yerlestirilmesiyle olusturulan agar boncuk modeli (102,103)
oldukca kabul gormiis bir yontemdir. Bu modelde agar, biyofilm yapidaki EPS tabakay1 taklit
ederek bakteriyi i¢ine hapsetmekte ve ilk asamada konagin savunma sistemi hiicrelerinden uzak
tutarak bakterinin hava yollarinda varligini siirdiirmesine ve kronik akciger enfeksiyonunu

baslatmasina zemin hazirlamaktadir. (47,104)



Goriildiigii gibi modellemede kullanilacak yontem i¢in mikroorganizmanin viriilans
faktorlerinin, konak¢1 savunma sisteminin gézoniinde bulundurularak hipoteze uygun bir

yontem se¢imi yapilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.

6. SONUC VE ONERILER

Biyofilm varliginda bakterinin kolonizasyonu ve viicutta kaliciliginin kolaylastigi
bilinmektedir. Ilerleyen teknolojinin saglik alanina yansimalari ile birlikte invazif girisim ve
kalic1 katater uygulamasi yapilan hasta sayisinda artis kaginilmazdir. Biyofilm matriks i¢cindeki
mikroorganizmalarin kendilerini ¢evresel etkenlerden, dezenfektanlardan ve antimikrobiyal
ajanlarin etkilerinden koruyabilme yetenegi gézoniinde bulunduruldugunda su anda uygulanan
stratejilerle bu enfeksiyonlarla basedebilmemiz ¢ok miimkiin goriinmemektedir. Dolayisiyla
biyofilme kars1 stratejilerin gelistirilmesi, biyofilm matriksin hedef alinmasi ve bu yontemlerin
antimikrobiyal sagaltimla kombinasyonu daha uygun bir yaklasim olabilir. Bunun i¢in biyofilm
olusum siireci i¢inde bakterinin konakgidaki davranislarinin ve gerek immiinolojik gerekse

doku diizeyinde konak patojen etkilesimlerinin anlasilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.



Ancak konak¢ida gozlenen degisiklikleri degerlendirirken tek bagina biyofilm
yap1 lizerinden yorum yapmamak gerekir. Biyofilm yapinin patojene nasil ve hangi
Olciide yarar sagladigir yoniinde bilimsel veriler bulunmakla birlikte farkli kokenlerle

farkli sonuglar alinabilecegi unutulmamalidir. Bu karmasik siirecin agiklanabilmesi i¢in konuya
ilginin azalmamasi, altta yatan mekanizmalarin anlagilmasi gerekmektedir. Hayvan deneyleri
bu arastirmalarin vazgecilmez Ogelerindendir. Deneylerin planlanmasi agamasinda temel

hareket noktamiz insandaki hastalik siirecinin taklit edilmesidir.

Bu calismada akut pnémoni modeli i¢in kullanilan intranazal inokulayon ydntemi
insanda hastaligin gelisim siireci ve dogal savunma sisteminin uyarilmasi parametreleri
acisindan benzemektedir. Ancak inokulasyon sonrasi akcigerin farkli loblarinda bakteriyel
yiikiin yeterli diizeye ulasip ulasmadig1 konusunda endise tasimaktayiz. Farelerde akcigerin
anatomik yapisinin ve brong dallanmalarinin farkli olusu, verilen mikroorganizmanin 6zellikle
iist solunum yollarindan baslayarak giderek azalan ve degisen konsantrasyonlarda bronglara
ulagtigini diisiindlirmektedir. Ayrica unutulmamalidir ki 6zellikle solunum yolu enfeksiyonlari

insanda bakteri-bakteri ya da bakteri-viriis birlikteligi ile polimikrobiyal seyretmektedir.

Bu c¢alisma mevcut modeller i¢inde siklikla kullanilan ve Onerilen intranazal
inokulasyon ydntemini kullanrak 6nemli bir viriilans faktorii olan biyofilm yapinin gelisim
stireci i¢inde farede neden oldugu akut akciger enfeksiyonunun patogenezini zamana bagl
olarak degerlendirilmesi anlayabilmek , literatiire katkida bulunabilmek adina planlanmistir.
Biyofilm hiicreleri ile es zamanli olarak planktonik hiicrelere karsi konak¢inin verdigi
yanitlarin degerlendirilmesi nedeniyle bu alanda yapilan az sayida ¢aligmalar arasinda yer

alacagini diisiinmekteyiz.
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