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TESEKKUR:

Uzmanlik egitimim boyunca ve tez calismamin her asamasinda bilgilerini ve
tecriibelerini benden esirgemeyen, bu siiregte her daim yiiksek hosgdriisii ve yapici kisiligi ile
caligma azmimi arttiran degerli egitmenim Dog. Dr. Serhan Sakarya’ ya,

Uzmanlik egitimim siiresince infeksiyon hastaliklarina klinik ve teorik yaklasimini
ornek almaya g¢alistigim, bilgiyi kullanma ve karar verme konularinda bana ¢ok onemli
katkilar1 olan degerli egitmenim Dog. Dr. Serkan Oncii’ ye,

Uzmanlik egitimimin her doneminde yardimini ve giivenini benden esirgemeyen,
Infeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji uzmani olmanin sorumlulugunu her firsatta
gostererek, hekimlik kimligime 6nemli katkilar1 olan, bilimsel destegine her zaman ulasmama
olanak saglayan degerli egitmenim Yrd. Dog. Dr. M. Biilent Ertugrul’ a

Uzmanhigimin baginda basasistanim, sonrasinda hocam olan, tecriibelerini benimle
paylasmasindan mutluluk duydugum, yol gosterici, degerli egitmenim Yrd. Dog. Dr. Bar¢in
Oztiirk’e,

Tez caligmam sirasinda yardimlarini benden esirgemeyen, bilimsel kimliginden
oldugu kadar miitevazi, hosgoriilii kisiligiyle de beni etkileyen Dog. Dr. Biilent Bozdogan’a,

Uzmanlik egitimim siiresince birlikte caligmaktan mutluluk duydugum asistan
arkadaslarim Dr. Cetin Turan, Dr. Ozlem Ersoy, Dr. Ayse Sert ve Dr. Ayse Esiyok’a,

Tez hazirlama siirecinde “Merkez Arastirma Laboratuvari”nda yardimlarini benden
esirgemeyen Necati Giinay’a ve tiim laboratuar ¢alisanlarina,

Ve birlikte calistigim tiim hastane personeline tesekkiirlerimle...



Aileme;

Sansli olmak herkese gore farklidir. Kimi harcayamayacagi kadar parast olan biri ile
evlenmeyi ya da bir yarismadan sonra meshur olmay, kimi ilk aski ile bir omiir gegirmeyi,
kimi de loto milyoneri olmay: sansl olmak diye tarifler. Oysa ki; sansh olmak, oéncelikle sizi
seven ve degerli oldugunuzu hissettiren, 6zgiiven veren ebeveynlere, her daim kizinin
arkadast, sirdagt olan bir anneye ve “babasinin kizi * dedirten bir babaya sahip olmaktir.
Sanslh olmak, yirmili yaglarin ortasinda, aradigini, hayat arkadasini, esini tam da en
vakininda bulmak, bulunca da kendini tamamlamaktir; ailesini, her seyini kendine katmatk,
benimsemek, senden yapmak ve daha da biiyiimektir. Sansli olmak, hayatinin anlamina
kavusmak, bu diinyaya kendinden kalan en giizel mirasi birakabilmektir.

Bu baglamda;

Tiim yasamimca bana destek olan annem ve babam Birant- Ersan Genger’e,

Yol arkadagsim, hosgoriisiine ve anlayisina her zaman minnettar kalacagim, esim Veli
Bilal Oruc’a,

Her daim yanmimda olarak benden yardimlarini esirgemeyen, annem ve babam Nevin-
Celal Oruc a,

“Onlarsiz olamazdi” dedigim ablam Betiil Orug¢ ve yegenim Esra Ceren Yikilmaz’a,

Her seyimiz, oglumuz, kiymetlimiz Kaan Kerim Orug’a,

Ve son olarak iizerimde emegi gecen herkese siikranlarimla...

Iyi ki varsiniz..
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AGEs: Advanced glycation end-products ( Ileri glikolizasyon iiriinleri)
AHLs: Agil homoserin laktonlar

AlI-2: Otoindiikleyici 2 sistemi

AIDA: Adhesin involved in diffuse adherence
AlPs: Autoinducing peptidler

AK: Amikasin

Ang II: Anjiotensin II

AMC: Amoksisilin/klavulanik asit

AMP: Ampisilin

ANP: Atrial natritiretik peptid

ARB: Asidoresistan bakteri

ATM: AztreonamBHy. Tetrahidrobioptein

ATP: Adenozin tri-fosfat

Cpax: 1lacin maksimum plazma konsantrasyon degeri
Ca'?: Kalsiyum

CAZ: Seftazidim

CAZ/CLA: Seftazidim/klavulanik asit

CIP: Siprofloksasin

CLSI: Clinical and Laboratory Standarts Institute
CMV: Sitomegalovirus

CRO: Seftriakson

CRP: C-reaktif protein

CXM: Sefuroksim

CZ: Sefazolin

cGMP: Siklik guanozin monofosfat

DAG: Diagilgliserol

DM: Diyabetes mellitus

DNA: Deoksiriboniikleik asit

EARSS: European Antimicrobial Resistance Surveillance System
ECM: Ekstraselluler matriks

EPC: Endotel progenitor hiicre

EPS: Ekzopolisakkarit



ET-1: Endotelin-1

FEP: Sefepim

FOX: Sefoksitin

GSBL: Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz
HAART: Highly active anti-retroviral treatment
HCV: Hepatit C virus

HMP: Heksoz monofosfat

H-NS: Histone-like nucleoid structuring protein
HSCT: Hematopoietik kok hiicre transplantasyonu
ICAM: Intercellular adhesion molecules (interselliiler adhezyon molekiilleri)
ICAM-1: interselliiler adhezyon molekiilii- 1
IFN-gamma: Interferon-gamma

IgA: Immunglobulin A

IHF: Integration host factor

IL-1 beta: Interlokin-1 beta

IL-6: Interlokin-6

IL-8: Interlokin-8

IMP: imipenem

IR: Insiilin reseptdrii

LRP: Leucine-responsive regulatory protein
MBC: Minimum bakterisidal konsantrasyon
MCP-1: Monosit kemoatraktan protein-1

MCSF: Macrophage colony stimulating factor (makrofaj koloni uyarici faktor)
MIC: Minimum inhibitor konsantrasyon

MRHA: Mannoza direngli hemagliitinasyon
MRSA: Metisilin direngli S.aureus

MSCRAMM: Mikrobial ylizey komponentini tantyan adheziv matriks molekiilleri
MSHA: Mannoza duyarli hemagliitinasyon

NaCl: Sodyum klortir

NADH: Nikotinamid adenin diniikleotid

NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
NO: Nitrik Oksit

O,: Oksijen

PAI: Plazminojen aktivator inhibitorii



PBS: Phosphat saline buffer

PGI ,: Prostosiklin I,

PKC: Protein kinaz C

PVC: Polivinilklorid

QS: Quorum sensing

ROS: Reaktif oksijen tiirleri

SCP: Sefaperazon/sulbaktam

SDF-1: Stromal cell-derived factor 1(Stromal hiicrelerden olusan faktor—1 )
SXT: Ko-trimaksazol

TNF-alfa: Tiimor nekrozis faktor-alfa

tPA: Doku plazminojen aktivatorii

TXA,: Tromboksan A,

TZP: Piperasilin/tazobaktam

VCAM-1: Vascular cell adhesion molecule-1
VEGF: Vaskuler endotel biiyiime faktorti
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GIRIiS:

Diyabetes mellitus (DM) kan sekeri yiiksekligi ile karakterize, genetik faktorlerin de
rol oynadigi kronik, metabolik bir hastaliktir. Diyabette birgok sistem etkilenmekte,
infeksiyonlar daha sik ve uzun siire gozlenmektedir. Bu hastalar pek ¢ok faktdre bagl olarak
infeksiyonlara daha yatkindirlar. Diyabetik siiregte, noropati ve vaskiiler yetmezlik ile birlikte
hipergliseminin, bakteri lizerindeki etkisinin infeksiyon olusumunda &nemli rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Ozellikle baz1 yumusak doku infeksiyonlar1 (nekrotizan fasiit, fournier
gangreni gibi) [1], malign eksternal otit, rinoserebral mukormikoz, amfizematdz kolesistit,
deride Candida infeksiyonlar1 ve diyabetik ayak gibi bazi infeksiyon hastaliklar1 DM
hastalarinda daha sik ve spesifik olarak goriilmektedir [2]. Ornegin; diyabetik ayak patolojisi
ve buna bagl olarak olusan diyabetik ayak infeksiyonu sadece diyabetik hastalar1 ilgilendiren
ve bu hastalar i¢in 6nemli sorun olusturan bir durumdur. Amerika Birlesik Devletleri’nde alt
ekstremite amputasyonlarmin basta gelen nedeni de diyabetik ayak infeksiyonlaridir ve bu
oran % 50-70 arasinda degismektedir [3]. Toplum kokenli pndmonide de, hastanin 6lim
riskinin belirlenmesinde kullanilan pndmoni ciddiyet indeksi puanlamasinda, hastanin
diyabetinin olmas1 riski artiric1 faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir ve diyabetik
hastalarda Staphylococcus aureus ve Gram-negatif bakteri pnomonilerinin sikli§1 artmigtir
[4]. Diyabetik kadinlarda asemptomatik bakteriliri sikliginin diyabetik olmayanlara gore
yaklasik 3 kat arttig1 [5] , ayrica pndmoni, liriner sistem infeksiyonlar: gibi infeksiyonlarin
diyabetik hastalarda daha ciddi seyrettigi belirtilmektedir.

Diyabetik hastalar pek ¢ok faktore bagl olarak infeksiyonlara daha yatkindirlar. Bu
faktorlerin en 6nemlileri vaskiilopati ve ndropati sonucu deri biitlinliigiiniin bozulmus olmas,
notrofil, monosit ve makrofaj fonksiyon bozukluklaridir [1].

Diyabetik hastalarda hiperglisemi ve hipergliseye sekonder salgilanan mediatorler ile
endotel fonksiyon bozuklugu gelisir. Buna bagli olarak ortaya c¢ikan vaskulopati,
mikrosirkulasyonun ve perflizyonun bozulmasma yol agar. Gelisen endotel fonksiyon
bozukluguna immun sistem bozuklugu da eklenir. Immun sistem bozukluklarmin iginde
onemli faktorlerden biri notrofil, monosit ve makrofaj fonksiyon bozukluklaridir [1,3].
Ozellikle nétrofil fonksiyon bozuklugunun énemli bir yeri bulunmaktadir [3]. Hipergliseminin
etkisi ile diyabetik hastalarda notrofil ve makrofaj kemotaksisi ve mikroorganizmanin
intraselluler olarak 6ldiiriilmesi yetersiz kalir [6].

Diyabette fagositik hiicrelerin hareketi genellikle azalmistir. Diinya Saghk Orgiitii

diyabeti sekonder immun yetmezlikler i¢inde smiflamistir. Bu immunyetmezlik gelisimi,
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notrofil 16kosit ve/veya lenfosit aktivitesindeki degisiklikleri kapsar. Notrofil lokositler
bakteriyel ajanlara karsi konagmn ilk savunma bariyerini olusturur. Diyabetik hastalarda
kemotaksis, fagositoz, immunglobulin {iretimi ve kompleman fonksiyonlarinda bozukluk
gozlenir. Bu hastalarda nétrofil 16kositlerin kemotaksisi azalmistir.

Normal kosullar altinda fagositoz iki basamakta gergeklesir. Ilki adhezyon, ikincisi
mikroorganizmalarin intrasitoplazmik vakuollere alinmasidir. Hiperglisemi durumunda
siyalidaz enzim sekresyonunda artig, hiicre membranindaki siyalik asit yapilariin
koparilmasma neden olur. Bu durum, lektin reseptorlerinin hedef hiicreyi tanima yetenegini
azaltir ve fagositozun baslamasini engeller [6].

Tiim bunlarin sonucunda, diyabetik hastalarda endotel fonksiyon bozuklugu ve immun
sistem yetersizlikleri meydana gelir.

Bakterinin infeksiyon olusturmasi i¢in patojenin hedef dokuda kolonize olmasi
gerekmektedir. Kolonizasyon mukoza ile bakteri arasindaki adhezyon ile baglar. Konak ve
bakteride adheransi saglayan adhezyon faktdrleri vardir. Bu adhezyon degisik sekillerde
olabilir [7]:

1- Nonspesifik adherans: Reversibl bir adherans olup, nonspesifik ¢ekim giicleri ile
bakteri Okaryot hiicreye yaklagarak olmaktadir. Bu adheransta yer alan muhtemel
cekim:

e Hidrofobik iliski

o Elektrostatik ¢cekim

e Atomik ve molekiiler vibrasyon sonucu gelisen farkli kutupsal ¢ekim
e Bakteriyel glikokaliks (biyofilm) aracilig1 ile tutunma

ile saglanir.

2- Spesifik adherans: Her iki hiicre yiizeyindeki spesifik baglar ile olusan kalici
adheranstir. Basitge bu adheransin olmasi i¢in hiicre yiizeyinde reseptdr ve adhesin
olarak adlandirilan iki faktor gereklidir. Adhesinler genellikle lektin tabiatinda
molekiiller seklindeyken, reseptorler, 6karyotik hiicre yiizeyinde spesifik karbonhidrat
veya peptid tabiatinda molekiiller olarak bulunmaktadir. Diyabetli hastalarda endotel ve
epitelyumun ylizey yapisindaki degisiklikler bakterinin adheransi ve tropizmini
etkileyebileceginden bakteri ylizeyindeki adherans faktorlerinin gesitliligi de infeksiyon

olusumunda 6nemli bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir [8-10].
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Infeksiyon gelisimi sirasinda, mikroorganizmalar yiizeye adhezyon ve adherens sonrasi
boliinlip ¢cogalmaya baglarlar. Sayica artan mikroorganizmalarin bulunduklar: yiizeye daha da
yayilmalar1 sonras1 kolonizasyon, ekzopolisakkarit sentezi ve gen diizenlenmesinin de eslik
ettigi kompleks bir sistem ile biyofilm olusumu saglanir.

Mikrobiyal biyofilmler, mikroorganizmalarm yiizeye irreversibl olarak adhere olmasi
sonras1 yapisal matriks saglayan ve adhezyonu kolaylastiran ekstraselliiler polimerlerin
retilmesi ile gelisirler [11]. Bakteriler, bircok canli ve cansiz yiizeye yapisir ve biyofilm
olusturarak, endiistriyel ve tibbi bircok soruna neden olurlar [12]. Biyofilmler, normal flora
gelisiminden endokardite, kistik fibrozdan otitis mediaya, yabanci cisim infeksiyonlarindan
iriner sistem infeksiyonlarma kadar bir¢ok infeksiyonun gelisiminden sorumludur. Biyofilm
icindeki bakteri, bircok antibiyotik tarafindan Sldiiriilmeye ve fagositoza direng gdstererek
varhigmi siirdiirme ozelligine sahiptir [13-15]. Biyofilm ig¢indeki bakteriler, yiliksek hiicre
yogunlugu ve sinirl besin nedeniyle yavas gelisir [16]. Biyofilmin yapisi heniiz kesin olarak
tanimlanamamis olmakla birlikte, fizyolojik sistemlerdeki fonksiyonlarinin bir¢gogundan,
yapisindaki karbonhidratlar sorumlu gibi goriinmektedir.

Bakteriler tercihan olumsuz ortamlarda biyofilm yaparlar [17] . Bakteriler strese yanit,
kolonizasyon, topluluk olusturma, yasanabilir cevre gelistirme nedenleri ile biyofilm
olustururlar. Ozellikle ortamdaki glikozun bakteri tarafindan kullamilabilir olmasmin,
pseudomonaslar, Vibrio cholerae, Escherichia coli ve stafilokoklarin ekzopolisakkarit (EPS)
ekspresyonu ve biyofilm olusturmalarini belirgin bir sekilde arttirdigi gosterilmistir [18,19].
Bunlarin sonucunda ve bunlara ek olarak, degisen glisemi nedeniyle degisen ortam sartlar1 (ph
vs.) da bakterilerin antibiyotik yanitin1 da etkileyebilmektedir.

E. coli suslar1 klinik 6rneklerden en sik izole edilen ajanlardir. Virulans faktorlerinden
en Onemlisi yapisma (adherens) 6zelligidir [20]. E. coli’ nin hiicre disina salgilanan en 6nemli
viirulans faktorii hemolizindir. Barsak dis1 infeksiyonlarindan izole edilen E. coli suslarinin
yaridan fazlas1 hemolizin salgilar ve hemolizin sitotoksik etkilidir.

E. coli ’ nin hiicre ylizey virulans faktorleri ¢esitli adhezinleri igerir. Bunlar esas olarak
fimbrial kaynaklhidir. Fimbria iireten E.coli suslari, konak dokuya invaze olmalarmi
kolaylastiracak farkli matriks yapilarina baglanma o6zelligindedir. E.coli suslarinda, tip 1
fimbria ve P, S, X faktorii (Dr Hemagliitinin) iceren tip 2 fimbria gibi konak hiicreye
adhezyonda etkili yilizey yapilar1 bulunur [21]. Bunlar epitelyum hiicresine bakteriyel
adhezyonu, invazyonu ve biyofilm olusumunu arttirirlar [22].

Tim bu bilgilerin 15181 altinda biz bu calismamizda; diyabetik olan ve diyabetik

olmayan hastalardan izole edilen E.coli suslarmin, biyofilm olusturma ve hipergliseminin

14



bakteri fenotipi lizerindeki etkisi ile infeksiyona yatkinlig1 arttirma potansiyellerini incelemeyi

amacliyoruz.
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GENEL BiLGILER:

Diyabetes mellitus (DM) toplumda sik goriilen, glikoz metabolizmasmin
bozulmasiyla karakterize, otoimmun bir endokrin hastaliktir [23]. Diinyada 170 milyon kisiyi
etkilemektedir ve hastalarin % 90’dan fazlasi insuline bagimli olmayan tip 2 diyabettir [24].
Tip 1 DM patogenezinde Langerhans adaciklarinin inflamasyonu s6z konusudur. Langerhans
adaciklarini infiltre eden makrofajlar tarafindan iiretilen interlokin-1 beta (IL-1beta) ve
Tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-alfa) gibi sitokinler beta-hiicreleri {izerine toksik etki
gosterir. Aktive T-hiicreler ayrica TNF-alfa ve Interferon-gamma (IFN-gamma) gibi
proinflamatuvar sitokinleri {iretir ve apopitosisi indiikleyen FasL proteinini eksprese ederler.
Bu etkilerin net sonucu olarak, insulin salgilayan beta-hiicreleri yikima ugrar [25]. Beta-
hiicrelerinin insulin salgi kapasitesinin, insulin direncini karsilayamaz duruma gelmeleri
halinde ise tip 2 DM ortaya ¢ikar [25]. Tip 2 DM’te sitokinler insulin ve leptin direncinden
sorumludur [27,28].

Diyabet ve infeksiyonlar birlikte degerlendirildiginde, diyabetli hastalar pek ¢ok faktore
bagl olarak infeksiyona yatkinlik gdsterir [1,29]. Bu faktdrler hiperglisemi, obezite, ndropati,
yetersiz doku perflizyonu ve yara iyilesmesinin gecikmesidir [30]. Diyabetik hastalarda bazi
infeksiyonlar 6zellikle baz1 yumusak doku infeksiyonlar1 (nekrotizan fasiit, fournier gangreni
gibi), S. aureus ve Gram-negatif bakterilere bagli pnémoniler ve asemptomatik bakteriiiri
siklig1 diyabetik olmayanlara gore artmistir. Nadir goriilen invaziv otitis eksterna, rinoserebral
mukormikoz, amfizemat6z kolesistit gibi hastaliklara da diyabetli hastalarda daha sik rastlanir
[31].

Infeksiyon ve diyabet iliskisini dort alt baslikta incelemek gerekir. Bunlar;

1.infeksiyonlarin DM gelisimine olan katkisi,

2.DM’lu hastalarda gelisen toplum kdkenli ve nozokomiyal infeksiyonlar,

3.Infeksiyonun ve antimikrobiklerin diyabet {izerine etkileri,

4.Diyabetin antimikrobik tedaviye yanit {izerine etkisidir.

2.1. Infeksiyon ve diyabet iligkisi:
2.1.1. infeksiyonlarin DM gelisimine katkis1 var m?

Viruslarin diyabet gelisimine neden olabilecekleri One siiriilmektedir. Viral
infeksiyonlarin diyabet olusumunu nasil etkileyebilecegini aciklayan iki teori vardur.
Birincisine gore; viruslar pankreatik beta hiicresi i¢inde replike olurler ve direkt sitotoksisite ile
hiicrenin &liimiine yol acarlar. Ikinci teoriye gore ise; beta hiicrelerinin viral infeksiyonu

pankreas  adaciklarina  karst  otoimmun  saldwriytr  baslatr  [32].  Toplumda
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cok sik maruz kalinan ve persiste eden ya da kroniklesen Herpes virlisler (tip 1 ve 2),
enterovirlisler ve Chlamydia pneumoniae gibi mikroorganizmalarla olusan infeksiyonlarin da
saglikli erkeklerde yag kitlesinde artis ve insiilin direncine neden oldugu gdsterilmistir. Pak ve
arkadaslar1 [33], yeni tan1 konulmus 59 diyabetik hasta ve 38 kontrol vakasinda molekiiler
hibridizasyon yontemi ile sitomegalovirus (CMV) genomu arastirmig, diyabetik hastalarin
13’tinde (% 22), kontrol grubunun ise yalnizca birinde (% 2,6) CMV genomu saptamislardir.
Hastalarin % 39’unun serumunda adacik hiicre antikoru, % 41’inin serumunda sitotoksik beta
hiicre ylizeyi antikoru bulunmustur. Ayni ¢alismada, CMV genomu pozitif hastalarda adacik
hiicre antikoru % 62 ve sitotoksik beta hiicre yiizeyi antikoru % 69 oraninda pozitif
bulunmustur [33]. CMV genomu ile adacik antikorlar1 arasinda yakin iliski saptanmasi, CMV
infeksiyonu ile tip 1 diyabet arasinda iliski olabilecegini diisiindiirmektedir. Sun ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢calismada da Herpes simplex virus tip 1 ile tip 2 diyabet arasinda
belirgin iliski saptanmistir [34]. Viskari ve ark. da enterovirus infeksiyonlarinin tip 1 DM
insidansimi arttigin1 savunmuslardir [35]. Kahraman ve ark. nin diyabetik olan ve olmayan
hastalarda HCV antikor prevelansini arastirdigi calismasinda da, diyabetik hastalarda daha
yiiksek antikor pozitifligi saptanmis ancak bu durum net olarak tip 1 diyabet gelisimi ile
iliskilendirilememistir [32]. Viruslarin diyabet patogenezindeki roliinii iceren c¢aligmalar
devam etmektedir.

Dogal immiinitenin sistemik komponenti olan akut faz yanitin1 gdsteren birgok akut
faz proteininin de tip 2 diyabeti olan hastalarda arttig1 belirtilmistir [36]. Tip 2 diyabet dogal
immiin sistemin aktivasyonu ile birliktedir. Bu kronik ve sitokin aracili diisiik siddetteki
inflamasyon, metabolik sendromun da bir¢ok bulgusunu agiklamaktadir.

2.1.2. Diyabetli hastalarda gelisen infeksiyonlar

Diyabetes mellitus sistemik infeksiyonlarin gelisimine zemin hazirlar, infeksiyonun
gelisimini, ciddiyetini ve prognozunu olumsuz olarak etkiler [24]. Diyabetik hastalarda
ndtrofil ve monositlerin adherans, kemotaksis ve hiicre i¢i dldiirme yetenekleri azalir ve
hiicresel immiinite zayiflar [37].

Inflamatuar yamit, hiicresel ve salgisal komponentlerden olusur. Inflamasyonun
mikrogevresindeki 6dem, hipoksiyi arttiran en 6nemli faktordiir. Diyabetik hastalarda mevcut
olan mikrovaskiiler ve makrovaskiiler fonksiyon bozuklugu ile birlikte hipoksinin birlesimi
kismen anaerobik bir mikrogevre olusturur. Inflamatuar yanita katilan hiicreler (ndtrofil ve
monositler) adenozin tri-fosfat (ATP) elde etmek icin glikoliz yaparlar. DM’lu hastalarda
glikolizin bozulmas1 ya da inhibe olmasi ve bunun da hiicrelerin fonksiyonlarini olumsuz

etkilemesi s6z konusudur [38].
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Toplum kokenli bazi infeksiyonlar diyabetik olmayan hastalara gore diyabetik
hastalarda daha sik goriilmektedir. Diyabetik hastalarda goriilen infeksiyonlar {i¢ ana grupta
incelenebilir [38]. (Tablo 1)

a. DM ile iligkisi miimkiin olan infeksiyonlar (yaygm infeksiyonlar)

b. DM ile giiclii birlikteligi olan infeksiyonlar (6ncelikle diyabetik hastalarda)

c. Diyabetik hastalara yapilan girisimlere bagl infeksiyonlar

Tablo I: Diyabetik hastalarda goriilen infeksiyonlar

a. DM ile iligkisi miimkiin olan infeksiyonlar (yaygm infeksiyonlar)
- Uriner sistem infeksiyonlar1
- Staphylococcus aureus infeksiyonlari
- Yumusak doku infeksiyonlar1 (nekrotizan fasiit, fournier gangreni dahil)
- Diyabetik ayak infeksiyonlar1
- Sinerjistik nekrotizan kolit
- Anaerobik sellulit
- Tiiberkiiloz?
- Mantar infeksiyonlar1
b. DM ile giiclii birlikteligi olan infeksiyonlar (6ncelikle diyabetik hastalarda)
- Mukormikoz
- Malign otitis eksterna
- Amfizemat6z piyelonefrit
- Amfizematoz kolesistit
c. Diyabetik hastalara yapilan girisimlere bagl infeksiyonlar
- Penil protez, kalp pili ve defibrilator
- Organ transplantasyonu

- Siirekli ayaktan periton diyalizi

- Hemodiyaliz

2.1.2.a. DM ile iliskisi miimkiin olan infeksiyonlar (yaygin infeksiyonlar)
Uriner sistem infeksiyonlart

Norojenik mesane disfonksiyonu nedeniyle mesanede siirekli rezidii idrar kalmasi ve
glikoziirinin ~ bakteriyel replikasyonu arttirarak fagositozu bozmasi, iiriner sistem

infeksiyonlarina predispozisyon hazirlar [39]. Diyabetik hastalarda en sik gozlenen {iriner
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sistem infeksiyonu asemptomatik bakteriiiridir. Genel olarak, asemptomatik bakteriiiri varlig1
diyabetin siiresi ve retinopati, nefropati gibi komplikasyonlarin varlig ile iligkili bulunmustur
[40-41]. Ogzellikle diyabetik kadmlarda asemptomatik bakteriiiri prevalansi diyabetik
olmayanlara gore belirgin olarak artmistir. Geerlings ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada bu
oran yaklasik dort kat olarak bulunmustur [42]. Diyabetik olan ve olmayan hastalar ile yapilan
diger bir caligmada, lriner sistemden izole edilen etkenler arasinda antibiyotik direnci
acisindan fark olmadigi, in vitro olarak glikozilirinin bakteriyel iiremeyi arttirdigi, notrofil
fonksiyonlarinin iki grup arasinda farklilik gostermedigi, asemptomatik bakteriiirisi olan
diyabetik kadinlarda idrar Interlokin-6 (IL-6) ve Interlokin-8 (IL-8) diizeylerinin diyabetik
olmayan kadmnlara gore diisiikk oldugu ve DM’lu hastalardan izole edilen iiroepitele E.coli
adherensinin daha fazla oldugu saptanmistir [43].

Asemptomatik bakteriliri tedavisi tartismali olmakla birlikte asagidaki gruplara tedavi
onerilmektedir:

1.Gebeler

2 Kateter cikarildiktan 48 saat sonra devam eden kateter iligkili asemptomatik
bakteriiirisi olan kadnlar

3.Transtiretral girisim yapilacak hastalar

Solid organ transplant1 yapilanlarda asemptomatik bakteriiiri tedavisi hakkinda oneri
bulunmazken, diyabetik hastalarda tedavi endike degildir [44].

Amfizematoz sistit, amfizematdz piyelonefrit ve renal papiller nekroz gibi nadir
goriilen komplikasyonlar, diyabetik hastalarda daha sik ve ciddi olarak goriilmektedir [29].
Papilla nekrozu siklikla piyelonefrit ile birlikte goriiliir [45]. Tiim yasam boyunca diyabetik
hastalari % 30’unda saptanir. Papilla nekrozu tespit edilen kadinlarda ise % 80 olasilikla DM
vardir. Sik idrar yolu infeksiyonlar1 durumunda papilla nekrozu akla gelmelidir. Amfizematoz
piyelonefritte etkenler genellikle E.coli, Enterobacter, Klebsiella, Proteus tiirleri, nadiren
Streptococcus ve Candida tirleridir. Kadinlarda iki kat daha sik goriiliir ve obstruksiyon en
onemli predispozan faktordiir. Sadece renal toplayici sistemde gaz goriilmesi halinde, medikal
tedavi yeterlidir ancak renal parankimde gaz saptanmasi halinde nefrektomi yapilmalidir [46].
Solunum sistemi infeksiyonlar

Toplum kokenli pndmonilerin diyabetik hastalarda daha ciddi ve daha yiiksek
mortalite ile seyrettigi ve daha ¢ok hastaneye yatis gerektirdigi gosterilmistir. Ayrica
diyabetik hastalardaki toplum kokenli pnomonilerde, direngli bakterilerle karsilasma riski
daha yiiksektir. Toplum kokenli pndomonide, hastanin 6liim riskinin belirlenmesinde

kullanilan pndmoni ciddiyet indeksi puanlamasinda, hastanin diyabetinin olmasi, riski artiric
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faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir. Diyabetik hastalarda S. aureus ve Gram-negatif
bakteri pndmonilerinin sikhig1 artmistir [4] , Streptoccoccus pneumoniae, Influenza virus ve
Legionella’ya bagl solunum yolu infeksiyonlar1 yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreder
[46] , bakteriyemi riski daha yiiksektir, tekrarlayan pndmoniler siktir [39]. Bu hastalarin
otopsilerinde, glutatyon peroksidaz aktivitesinde azalma, endotel disfonksiyonu ve
mikrozomal bozukluklar sonucu akciger voliimiinde ve diflizyon kapasitesinde azalmaya
neden olan mikroanjiyopati, vaskiiler hyalinoz, interseptal nodiiler fibrozis, graniilomlar,
amfizeme benzer septal obliterasyon ile fokal proteinoz bulgular1 saptanmistir [38]. Tip 1
diyabeti olan ¢ocuklarda, akut solunum yolu viral infeksiyonlarmin, arteriyel endotel
disfonksiyonunu arttirdigr da gosterilmistir [47]. Diyabetik hastalarda toplum kaynakli
pnomokokkal bakteriyemi fatalite oranmnin diyabetik olmayanlardan daha fazla olmadigi
belirten yaymnlar olsa da [48] , bulgular diyabetik hastalarda solunum sistemi infeksiyonlarinin
daha agir ilerledigini gostermektedir. Bu nedenle tiim diyabetik hastalara pnomokok ve
influenza i¢in immiinizasyon yapilmasi onerilmektedir [49,50].

Yumusak doku infeksiyonlar

Diyabetik hastalarda cilt ve yumusak doku infeksiyonlar1 siktir. Bazi bakteri ve
mantarlar diyabetik hastalarin cilt ve mukozalarinda daha sik bulunur. Ozellikle S. aureus’a
bagl impetigo, fronkiil, karbonkiil, selliilit, nekrotizan fasiit, septik bursit; Candida’ya bagh
onikomikoz, mukokutandz kandidiazis gibi klinik tablolara sik rastlanir [39].

Bu hastalarda, cilt ve burunda stafilokok tasiyiciligi yiiksektir [29]. Bu nedenle, bu
bakterinin neden oldugu infeksiyonlar sik goriiliir [38]. Diyabetes mellituslu hastalarda burun
metisilin diren¢li S.aureus (MRSA) tasiyiciligi ve bunu etkileyen faktdrlerin belirlenmesini
amaclayan bir calismada toplam 145 diyabetli hastanin % 66,2’sinin burun siiriintii
orneklerinde S.aureus izole edilmistir. S.aureus tastyiciligi ile diyabet tipi, diyabet siiresi,
insiilin kullanimi, son iki hafta i¢inde antibiyotik kullanimi, HbA1C diizeyi, retinopati, dis
protezi varlig1 arasinda anlamli iligki saptanmamistir. Sonug olarak, diyabet hastalarinda
hastaligin tipi, glisemi kontrolii, antibiyotik kullanma ve hastanede yatmanm, burun MRSA
tastyiciligr icin risk faktorii olmadiklar1 ancak izole edilen kdkenlerin antibiyotik direncinin
bu grup hastalarin ampirik tedavisinde dikkate alinmas1 gerektigi vurgulanmistir [51].
Osteomiyelit/Diyabetik ayak

Diyabetik olgularda mikroanjiopati ile ayagin periferik dolagimi etkilenir.
Mikroanjiopatiye ek olarak travma, septik tromboz ve ya infeksiyonlara bagli gelisen 6dem,
perfiizyonu bozulmus ayagin distal arter yapilarinda tam tikaniklifa ve gelisen agir iskemi

sonucunda iilser, lokal nekroz ve ya gangrene neden olur. Diyabete bagli gelisen néropati ve
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vaskuler yetmezlige bagl olarak hastalarin % 50-80’inde diyabetik ayak komplikasyonu
ortaya ¢ikar. Esas olarak, diyabetik ayak infeksiyonlarinin nedeni multifaktoriyeldir.
Diyabetik hastalarda ayak iilserlerinin siklig1 % 12-15’tir ve her yil yaklagik 92.000 olgu,
amputasyon ile sonu¢lanmaktadir [52]. Diyabet tanis1 konulduktan 10-15 yil sonra hastalarin
% 50-85’inde vaskiilopati gelismekte ve hastalar vaskiiler cerrahi i¢in aday konumuna
gelmektedirler [53]. Amerika Birlesik Devletleri’nde alt ekstremite amputasyonlarinin basta
gelen nedeni de diyabetik ayak infeksiyonlaridir ve bu oran % 50-70 arasinda degismektedir
[54]. Almanya’da da travmatik olmayan alt ekstremite amputasyonlarinin % 72’sinin nedeni
olarak diyabet gosterilmektedir ve bu oran, diyabetik olmayan kisilerle karsilastirildiginda 22
kat fazladir [55]. Tiim tedavi yaklasimlarina karsin bir kez ayak infeksiyonu gelisen diyabetik
hastalarda prognoz agisindan yapilan arastirmalarda, ilk infeksiyonu takip eden bir-ii¢ yil
icinde toplam amputasyon oranlart % 40’a ulasmaktadir [54]. Apelqvist tarafindan
yayimlanan arastirmada ilk infeksiyonun tedavi sonucu iyilesmesini takip eden ii¢ y1l i¢inde
hastalarda mortalite oran1 % 27, amputasyon orani ise % 41 olarak bulunmus, mortalite orani
yas ve cinsiyete gore karsilastirilmis populasyona gore de iki-dort kat daha yiiksek olarak
saptanmistir [56]. Diyabetik ayak infeksiyonlar1 mortalite ve morbidite acisindan oldugu
kadar maliyet olarak da 6nemli sorun yaratmaktadir [57]. Bu nedenle son donemde, diyabetik
iilser gelisimini engelleyici, koruyucu bakima yonelik tedavi yontemlerine agirlik verilmistir.
Diyabetik ayak olgular1 travmatik olmayan amputasyonlarin ¢ogunu olusturmalar1 ve eslik
ettikleri kardiyovaskiiler risklerle birlikte yiiksek mortaliteye neden olmalar1 agisindan 6nemli
bir saglik sorunu olmaya devam etmektedirler.

2.1.2.b. DM ile giiclii birlikteligi olan infeksiyonlar (6ncelikle diyabetik hastalarda)
Malign otitis eksterna

Bu olgularin 6nemli bir bolimii diyabetik hastalarda goriilmektedir. Olgularin
% 98’inden fazlasinda Pseudomonas aeruginosa etken olarak bildirilmistir. Hastalarin
% 90’inda kontrolsiiz diyabet vardir. Hastalarda siklikla, oOzellikle gece ortaya ¢ikan kulak
agrist, kotli kokulu veya piiriilan kulak akintisi, isitme kayb1 ve ates goriiliir [38].
Mukormikoz (Zigomikoz)

Mukormikoz Zycomycetes sinifina ait mantarlar tarafindan olusturulan, ciddi ve
siklikla Oliimciil seyreden bir infeksiyondur. En sik goriilen formu rinoserebral
mukormikozdur ve bu olgularin yaklasik % 50-75’1 diyabetiktir [58]. DM veya steroid
kullanim1 gibi bagisikligin baskilandigr hastaliklarda, makrofajlar mantar sporlarinin
germinasyonunu inhibe edemez ve hastaligm yayginlasmasini 6nleyemez. Zigomikoza zemin

hazirlayan bir¢ok risk faktorii tanimlanmistir (Tablo 2).
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DM’lu hastalarda hastaligin olusumunda ketoasidozun rolii olduk¢a Onemlidir.
Vakalarin % 50’sinde ketoasidoz tanimlanmig predispozan faktordiir [58]. Diyabette asidoz
sirasinda transferrine demir baglanmasi engellenir ve serumda serbest demir miktar: artar.
Uremek i¢in demire gereksinim duyan Rhizopus tiirleri, bu ortamda konak savunmasindan
korunarak cogalir ve hastalifa neden olabilir. Deneysel olarak tek basma asidoz ve
hiperglisemi hastalik olugsmasinda yeterli degildir. Diyabette olusan immiin fonksiyon
degisiklikleri de buna katkida bulunur [59,60].

Tablo II: Zigomikoz gelisimine zemin hazirlayan risk faktorleri

DM ( Diyabetik ketoasidoz, iyi kontrol edilememis DM)

Kronik metabolik asidoz (bdbrek yetmezligi, kronik salisilat zehirlenmesi)

Deferoksamin tedavisi

Demirin asir1 yliksekligi

Immiinsiipresyon (ndtropeni, steroid tedavisi, solid organ/hematopoietik kok hiicre

transplantasyonu (HSCT), HIV/AIDS)

Cilt ve yumusak doku hasar1 (yanik, travma, cerrahi yara)

Smiflanamayan (intravendz ilag kullanimi, prematiireler, malniitrisyon, uzun siireli genis

spektrumlu antimikrobik kullanimi)

Tiiberkiiloz

Bircok caliymada diyabet ve tiiberkiiloz arasindaki iliski arastirilmis ve diyabetik
hastalarda tiiberkiiloz riski 16 kat fazla saptanmistir [23]. Jeon ve arkadaslariin 13 ¢alismay1
iceren derlemesinde de DM’in aktif tiiberkiiloz riskini arttirdig1 belirtilmistir [61]. Alisjahbana
ve ark. nin ¢aligmasinda, tiiberkiilozlu hastalarin % 14,8’ ine DM tanis1 konulmusg ve diyabetik
olan ve olmayan gruplarda tedavi yaniti aragtirilmistir. Tedavinin ikinci aymndan sonra
balgamin mikroskobik incelemesinde diyabetik grupta % 18,1, diyabetik olmayan grupta ise
% 10 oraninda asidoresistan bakteri (ARB) pozitifligi goriilmiistiir. Alt1 ay sonra DM’li
hastalarin  balgam kiiltiirlerinin % 22,2’sinde Mycobacterium tuberculosis iiremesi
saptanmustir [62].

Diyabetli hastada tiiberkiiloz gelisiminde hastanin yasi, diyabetin siddeti ve siiresi,
hastanin kilosu 6nemlidir [46,62]. Bu hastalarda tiiberkiiloz alt loblar1 tutma egilimindedir ve
daha ciddi seyirlidir [29]. Onceki hastalik aktivasyonu, kavite olusumu, segmenter olmayan
tutulum siklikla goriiliir [46]. Amerikan Toraks Dernegi tiiberkiilin deri testinin 10 mm ve

tizerinde olmasi halinde diyabetli hastalara alt1 ay izoniazid proflaksisi 6nermektedir [29].

22



Oral ve Ozefageal Kandidiazis

Giinlik yasamda diyabetik hastalarda en sik karsilagilan mantar infeksiyonlari
mayalara bagl olanlardir. Ozellikle normal flora iiyesi Candida’ya bagl infeksiyonlar, bu
hastalarda sik goriiliir. Yapilan bir calismada, uzun siireli ve kontrolsiiz diyabetiklerde,
Candida kolonizasyonu sikliginin, diger risk faktorleri olan ileri yas ve antibiyotik kullanimi1
ile birlikte, normal populasyona gore iki kat artmis oldugu saptanmistir. Diger mantar
infeksiyonlarinda oldugu gibi 6zefageal kandidiazisin de goriilme siklig1 diyabetli hastalarda
artmistir [29].

Amfizematoz kolesistit

Amfizemat6z kolesistit, diyabetik hastalar arasinda siklig1 artan, ciddi bir biliyer sistem
infeksiyonudur. Tiim amfizematéz kolesistit olgularmmin % 35’ini diyabetikler olusturur.
Genellikle polimikrobiyaldir. Mortalitesi % 15- 45 arasindadir [29].
2.1.2.c. Diyabetik hastalara yapilan girisimlere bagh infeksiyonlar
Nozokomiyal infeksiyonlar

Insulin kullanan ve kan sekeri takibi yapilan hastalarda insulin injeksiyonu bdlgesinde
ve parmak ucunda yumusak doku infeksiyonlar1 goriilebilir. Ancak bu sorunlar, gelistirilen
yeni cihazlar ve tek kullanimlik insulin enjektorleri ile azalma egilimindedir [6].

Diyabetik hastalarda gelisen noropati komplikasyonu nedeniyle nérojenik mesane ve
impotans sik goriilir. Norojenik mesane nedeniyle uygulanan idrar kateterizasyonu ve
impotans nedeniyle uygulanan penil protezler de infeksiyona yatknlik olusturur. Penil protez
infeksiyonu, implantasyonu takiben genellikle ilk iki haftada ortaya ¢ikar ve
S.epidermidis en sik saptanan ajandir. Tedavi, protezin ¢ikarilmasi ve uygun antibiyotigin
baslanmasidir [6].

Solid organ transplantasyonu (bobrek, kalp vs.) yapilan diyabetik hastalar diyabetik
olmayanlarla kiyaslandiginda, infeksiyon oranlarinin yine daha yiiksek oldugu goriilmiistiir
[6].

Devamli ambulatuvar periton diyalizi, diyabetik nefropatiye bagli kronik bobrek
yetmezligi gelisen hastalarda giderek artan sekilde uygulanmaya baglanan bir tedavi
yontemidir ve periton diyaliz kateteri gerektirir. Ek olarak, hemodiyalize giren ¢ogu diyabetik
bobrek hastasmin da haftalar boyunca femoral kateteri bulunur. Tiim bu invaziv geregler,
infeksiyona predispozisyon yaratir. S. aureus en sik suclanan ajandir ve genellikle kateterin
¢ikarilmasi gerekir.

Diyabetik hastalarda gelisen nozokomiyal infeksiyonlar konusundaki bilgilerin 6nemli

bir kismi, oOzellikle kardiyak cerrahi sonrasi gelisen cerrahi alan infeksiyonlarindan
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olugsmaktadir. Cerrahi alan infeksiyonu geligsme riskinin diyabetik hastalarda anlamli olarak
arttig1 gosterilmistir [39].

Sepsiste sagkalim kilavuzunda da ciddi sepsisli hastalarda insiilin tedavisi ile glikoz
kontrolii 6nerilmektedir [63].

2.1.3. infeksiyonun ve antimikrobiklerin diyabet iizerine etkileri

Infeksiyonlarda ve sepsiste strese bagl hiperglisemi gelismektedir. Sepsiste, kritik
hastaligin yarattig1 stres, anormal kortizol, norepinefrin, epinefrin, glukagon ve biiylime
hormonu salmimi,  pankreatik alfa reseptorlerin artmis aktivasyonu sonucu insiilin
salmiminda baskilanma ve insiilin salinimminin TNF-o ve IL-1B ile inhibe edilmesi
sonucunda insulin saliniminda azalma ile birlikte insiilin direnci gelisir. Ancak, insiilin direnci
rol oynayan temel mekanizmadir. Insulin salmiminda azalmaya bagli olarak, insiilin diizeyleri
hastaligin siddetine goére normal veya diisiiktiir [64]. Kritik hastalarda yogun insulin tedavisi
ile mortalitenin ve kan dolagimi1 infeksiyonlarinin azaldig1 gosterilmistir [65].

Kronik hepatit C infeksiyonu olan hastalarda DM ve insiilin direnci prevalansmin
artt1ig1 gosterilmistir [66].

HIV/AIDS tedavisinde kullanilan antiretroviral ajanlari iceren bazi rejimlerde
(HAART) istenmeyen etkilerden biri de insiilin direncine bagli DM gelisimidir [67].

Sik kullanilan antibiyotikler olan florokinolonlar 6zellikle gatifloksasin, kan glikoz
diizeylerinde bozukluklara (hipoglisemi ya da hiperglisemi) yol acabilir. Bunlarin diginda
nalidiksik asit, izoniazid, pentamidin kan glikoz bozukluguna yol acan diger
antimikrobiyallerdir. Uzun etkili sulfonamidler ve kloramfenikol gibi bazi antibiyotikler,
tolbutamid ve klorpropamid gibi ilaglarin hipoglisemik etkilerini arttirabilir.

Ayrica penisilinler, sefalosporinler, sulfonamidlar, tetrasiklinler, izoniazid,
streptomisin, kloramfenikol, nalidiksik asit, nitrofurontainin de i¢cinde bulundugu ¢ok sayida
ilag, yalanci glikoziiriye neden olabilir.

2.1.4. Diyabetin antimikrobik tedaviye yanit iizerine etkisi

Diyabetli hastalarda ilaglarin emilimi, dagilimi, metabolizmas1 ve atilimi farklilik
gosterebilir. Gastrointestinal problemlerin sik goriilmesi, vagus sinirinin fonksiyon bozuklugu
sonucu otonomik néropatiye bagl gelisen gastroparezi nedenleriyle, diyabetli hastalarda ilag
emilimi yetersiz kalabilir. Gastroparezi olmadan ortaya ¢ikan hiperglisemi de gastrik ph’1
arttirarak ve mide bosalmasmi geciktirerek ilag emilimini etkileyebilir. Diyabette
mikrovaskuler sistemde hem yapisal hem de fonksiyonel degisiklikler meydana gelir.
Fonksiyonel degisiklikler kan akiminda artis, intravaskuler basincin yiikselmesi ve vaskuler

gegirgenligin artis1 iken, en Onemli yapisal degisiklik bazal membran kalinlagsmasidir.
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Diyabette gelisen bazal membran bozuklugu sonucu gelisen mikroanjiyopati, diyabetik
hastalarda  antibiyotiklerin  intramuskular yoldan yapilmasi durumunda emilimi
bozabilmektedir. Diyabette gelisen kapiller gecirgenlikteki degisiklik sonucu ilaglarin
interstisiyel alana geg¢isi azalir; plazma proteinlerinin glikolizasyonu sonucu ilaglarin
proteinlere baglanma oranlarinda degisiklik ortaya cikar; obezite nedeniyle mutlak yag
kitlesine bagli olarak ilaglarin dagilimi degisir. Diyabetik nefropati varliginda da ilaglarin
bobrekten atilimi etkilenir. Diyabetik proteiniirisi bulunan ve serum kreatinin konsantrasyonu
normal olan hastalarda gentamisinin farmakokinetiginin degerlendirildigi c¢aligmada,
gentamisinin dagilim hacminin ve yarilanma 6mriiniin arttig1 ve klirensinin tahmin edilenden
az oldugu gorilmiistiir [68]. Tim bu mikro ve makroanjiopatik degisiklikler, endojen
mediatorler ve proteine baglanma oranlarindaki degisiklikler sonucu diyabetik hastalarda
antimikrobik ilaclarin etkileri degisiklik gdsterir.

Diyabetik hastalarda noropati ile birlikte diyabet komplikasyonlarindan biri olan
mikrovaskiiler hasar, doku perflizyon bozuklugu ile sonuglanir. Makrovaskiiler hasarin buna
eklenmesi ile de dokuda iskemi gelisir. Iskemi ve nekroz gelisen dokulara antibiyotigin
dokuya wulagmasi azalir. Periferik tikayici arter hastaligi olan diyabet hastalarinda
antimikrobiyallerin dokuya ulagsmasinin azaldig1 gosterilmistir [69].

Diyabette gelisen inflamasyon ve mikrovaskuler degisiklikler sonucu inflamasyon
bolgesinde 6dem gelisir. Odem, inflamasyon alanmndaki hipoksiyi arttran en 6nemli
faktordiir. Diyabetik hastalarda mevcut olan mikrovaskiiler ve makrovaskiiler fonksiyon
bozuklugu ile birlikte hipoksinin birlesimi kismen anaerobik bir mikrogevre olusturur.
Inflamatuar yanita katilan hiicrelerin enerji elde etmek icin glikoliz yapmalar1 sonucu degisen
ortam oksijenasyonu ve ph’t da ilaglarin dagilim ve emilimini etkiler.

Diyabetli hastalarda antibiyotiklere yanitin azalmasi ya da gecikmesi s6z konusudur.
Samaras ve ark. nin ¢aligmasinda antitiiberkiiloz tedaviye yanitin geciktigi goriilmiistiir [67].
Tiiberkiilozlu diyabetik hastalarda ortalama rifampisin plazma diizeyi, diyabeti olmayan
hastalara gore % 53 daha diisiik saptanmistir. Rifampisin Cpax degeri olan > 8mg/L;
diyabetik hastalarn % 6’sinda diyabetik olmayanlarin % 47’sinde saglanmigtir [70]. Bu
caligmada, rifampisin etkisinin diisiik olmasindan diyabetik hastalardaki obezite, hiperglisemi
ve diisiik metabolizma hizi sorumlu tutulmustur.

Sonu¢ olarak, infeksiyonlarin tani ve tedavisinde konak faktorleri ve diyabet
hastaliginin seyri onemlidir. Altta yatan diger hastaliklarin ve medikasyonlarin tedaviyi
etkileyebilecegi  unutulmamalidir. Diyabetik  hastalarda  diyabetin neden oldugu

komplikasyonlar, ila¢ farmakokinetik ve farmakodinemiklerindeki degisiklikler, ¢oklu ilag
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kullanim1 ve ilag etkilesimleri, ilag yan etkileri ve antibiyotik direnci antimikrobiyal tedavi
yanitin1 etkiler. Bu nedenle bu hastalarin infeksiy6z patojenlere ve infeksiyon tedavisine
verdikleri yanitin  diyabetik olmayan  hastalardan farklilik gosterebilecegi akildan
cikarilmamalidir [24].

2.2. Diyabetes mellitusta infeksiyonlara yatkinhk mekanizmalar:

Diyabetes mellituslu hastalarda infeksiyonlara karsi duyarlilik artmistir. Yapilan
calismalarda bu durumdan 6zellikle no6trofil fonksiyonlarinin  bozulmasit  sorumlu
tutulmaktadir. Notrofil fonksiyonlarindaki bozukluklar, degisik mekanizmalarla gergeklesir.
Bunlar, endotel tabakasina olan adhezyon, inflamasyon alanina yonelik migrasyon kapasitesi,
kemotaksis, bakterisidal aktivite ve fagositoz aktivitelerindeki degisikliklerle birlikte reaktif
oksijen metabolitlerinin iiretiminden kaynaklanir. Bunun disinda, nétrofillerin lizozomal
enzimlerinin saliniminda da azalma meydana gelir.

Diinya Saglik Orgiitii diyabeti sekonder immun yetmezlikler icinde smiflamistir. Bu
immunyetmezlik gelisimi, notrofil 16kosit ve/veya lenfosit aktivitesindeki degisiklikleri
kapsar. Notrofil 1okositler, bakteriyel ajanlara karsi konagm ilk savunma bariyerini olusturur.
Diyabetik hastalarda kemotaksis, fagositoz, immunglobulin iiretimi ve kompleman
fonksiyonlarinda bozukluk gozlenir [6].

Diger bozukluklar arasinda, gelisen inflamasyonda histamin ve bradikinin gibi
inflamatuvar mediatdrlerin mikrovaskuler yanitinin azalmasi, 6édem formasyonu ve mast
hiicre degranulasyonunun azalmasi, nétrofillerde adhezyon ve inflamasyon alanina migrasyon
bozuklugu, nétrofiller tarafindan iiretilen sitokin ve prostoglandin diizeylerinde azalma,
reaktif oksijen Uriinlerinde artig, lokosit apopitozunda artis ve lenf nodu kapasitesinde
azalmalar sayilabilir. Diyabetik hastalarda gelisen endotel fonksiyon bozuklugunun da
infeksiyonlar ile yakin iligkisi vardir. Diyabette gelisen endotel fonksiyon bozuklugu, eslik
eden immun sistem bozukluklar1 ile birlikte diyabetik hastalarda infeksiyona yatkmligin
temelini olusturur.

2.2.1. Diyabetes mellitusta endotel fonksiyon bozukluklar

Endotel, damar sistemi icinde yer alir. Doku ve kan arasinda madde aligverisi,
vaskuler tonusun diizenlenmesi, 16kosit ve trombosit migrasyon ve kemotaksisi ile fibrinolitik
aktivitenin diizenlenmesi gibi bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda rolii vardir.

Prostosiklin I, (PGI ;) ve Nitrik Oksit (NO) endotelin vaskuler tonusunda gorevli iki
ana vazodilatatordiir. Vazodilatasyonda yer alan diger endotel kaynakli mediatdrler, endotel

kaynakli hiperpolarize edici faktor ve C-tipi natriiiretik faktordiir [71]. NO ve PGI; sirasiyla
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guanil siklaz ve adenil siklaz aktivitesini arttirir. Bunun sonucunda olusan siklik guanozin 3’,
5’- monofosfat (cGMP) vazodilatasyona neden olur [72,73].

NO bir¢ok dokudan salinabilir. Vazodilatator etkisinin yaninda anti-inflamatuar, anti-
proliferatif, anti-oksidan ve anti-trombositik etkiye sahiptir [74]. Vazodilatasyon yaparak kan
akimini hizlandirir ve damar elastikiyetini arttirir. NFk-B’ nin aktivitesini azaltarak adhezyon
molekiillerinin ekspresyonunu azaltir ve monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) , IL-6, IL-
8, makrofaj koloni uyarici faktér (MCSF) gibi pro-inflamatuar mediatorlerin salinimin
azaltarak anti-inflamatuar etki gosterir. Bunlarin yaninda, endotelin-1 (ET-1), anjiotensin II
(Ang II), tromboksan A, ve reaktif oksijen tiirleri (ROS), direkt veya NO sentezini bozarak
vazokonstriksiyona neden olurlar [75-77]. Vaskuler tonus bu mediatorler araciligi ile bir
denge halinde devam eder.

Endotel tarafindan sentezlenen NO, cGMP yoluyla anti-trombotik etki gdsterir. Bunun
disinda, trombomodulin bir yandan trombine baglanarak fibrinojenin fibrine doniisiimiini,
diger yandan aktive protein C aktivasyonu ile endotel yiizeyindeki fibrin olusumunu ve
koagulasyonu engeller [78]. Diger yandan endotel, doku plazminojen aktivatorii (tPA)
salgilayarak plazmini aktive eder. Bu da fibrinoliz ile endotel yiizeyinde fibrini azaltir.
Boylelikle perflizyonun ve vaskuler agikliklarin devamliligi saglanir. Yine endotelden
salgilanan plazminojen aktivator inhibitorii (PAI) tPA’y1 inhibe ederek anti-fibrinolitik etki
gosterir. Normal endotel fonksiyonu varliginda koagulasyon ve fibrinoliz olaylar1 denge
halinde devam eder.

Vaskuler endotel hiicrelerle notrofil etkilesimi, infeksiyona karsi gelisecek akut
inflamatuar yanitta merkezi 6neme sahiptir. Bu iliski, integrinler, immiinoglobiilin siiper ailesi
ve selektinler adi verilen iic 6nemli adhezyon molekiilii tarafindan yonlendirilir. Bunlar,
notrofil adhezyonunda ve endotel hiicre tabakas1 boyunca migrasyonun ¢esitli basamaklarinda
rol oynar [77,79]. Notrofiller endotel hiicre duvarindan gecerek inflamasyon bdlgesine
ulagincaya kadar sirasiyla marjinasyon, yuvarlanma, nétrofil aktivasyonu, adhezyon,
diyapedez ve transendotelyal migrasyon asamalarini gegerler. Infeksiyon sonucu gelisen
inflamatuar yanit da dokudan histamin, trombin, oksidanlar, 16kotrienler, sitokinler (6zellikle
IL-1 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinler) ve infektif ajanin tiirline gore
lipopolisakkaritlerin ortama salinmasma neden olur [79]. Inflamasyon bdlgesinde ilk olarak
damar endotelinin uyarilmasi gerceklesir. Bunun sonucunda, 16kositler inflamasyon bdlgesine
toplanir. Lokositlerin adhezyon ve migrasyonu ii¢c basamakta gerceklesir [77,79].

1. basamak: Selektine bagl yuvarlanma basamagidir. Doku hasar1 ve belirli sitokinler

aracilifryla endotel, P ve E selektin eksprese etmek tlizere uyarilir. Endotel yiizeyinde E ve P

27



selektin, L selektinin ligandinin ve sitokinlerin eksprese edilmeleri ile 16kosit aktivasyonu
baslar. Bu ekspresyon sonucunda l6kositlerde yapisal olarak bulunan L selektin ve E ve P
selektin ligandlarinin, uyarilmis endoteli tanimasiyla 16kosit ile endotel arasinda iliski kurulur.
Notrofiller yavaglayarak o bdlgede daha sonraki basamakta olusacak siki adhezyona ve
inflamasyon i¢in gerekli sitokinlerin artigina hazirlanir.

2. basamak: Aktivasyon basamagidir. Burada integrinler rol oynar. IL-1, IL-8 ve
TNF-a B,-integrin gibi mediatorler gorev alir.

3. basamak: Siki adhezyon ve migrasyon basamagidir. Intercellular adhesion
molecules (ICAM) ’lar ile birlikte integrinler rol alir. Baglanma sonucunda hem l6kosit hem
de endotelden salinan diger adhezyon molekiilleri eksprese edilir ve siki baglanma olusur.
ICAM-1 ekspresyonunun artmasi, adhezyonu gii¢lendirir. Kan akiminin yavaslamasi ile
ndtrofil akiimiilasyonu baslar. Inflamasyonun basladigi dokuda endotel, makrofaj ve
mikroorganizma iiriinlerinden olusan kemotaktik ajanlarin ¢ekim giicii ile nétrofil, endoteller
arasindan kayarak inflamasyon alanina ulasir ve migrasyon gerceklesir [77].

Diyabette endotel fonksiyon bozuklugu diyabetik vaskiilopatinin ilk bulgusudur ve
oncelikle vaskiiler toniis ve fibrinolitik aktivitenin bozulmasiyla karakterize, endotelial
perfizyon bozuklugu ve enflamasyonun eslik ettigi tablodur. Vazodilatatér ve

vazokonstriktorler arasindaki dengenin bozulmasi ile ortaya ¢ikar.

o, BH, L-Citrulline

L-Arginin SNOS \
N

[¢]

BH,

Oksidasyonu Oksidatif stres T

Redoks potansiyelinde T

Sekil 1: NO sentezi ve divabette bozulan vollar

Insiilinin, NO ekspresyonunu arttirirken, E selektin, interselliiler adhezyon molekiilii- 1
(ICAM-1) ve monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) konsantrasyonunu ve ROS
olusumunu baskiladigr [80-82], Tip 2 diyabetli hastalarda bir yillik insulin tedavisi ile
E selektin konsantrasyonlarinda azalma oldugu gosterilmistir [83]. Bu nedenle insiilin

salmiminin azalmasi diyabette olusan endotel fonksiyon bozukluguna neden olabilir.
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Endotel disfonksiyonu sonucu endotel kaynakli NO sentezi azalir. Sonucunda NO’in
anti-inflamatuar, anti-agregan, vazodilatatdor ve anormal biliylimenin inhibisyonu etkileri
ortadan kalkar. Normalde NO, eNOS, tetrahidrobioptein (BH4) ,nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) ve oksijenin L-arginine katilmasiyla olusur. Diyabetli hastalarda
NADH/NADPH artis1 sonucu ortaya ¢ikan oksidasyon ile BH,’in sentezde kullanimi, buna
bagli olarak da NO sentezi azalir. NO sentezinin azalmasi yaninda, endotel disfonksiyonu
sonucu endotelde iiretimi artan ROS da, ortamdaki NO inaktivasyonuna neden olur [84].
Sonug olarak, oksidatif stres ve endotel disfonksiyonu giderek artar. Kisaca; diyabetteki
endotel fonksiyon bozuklugunun baslangicinda, eNOS aktivitesi, mitokondrial oksidatif

fosforilasyonun serbest kalmas1 ve vaskiiler NADPH oksidazin aktivasyonunun rol oynadigi

diisiiniilmektedir.
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Sekil 2: Hipergliseminin olusturdugu endotel
fonksiyon bozuklugu
Diyabette komplikasyonlarin baglica sorumlusu hiperglisemidir. Hiperglisemi hiicre
ici metabolizmada akut degisikliklere (polyol yolun aktivasyonu, diagilgliserol-protein kinaz—
C (PKC) aktivasyonu, glikoz otoaktivasyonu) ve makromolekiillerin fonksiyon ve yapilarini
degistiren ileri glikolizasyon {irlinlerinin (advanced glycation end-products= AGE:s)

olusumuna neden olur.
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Bu yolda, NADPH’m aldoz rediiktaz ile NADP" ya oksidasyonu olur. Sorbitolun fruktoza
doniisiimii, NAD" den NADH olusumunu arttirir.

Sonucta NADPH ve okside olmus NAD" da bir azalma olur. Bu yol diyabetli
hastalarda nefropati, néropati, retina ve endotel fonksiyon bozuklugu patolojilerinde 6nemli
rol oynar [85].

Bu maddeler redoks reaksiyonu i¢in birer kofaktor oldugu i¢in, azalmalar1 durumunda
indirgenmis glutatyon, NO (endotel fonksiyonu), miyo-inositol(sinir-doku) ve taurin sentezi
de azalir. Azalan NADPH yapimi nedeniyle azalan NO yapimi ve artan oksidatif stres ROS
olusumunu arttirir.

Hiperglisemi sonucu hiicre i¢ine giren kullanilamayan glikoz sonugta permeabilite,
kontraktilite, ekstraseliiler matriks yapimi, hiicre gelisimi, anjiogenez, sitokin etkilesimi ve
I6kosit adhezyonu {lizerine etki ederek diyabette goriilen tiim endotel fonksiyon
bozukluklarina neden olabilir [86,87]. AGEs, glikozun protein veya lipidlerin amino
gruplaria enzimatik olmayan bir mekanizma ile baglanmasi sonucu olusurlar. Bu nedenle
hiperglisemi durumlarinda yogun olarak ortaya ¢ikarlar. AGEs bir yandan oksidatif stres ile
ROS olusturarak NO olusumunu engellerken [88]; diger yandan IL-6, VCAM-1 ve MCP-1
ekspresyonunu diizenleyerek vaskuler inflamasyonun olusumuna neden olur [89].

Diyabetli hastalarda, bozulan yag metabolizmas1 sonucu artan yag asitleri de sitozolik
redoks potansiyelini NADH ve gliserol -3- fosfat iizerinden arttirarak, superoksit

radikallerinin ve oksidatif stresin artmasina, dolayisiyla endotel fonksiyon bozukluguna

neden olur.
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Sekil 4: Fosfokinaz C aktivasyonu
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Diyabette bozulan glikoz metabolizmasi, lipid metabolizmasmin da bozulmasina ve
obeziteye neden olur. Bu durumda adipositler ve hiperlipideminin de etkisiyle, diyabetik
hastalarda endotel fonksiyon bozukluklar1 ve insiilin reseptorii ilizerinden insiilin direnci
gelisir. Diyabetik hastalarda endotel fonksiyon bozukluguna eslik eden fibroblast, epitel,
keratinosit ve makrofaj fonksiyon bozukluklar1 yara iyilesmesinde rol oynayan mediatdrlerin
salmimini bozarak yara iyilesmesi ilizerine negatif etki olusturur.

Diyabetli hastalarda degisen metabolizma ile beraberinde goriilen obezite, adipositler
iizerinden endotel fonksiyon bozukluguna neden olabilir. Adipositlerin TNF-o, C-reaktif
protein (CRP), IL-6 ve plazminojen aktivitdrii inhibitorii (PAI-1) salgiladiklar1 ve TNF-a nin
insiilin direncine neden oldugu gosterilmisti. TNF-a, Insiilin Reseptdriinde (IR) serin
fosforilasyonunu indiiklerken tirozin fosforilasyonunu inhibe eder. Bu inhibisyon, insiilin
yanitin1 ve NO sentezini bozarak endotel fonksiyon bozulmasma neden olur [90]. Boylece,
adipositler insiilin reseptorii iizerinden insiilin direnci ve kronik inflamasyon sonucu endotel
disfonksiyonu gelismesine yol agarlar.

Kisaca diyabette vaskiiler endoteldeki degisiklikler sonucu olusan endotel
disfonksiyonu,

1-) Ang-II ve ET-1 gibi vazokonstriktdrlerin plazma seviyelerinin artisi,

2-) Trombosit ve 16kositlerin, artan adhezyon molekiil ekspresyonu sonucu vaskiiler endotele
adheranslarinin artmasi ve

3-) NO salinimmin azalmasi ve endotel cevabinin bozulmasi ile karakterizedir.

Bunun sonucunda, vaskuler tonusta ve inflamasyonda artis, doku perfiizyonunun
bozulmasi ve iskemi ortaya ¢ikar.

Diyabetik hastalarda 6nemli bir sorun olan ve endotel ile iliskili diger bir patoloji ise
yara iyilesmesindeki gecikmedir. Saglikli insanlarda yaralanma sonucunda olusan hipoksi,
makrofaj, fibroblast ve epitelyal hiicrelerden vaskuler endotel biiyiime faktoriiniin (VEGF)
salmimina neden olur. VEGF fosforilasyonu uyararak kemik iliginde eNOS aktivasyonuna ve
eNOS da NO artisina neden olur [91]. Artan NO kemik iliginden endotel progenitor
hiicrelerin (EPC) salinmasmi saglar. Yara bdlgesinde olusan iskemi ayni zamanda stromal
hiicrelerden olusan faktor—1 (Stromal cell-derived factor 1=SDF-1) salinimina neden olur
[92]. SDF-1 kemik iliginden salman EPC’lerin yara bdlgesine yonlenmelerini ve
toplanmalarmi saglayarak yara iyilesmesini ve yeni vaskulogenezisi saglar. Diyabetik
hastalarda, kemik iliginde eNOS iiretiminin ve NO yapiminin azaldig1 ve buna bagh olarak da

EPC in kemik iliginden mobilizasyonunun zayifladig1 gosterilmistir [92].
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Sonug olarak; diyabetik siire¢, l6kositlerin kapiller endotele yapismasinin azaldigi,
kemotaksisin, fibroblast apopitozunun bozuldugu, nétrofil hiicrelerin fagositoz islevinin
azaldig1, periferik néropati ve damar yapilarina baglh beslenme bozukluklarinin izlendigi ¢ok
etkenli bir etyopatolojidir. Diyabetli hastalarda bozulan endotel fonksiyonu, diyabetin ileri
evrelerinde ciddi problemler olusturabilen kardiyovaskiiler, renal ve infeksiyoz
komplikasyonlar i¢in en 6nemli faktordiir.

Ozetle, tiim bu basamaklarm herhangi bir noktasinda yetersizligin olmas: konagin
mikroorganizmaya kars1 gelistirdigi savunma sisteminin ilk basamaginin ¢aliymamasina yol
acar. Diyabetik siirecteki bakteriyel adherans ve bakteri-endotel iliskisi, ileri arastirma ve
sagaltim caligmalarm1 gerekli kilar. Diyabetik hastalarin sagaltimi ac¢isindan endotel
fonksiyon bozukluklarinin dnlenmesi ve diizeltilmesi tizerine yeni stratejiler gelistirilmelidir.
2.2.2. Diyabetes mellitusta immun sistem bozukluklar

Diyabetli hastalarda gelisen hiperglisemi, notrofil ve makrofaj fonksiyonlarmni bozar.
Kemotaksi, fagositoz, adherans ve mikroorganizmalarin hiicre i¢i Oldiiriilmesi gibi
fonksiyonlarda bozulma gériiliir. Iyi kontrol altindaki diyabetik hastalarda konak direncinde
infeksiyona egilimi arttiracak devamli bir bozukluk saptanmamistir. Kotii kontrollii diyabetik
hastalardaki l16kosit fonksiyon bozukluklarinin ise iyi kontrol ve insulin tedavisi ile diizeldigi
goriilmiistiir [1].

Notrofil 16kositler bakteriyel ajanlara kars1 konagn ilk savunma bariyerini olusturur.
Bu hiicreler kemotaksi, adherans, endositoz ve hiicre i¢i 6ldiirme fonksiyonlarina sahiptir.
Diyabette nétrofillerin inflamasyon, endotel adhezyonu, inflamasyon bdlgesine migrasyon,
opsonik aktivite, kemotaksis, bakterisidal aktivite, fagositoz ve reaktif oksijen tiirlerinin
iiretimi fonksiyonlar1 bozulur [93].

Notrofiller, fonksiyonlarini yerine getirebilmek i¢in enerjiye gereksinim duyarlar. Bu
enerji % 90-95 oraninda glikozun laktata doniisiimii sirasinda % 3 oraninda Krebs siklusunda
glikoz oksidasyonu ile ve ayrica glutaminin aspartat, laktat, glutamat ve karbondioksite
doniistiiriilmesi ile saglanir. Uyarilan notrofillerin metabolik aktivitesindeki artis, fagositoz
sirasinda 16kosit glikojen konsantrasyonlarinda azalma, oksijen, glikoz kullanimi ve laktat
seklinde ortaya ¢ikar. Glikozun normal metabolizmasi heksoz monofosfat (HMP) santi
yoluyla olur. Diyabette glikolik ve glutaminolitik yolda bozulmalar, nitrik oksit-siklik
guanozin 3’-5’monofosfat yolu aktivasyonu, polyol yolu ile glikoz ve keton cisim artisi,
glikoliz ve glikojen sentezinde azalma, insiilin eksikligi nedeniyle HMP yolunda aksamalar,

diisiik antijen yanit1 mekanizmalari ile notrofil fonksiyonlarinda bozukluk geligir. Polyol yolu
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ile laktat tiretimi azalir, fosfofruktokinaz tiretimi artar, fruktoz-6-fosfat ve fruktoz 2,6 bifosfat

aktiviteleri sonucunda notrofil fonksiyonlarini etkiler.

glucose .
H FFA
gluconolacionc-6-F g FEA
{ JoepnH | K l
Xilulose -8:P G-6-P
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L deexct
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Sekil 5: Glikozun oksidatif fosforilasyonu

Notrofillerde fagositoz swasinda fagozom ve lizozom birlesmesi olur, lizozom
enzimleri mikroorganizmalar1 Sldiiriir. Uyarilan nétrofillerde oksidatif bir patlama meydana
gelir. Bu patlama sonucunda bakterilerin 6ldiiriilmesine katilan superoksit anyonlar1 ve diger
oksijen metabolitleri iiretilir. Superoksit anyon (O,) NADPH oksidaz yoluyla oksijenden
katalizlenir, spontan olarak ya da superoksit dismutaz enzimi yoluyla H,O,’ye ve bu da
notrofil granullerinden myeloperoksidaz salinimi sonucu hipoklorik aside doniisiir.
Hiperglisemiden kaynaklanan serbest oksijen radikallerindeki artis protein glikolizasyonunda
artisa, bu da siklik GMP artis1 tizerinden NO sentetaz aktivitesinde artisa neden olur [94]. Bu
gibi serbest radikaller intraselluler 6ldiirme i¢in gereklidir.

Oksidatif patlama, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)’a bagimlidir.
Polyol yolunda da NADPH kullanilir. Polyol yoluna giren glikoz ve keton cismi arttik¢a
NADPH gereksinimi de artar ve diyabetiklerde intraselluler 6ldiirme icin gerekli NADPH
azaldig1 i¢in bu fonksiyonlarda da azalma goriiliir [23].

Sonug olarak; diyabetik hastalarda NADPH oksidaz aktivitesi yetersizdir ve superoksit

anyon diizeyi de azalmistir [95].
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Sekil 6: Notrofil kaynakli solunumsal patlama dongiisii [96]
(1.NADPH oksidaz, 2.sliperoksit dismutaz, 3.nonenzimatik Fe’ (Haber-weiss
reaksiyonu), 4.miyeloperoksidaz, 5.spontan reaksiyon 6.glutatyon peroksidaz, 7. glutatyon

rediiktaz, 8. G6PD, 9. glutatyon sentetaz)

Diyabetik hastalarm pek ¢ogunda nétrofil l6kositlerde kemotaksi de bozulur. Kapiller
bazal membrandaki kalinlagma, 16kositlerin bakteri invazyonu olan bolgeye ¢ikmasini ve bu
bolgeye ulagsmay1 bagsarmis olan l6kositlere yeterli glikoz ve insulin saglanmasini engeller.
Diyabetiklerde kompleman komponentlerinin miktar ve aktivitelerinde azalma nedeniyle direkt
ve indirekt kompleman yolunda bozukluklar gozlenir. Indirekt kompleman yolunda bozukluk,
Cs aktivasyonuna bagli degraniilasyon bozuklugu, intravaskiiler kompleman artis1 ve
kemotaksis fonksiyon bozukluguna neden olur. Enzimatik olmayan protein katabolizmasi,
keton cisimlerinde, katalizasyon iirlinlerinde ve HbA1C’deki artis, notrofil membran
akigkanhi1 ve migrasyon bozuklugu ile sonuglanir [97]. Ozetle; nétrofillerin mobilizasyon,
kemotaksi ve degranulasyon fonksiyonlar1 olumsuz etkilenir.

Bunlarin disinda diyabet hastalarmin hiicresel ve hiimoral bagisiklik yanitlar1 da
bozuktur. Hiicresel bagisiklikta bozulma, mantar ve diger alisilmamis infeksiyon etkenleri ile
infeksiyonlara duyarlilikta artisa neden olur [93]. Az sayida diyabetik hastalarda yapilan
lenfosit ¢aligmalarinda, tip 1 diyabette bazi lenfosit alt gruplarinda da degisiklikler
saptanmustir. T lenfositlerin toplam sayisinda ve spesifik CDy4 fenotipinde azalma, bunun
sonucunda da CD4/CDg oraninda diigme goriiliir [23]. Bu hastalarda IgA diizeyleri anlaml
olarak yiiksek bulunmustur [98]. In vivo immunizasyon sonrasi asiya spesifik antikor yanit

normaldir [99]. Ancak uzun siiredir tip 1 diyabeti olanlarda hepatit B asisina antikor yanit1
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zay1lf bulunmugtur. [50]. Bu olay, makrofajlarin antijenleri yeterince taniyamamasina bagl
olabilir.

Insulin kullanimu ile hiicre i¢i glikojen sentezi artar; glikoz kullanimi, glikojen sentezi,
laktat artar. Serbest oksijen (O, radikallerinde azalma, sonucta migrasyon kapasitesinde artis
ve notrofilik fagositik indekste artig olur [100]. Bu durum da glikoz bagimli nétrofil
migrasyonu i¢in insuline gereksinim duyuldugunu gdosterir [101]. Hipergliseminin obez
farelerde, notrofillerin intra ve ekstravaskuler kemokinetik aktivasyonunu arttirdig:
goriilmistiir [102]. Ancak yapilan bazi calismalarda hiperinsulineminin normal insan
notrofillerinde in vitro olarak opsonize edilen hedeflerin fagositozunu inhibe edebildigi,
insulinin bu etkisinin de fagositoz i¢in gerekli F-aktin dagilimmi diizenleyen PKCa ve/ve ya
PKCp sinyallerinin aktivasyonuna bagl olabilecegi saptanmistir [103].

2.3. Biyofilm olusumu:

Biyofilm, mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, mikroorganizmalarin herhangi
bir yiizeye, ara ylizeye ya da birbirlerine yapigsmalarin1 saglayan, bliylime oranlar1 ile gen
transkripsiyonuna bagli olarak farkli fenotip gosterebilen ve kendisini olusturan
mikroorganizmalarin i¢inde gomiilii bulunan, ekstraselluler polimerik polisakkarid matriks
yapisidir [104]. Biyofilmlerin varligi derin yer alt1 sular1 ve okyanusun derinlikleri diginda
tim dogal ekosistemlerde saptanmistir. 1930’lu yillardan bu yana yogun olarak arastirilan
biyofilm tabakasi baslica endiistri, gida saglik olmak iizere bir¢cok sektdrde problem
olmaktadir. Infeksiyon hastaliklari ile biyofilm olusturan mikroorganizmalar arasinda kuvvetli
bir iliski vardir [7]. Bu mikroorganizmalar endokardit, periodontit, kistik fibrosis,
osteomiyelit, otitis media gibi hastaliklardan sorumludur [104].

Biyofilmler, hidrate bir matriks i¢cine gdmiilii hiicrelerin olusturdugu c¢ok katmanli,
yiizeye bagli mikrobiyal topluluklardir [12]. Bakterinin yilizeyinde diizensiz sekilde dagilmis
olarak bulunurlar. Bakteriler tercihan olumsuz ortamlarda strese yanit olarak biyofilm
yaparlar [17]. Bakterilerin deneysel uzay yolcugu sirasinda dahi diisiik basingli ortama stres
yanit1 olarak biyofilm olusturdugu saptanmistir [105, 106]. Biyofilmler bakterileri, nem, 1s1,
ph degisiklikleri, oksijen radikalleri, dezenfektanlar ve antibiyotikler gibi degisimlerin
doguracag1 zararlardan korurlar [107]. Ayrica, besinlerin depolanmasini, atiklarin
uzaklastirilmasmi kolaylastirirlar. Bakterilerin kiimeler halinde ve ekzopolisakkarit matriks
icerisinde bulunmalar1 sonucu fagosite edilmeleri giiclesir ve hiimoral immun sistem
bilesenlerinin bakterilere ulagsmasi engellenmis olur [8].

Biyofilm i¢inde yasamak mikroorganizma icin avantajlidir. Oncelikle matriks, hem

fiziksel giiclere hem de kimyasal saldirilara karsi (hidrojen peroksit ve klorin gibi) koruyucu
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bir bariyer saglar [108]. Biyofilm i¢indeki bakteri, bircok antibiyotik tarafindan 6ldiiriilmeye
direnclidir ve fagositoza direng gostererek immun sistemden kagar [13-15]. Bu nedenle kronik
biyofilm infeksiyonlar1 antibiyotiklere, antikor ve fagositler gibi konak¢i temizleme
mekanizmalarina direnglidir [11,109]. Bundan baska, matriks kiigiik molekiillerin biyofilm
disina difiizyonunu yavaglatir, metabolik degisim ic¢in uygun ortam hazirlar. Bu doniisiim,
farkli nutrisyonel gereksinimlere sahip birgok tiir ya da susun biyofilm i¢inde bir arada
olmasina izin verir [12,110].

Tiim biyofilmlerin biiylik boliimii (% 73-98 ) hidrate sekildedir [111]. Matriks i¢indeki
diger bilesenler ise % 1-2 ekzopolisakkarit, % 1-2 globiiler glikoproteinler ve diger proteinler,
% 1-2 niikleik asit, lipit ve fosfolipitlerdir. Polisakkarit, protein, deoksiriboniikleik asit (DNA)
ve sudan olusan ekstraselliiler matriks biyofilm hiicrelerinin tutunmalarini saglar. Yiizeye
iyice tutunan bakteri burada c¢ogalir. Ekzopolisakkarit iiretimi, organizmanin yiizeye
doniisiimsiiz olarak tutunmasi i¢in gereklidir ve bu, biyofilm olusumunun gdstergesidir. EPS,
jel ya da viskoelastik davranig sergileyebilir. Bdylece biyofilm yapist protein, kalsiyum
iyonlari, polisakkaritler ile daha da saglamlasir [7]. Biyofilm olusumu sonras1 sesil hiicreler
tarafindan sentezlenen ekzopolisakkarit matriks, biyofilme viskoelastik bir yap1 kazandirr.
Bakterilerin uygun kosullarmnin oldugu ortamlarda olusturduklar1 biyofilmler kirilgan bir
yapiya sahipken, uygun olmayan kosullarda tirettikleri biyofilmlerin viskozitelerinin arttig1 ve
mekanik kirilmalara dayanikli olduklar1 gosterilmistir [11].

Biyofilmin yapis1 saf kiiltlirler igin tiire, coklu kiiltlirler i¢cin substrata Ozgiildiir.
Polisakkarit yapidaki bu matriksin yogunlugu ve genisligi sadece hiicresel ve hiicresel olmayan
yapilar arasinda degil, ayn1 zamanda etrafindaki akis orani, farkl tiirlerin say1 ve tipine baglh
olarak degisiklik gosterir [7].

Biyofilm olusumu i¢in gerekli olan bakteriyel bilesenlerin iiretimi ¢esitli genler
tarafindan kontrol edilir [18]. Bu da biyofilm olusumunun spesifik genler tarafindan
diizenlendiginin en onemli gdstergesidir [112]. Biyofilm olusumunda genlerin rolii en iyi
P. aeruginosa’ da yapilan calismalarda gosterilmistir. Ornegin, Davy ve O’Toole
P. aeruginosa’ da biyofilm yapimmin LASr, rHLr, gACa, rPOs, Crc ve PvrR gibi
diizenleyiciler araciligi ile kontrol edildigini belirtmislerdir [113]. Biyofilm olusumunda
gerekli bir diger gen olarak tanimlanan PA3707’nin de bir alkol dehidrogenaz ya da
oksidorediiktaz enzimini kodladig: diisiiniilmektedir [18]. Son zamanlarda P.aeruginosa’ da
biyofilm yapimmu icin gerekli alginik asit sentezinin de algACD gen kiimesi tarafindan
kodlandig1 iizerine ¢alismalar mevcuttur [108,114]. E. coli’ de de kolanik asit sentezinde

gorevli csgd geni tanimlanmustir [107]. Bu genlerin ekspresyonu farkli ¢cevresel uyaranlardan
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etkilenir ve ompR ve rpo S tarafindan diizenlenir [115]. E. coli’ nin besin azlig1, osmotik stres,
asidik ortam, 1s1, oksidatif DNA hasar1 gibi stres faktorlerine olan hiicresel cevabi rpoS
tarafindan kodlanan sigma faktoriiniin kontrol ettigi genler ile saglanir.

2.3.1. Bakteriler neden biyofilm olustururlar?

2.3.1.a. Savunma: Biyofilm olusumunda strese yanit

Biyofilmler, kan akimi ve salgilarin yikayici etkisi tarafindan olusturulan gerilme
kuvvetleri gibi fiziksel kuvvetlere direnglidir. Biyofilm icindeki organizmalar besinsel
eksikliklere, pH degisikliklerine, oksijen radikallerine, dezenfektan, antibiyotik gibi
antimikrobiyallere ve fagositoza karst koymada planktonik hiicrelerden daha basarilidirlar.
Mikroorganizmanin karbonhidrattan zengin polimerler (kapsuler polisakkaritler ve
ekzopolisakkaritler) iceren matriks yapist biyofilm olusumu i¢in ¢ok Onemlidir [112].
Biyofilm yapisindaki ¢ogu ekstraselluler polisakkarit, suda ¢ozebilir 6zellikte degildir ve
hiicrelerden kolay ayrilamazlar. Bu da EPS igeren yapigkan matriks yapist ile birlikte
biyofilmin direncini arttirir [107,112]. Agregasyon ve biyofilm yapisindaki rolii nedeniyle
EPS, bakteriyi gerilim olusturan gii¢lerden ve inflamatuvar hiicrelerin fagositozundan korur
[111].
2.3.1.b.Adhezyon ve kolonizasyon:

Bakteri, yasamak ve gelismek i¢in gerekli besin, su, O, ve 1s1 gibi ihtiyaglar1 diger bir
hiicre ilizerinden temin etmek, bu nedenle de hiicreye tutunmak zorundadir.

Bakteriler viicutta kalmak i¢in bircok farkli mekanizmaya sahiptirler. Konagin
ekstraselliiler matriks proteinlerine baglanan bakteriyel ylizey proteinleri (fibronektin,
fibrinojen, vitronektin ve elastin), mikrobial yiizey komponentini taniyan adheziv matriks
molekiilleri (MSCRAMM) olarak tanimlanir ve bakterinin konakgidaki solid ylizeylere
adheransinda anahtar rol oynar [112,116]. Bu adherans sonrasi1 ¢ogalan mikroorganizmalar,
yapistiklart yiizeyde koloni olustururlar. Bu asamada bir bakteri hiicresi yiizeyde koloni
olusturduktan sonra (ilk koloni) ayn1 yiizeyde diger bakteriler de koloni olusturur (ikincil
koloni). Boylece biiyiiyen ve cogalan bakterilerin olusturdugu biyofilm tabakasinda da
genisleme gozlenir. Buna karsin, biyofilm olustugunda, bakteri populasyonunda adhezin ve
motilite faktorlerinin salinimi baskilanir. Bu durum, adhezin, pili ve flajellalarin baslangictaki
baglanmada esas rolii oynadigini ve biyofilm gelistiginde proteinlerin ekspresyonunun inhibe
oldugunu diistindiirmektedir [107].
2.3.1.c.Yasanabilir cevre gelistirme:

Ortamdaki glikozun bakteriler tarafindan kullanilabilir olmasi, mikroorganizma

tarafindan eksprese edilen EPS ve biyofilm miktarmi arttirir. Karbon katabolitleri, konakta
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yapismis bakterinin gen diizenlenmesini uyararak biyofilm olusumunu indiikler. Bu sayede
bakteri konakta uygun ortam olusturarak kendisi i¢cin yasanabilir ¢evre gelistirmeye calisir
[117].

2.3.1.d. Topluluk Olusturmak:

Bakterilerin ortama adaptasyonu sirasinda sergiledikleri ortak tutum, biyofilm
olusumu sirasinda da gozlenir. Bakterilerin biyofilm olusumu ya da uygun uyaranlar altinda
serbest hale geg¢meleri, ortama uygun olarak sunduklari genler aracilifiyla olur. Tim
bakterilerin c¢evre faktorlerine ayni yanit1 vermis olmalar1 ve fenotipik degisiklikler
sergilemeleri toplu halde yagamlarinin bir gdstergesidir [10].

2.3.2. Bakteriler nasil biyofilm olusturur?

Mikroorganizmalar dkaryot hiicreye adherans sonrasinda uygunsuz kosullar (nem, 1s1,
ph degisiklikleri, besin eksikligi, oksijen radikalleri, dezenfektanlar vs. ) altinda algiladigi
tehditler sonucunda, bir seri genin aktivasyonunu saglayarak biyofilm olustururlar. Bu genler
sadece biyofilm olusturmakta degil, adhezyonun indiiksiyon / inhibisyon, quorum sensing,
hiicre duvar yapimi, metabolizma olaylarinda da etkilidirler. Bu genler yapisal olarak var
olabildigi gibi diger mikroorganizmalar tarafindan da aktarilma 6zelligine sahiptirler ve bir
kism1 biyofilm olusumunu arttirirken bir kismi da azaltirlar.

2.3.3. Biyofilm gelisim asamalar:

Bir biyofilmin olusmasi i¢in gerekli olan ortak bilesenler mikroorganizma, glikokaliks
ve yiizeydir [111]. Biyofilm olusumu, mikroorganizmanin bir yiizey ile karsilastiginda
genetik olarak belirlenmis bir seri siireci izlemesi sonucu geligir. Biyofilmler tek bir
mikroorganizma tiirli tarafindan olusturulabildigi gibi, birden fazla tiiri de yapisinda
barmdrrabilir. Farkli tiirlerde olugsan biyofilmlerde her tiir kendi mikrokolonisini olusturur
[118].

Bakteri yiizeyle karsilastiginda ilk olarak giigsliz ve gecici bir baglanma olusur.
Fizikokimyasal kosullar uygun ise bunu, kolonize olunan yiizeyin ve bakteri hiicre yiizeyinin
ozelliklerine bagli olarak irreversibl baglanma izler. Irreversibl baglanma sirasinda tek
tabakali hiicreler ylizeye sertce baglanarak sekil alirlar. Bunu mikrokoloni geligimi izler ve
sonunda matiir biyofilm olusur. Sistemin yapisina, mikroorganizmanin tiiriine ve g¢evresel
faktorlere bagl olarak bir biyofilmin olusmasi birkac saat ile birka¢ hafta arasinda degisir
[118].

Kosullar uzun siire uygun gitmezse hiicreler biyofilmden ayrilarak planktonik yasama

geri donebilir [12]. (sekil 7)
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1- Bakterinin ylizeye reversibl adheransi

2- Bakteri ekzopolimerik yapilarla yiizeye irreversibl olarak adhere olup
motilite i¢in gerekli olusumlar1 kaybetmesi.

3- Biyofilmin ilk olugsma dénemi

4- Biyofilmin tamamen olgunlasarak kompleks yapiy1 olusturdugu dénem
5-Olusan mikrokolonilerden haraketli bakterilerin ortama dagilimi

Sekil 7: Biyofilm gelisim agamalar1

2.3.3.a. Yiizeyi algilama ve tutunma:

Mikroorganizmlar gelisim evrelerine gore planktonik ve yerlesik (sesil) olmak iizere
iki gruba ayrilabilir. Planktonik hiicreler bireysel olarak serbest yasarlar. Yerlesik hiicreler ise
bir yiizeye tutunup bir araya gelerek topluluk halinde fonksiyonlarmni gerceklestirirler.
Bakterilerin yiizeye tutunmalar1 doniisiimlii (non-spesifik) ve doniisiimsiiz (spesifik) olarak iki
basamakta incelenebilir [8,9].

i-Doniisiimlii tutunma:

Dontigiimlii tutunmada bakteri hiicresi ylizey ile tam olarak temas edememekte ancak
bakteri hiicresi ile ylizey arasinda elektrostatik giigler, hidrofobik etkilesimler ve Van der
walls baglar1 gibi zayif etkilesimler meydana gelmektedir [9]. Bunlarm i¢inde en dnemlisi
hidrofobik etkilesimlerdir [119]. Doniisiimli tutunma gevsek bir baglanmadir ve olugsmasi
icin Oncelikle bakteri ile yiizey yeterli yakinliga (< 1 nm) ulasmalidir. Bundan sonra
adhezyon, her iki yilizeyin ¢ekim ve itme giicline bagl olarak gelisir [10,108]. Hiicreler bu
fazda durulama gibi basit yikama iglemleri ile kolayca uzaklastirilabilirler [7].
ii-Doniisiimsiiz tutunma:

Bakteri, ylizeyindeki piluslar, fimbria ve fibriller gibi ligandlar ile okaryot

hiicrelerdeki spesifik ligandlara spesifik ve irreversibl olarak baglanir [10]. Bu baglanmada
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yiizeyle kisa mesafeli etkilesimler olan dipol-dipol etkilesimi, hidrofobik etkilesimler, iyon-
dipol etkilesimi, iyonik ve kovalent baglar ve hidrojen etkilesimleri rol oynar. Doniisiimsiiz
tutunmada hiicrelerin ylizeyden uzaklastirilmas: fircalama, kazinma gibi gii¢li islemlerin
yapilmasini gerektirir [7]. Biyofilmin olgunlagsmasi bu baglanma sonrasi baslar.

Hareketli ve hareketsiz bakteriler kolonizasyon icin farkl: siiregler kullanirlar. Bakteri
hiicreleri flagella ve pili gibi organelleri ile ve EPS olusturarak yiizeylere doniisiimsiiz olarak
baglanabilirler [120]. Bununla birlikte, flagella ve fimbria (veya pili) gibi ekler ve ayni sekilde
yiizey molekiilleri (lipopolisakkarit, lipoproteinler, membran proteinleri, lektin, ligand ve
adhezinler vb.) gibi yiizeyle iliski kuran yapilar tiim bakterilerin yilizeye baglanmasinda rol
oynarlar [108,119].

1- Hareketli bakteri:
a) Flagella:

Cesitli bakteri tiirlerinde genetik taramalarda, flagellanin baglanmay: baslatmada
gerekli oldugu ve biiyiik oranda hizlandirdig1 gésterilmistir. Ornegin, flagellasiz ya da
flagellas1 paralize olmus mutant E. coli K 12’ nin polivinilklorid (PVC) yiizeye baglanmada
yetersizlik gosterdigi saptanmistir [121]. Korber ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada mutant ve
vahsi-tip mikroorganizmalar1 karsilastrmis ve Gram-negatif bakterilerde flagella varliginin
yiizeye tutunmayi arttirdigmni gostermislerdir [122]. Flagella yoklugunda bazi baglanmalar
gerceklesse de, dogal suslarda 12 saatin lizerinde baglanmada gecikme goriilebilir.

Flagellalarin yiizeyi tanima ve baglanmay1 kolaylastirmas ile ilgili olarak; flagellanin
alt tabaka ile bakteri hiicre ylizeyi arasindaki itici elektrostatik gii¢lerin asilmasma yardimci
olarak adhezyon i¢in gereken enerjiyi azalttig1 diisliniilmektedir [121, 123].

b) Fimbria / Pili :

Bakteriler birbirlerine ve yiizeye yapismak i¢in ¢esitli fimbria ve pilileri kullanirlar.
Ornegin; V. cholerae’ da cesitli canli ve cansiz yiizeylere baglanma i¢in mannoza duyarli
hemagliitinin (MSHA) tip IV pili, V. cholerae El Tor i¢in mshA [124] ve E. coli K-12 tip 1 pili
nin [121] baglanmada 6nemli pililer olduklar1 bilinmektedir. E. coli ‘de konjugatif pili
ekspresyonu, nonspesifik hiicre-hiicre ve hiicre-ylizey etkilesimleri {izerinden adhezyonun
baslamasmi hizlandirir. Bu durum E.coli” de adhezyon i¢in flagella, tip 1 pili ve Ag43’iin ne
kadar gerekli oldugunun bir gostergesidir [126]. P. aeruginosa i¢in de tip 4 pilinin varligi
biyofilm i¢in baslangi¢c adhezyonunda gereklidir. Ancak buna tezat olarak, O’Toole ve Kolter,
abiyotik ylizeylere baglanmanin tip 4 pilinin olmadig1 P. aurigunosa suslarinda daha iyi
oldugunu saptamislardir [127]. Buna gore tip 4 pili aracili yiizeye baglanma biofilm olusumu

icin 6nemlidir ancak tip 4’{in buradaki rolii ¢cevresel faktorler ile degisiklik gosterebilir [112].
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Ozellikle Gram-negatif bakterilerde konjugatif pili sentezi icin gerekli genlerin
ekspresyonunun direkt olarak biyofilm olusturma yetenegi ile iliskili olmalari, adherans ile
baslayan biyofilm olusumunda bir seri iyi diizenlenmis genetik aktivasyonun birbirleri ile ne
kadar iligkili oldugunu gostermektedir [12].

¢) Ekzopolisakkarit:

Yiizeye tutunan hiicreler, bakteri hiicre zarmdaki proteinlerin uyarimi sonucunda
ekzopolisakkarit yapida materyal sentezlemeye baslar ve bu da hiicrelerin birbirine ve yiizeye
tutunmasin1 saglar. Ekzopolisakkarit ayni zamanda bakterinin olumsuz ¢evre kosullarindan
korunmasini da saglamaktadir [118].

Moorthy ve Watnick karbon kaynagi olarak aminoasit igeren ortama baglanmada
tamamen eksiklik gdsteren bir mshA4 mutantinin, ortama mannoz eklendigi zaman baglanmaya
basladigin1 gostermislerdir [128]. Mannoz eksikliginde EPS sentezinden sorumlu gen
baskilanmaktadir. Mannoz eklenmesi ile EPS sentezine yol agan gen ekspresyonu uyarilir,
tutunma ve biyofilm olusumu i¢in siire¢ baslatilmis olur [128].

2- Hareketsiz bakteri:

Hareketsiz bakterilerde biyofilm gelisimi, hareketli bakterilerle benzer asamalari izler.
[k olarak yiizeye kararli baglanma gerceklesir, bunu EPS sentez ve sekresyonu ile matiir
biyofilm olusumu izler [12]. Hareketsiz bakterilerde biyofilm olusumu c¢ogunlukla,
implantlarla ilgili bir¢ok infeksiyondan sorumlu patojenler olan S. aureus ve S. epidermidis’te
incelenmistir.
2.3.3.b. Kolonizasyon:

Yiizeye tutunan bakteriler boliiniip ¢ogalarak biyofilmin en kiigiik organizasyon birimi
olan mikrokolonileri olusturur. Bu mikrokolonilerin iizerine ortamdaki planktonik bakteriler
de yapisinca kolonizasyon saglanir [118].
2.3.3.c. Kopma:

Biyofilmin {ist kisimlarindan kopan hiicreler yeni odaklarda biyofilm olusturabilir.
Biyofilm olustuktan sonra bakteride genetik diizenlenme sonrasi hareketi saglayan flagella
sentezlenir, st taraftan kopma gergeklesir ve kopan planktonik hiicreler yeni biyofilm
odaklarmi1 olusturmak iizere ayrilir. Bu siire¢ dengeye oturunca, siirekli hal kazanir [130].
2.3.4. Biyofilm mimarisi ve yapisi:

Matiir biofilm, c¢esitli mikroskobik metodlarla gosterilen kompleks bir mimariye
sahiptir. Mikrobiyal hiicreler ve EPS biyofilmin ana iskeletini olusturur [111]. Biyofilm ti¢
boyutlu, EPS ile ¢evrelenmis, su kanallar1 ve ¢ok katli bakteri tabakalar1 iceren bir yapidir
[131]. EPS vyapis1 kimyasal ve fiziksel olarak degiskenlik gosterse de Oncelikli olarak
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polisakkaritlerden olusur ve biyofilmin toplam organik karbon kaynagmin % 50- % 90’lik
boliimiinii  barindirarak ana maddeyi (matriks) olusturur [132]. EPS’yi olusturan
polisakkaritlerden bir kismi dogal, bir kismi da anyonik yapidadir. Uronik asitlerin
(D-glukuronik, D-galakturonik ve mannuronik asitler) ya da ketal baglantili piruvatlarin bu
yapiya anyonik ozellik kattigi bildirilmistir. Bu 6zellik kalsiyum, magnesium gibi divalan
katyonlarin polimerlerle etkilesime girerek biyofilm yapisininin giliglenmesini sagladigindan
onemlidir [131]. Biyofilmde Gram- pozitif bakterilerin varliginda EPS katyonik yap1 gosterir

ve ana yapi teikoik asit ve proteinden olusur [133].

Biyofilmde fiziksel ve biyolojik yap1 ¢oklu i¢c ve dig faktorlerin etkilesimi ile
diizenlenir ve bu fiziksel yap1 EPS ile baglantiidir. EPS gel ya da viskoelastik davranig
sergileyebilir ve bu fazlara gecisinde protein, kalsiyum (Ca*?) iyonlari, polisakkaritler ile yap1
daha da saglamlastirilir [131,133,134]. Tabakali yapi alttaki hiicreleri stabilize ederek
antibakteriyel direng ve oksijen kullanimini saglar [134,135].

Biyofilmde EPS dagilimi homojen degildir [136,137]. EPS yiiksek seviyede su igerir
ve yapisinda hidrofobik ya da hidrofilik kisimlar barindirir [131]. Lawrence ve arkadaslari
yaptiklar1 bir caligmada, her biyofilmin derinlik, yap1 ve hiicresel olmayan materyal oraninin
farklilik gosterdigini, buna karsilik tim biyofilmlerde su kanallarmin bulundugunu
saptamiglardir [138]. Biyofilm yapisindaki sivi akisi sonucu olusan su kanallar1 heterojen
besin maddesi, oksijen hatta antimikrobiyal madde dagilimini saglar [139].

EPS miktar1 biyofilm yasiyla dogru orantili olarak artar. EPS metal iyonlari, divalan
katyonlar, protein, DNA, lipid gibi makromolekiillerle etkilesime girebilir [131]. Biyofilm yap1
ve mimarisini, 6zellikle ¢evresel besin varlig1 olmak iizere birgok faktor etkiler. EPS sentezi
karbon, nitrojen, potasyum veya fosfat gibi besinlerin varligina baghdir. Karbon fazlalig1 ve
diger besinlerdeki smirlilik EPS sentezini arttirabilir. Ek olarak yavas bakteriyel biiylime EPS

tretimini arttirabilir [131]. Demir varliginda EPS, viskozite artis1 veya jellesme gosterir
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[140]. Besin varliginda biyofilm olusumunun artisina tezat olarak, Bacillus subtilis ve
E. coli’de matiir biyofilm derinligi yikim {iriinlerinin baskilamasi ile azaltilir. Bu da besinden
zengin ¢evrenin, bu bakterilerin biyofilm olusturmas: agisindan avantajli olmadigni
diistindiirmektedir [141,142].

Bunlarin disinda, konak¢1 ve ¢evreden kaynaklanan partikiiller biyofilm mimarisine
katilabilir. Canli sistemlerde zaman igerisinde eritrosit ve fibrin katilimi ile besince daha
zengin ve daha stabil bir biyofilm olusumu goriiliir [109].

Biyofilmin karbonhidrattan zengin yapisinda bir aminoseker grubu olan siyalik asit de
bulunur. Siyalik asit, organizmalarda, vertebralilarda ve tiim memelilerin dokularinda
glukokonjugatlar seklinde mevcuttur ve hiicre ylizeyine negatif yiik verir [143,144].

Yapilan c¢aligmalarda siyalik asitin; glikoproteinlerin ve hiicre membranlarinin
uyumunu stabilize ederek, hiicrelerin birbirini tanimasina, hiicreler arasi iliskiye ve
transmembran tasima mekanizmasma yardim etme, doku ve viicut sivilarinda kimyasal
haberci olarak gorev alma, antikorlar, enzimler ve mikroorganizmalar igin reseptor
molekiillerinin fonksiyonlarin1 ve kan dolasimindaki glikoproteinlerin yasam siiresini,
fonksiyonlarin1 ve stabilizasyonlarini etkileme, glomeriil bazal mambran gegirgenligini
kontrol etme ve immun sistem hiicrelerinin iliskilerini diizenleme gibi gorevleri mevcuttur
[145]. Bunlarin yaninda reseptor-ligand ve hiicre-hiicre iligkisinde de fonksiyonlari
bulundugundan siyalik asidin hiicre yiizeyindeki miktari; hiicrenin deformabilite, motilite ve
adhezivligi gibi 6zelliklerinde 6nemlidir [146].

Yapilan adherans c¢aligmalarinda siyalik asidin bir¢cok virus, bakteri ve protozoada
bulunan ve hiicre yiizeyi glukokonjugatlarinin uzaklasmasini saglayan néraminidaz ile [147]
miidahale edilmesi sonrasi notrofillerin adheransinda artis oldugu [144], biyofilm olusturan
S. aureus’un ndraminidaz ile muamelesi sonucu yilizeye adheransinda azalma oldugu
saptanmustir [148].

Sonug olarak, siyalik asidin bakteri adheransinda 6nemli bir hedef molekiil oldugu ve
bu konuda yapilacak ¢aligmalar sonucu bircok ciddi infeksiyonun olusumunun engellenmesi
ve tedavisinde hedef molekiil olabilecegi diisiiniilmektedir.

2.3.5. Biyofilm ekolojisi:

Biyofilmin en kiiciik birimi mikrokolonidir [109]. Mikro kolonideki hiicrelerin

yakinlig1 besin maddesi sentezi, gen degisimi ve Quorum Sensing (cogunlugun algilanmasi)

icin ideal ortam saglar.
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2.3.5.a. Gen transferi:

Bakterilerin genetik yapisinda meydana gelen degisiklikler hiicrenin bulundugu ortam,
hiicrenin diger hiicrelerle etkilesimleri ve kendi i¢lerindeki degisimlere bagl olarak cesitlilik
gosterir [136] . Mikroorganizmalar aras1 genetik materyal degisimi;

1. Plazmidler ve konjugasyon
2. Transformasyon

3. Transduksiyon

4. Fiizyon

5. Supresyon

ile saglanabilir.

Biyofilmin ekstrakromozomal DNA (plazmid) degisimi icin ideal yapi oldugu,
konjugasyonun biyofilm hiicrelerinde, planktonik yapidakilerden daha fazla goriildiigii
bildirilmistir [149,150]. Ghigo ve ark. konjugasyona hazir plazmid igeren bakterilerin,
biyofilm olusturmaya yatkin oldugunu 6ne stirmiistiir [125]. E.coli’ye ait F plazmidinin aktive
olarak sentezlettigi F konjugatif pilusunun, hem hiicre yiizeyi hem de hiicre ile baska bir
hiicre arasinda yapisma faktorli oldugu ortaya konmustur. Dondr hiicrelerden, alict hiicrelere
aktarilan DNA yapisinda patojenite, toksijenite, antibiyotik ve dezenfektan direncini kodlayan
genler olabilecegi, buna bagl olarak, biyofilmin antibakteriyellere karsi gelisen direncin
yayilmasinda 6nemli rol oynayabilecegi iddia edilmistir.
2.3.5.b. Cogunlugun algilanmasi (Quorum Sensing):

Bakteri biyofilm olusumunu hiicreden hiicreye yollanan iletisim sinyalleri araciligiyla
kontrol eder. Bu sinyal sistemi “quorum sensing” olarak adlandirilir [151].

Bakteri ¢evredeki kosul degisikliklerinde metabolizmasinda degisiklikler yaparak
adaptasyon gelistirmeye ve bunun i¢in bir¢ok genin kontroliinii saglamaya ¢alisirken bu sinyal
sistemini kullanir [152]. Bakteri populasyonu, bu hiicreler arasi iletisimi saglayan
mekanizmada, hiicreler arasi sinyal verirken kii¢lik yayilabilir “auto-inducer” molekiilleri
olusturur ve ekstraselliiler ortama salgilarlar. Bu sinyal molekiil konsantrasyonunun artisi ile
birlikte bakteriler digerlerini sayabilir, biyofilm olusumuna yonelik bir dizi islem baglatabilir
ve ve buna gore hedef gen ekspresyonunu degistirebilirler [151,153-155].

Biyofilm i¢indeki bakteriler, yiiksek hiicre yogunlugu ve sinirli besin nedeniyle yavas
gelisir [16]. Buna dayanarak “quorum sensing” kavrami ”~ minimum populasyon birimini
algilama” olarak ifade edilebilir [156]. Bu hiicreler arasi sinyal mekanizmasinin geligim,
spor olusumu, antibiyotik direnci, virulans faktér olusumu, sekonder metabolit iiretimi,

yiizme ve kiimelenme hareketi, konjugal plazmid transferi, hiicre ayrimi ve patojen bakteri
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infeksiyonlar1 fonksiyonlarda diger fiziksel olaylarla birlikte mikroorganizmanin beslenme
degisimini diizenledigine inanilir [153,156]. Bu sinyaller sayesinde bir odakta toplanan
mikroorganizmalar biyofilmin temelini olusturur.

Quorum sensing (QS) sistemi iki 6rnek grupta siniflandirilabilir [155].

1. LuxI/LuxR tip QS (Gram negatif bakterilerde)

2. Oligopeptid / iki bilesenli QS (Gram pozitif bakterilerde)

Gram-negatif bakterilerde tiirden tiire quorum-sensing mekanizmasinda “ag¢il homoserin
laktonlar (AHLs)” etki eden ana molekiildiir ve biyofilm mimarisini etkiledigi gosterilmistir
[158,159]. Gram-negatif bakterilerde AHL ler, Lux I protein ailesi, Lux R ve “autoinducer”
yapilar1 quorum sensing sisteminde rol alan diger yapilardir [156,158,160-162].

Her Gram-negatif bakteri tiiriiniin tirettigi AHL’ler sonucunda da sadece ayni tiiriin
tiyeleri bunu taniyarak yanit verir. Sabit hizla {iretilen AHL ler esik konsantrasyonda gen
ekspresyonunda degisikligi uyarirlar [163].

Gram- negatif bakterilerin tersine, Gram- pozitif bakterilerde AHL-aracili quorum
sensing kullanimi gosterilmemistir [155]. Gram-pozitif bakteriler quorum sensing igin
“autoinducing peptidler (AIPs)” yapilarini kullanirlar [151,164].

Acyl-Homoserine Lactone (AHL) , siklik dipeptidler sistemi bir grup Gram-negatif
bakteride, otoindiikleyici 2 sistemi (Al-2) Gram- pozitif ve Gram- negatif bakterilerde, peptit
baglantili sistem ise Gram- pozitiflerde tanimlanmistir [163]. AHL’in diger quorum-sensing
ajanlarindan farkli olarak, kolonizasyondan da sorumlu oldugu ortaya konmustur [166].

Yapilan bir ¢alismada P. aurigunosa ’nm insan akciger hiicrelerinde acyl-homoserine
lactone bagimli quorum sensing sinyallerinin tam tanimlanamamis konak hiicre ile iliskili
faktorler tarafindan inaktive edildigi goriilmiistiir [167]. Akciger hiicresinde P. aurigunosa
‘nin quorum sensing sinyallerinin immun sistem tarafindan inhibisyonuna ragmen mi
biyofilm olusturabildigi yoksa quorum sensing sinyallerinin biyofilm olusumundaki 6nemi
nedeniyle mi immun sistem tarafindan hedef alindiginin yaniti1 net degildir [107]. Ancak
biyofilm olusumu sirasinda quorum sensing mekanizmasinin gorev aldigi bilinmektedir.

Ozetle quorum sensing sisteminin bakteriye getirdigi bircok avantaj vardir. Bu sistem
sayesinde bakteri, davraniglarmi koordine ederek besin kaynaklarina adaptasyon gelistirir,
ayni1 besin i¢in yarisan diger bakterilere karsi savasabilir, en 6nemlisi de infeksiyon sirasinda
virulans faktorlerinin regulasyonu sonucu konakta immun yanittan kacabilir.
2.3.5.c. Konak savunmasindan korunma mekanizmalar:

Biyofilmler dogalar1 geregi konak savunmasindan ve antibiyotiklerden korunurlar.

Biyofilm matriksi, biyofilm bakterilerinin konak savunmasindan korunmasinda anahtar rol
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oynar [168]. Shiau ve Wu, S. epidermidis tarafindan firetilen ekstraselliiler biyofilmin,
makrofaj fagositik aktivitesine engel oldugunu saptamiglardr [169]. Meluleni ve
arkadaslarinin ¢aligmasinda, kronik kistik fibrozisli hastalara ait opsonik antikorlar, biyofilm
mikrokolonilerinde gelisen bakteriyel hiicrelerin fagositozu ve eliminasyonunda etkisiz
kalmistir [170]. Yasuda ve arkadaslari, biyofilm icinde gelisen E. coli hiicrelerini, fagositoza
duyarli biyofilm dis1 bakteriler ile siispanse etmis ve in vitro olarak insan notrofil
l6kositlerinin 6ldiiriicii aktivitesine karsi daha az duyarli olduklarini saptamislardir. Buna
dayanarak fagositoza direngteki artigin, biyofilm bakterilerinin notrofil 16kositlerdeki oksijen
ile 6ldiiriilmeye direngli tiirler sonucu ortaya ¢iktigi hipotezini 6ne siirmiislerdir. Bu sonuca
gore; medikal araglar veya kronik infeksiyonlardaki biyofilmlerden ayrilan organizmalar
immun sistemi agarak infeksiyon olusturmaya daha hazirdirlar [171].

2.3.5.d. Biyofilm ve antibiyotik direnci:

Dogal ve kazanilmis immun yanit1 saglam bireylerde dahi biyofilme bagli
infeksiyonlar nadiren diizelir. in vivo olarak antibiyotikler, bagli populasyondan dokiilen
serbest bakterileri Oldiirerek infeksiyon semptomlarini baskilayabilirler, ancak halen
biyofilme goémiili olan bakteriyel hiicreleri eradike etmekte yetersizdirler. Biyofilm,
antibiyotik tedavisi sonlandirildiginda infeksiyonun tekrari i¢in bir odak olusturur. Biyofilm
infeksiyonlari, kolonize yiizeyin cerrahi olarak ¢ikarilmasina kadar siklikla tekrar eder [14].

Biyofilm i¢inde mikroorganizmalari barindiran korunakli bir yapidir. Biyofilm
tabakasi1 icindeki bakteriler antimikrobiyal ajanlara, planktonik sekillerine goére 200-500 kat
daha direnglidir [118]. Biyofilmin dogal yapis1 nedeniyle mikroorganizma antimikrobiyal
ajanlara (antibiyotikler, dezenfektanlar ve germisidler) kars1 kalitimsal ya da kazanilmig bir
direng gelistirmistir [104]. Bakterinin biyofilm olusturarak yiizeye yapismis formu (sesil) ile
siispansiyon formu (planktonik) arasinda antibiyotik duyarliligi farkhidir [172,173]. Biyofilm
tabakasi i¢indeki bakteriler sivi ortamda serbest iireyen bakterilere gore dezenfektanlara 10-
100 kat daha direnglidir. Herhangi bir sekilde antimikrobiyal ajanlara direngli olmayan bir
mikroorganizma biyofilm olusturunca direngli hale, biyofilmden ayrildiginda ise duyarli hale
dontigebilir [168,174]. Bu yolla olusan diren¢ mekanizmasinda glikokaliks bilesimi, hiicre dis1
enzimler, besin sinirlamasi, dezenfektanin hiicreye ulasmasinda zorluk gibi ¢esitli faktorler
varsayilmaktadir.

Biyofilmlerin antibiyotik direnci olusturmasinda bilinen diren¢ mekanizmalari;
Ornegin enzimatik inaktivasyon, atim pompalari, ila¢ hedefinde mutasyon gibi mekanizmalar
primer sorumlu faktorler olarak goriilmemektedir [118]. Biyofilmin antibiyotik direnci

olusturmasinda en az 3 mekanizma su¢lanmaktadir [11,13, 104,108]:
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1. Molekiiler filtre: Bakteriyel biyofilmlerin antibiyotik direncinde ilk hipotez,
antibiyotiklerin biyofilm icine yavaslamis ya da yetersiz gecisidir [14]. Antimikrobiyal
ajanlar etkilerini gosterebilmek icin Oncelikle biyofilm matriks i¢inden diffiize olmalidir.
Matriks icindeki ekstraselliiler polimerik maddeler molekiillerin gecisi i¢cin bariyer gorevi
goriir. Bu engelleme siklikla antibiyotigin biyofilm komponentlerine baglanmasi sonucu
artaya cikar.

Biyofilm i¢indeki osmotik ¢evre degisiklikleri osmotik bir strese yol acip bakterideki
porin yapisinda ve miktarinda degisiklige neden olabilir. Boylece osmotik stres yanit1
indiiklenir [175]. Boyle bir yanit porinlerin oranini degistirip hiicre zarfinin antibiyotiklere
gecirgenligini azaltarak antibiyotik direncine katkida bulunabilir[14]. Bu durumda &zellikle
beta-laktam grubu antibiyotiklerin hiicre i¢ine girisi kisitlanir. Genel stres yanit1 bakteride “Q
faktor” olarak bilinen RpoS geninin ekspresyonuna yol agip bir osmotik koruyucu olarak
fonksiyon gdren trehalozun asir1 sentezlenmesine ve biyofilmin kalinlasmasina neden olur
[176]. Diisiik penetrasyon olay1, antibiyotigin enzimatik inaktivasyonu ile birlikte oldugunda
diren¢ daha belirgin hale gelir.

Suci ve ark.’nin ¢alismasinda siprofloksasinin steril yiizeye normalde 40 saniye olan
penetrasyon siiresinin P. aerigunosa biyofilminde 21 dakikaya kadar ¢iktigir goriilmiistiir
[177]. Hoyle ve ark. serbest bakterilerin biyofilm olusturmus bakterilerle karsilastirildiginda
tobramisin duyarhiliginin 15 kat artmis olarak bulmustur [178]. Seftazidim, piperasilin,
gentamisin ve tobramisinin ele alindig1 baska bir caligmada beta-laktam antibiyotriklerin
alginat jelden diflizyonunun aminoglikozidlere goére daha ¢abuk oldugu gosterilmistir [179].
Biyofilmin fiziksel bariyer olusturma &zelliginin, 6zellikle vankomisin ve teikoplanin gibi
glikopeptidlerin geciginin engellenmesi ve vankomisinin, gentamisin ile olan sinerjistik
etkisinin bozulmasinda en 6nemli mekanizma oldugu gdsterilmistir [180].

2. Cogalma oranlarimin degistirilmesi: Antimikrobiyal ajanlara karsi biyofilm direncini
aciklayan ikinci hipotez, biyofilm-iligkili hiicrelerin planktonik hiicrelerden anlamli olarak
daha yavas biiylidiigii ve sonu¢ olarak antimikrobiyal ajani daha yavas tuttugu seklindedir
[11,104]. DuGuid ve arkadaslar1 S. epidermidis biyofilm biiylime hizlarinin antibiyotik
duyarliligmi kuvvetle etkiledigini; hiicre biiylime hizi ne kadar yiiksekse, siprofloksasinle
inaktivasyon hizinin o kadar yiiksek oldugunu gostermislerdir [181]. Anwar ve ark., S.aureus
biyofilminin olusma siiresi ile antibiyotik direncinde artis oldugunu saptamislardir [182]. Bu
bulgulara gore biyofilm bakteri biiyiime ve beslenmesini etkileyerek antibiyotiklere direng

gelisimini saglamaktadir.
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3. Mikrogevrenin antibiyotik aktivitesine etkisi: Uciincii hipotez biyofilm icindeki degismis
kimyasal mikrogevreye dayanir. Bu hipotez, besin ve oksijen kisitlilig1 sonucunda biyofilmde
yavas bliylime ve diisilk metabolik aktivitenin, antibiyotik toleransma yol ag¢tigin1 6ne siirer.
Biyofilmin en dig kisimlarinda lokalize olan bakteriler derinlerde olanlara goére besin
maddelerine ve oksijene daha rahat ulasirlar. Bu durum bakteri populasyonu icinde
heterojeniteye yol acar. Biyofilm i¢indeki bu heterojenite antibiyotik duyarlilifinda da
farkliliklara neden olur.

Biyofilm olusumu i¢in gerekli ph, CO,, iki degerlikli katyonik konsantrasyonun
hidrasyon seviyesi, pirimidin konsantrasyonu gibi mikrogevre degiskenleri biyofilm olusumu
tizerine ¢ok etkilidir [183]. Mikroelektrod ile yapilan ¢aligmalarda oksijenin biyofilmin ylizey
tabakalarmda tamamen tiiketildigi, bu durumda biyofilmin derin tabakalarinda olusan
anaerobik ortamin biyofilm olusumunu etkiledigi gosterilmistir [184,185]. Tresse ve ark.’nin
calismasinda anaerob kosullarda kalan E. coli suslarinin antibiyotik aliminin azalmasina bagl
olarak azalmig aminoglikozid duyarliligi goriilmiistiir [186]. Anaerob kosullar hem
aminoglikozidlerin hem de florokinolonlarin etkinligini azaltir [187].

Bunlardan bagka, antibiyotik direncinde suclanan bir mekanizma da biyofilm fenotipi
varyantlarmin olusumudur. Biyofilmi olusturan hiicrelerin 6nemli bir kismi antibiyotik etkisi
ile ortadan kalkarken kiiciik bir kismi canliligmi siirdiirmeye devam eder. Bu fenotipik
varyantlarm yitksek konsantrasyonda antibiyotiklere direngli olma sikliklar1 10° dir.
Antibiyotik direngli bu varyantlar biyofilm olusturma yetenekleri ile direngli biyofilmlerin
olusumuna neden olurlar [188]. One siiriilen bir hipoteze gére, antibiyotik etkisiyle zarar
goren hiicrelerden bir kismmin apopitoza girdikleri, ancak bir grup varyant hiicrenin bu
yetenekten yoksun olduklar1 igin canliliklarmi koruyarak biyofilmi devam ettirdikleri
seklindedir [118]. Biyofilm hiicrelerinin kendi aralarindaki etkilesimler sonucunda genetik
yapilarinda degisiklikler olur ve biyofilmler ekstrakromozomal DNA degisimleri i¢in uygun
ortam olusturur [107]. Diren¢ plazmidlerinin aktarilmasi ile genetik yapisi degisen hiicreler
antimikrobiyal ajanlara kars1 daha direngli hale gelirler.

Tiim bu faktorler goz oniine alindiginda, biyofilmi olusturan bakteri tiirii ve kullanilan
antimikrobiyal ajana bagl olarak farkli diren¢ mekanizmalarinin etkili olabilecegi ve bu
direncin multifaktoriyel oldugu sdylenebilir [189].

2.4. Escherichia coli ve virulans faktorleri:
2.4.1. Biyofilm olusumu:
Escherichia coli, dogumdan sonraki ilk birka¢ saatte insan gastrointestinal sistemine

kolonize olur ve konakgt ile mutual bir iligki i¢inde yasamini siirdiiriir. Fekal flora iiyesi
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olmasi1 nedeniyle kanalizasyon sistemlerinin kalitesini 6l¢gmede ve gida sektoriinde 6nemli bir
gostergedir [190]. Genitoiiriner sistemin normal flora iiyesi olmasi ve bir ¢ok spesifik virulans
faktoriine sahip olmasi nedeniyle patojenik suslari cok genis bir yelpazede hastalik
olusturabilir ve insan saglig1 i¢in diinya ¢apinda risk teskil eder [191].

E.coli molekiiler olarak  biyofilm  olusumunun en iyi tanimlamgi
mikroorganizmalardan biridir. Bu bakteride de biyofilm olusumu;

1) hiicre ve ylizey arasindaki iligki sonrasi devreye giren giicler ile solid

yiizeye planktonik bakterinin geri doniistimlii tutunmasi,

i) yiizeyle temas eden pili/fimria iizerindeki spesifik adhezinler araciligiyla
geri doniisiimsiiz tutunma i¢in gerekli ekstraselliiler polimerlerin iiretimi ve

geri doniisiimsiiz tutunmanin gerceklesmesi,
i) erken biyofilm mimarisinin geligimi,

Iv) olgun biyofilmde mikrokolonilerin gelisimi, bakterinin biliylime ve
fizyolojisini devam ettirmek {izere su kanallari, porlar gibi kompleks
yapilar1 gelistirmesi,

V) hiicrelerin biyofilm tabasindan koparak ¢evreye yayilmasi, tekrar planktonik
hale gegmesi

evrelerinden sonra olur [190].

Bu biyofilm gelisimi, yukarida belirtildigi lizere Gram-negatif bakterilerde agil
homoserin laktonlar (AHLs) [192] ve Gram-pozif bakterilerde spesifik peptidler [193] gibi
hiicreler arasi sinyal molekiilleri aracilifiyla olusan yogunluk-bagimli gen ekpresyonu ile
diizenlenir. E. coli 'nin AHLs iiretememesi nedeniyle biyofilm olusumu sirasimda AHL’lar
direkt rol oynamaz. E. coli’ nin AHLs mekanizmasindaki Lux-R tip transkripsiyon
aktivitorline yakin, reseptor-benzeri bir protein olan SdiA iiretiminin, dogal ortamda biyofilm
olusumunu arttirdigr diistiniilmektedir [194,195]. Cogu E. coli susu hem Gram-negatif
bakterilerde hem Gram-pozif bakterilerde yaygin olarak bulunan ve Lux S gen iiriinleri ile
degisiklik gosteren autoinducer-2 (Al-2) liretir. Al-2, E. coli ‘nin flagella iiretimi ve motilite
gibi bircok fonksiyonunda diizenleyici olarak gorev yapar [196] . Hiicre yogunlugu arttikca
autoinducer konsantrasyonu da artar . Hiicresel reseptorlere baglanan autoinducer, genleri,
biyofilm olusumu [192] , virulans faktorlerinin iiretimi [197], siderofor sentezi [198],
biyoluminesans [199], protein iiretimi [200] ve plasmid konjugasyonu [201] i¢in tetikler.

Biyofilm gelisimi sirasinda birgok gen islev goriir [202]. Bu genlerin ekspresyonu

farkl1 cevresel uyaranlardan etkilenir ve ompR ve rpo S tarafindan diizenlenir [115]. E. coli’
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nin besin azligi, osmotik stres, asidik ortam, 1s1, oksidatif DNA hasar1 gibi stres faktorlerine
olan hiicresel cevabi, rpoS tarafindan kodlanan sigma faktoriiniin kontroliindeki genler ile
saglanir [203]. E. coli biyofilm olusumunda rpoS tarafindan kodlanan sigma faktorii 6nemlidir
[204].

Schembri ve arkadaslarinin calismasinda biyofilm olusumu sirasinda planktonik
biiylime fazina gore genlerin % 5-10’unda degisiklik meydana geldigi gosterilmistir [204]. E.
coli’ de ise bu oran % 38 olarak saptanmistir [175]. Uyaric1 ve baskilayici genlerin
islevlerinin arastirildigi ¢aligmada Beloin ve arkadaslari, matiir biyofilm ile E. coli Ki2
gelisim fazi kiiltiirlerinin, transkripsiyon paterni agisindan karsilastirilmas: amaciyla DNA
dizi analizi yapmislardir [205]. Planktonik kiiltiirler ile karsilagtirildiginda, biyofilmde
yaklasik 250 uyarici ve 188 baskilayici gen saptamislar, uyarict genlerin stres yaniti,
transport, enerji ve karbonhidrat metabolizmasi ile ilgili, baskilayict genlerin ise aminoasit,
inorganik iyon transportu ile iligkili oldugunu gérmiislerdir. Hiicrenin duragan fazi ile matir
biyofilm olusumunu karsilastirdiklarinda, genlerin ancak yarismin biyofilm olusumunda
degistigi ve matiir biyofilm gelisiminde rol oynadigin1 saptamislardir. Her ¢alismada E. coli
biyofilm olugumunun farkli uyaric1 ve baskilayic1 genlerin kontrolii altinda gosterilmesi,
bakteriyel suslarin farkli olusu, deneysel biyofilm ¢aligmasinin tiirii ya da biyofilm yas1 ile
iligkilendirilmistir [206].

Indol E. coli identifikasyonu i¢in tanisal bir belirtectir. 7na geni tarafindan kodlanan
triptofanaz enzimince, triptofandan sentezlenir. Indoliin bir sinyal molekiilii gibi davranarak
[206], bakteriyel hiicrelerin besinden fakir ortama adaptasyonunu saglamada rolii olabilecegini
belirtilmistir [207].

Ren ve arkadaslarmin ursolik asit ile yaptiklar1 ¢aligmada ursolik asitin kemotaksis,
motilite ve £ coli’ nin 1s1-sok genlerini siilfiir metabolizmas1 lizerinden indiikledigi, biyofilm
olusumunu ise asir1 motilite sinyali nedeniyle inhibe ettigi gosterilmistir [208]. Furanon ve
ursolik asitin kemotaksi genlerini karsit yonde uyararak, hiicre biiyiimesini etkilemeden
biyofilm olusumunu inhibe ettikleri, bu yiizden biyofilm olusumunun farkli bir evresini
etkiledikleri saptanmigtir. Buna gore, motilite ve kemotaksi genlerinin biyofilm gelisiminin
yanlis evresinde uyarilmasi, biyofilm stabilizasyonunu bozarak matur biyofilm olusumunu
engeller [208]. Bunlarin disinda, E. coli’nin asit direncini kontrol eden ve bir DNA
diizenleyicisi olan AriR f{izerinden islev goren 5-fluorourasilin de E. coli i¢in gii¢lii bir

biyofilm inhibitorii oldugu gosterilmistir [209].
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2.4.2.Escherichia coli biyofilm olusumunda yiizey belirleyicileri
2.4.2.a. Flagella (kamg1) ve motilite:

E. coli suslar1 peritrikdz flagellalar sayesinde genellikle hareketlidirler. Flagellar
filamentlerin biyofilm olusumundaki motilite ve kemotaksi {izerine olan rolleri Pratt ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada tanimlanmistir [121]. Buna gore flagellanin potansiyel
olarak dort fonksiyonu bulunur:

1) bakterinin flagella aracili kemotaksi ile besinden zengin abiyotik ylizeye dogru
yilizmesi

i1) bakterinin flagella aracili motilite ile tutunacagi yiizeye erigmesi

ii1) bakterinin flagella aracili motilite ile tutunup ¢ogaldig1 yiizeyden koparak ¢evreye
yay1lmasi

iv) flagellanin direkt olarak abiyotik ylizeye tutunmasi

Motiliteyi saglayan flagella ve bunu olusturan yapilarin biyosentezi degisik genlerin
aktivitesi ile diizenlenir. Bu genlerde olan delesyon ya da mutasyonlar sonu¢ olarak motilite
ve kemotaksisi etkiler. Flagellar filamentin ana bileseni olan flagellinin biyosentezi, bunu
kodlayan fliC [210] ya da flagellar bolgenin diger tiim genlerinin ekpresyonunu saglayan ana
diizenleyici gen flhDC’deki [211] baslangic mutasyonu ile inhibe edilir. mot4 delesyonu
paralitik flagella, kemotaksi genleri olan ched ve cheZ’deki mutasyonlar, hareketli ancak
non-kemotaktik hiicreler ile sonuglanir [190]. Buna gore, E. coli biyofilm olusumunda
kemotaksi gerekli degilken, motilite tutunma igin kritik role sahiptir [190, 121]. Motilite
baslangigtaki hiicre ile yiizey arasimdaki temasi sagladigindan patojenik mikroorganizmalarm
konakgiya kolonizasyonunda virulans faktdrii olarak kabul edilir.
2.4.2.b.Fimbria:

E. coli ’nin fimbria yapis1 konake1 hiicreye adhezyonunda dnemlidir. En sik bulunan
adhezin yedi nm genisliginde ve yaklagik bir mikronm uzunlugunda, ¢cubuk seklindeki tip 1
fimbriadir [212]. Fimbrial organellerin yapisal bilesenlerini fim gen kiimesi kodlar [210]. Bu
gen ailesinin aktivitesi “integration host factor” (IHF) [213] , “leucine-responsive regulatory
protein”(LRP) [214], ve “histone-like nucleoid structuring protein”  (H-NS) [215] ile
diizenlenir.

Tip 1 fimbria spesifik olarak D-mannozile glikoproteinlere baglanir [216]. Ayrica
memeli bukkal hiicreye, intestinal epitel hiicrelere, akciger, bobrek proksimal tiibiil
hiicrelerine ve salgisal IgA, Tamm-Horsfall gibi sekretuvar glikoproteinlere tutunma 6zelligi

gosterir [217]. Tip 1 fimbrianin tutunmasi sonrast in vitro olarak, granulositlerdeki
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solunumsal patlamanin aktive oldugu, mast hiicrelerinin yeniden diizenlendigi ve epitel
hiicrelerinden sitokin salinimi oldugu gosterilmistir [218]. Fim mutantlar1 incelendiginde,
mutant E.coli K12’ nin polivinilklorid (PVC) yiizeye baglanmada yetersizlik gosterdigi
saptanmugtir [121]. Tip 1 fimbrianmn bakteriyel enteroadherens patogenezindeki rolii tartigmali
olsa da, biyofilm olusumunun baslangic basamaginda tip 1 fimbria E. coli i¢in biiyiik 6nem
tagimaktadir [219].

Yapilan bir ¢cok calismada E. coli’ nin mesane epiteline kolonizasyonunda da tip 1
fimbria-aracilikli spesifik adheransin gerekli oldugu saptanmistir [220,221]. Ancak Hull ve
arkadaslarmin norojenik mesanede yaptiklari bir ¢aliyjmada daha Onceki caligmalara tezat
olusturacak sekilde, fimH geni ile yonetilen tip 1 fimbria—aracilikli spesifik adherensin, E. coli’
nin nérojenik mesane epiteline kolonizasyonu i¢in gerekli olmadig1 sonucuna varilmstir [222].

P-fimbria iiropatojenik E. coli ’nin piyelonefrit olusturmasinda 6nemli bir virulans
faktoridiir. P-fimbrianin, idrarin yikayicr etkisine karsi bakterinin tutunmasina yardim ettigi
bilinmektedir. Piirifiye P fimbriaya kars1 antikorlarin ve Fab fragmanlarinin olugsmasi insan
tiriner sistem hiicrelerine bakteri kolonizasyonunu engeller [223]. P-fimbriaya karsi antikor
olusumu gelecekte as1 i¢in timit vaat etmektedir [224].
2.4.2.c.“Autotransporter” proteinleri:

Autotransporter proteinleri sitoplazmik ve dis membrandan bakteriyel hiicre ylizeyine
sekresyon i¢in gerekenlerin tamamini igeren salgisal proteinlerdir [190]. Antigen 43 (Ag43)
E. coli ‘nin baslica ylizey proteinidir [225] ve agn43 ( ya da flu) tarafindan kodlanir. Ag43
hiicrelerin otoaggregasyonunu [226] ve mikrokoloni olusumunu uyararak biyofilm olusumunu
[227] saglar. Schembri ve arkadaslarmin calismasinda flu geninin delesyonu, biyofilm
yapiminda belirgin azalma ile sonuglanmistir [204].

Ag43 iiropatojenik ve diarojenik E. coli suslarinda da tanimlanmistir [228]. Yapilan
calismalarda, enteroaggregatif E. coli’nin intestinal mukozada kalin biyofilmler olusturdugu
[229,230 ]. Ag43 protein oranmin % 33,7 oldugu bulunmustur [231]. Ancak ayn1 ¢aligsmada
Ag43 varligi ile biyofilm olusumu arasinda anlaml iligkiye rastlanmamistir. Bu ¢aligsmada
biyofilm olusumu AggR geni varlig1 ile ilskilendirilmistir [231]. Yapilan diger bir ¢calismada
mesane hiicrelerinin infeksiyonu sirasinda iiropatojenik E. coli suslarinda Ag43 ekpresyonu
oldugu saptanmistir [232].

“Adhesin involved in diffuse adherence”(AIDA) diyare etkeni E. coli tarafindan
iiretilen bir diger proteindir. Insan hiicrelerine adheransi saglayan glikolize adhezin
Ozelligindedir [233]. Hiicrelerin otoaggregasyonunu ve biyofilm olusumunu Ag 43’ten daha

giiclii uyarir [234].
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2.4.2.d.Curli:

Curli, major (csgA)ve minor (csgB) alt iinitelerinden olusan ve birgok biyofilm
olusturan E. coli susunun yapisma Ozelliklerini arttiran heteropolimerik protein tabiatinda
yapilardir [235] . Curli tiretimi i¢in genler csgBAC ve csgDEFG operonlarinda yerlesiktir.
CsgB, bakteri yiizeyindeki insolubl curlinin niikleator katalizorii gibi davranirken, csgA curlin
iiretiminden sorumludur [236]. CsgD, LuxR ailesine ait bir transkripsiyon diizenleyicisidir ve
csgBAC’nin transkripsiyonu i¢in gereklidir [237]. Tim E. coli tiirleri i¢inde curlinin, ¢ogu
enterohemorajik ve enterotoksijenik suslarda ekprese edilirken enteroinvaziv ve
enteropatojenik suslarda ekprese edilmemesi, patojenitede spesifik bir rolii olabilecegini
diisiindiirmektedir [238]. Insan kan kiiltiirlerinden izole edilen curli iireten E. coli K-12
suslarmin insan makrofajlarindan proinflamatuvar sitokin salinimini daha fazla uyardig:
saptanmustir [239].
2.4.2.e.Ekzopolisakkarit iiretimi:

Kolanik asit ya da M antijeni diger Enterobacteriaceae tiirlerinde oldugu gibi ¢cogu
E. coli susu tarafindan sentezlenen bir ekstraselliiler polisakkarittir. Kolanik asit sentezi i¢in
gerekli genler wea kiimesinde toplanmistir [240] ve kolanik asit sentezi, ResC, ResB ve YojN
proteinlerinden olusan ve kapsiil sentezinin iki bilesenli diizenleyicisi olan Rcs genleri
tarafindan kontrol edilir. £. coli nin abiyotik bir ylizeye tutunmasi sonrast ResC- bagimli wea
operon biyosentezi uyarilir [241]. Burada islev goéren ResC sensor kinazin, bakterinin solid
yiizey {lizerinde biiylimesi sirasinda g¢evresel strese verdigi yanitta ve E. coli biyofilm
olusumunda 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir.

E. coli K-12’ nin fazla curli fimbria iireten suslar1 kolanik asit igeren ¢ok katli bir
biyofilm olustururlar, ancak yapilan c¢alismalarda kolanik asitin bakteriyel yapisma ve
biyofilm olusumu i¢in gerekli olmadigi [242], ancak kompleks ii¢ boyutlu mimari ve
biyofilm derinliginde 6nemli oldugu gosterilmistir [243]. Kolanik asit igeren ve icermeyen
suslar, biyofilm mimarisi ve kalinlig1 agisindan anlamli farklar gosterirler. Mukoid suslarda,
biyofilmdeki bakteriyel hiicreler yiizeye diizenli dagilmistir ve intraselliiler alanlar mukusla
dolmugstur. Sonugta bu mukus, biyofilmin mukoid olmayan suslarda olusan biyofilme gore
daha kalin olmasmi saglar. Buna gore kolanik asit biyofilmin ii¢c-boyutlu mimarisini
etkileyerek uzaysal diizenlenmesinde rol oynar ancak yapisan hiicre sayisini etkilemez [12].
Bunlarin diginda, curli fimbrianin alt tabakaya yapisan hiicreleri sabitleyerek ve hiicreler aras1

iliskiyi saglayarak, biyofilm olusumunu etkiledigi saptanmustir [242]. Ayrica, Sheikh ve
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arkadaglar1 tarafindan entero-aggregative FE. coli’ nin biyofilm olusumunu arttirdig:
gosterilmistir [229].

Tablo III: E. coli biyofilm olusumunda yer alan ylizey olusumlar1

Yiizeyle temas ve geri doniisiimlii tutunma Flagella
Motilite
Geri doniislimsiiz tutunma Tip 1 fimbria
Curli
Polisakkarit (EPS)
Mikrokoloni olusumu ve Motilite
biyofilm yapisinin erken evresi Curli

Ag43 (Autotransporter protein)
Kolanik asit (EPS)
Polisakkarit (EPS)
Maturasyon Kolanik asit (EPS)

Curli

Konjugatif pili

Kopma Flagella
Motilite

2.4.2.f. Konjugatif pili:

Bakteriyel kongugasyon, hiicre-hiicre temasi ile plazmid bir konjugatif pili vasitasiyla
verici hiicreden alict hiicreye horizontal gen transferinin saglanmasidir. Curli bulundurmayan
csgA mutantlarmda F pilusunun curlinin tiim etkilerini yerine getirebildigi goriilmiistiir [126].
E. coli K-12’ nin biyofilm olusumunda, F-pilusunun ana filament proteini olan 7ra4’nin
gerekli oldugu, bu proteinin flagella, tip 1 fimbria, Ag43 yapilarinin yoklugunda biyofilm
olusumunu destekleyebilecegi tanimlanmigtir [126].F plasmidi tasiyan ve tasimayan E. coli
suslariyla yapilan caligmada, F konjugatif pilinin yapisma faktorii gibi davranarak hiicre-
yiizey temasini ve abiyotik yilizeye baslangi¢ tutunmayi sagladigi, biyofilmin {i¢ boyutlu
biiylimesini destekledigi goriilmiistiir [125]. Biyofilmler ve konjugasyon arasindaki bu
iliskiye gore, konjugatif pilisi olan suslarin biyofilm olusturmaya daha yatkin olmasi ve
konjugatif yayilimi kullanmasi, bu yapilarin bakteri virulans 6zelliklerini arttirici bir 6zelligi
oldugunu gostermektedir.

2.4.3. Hemagliitinasyon ve hemolizin iiretimi:
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Genitoiiriner sistemin normal flora tiyesi olmast ve yukarida bir kismi tanimlanan
virulans faktorleri nedeniyle E.coli’ nin patojenik suslari ¢ok genis bir yelpazede hastalik
olugturabilir. E.coli, en sik olarak akut piyelonefrit ve tekrarlayan idrar yolu
infeksiyonlarindan izole edilir. E. coli’ nin virulans faktorlerinden en Onemlisi yapigsma
(adherens) ozelligidir [20]. E.coli suslar1 virulans faktorleri ile selektif olarak iiroepitelyal
mukozada kolonize olurlar. inflamatuvar yanit olusturur ve sonunda alt iiriner yoldan renal
kaviteye ilerlerler [244]. Ayrica konak hiicre invazyonu, FE.coli suslarmin konak
savunmasindan kagmasina ve renal dokuya yayilimina neden olur [245].

E.coli’nin hiicre yiizey viriilans faktorleri yukarida tanimlandigi iizere g¢esitli
adhezinleri igerir. Bunlar esas olarak fimbrial kaynaklidir. Fimbria iireten E.coli suslar1 konak
dokuya invaze olmalarmi kolaylastiracak farkli matriks yapilaria baglanma 6zelligindedirler.

E.coli suslarinda bugiin bilinen virulans faktorleri arasinda; tip 1 fimbria, P fimbria, S,
X faktorii (Dr hemagliitinin) igeren tip 2 fimbria gibi konak hiicreye adhezyonda etkili ylizey
yapilar1 [21] ve bunlarin disinda, hemolizin sitotoksik nekrotizan faktor-1, serum direnci, K
antijen varhgi, siderofor sayilabilir [246]. Son donemde yapilan adherans caligmalarinda
iiropatojenik E.coli suslar1 i¢in hiicre siyalik asit iceriginin de fimbria-aracili tutunmadan
bagimsiz bir virulans faktorii oldugu gosterilmistir [22]. Bunlar epitel hiicresine bakteriyel
adhezyonu, invazyonu ve biyofilm olusumunu arttirir.

Eritrositler, fimbria benzeri yiizey reseptorleri i¢erdiginden, fimbria bulunan E.coli
suslar1 ile hemagliitinasyon olustururlar [247]. Hemagliitinasyon, E.coli fimbrialarinin
tiplendirilmesinde kullanilir.

Tip 1 fimbria E.coli ’de ilk tanimlanan fimbria yapisidir. Tip I fimbria patojenler
olmayanlar da dahil olmak iizere pek cok FE.coli susunda bulunur, ‘ortak pili’ olarak
adlandirilir, mannoz igeren reseptorlerle reaksiyona girer ve eritrosit siispansiyonuna mannoz
eklendiginde hemagliitinasyon inhibe edilir [244,248]. Buna, mannoza duyarl
hemagliitinasyon (MS-mannoz sensitive) (MSHA) denir. E.coli’ de tip 1 fimbria diginda
kobay eritrositi ile MSHA olusturan baska bir yap1 yoktur. Non-tip I (Tip [I=MR-mannoz
resistant) fimbrialar ise mannoz igermeyen reseptorlerle etkilesir ve mannoz bulunan ortamda
hemagliitinasyon onlenmez. Bu durum mannoza direngli hemagliitinasyon (MRHA) olarak
adlandirilir [247]. Bu nedenle mannoza direngli hemagliitinasyon, Tip 1 fimbria diginda
fimbria bulunduran bakterileri ayirt etmede kullanilan bir yontemdir. Genellikle P-fimbria
tespit etmede kullanilir. P fimbria disindaki MRHA olusturan fimbrial ve non-fimbrial

adhezinlere genel olarak x adezinler denir [246].
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P fimbria, P kan grubu antijenlerini reseptor olarak tanir [249]. P kan grubu antijenleri,
terminal ya da internal bir a -D-galaktopiranozil (1-4)s-D-galaktopiranozil (Gal-Gal)
molekiilii iceren, glikolipidlerin karbonhidrat residiilerinden olusmus bir ailedir [250,251]. Bu
antijen, insanlarda glikoproteinlerde, giivercin ve kus yumurtalarinda, hidatik kistlerde ve
bazi enterik bakterilerde bulunur [246]. P-fimbrianin tutunmasi, hastalik siiresince epitelial ve
diger hiicreleri sitokin ve diger proinflamatuvar faktorleri salgilamak {izere uyarir [22].

Mannoza diren¢li hemagliitinasyondan sorumlu olan P-fimbrianin akut piyelonefrit
gelisiminde major bir virlilans faktorii oldugu diistiniilmektedir [252]. Vranes ve ark.
piyelonefrit, sistit ve asemptomatik bakteriiirisi olan hastalardan izole edilen E.coli suslarinin
viriilans ~ faktorlerinin  analizinde; piyelonefritli hastalarda hemolizin {iretiminin,
asemptomatik bakteriiirili hasta grubuna goére belirgin artmis oldugunu, benzer sekilde
mannoza diren¢li hemagliitinasyon olusturan P fimbria tiretiminin piyelonefrit grubunda daha
fazla oldugunu, asemptomatik bakteriiirisi bulunan hastalarda ise hi¢ bulunmadigini
belirtmigler ve bu bulgulara gore, P-fimbria ve hemolizin {iretiminin E.coli’ye bagh iist iiriner
sistem infeksiyonu olusturmada ¢ok dnemli viriilans faktorleri oldugunu bildirmislerdir [20].

Sonug olarak patojenite ile E.coli araciligtyla olusan hemagliitinasyon arasinda yakin
bir iliski mevcuttur. Bobrege ulagan iiriner sistem infeksiyonu olan hastalardan hemagliitinin
ve hemolizin {ireten E.coli susu izole etme oraninin, mesane infeksiyonlu ve asemptomatik
bakterilirili hastalardan daha fazla oldugu bildirilmistir. Dolayisiyla iiropatojen E.coli
suslarmin patogenezinde, hemolizin ve hemagliitinin iiretiminin énemli bir faktdr oldugu ve
ozellikle MRHA varliginin iist {iriner sistem infeksiyonu olusumunda ¢ok 6nemli bir faktor

olabilecegi belirlenmistir.
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GEREC VE YONTEM:

Calismada, diyabetik olan ve diyabetik olmayan hastalarin idrar ve yara yeri
orneklerinden izole edilen E. coli suslar1 kullanildi. Diyabetik olan ve diyabetik olmayan iki
gruptan 36’sar adeti idrar ve 14’er adeti yara yeri izolat1 olmak iizere 50’ser, toplamda 100
adet E. coli susu temin edildi. Her iki gruptaki suslarm, hastalarin yas, cinsiyet, 6rnek cinsine
gore benzer Ozellikte olmasina dikkat edildi. Diyabetik olan ve diyabetik olmayan kontrol
hastalarindan izole edilen E. coli suslari, biyofilm olusturma, viriilan faktdrler ve antibiyotik
duyarliligt yoniinden karsilastirildi. Biyofilm olusumunun belirlenmesinde kantitatif
mikroplak test yontemi, p-pili ve tip 1 fimbria varligmnin tespitinde hemagliitinasyon yontemi,

antibiyotik duyarliliginin belirlenmesinde disk diflizyon testi kullanild1.

Sekil 9: Toplanan izolatlarin diyabet varligina gore dagilimi

3.1. Bakterilerin identifikasyonu:
Izole edilen E.coli suslart 0.05 mikrolitrelik 6zeler ile % 7 insan kanli besiyeri ve

E.coli segici besiyerine (Oxoid) ekim yapildiktan sonra etiivde 24-48 saat 35,5° C’ de inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 elde edilen suslardan E.coli secici besiyerinde mor renk verenler
E.coli olarak kabul edildi. Secici besiyerinde pembe renk verenler ¢alismaya dahil edilmedi.
Izole edilen tiim bakteriler % 10 gliserinli triptic soy broth (Oxoid) siv1 besiyerinde —20° C’
de saklandi. Bakterilerin canlilig1 pasajlarla kontrol edildi.
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Resim 1: E.coli segici besiyerinde pempe ve mor renk verenler koloniler

3.2. Biyofilm iiretiminin saptanmasi:

Bakterilerin biyofilm {iretimi kantitatif mikrodillisyon plak yontemi ile saptandi.
3.2.1. Kantitatif mikrodiliisyon plak yontemi:

Bu yontemde izolatlar, % 7 insan kanli besiyerinde 35,5° C’ de bir gece inkiibe
edildikten sonra, Lauryl broth (Oxoid) sivi besiyerine ekildi. 35,5° C’ de bir gece inkiibe
edildi. % 0.25 glikozlu 2 ml lauryl broth (Oxoid) sivi besiyerinde 1/40 oraninda ekim
yapildiktan sonra, 96 kuyucuklu U tabanli steril polistiren plaklarin her bir kuyucuguna 200 pl
bakteri slispansiyonu olacak sekilde, her bakteri iki kuyucuga ekilerek 35,5° C* de 48 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklarin ici bosaltild1 ve iki kez 200 ul phosphat
saline buffer (PBS) ile nazik¢e yikandi. Havada kurutulduktan sonra her bir kuyucuga 200 pl
% 1 kristal viole eklenerek 15 dk boyanmasi i¢in beklendikten sonra igerik bosaltild1 ve iki
kez PBS ile yikanarak kuyucuklar icinde kalan kristal viole uzaklastirildi. Havada
kurutulduktan sonra, etanol-aseton (80/20) ile ¢ozdiiriildii. 595 nm dalga boyunda mikroplak
okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro) okunarak optik dansitesi 0,8’ den biiyilkk olan
izolatlarin biyofilm olusturdugu kabul edildi [127].

e o iy
5 S RSy
s asace

Resim 2: Kantitatif Mikrodiliisyon Plak Ydntemi
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3.3. Bakteri fimbria tespiti:

Bakteri virulans faktorlerinden P fimbria ekspresyonu koyun eritrositleri ile bakterinin
% 2,5 a-methyl-D-mannoside varliginda hemagliitinasyon yapmasi ile, tip 1 fimbria
ekspresyonu ise kobay eritrositleri ile bakterinin % 2,5 a-methyl-D-mannoside varliginda
agliitinasyon yapmasi ile belirlendi.

Bakteriler % 7 insan kanli besiyerinde 35,5° C’ de bir gece inkiibe edildikten sonra P
fimbria ve tip 1 fimbria ekspresyonlar1 agisindan tarandi. P fimbria varligini saptamak igin,
inkiibe edilen izolatlar 1 cc triptic soy broth (Oxoid) siv1 besiyerine ekildi. 35,5° C* de bir
gece daha inkiibe edildikten sonra her bakteri 96 kuyucuklu U tabanl steril polistiren plaklara
her bir bakteri ikiser ve her bir kuyucuga 90’ar pl bakteri siispansiyonu koyularak ekim
yapildi. Her bakteri iizerine ayr1 ayr1 10 pl % 2,5 a-methyl-D-mannoside eklendi, 35,5° C’ de
bir saat inkiibe edildikten sonra kuyucuklarda 25’er ul karigim kalacak sekilde iist kisimdan
uzaklastirildi. P fimbria varhigmi saptamak i¢in defibrile koyun kani temin edildi.
Santriftijlenerek ayrilan koyun eritrositleri 3 kez PBS ile yikandiktan sonra PBS i¢inde %
1,25 oraninda olacak sekilde diliie edildi. 35,5° C’ de bir saat inkiibasyon sonrasi her bir
kuyucukta kalan 25’er pl karisim tizerine 35 pl % 1,25 koyun eritrositleri eklendi. Plaklar 4°
C’ de iki saat bekletildikten sonra hemagliitinasyon varlig1 mikroskop ile degerlendirildi. Her
bir bakteri i¢in % 2,5 o-methyl-D-mannoside varliginda ve % 2,5 a-methyl-D-mannoside
yoklugunda hemagliitinasyon verenlerde p-fimria oldugu sonucuna varildi.

Izole edilen suslarda tip 1 fimbria saptanmasi Lauryl broth (Oxoid) siv1 besiyerinde
yukaridaki gibi hazirlanan bakteri siispansiyonlarmin iizerine, % 1,25 kobay eritrositleri
kullanilarak yapildi. Plaklar 4° C’ de iki saat bekletildikten sonra hemagliitinasyon varlig1
mikroskop ile degerlendirildi. Her bir bakteri i¢in % 2,5 o-methyl-D-mannoside varliginda
hemagliitinasyon vermeyip % 2,5 a-methyl-D-mannoside yoklugunda hemagliitinasyon

verenlerde tip 1 fimria oldugu sonucuna varild1.

‘ Resim 3: Pozitif hemagliitinasyon
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Resim 4: Negatif hemagliitinasyon

Resim 5: Plakta hemagliitinasyon

3.4. Antibiyotik duyarhhklarinin saptanmasi:
3.4.1.Disk difiizyon yontemi:

Elde edilen E. coli suslarinin antibiyotik duyarliliklar1 Clinical and Laboratory
Standarts Institute (CLSI) kilavuzuna uygun olarak Kirby- Bauer disk difiizyon yontemi ile
belirlendi [253]. Bu yontemle belirli bir miktar antibiyotik emdirilmis kagit diskler, test
mikroorganizmadan hazirlanan standart siispansiyonun yayildigi agar plaklar1 {izerine
yerlestirilir. Boylece diskteki antibiyotik agar igerisine yayilir ve bakteriye etkili oldugu
diizeylerde iiremeyi engeller. Bunun sonucunda bakterinin iremedigi dairesel bir zon olusur.
Zon ¢ap1 Olciilerek mikroorganizma duyarliligi saptanir.

Bu yontem icin; bakterilerin 24 saatlik gen¢ kiiltlirlerinden izole edilen
mikroorganizmalarin triptic soy broth (Oxoid) sivi besiyerinde 0,5 Mc Farland bulanikligi
spektrofotometrik olarak (625 nm’ de OD 0,1) belirlendikten sonra, Mueller Hinton (Oxoid)
kat1 besiyerine ekildi. Uzerine 2 cm araliklarla antibiyotik diskleri yerlestirildi. 35,5° C* de 24
saat inkiibe edildikten sonra, diskler etrafindaki inhibisyon zonlar1 6lgiilerek belirtilen zon
caplarma gore antibiyotik duyarliliklart saptandi. Disk difiizyon yonteminde; sefazolin,
sefuroksim, seftriakson, sefepim, ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit,
sefaperazon/sulbaktam, piperasilin/tazobaktam, imipenem, amikasin, siprofloksasin ve ko-

trimaksazol diskleri secildi.
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3.4.2. Genislemis spektrumlu beta-laktamaz iiretimi:

Geniglemis Spektrumlu Beta-Laktamaz (GSBL) iireten suglar CLSI Onerileri
dogrultusunda tarama ve dogrulama olmak iizere iki asamada saptandi. Tarama testinde zon
cap1 seftazidim i¢in < 22 mm ve ya seftriakson i¢in < 25 mm olarak bulunanlarda GSBL
varligindan kuskulanildi. GSBL iirettiginden kuskulanilan bu suslar tekrar Miiller-Hington
agara ekildi. Seftazidim ve seftazidim/klavulanik asit diskleri yerlestirilerek 35,5° C* de 24
saat inkiibe edilen suslardan seftazidim/klavulanik asit diski ¢evresindeki zon ¢ap1 seftazidim

diski ¢evresindeki zon ¢apindan >5 mm daha genis olanlarin GSBL {irettigine karar verildi.

Resim 6: Seftazidim (CAZ) ve seftazidim/klavulanik asit(CAZ/CLA) diskleri ile GSBL

varliginin gosterilmesi

Resim 7: GSBL pozitif E. coli

Istatistiksel Inceleme:

Caligmada tanimlayici verilerde say1 ve ylizde, gruplar arasi karsilagtirmalarda ise Chi-
square (ki-kare) testi uygulandi. Verilerin analizinde SPSS 14.0 bilgisayar programi
kullanild1. Istatistiksel analiz i¢in p<0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.
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BULGULAR:

Calismada, diyabetik olan ve diyabetik olmayan hastalarm idrar ve yara yeri
orneklerinden izole edilen E.coli suslar1 kullanildi. Diyabetik olan ve olmayan iki grupta
bulunan 50°ser Ornegin, 36’sar adeti idrar ve 14’er adeti yara yeri izolat1 olmak {izere
toplamda 100 adet E. coli susunun biyofilm olusturma, tipl fimbria ve p-pili varlig1 gibi
virulans faktorleri ve antibiyotik direngleri arastirildi.

4.1. Biyofilm olusumu:
4.1.1. Biyofilm olusturma ve diyabet iliskisi:

Calismaya alinan toplam 100 adet E. coli susunun % 84’iiniin (n=84) biyofilm
olusturmadigi, % 16’sinmn (n=16 ) ise biyofilm olusturdugu saptandi. Biyofilm olusturan
izolatlarin, diyabetik olan ve diyabetik olmayan gruplara gore dagilimi incelendiginde;
biyofilm olusturan suslarin % 31,3l (n=5) diyabetik olmayan izolatlarda, % 68,8’1 (n=11)
diyabetik izolatlarda saptandi. Her iki gruptaki biyofilm olusumu karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli bulunmamasina karsm diyabetik grupta diyabetik olmayan gruba
gore yiizdelik olarak iki katin iizerinde daha fazla biyofilm olusumu saptandi. (p=0,102)
(Tablo IV)

Tablo IV:Biyofilm olusturan izolatlarin DM varhgina gore dagilimi n (%)

Diyabet
DM(-) DM(+) Toplam
Biyofilm (-) 45 (53,6) 39 (464) 84 (. 100,0)
Biyofilm (+) 5 (313) 11 (68,8) 16 (100,0)
Toplam 50 (100,0) 50 (100,0) 100 (100,0)

* Satir ylizdesi alinmigtir

4.1.2. Idrar ve yara yeri izolatlarinin biyofilm olusturma ve diyabet iliskisi:

Diyabetik olan ve olmayan iki gruptan, her bir gruptan 36’sar idrar, 14’er yara yeri
izolat1 olmak tizere, 50’ser sus calisildi. izole edilen idrar ve yara yeri orneklerinin biyofilm
olusturma ve diyabet varligma gore dagilimi incelendiginde; biyofilm olusturan izolatlarin %
62,5’1 (n=10) idrar izolatlarinda , % 37,5’1 (n= 6) yara yeri izolatlarinda saptandi. Biyofilm
olusturan idrar izolatlarinin % 60’1 (n=6) diyabetik, % 40’1 (n=4) diyabetik olmayan
hastalardan; biyofilm olusturan yara yeri izolatlarmin % 83,3l (n=5) diyabetik, % 16,7’si
(n=1) diyabetik olmayan hastalardan izole edildi. Her iki gruptaki biyofilm olusumu

karsilastirildiginda;  istatistiksel olarak anlamli bulunmamasina karsin, biyofilm olusum
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yiizdesi diyabetik grupta diyabetik olmayan gruba gore idrar izolatlar1 i¢in yaklagik birbuguk
kat; yara yeri izolatlar1 i¢in yaklasik bes kat fazla bulundu. (p=0,330) ( Tablo V)

Tablo V: Biyofilm olusturan idrar ve yara yeri izolatlarinin DM varhgina gore dagilim

n (%)
Diyabet
DM(-) DM(+) Toplam
Yara yeri 1 (16,7) 5 (83,3) 6 (100,0)
Idrar 4 (40,0) 6 (60,0) 10 (100,0)
Toplam 5 (31,3) 11 (68,8) 16 (100,0)

* Satir ylizdesi alinmigtir

4.1.3. Tip 1 fimbria varhg: ve diyabet iliskisi:

Tiim izolatlarda tip 1 fimbria varlig1 % 41 (n=41) olarak bulundu. Tip 1 fimbrias1 olan
suslarm % 56,1°1 (n=23) diyabetik hastalardan , % 43,9’u (n=18) diyabetik olmayan
hastalardan izole edildi. Diyabetik hastalarda % 12,2 oraninda daha yiiksek ylizde saptandiysa
da bu deger istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. (p=0,309) (Tablo VI)

Tablo VI: Tip 1 fimbriasi olan izolatlarin DM varhgina gore dagilimi: n (%)

Diyabet
DM(-) DM(+) Toplam
Tip 1 (-) 32 (54,2) 27 (45,8) 59 (100,0)
Tipl (+) 18 (43,9 23 (56,1) 41 (100,0)
Toplam 50 (100,0) 50 (100,0) 100 (100,0)

* Satir ylizdesi alinmigtir

4.1.4. Idrar ve yara yeri izolatlarinda tip 1 fimbria ve diyabet iliskisi:

Tip 1 fimbria saptanan 41 izolatin % 22’si (n=9) yara yeri, % 78’1 (n=32) idrar izolat1
idi. Tip 1 fimbriast olan idrar susglarinin % 53,1’1 (n=17) diyabetlilerde, % 46,9’u (n=15)
diyabetik olmayanlarda; tip 1 fimbriasi olan yara yeri izolatlarmmin % 66,7 ’si (n=6)
diyabetlilerde, % 33,3’ii (n=3) diyabetik olmayan hastalarda saptand1. izolatlara gore her iki
gruptaki tip 1 fimbria varlig1 karsilastirildiginda; diyabetik grupta yara yeri izolatlarinda tip 1
fimbria varlig1 iki kat daha fazla bulundu. Diyabetik grupta yara yeri izolatlarinda tip 1
fimbria varlig1 diyabetik olmayan gruptan fazla olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Her iki gruptaki idrar izolatlarinda yine diyabetik grupta % 6 oraninda daha fazla
tip 1 fimbria saptanmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. (p=0,470) (Tablo

VII)
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Biyofilm olusturan suslardan % 37,5 (n=6)’ inde tip 1 fimbria saptandi. Bunlarin {icii
idrar, ligli de yara yeri izolat1 olmak iizere tamami, diyabetik hastalardan izole edildi.
Tablo VII: Tip 1 fimbrias1 olan idrar ve yara yeri izolatlarnnin DM varhgina gore

dagilhimi n (%)

Diyabet
DM(-) DM(+) Toplam
Yara yeri 3 (33,3) 6 (66,7) 9 (100,0)
Idrar 15 (46,9) 17 (53,1) 32 (100,0)
Toplam 18 (43,9) 23 (56,1) 41 (100,0)

* Satir ylizdesi alinmigtir.

4.1.5. P-pili varhg ve diyabet iliskisi:

Tiim izolatlarda p-pili varligi1 % 20 (n=20) olarak bulundu. P-pilisi olan suslarin %
35’1 (n=7) diyabetik hastalardan , % 65’1 (n=13) diyabetik olmayan hastalardan izole edildi.
(p=0,134) ( Tablo VIII)
Tablo VIII: p-pilisi olan izolatlarin DM varhgina gore dagilimi: n (%)

Diyabet
DM(-) DM(+) Toplam
p-pili (-) 37 (46,3) 43 (53,8) 80 (100,0)
p-pili (+) 13 (65,0) 7 (35,0 20 (100,0)
Toplam 50 (100,0) 50 (100,0) 100 (100,0)

* Satir ylizdesi alinmigtir.
4.1.6. Idrar ve yara yeri izolatlarinda p-pili varhg ve diyabet iliskisi:

P-pili saptanan 20 izolatin % 15’1 (n=3) yara yeri, % 85’1 (n=17) idrar izolat: idi.
P-pilisi olan idrar suslarmmin % 41,2’si (n=7) diyabetlilerde, % 58,8’1 (n=10) diyabetik
olmayan hastalarda saptandi. P-pilisi olan yara yeri izolatlarinin tamami diyabetik olmayan
izolatlardi. (p=0,168) (Tablo IX)

Tablo IX: P-pilisi olan idrar ve yara yeri izolatlarmmn DM varhgmna gore dagimi: n

(%0)
Diyabet
DM(-) DM(+) Toplam
Yara yeri 3 (100,0) 0 (0,0 3 (100,0)
Idrar 10 (58,8) 7 (41,2) 17 (100,0)
Toplam 13 (65,0) 7 (35,0) 20 (100,0)

* Satir ylizdesi alinmigtir.
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4.1.7. Idrar ve yara yeri izolatlarinda p-pili ile birlikte tip 1 fimbria varhg ve diyabet
iliskisi:

Tiim izolatlarda tip 1 fimbria ile birlikte p-pili varlig1 % 10 (n=10) olarak bulundu. P-
pili ile birlikte tip 1 fimbrias1 olan suglarm % 80’1 (n=8) idrar , % 20’si (n=2) yara yeri
izolatlar1 idi. P-pili ile birlikte tip 1 fimbriasi olan idrar suslarmin % 37,5’1 (n=3)
diyabetlilerde, % 62,5’1 (n=5) diyabetik olmayan hastalarda saptandi. P-pili ile birlikte tip 1
fimbriasi olan yara yeri suglarmin tamami diyabetik olmayan hastalardan izole edildi.

4.2. Antibiyotik duyarhhiklar:
4.2.1. Tiim izolatlarda antibiyotik duyarhhklar:

Calismada disk diflizyon yonteminde kullanilan antibiyotik diskleri; sefazolin,
sefuroksim, seftriakson, sefepim, ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit,
sefaperazon/sulbaktam, piperasilin/tazobaktam, imipenem, amikasin, siprofloksasin ve ko-
trimaksazol olarak belirlendi. Seftazidim ve seftazidim/klavulanik asit diskleri genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) -pozitif izolatlar1 saptamak i¢in kullanildi.

Toplam 100 izolatin % 12’sinde (n=12) genislemis spektrumlu beta-laktamaz yapimi
gbzlendi. Bunun disinda tiim izolatlarda antibiyotik direnci ampisilin i¢in = % 53,4,
amoksisilin/klavulanik asit i¢in % 10,2, sefazolin i¢in % 2,3, sefuroksim igin % 1,1,
siprofloksasin i¢in % 41, ko-trimaksazol i¢in % 50 olarak bulundu. Sefepim, sefoksitin,
amikasin, piperasilin/tazobaktam, sefaperazon/sulbaktam ve imipenem direngli izolat

saptanmadi. (Sekil 10)
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Sekil 10: Tiim izolatlarin antibiyotik direnci ve duyarlilig1
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4.2.2. Antibiyotik duyarhhliklar ve biyofilm olusturma iliskisi:

Calismaya alman 100 bakterinin % 84’ iinlin (n=84) biyofilm olusturmadigi, % 16’
sinin (n=16) ise biyofilm olusturdugu saptandi(Tablo IV). Bakterilerin biyofilm olusturma
ozelliklerine gore antibiyotik duyarliliklarmin istatistiksel anlamlilig1 karsilagtirildi.

Biyofilm olusturan 16 E.coli susundan 1 tanesinde ve biyofilm olusturmayan 84
E.coli susunun 11 tanesinde GSBL pozitifligi saptandigindan, bu durum beta-laktam
antibiyotiklerin duyarlilik orani hesaplanirken dikkate alind1.

Biyofilm olusturan 15 E.coli susunun % 73,3l (n=11) ampisiline direngli, % 26,7’si
(n=4) duyarl iken, biyofilm olusturmayan 73 E.coli susunda bu oranlar sirastyla % 49,3
(n=36) ve % 53,7 (n=37) olarak saptandi. Bu bulgularla, biyofilm olusturan ve biyofilm
olusturmayan suglar karsilagtirildiginda; biyofilm olusturan bakterilerin ampisilin direnci
biyofilm olusturmayan suslardan fazla olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
(p=0,089) (Sekil 11)

Biyofilm olusturan 15 E.coli susunun % 13,3’ii (n=2) amoksisilin/klavulanik asite
direncli, % 86,7’si (n=13) duyarl iken, 73 biyofilm olusturmayan E.coli susunda bu oranlar
strastyla % 9,5 (n=7) ve % 90,5 (n= 66) olarak saptandi. Bu bulgularla, biyofilm olusturan ve
biyofilm olusturmayan suslarda amoksisilin/klavulanik asit duyarliliklar1 karsilastirildiginda;
biyofilm olusturan bakterilerin amoksisilin/klavulanik asit direnci biyofilm olusturmayan
suslardan fazla olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. (p=0,663) (Sekil 11)

Biyofilm olusturan ve biyofilm olusturmayan suslarda sefazolin duyarhiliklar:
karsilagtirildiginda biyofilm olusturan suslarin tamaminin sefazoline duyarl oldugu, biyofilm
olusturmayan suslarda ise sefazolin direncinin % 2,7 (n=2), duyarliliginin ise % 97,3 (n=71)
oldugu goriildii. Bu bulgularla, biyofilm olusturan ve biyofilm olusturmayan suslarda
sefazolin duyarhiliklar1 karsilastirildiginda, aradaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. (Sekil 11)

Biyofilm olusturan ve biyofilm olusturmayan suslarda sefuroksim duyarliliklar:
karsilastirildiginda biyofilm olusturan suslarin tamaminin sefuroksime duyarli oldugu,
biyofilm olusturmayan suslarda ise sefuroksim direncinin % 1,3 (n=1), duyarliligmin ise
% 98,7 (n=72) oldugu goriildii. Bu bulgularla biyofilm olusturan ve biyofilm olusturmayan
suslarda sefuroksim duyarliliklar1 karsilastirildiginda, aradaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. (Sekil 11)

Biyofilm olusturan 16 E. coli susunun % 43,7’si (n=7) siprofloksasine direncli, % 56,3 ’i

(n=9) duyarl iken, biyofilm olusturmayan 84 E. coli susunda bu oranlar swrasiyla % 40,4
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(n=34) ve % 59,6 (n=50 ) olarak saptandi. Bu bulgularla biyofilm olusturan ve biyofilm
olusturmayan suslarda siprofloksasin duyarliliklar1 karsilagtirildiginda, biyofilm olusturan
bakterilerin siprofloksasin direnci biyofilm olusturmayan suslardan fazla olmasina karsin
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. (p=0,807) (Sekil 11)

Biyofilm olusturan 16 E. coli susunun % 62,5’1 (n=10) ko-trimaksazole direncli,
% 37,51 (n=6) duyarl iken, biyofilm olusturmayan 84 E. coli susunda bu oranlar sirasiyla
% 47,6 (n=40) ve % 52,4’ii (n=44 ) olarak saptandi. Bu bulgularla biyofilm olusturan ve
biyofilm olusturmayan suslarda ko-trimaksazol duyarliliklari karsilastirildiginda, biyofilm
olusturan bakterilerin ko-trimaksazol direnci biyofilm olusturmayan suglardan fazla olmasina
karsin istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. (p=0,275) (Sekil 11)

Biyofilm olusturan ve biyofilm olusturmayan tiim suslar sefepim, sefoksitin, amikasin,

piperasilin/tazobaktam, sefaperazon/sulbaktam ve imipeneme duyarl saptandi.

Obiyofilm{+}
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Sekil 11: Biyofilm olusturan ve olusturmayan izolatlarda antibiyotik direnci

4.2.3. Antibiyotik duyarhhiklar ve diyabet iliskisi:

Calismaya 50’si diyabetik, 50°si diyabetik olmayan hastalardan olmak tizere
toplam 100 adet E.coli izolat1 dahil edildi. Diyabetik olan ve olmayan gruplarda antibiyotik
duyarliliklar1 karsilastirild.

Diyabetik grupta dort adet, diyabetik olmayan grupta sekiz adet GSBL pozitif E. coli
izolat1 saptandigindan bu durum beta-laktam antibiyotiklerin duyarlilik orani hesaplanirken
dikkate alindi.

Diyabetik grupta 46 adet E.coli susunun % 58,7 ’s1 (n=27) ampisiline direngli,
% 41,3’ (n=19) duyarh iken, diyabetik olmayan gruptaki 42 E.coli susunda bu oranlar
sirastyla % 47,6 (n=20) ve % 52,4 (n=22) olarak saptandi. Bu bulgularla diyabetik olan ve
diyabetik olmayan gruptaki izolatlar karsilastirildiginda; diyabetik gruptaki bakterilerin
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ampisilin direnci diyabetik olmayan gruptan fazla olmasina karsin istatistiksel olarak anlaml
bulunmadi.(p=0,294) (Sekil 12)

Diyabetik grupta 46 adet E.coli susunun % 6,5 ’i (n=3) amoksisilin/klavulanik asite
direnc¢li, % 93,5’1 (n=43) duyarl iken, diyabetik olmayan gruptaki 42 FE.coli susunda bu
oranlar sirastyla % 14,3 (n=6) ve % 85,7 (n=36) olarak saptandi. Bu bulgularla diyabetik olan
ve diyabetik olmayan gruptaki izolatlar karsilastirildiginda; diyabetik olmayan gruptaki
bakterilerin amoksisilin/klavulanik asit direncinin diyabetik gruptan yaklasik iki kat daha
fazla oldugu goriildii. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmad1.(p=0,230) (Sekil 12)

Diyabetik grupta 46 adet E.coli susunun % 2,2 ’si (n=1) sefazoline diren¢li, % 97,81
(n=45) duyarh iken, diyabetik olmayan gruptaki 42 E.coli susunda bu oranlar sirasiyla % 2,4
(n=1) ve % 97,6 (n=41) olarak saptandi. Bu bulgularla diyabetik olan ve diyabetik olmayan
gruptaki izolatlar sefazolin direnci acgisindan karsilastirildiginda, iki grup arasinda istatistiksel
olarak fark bulunmadi.(p=0, 948) (Sekil 12)

Diyabetik olan ve diyabetik olmayan suslarda sefuroksim duyarliliklari
karsilagtirildiginda;  diyabetik olmayan gruptaki suslarm tamaminin sefuroksime duyarli
oldugu, diyabetik gruptaki suslarda ise sefuroksim direncinin % 2,1 (n=1), duyarliliginin ise
% 97,9 (n=45) oldugu goriildii. Bu bulgularla her iki grup arasinda sefuroksim duyarliligi
acisindan fark bulunmadi. (Sekil 12)

Diyabetik grupta 50 adet E.coli susunun % 36 ’s1 (n=18) siprofloksasine direncli,
% 64’1 (n=32) duyarh iken, diyabetik olmayan gruptaki 50 E.coli susunda bu oranlar sirasiyla
% 46 (n=23) ve % 54 (n=27) olarak saptandi. Bu bulgularla diyabetik olan ve diyabetik
olmayan gruptaki izolatlar siprofloksasin direnci agisindan karsilastirildiginda; diyabetik
olmayan grupta siprofloksasin direnci yiizdesi daha fazla bulunsa da iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.(p=0,309) (Sekil 12)

Diyabetik grupta 50 adet E. coli susunun % 52 ’si (n=26) ko-trimaksazole direncli,
% 48’1 (n=24) duyarl iken, diyabetik olmayan gruptaki 50 E. coli susunda bu oranlar sirastyla
% 48 (n=24) ve % 52 (n=26) olarak bulundu. Bu bulgularla diyabetik ve diyabetik olmayan
gruptaki izolatlar ko-trimaksazol direnci agisindan karsilastirildiginda, iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.(p=0,689) (Sekil 12)

Diyabetik olan ve diyabetik olmayan gruplardaki tiim suslar sefepim, sefoksitin,

amikasin, piperasilin/tazobaktam, sefaperazon/sulbaktam ve imipeneme duyarli saptandi.
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Sekil 12: DM(+) ve DM(-) izolatlarda antibiyotik direnci
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TARTISMA:

Diyabetes mellitus toplumda sik goriilen, glikoz metabolizmasinin bozulmasiyla
karakterize, otoimmun, endokrin bir hastaliktir [23]. Diyabetik hastalar hiperglisemi, obezite,
noropati, yetersiz doku perfiizyonu ve yara iyilesmesinin gecikmesi nedenleriyle
infeksiyonlara yatkinlik gdsterirler [30]. Diyabetli hastalarda bozulan endotel fonksiyonu ve
gelisen hipergliseminin neden oldugu nétrofil ve makrofaj fonksiyon bozukluklari, kemotaksi,
fagositoz, adherans ve mikroorganizmalarin hiicre i¢i Oldiiriilmesi gibi fonksiyonlardaki
bozulma infeksiyonlara yatkinlik mekanizmalarimi olusturur.

Biyofilm, mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, herhangi bir yiizeye, ara yiizeye
ya da birbirlerine yapigmalarini saglayan ve biiylime oranlari ile gen transkripsiyonuna bagh
olarak farkli fenotip gosterebilen ve kendisini olusturan mikroorganizmalarin i¢inde gomiilii
bulundugu ekstraselluler polimerik polisakkarid matriks yapisidir [104]. Bakteriler, bir¢ok
canli ve cansiz yiizeye yapisir ve biyofilm olusturarak, endiistriyel ve tibbi bir¢ok soruna neden
olurlar [12]. Biyofilm i¢indeki bakteri birgok antibiyotik tarafindan 6ldiiriilmeye ve fagositoza
direng gostererek varligini siirdiirme 6zelligine sahiptir [13-15].

Bakteriler tercihan olumsuz ortamlarda biyofilm yaparlar [17]. Bakteriler strese yanit,
kolonizasyon, topluluk olusturma, yasanabilir c¢evre gelistirme nedenleri ile biyofilm
olustururlar. Ozellikle ortamdaki glikozun bakteri tarafindan kullamilabilir olmasmin,
pseudomonaslar, V. cholerae, E.coli ve stafilokoklarm EPS ekspresyonu ve biyofilm
olusturmalarini belirgin bir sekilde arttirdigi gosterilmistir [18,19].

Biyofilmin yapis1 saf kiiltlirler i¢in tlire, ¢oklu Kkiiltiirler i¢cin substrata Ozgiildiir.
Biyofilmin gelisme potansiyeli; yakin ¢evredeki besinlerin kullanimi ve hiicre igine almnimu,
atiklarmm uzaklastirilmasi, bunlarin disinda besin kisitlanmasi sonucu eksprese olan quorum
sensing molekiillerinin salinimi, ortam pH'1, O, perfiizyonu, karbon kaynagi ve ozmolarite ile de
iligkilidir [119,129,192,254-257] . Biyofilm olusumu besine bagiml bir olaydir [121]. E.coli’
nin biyofilm olusturma potansiyeli dis uyaranlardan ve ortam sartlarindan kolayca etkilenir
[104,175,258,259] . Mao ve ark.’nin calismasinda FE.coli’ nin sentezledigi kolanik asit
miktarinin besiyeri ile degisiklik gosterdigi saptanmustir [260]. Biyofilm olusum hipotezini
destekleyen diger bir bulgu da, karbon katabolitlerini indiikleyen gen regiilasyonunun
biyofilm olusumunda kritik rol oynadigi bulgusudur. Eksopolisakkarit ekspresyonu ve
biyofilmin genislemesi, glikoz ya da diger kullanilabilir karbon kaynaklarmin bol olmasi
durumunda, pseudomonaslar, V. cholerae, E. coli, stafilokoklar ve streptokoklar gibi bazi

bakterilerde 6onemli Olclide artmistir [117,261,262]. Glikozun EPS sentez yolunda basit bir
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substrat oldugu diisiiniilmektedir ve EPS yapimini transkripsiyonal regiilasyon diizeyinde
arttirdig1 goriilmiistiir [261]. Yiksek glikoz diizeylerinin ve osmolaritenin biyofilm olusumu
icin en giliglii uyaran oldugu [229], E.coli’ nin biliylime dinamiklerini insuline yanit olarak
degistirdigi [263], insulinle birlikte glikoz varligmmin adheransi arttirarak kolonizasyonu
giiclendirdigi ve bu insulin-aracili degisikliklerin de glikoza bagli oldugu [264], glikoz
metabolizmas1 ve kemotaksi arasinda iligki oldugu saptanmistir [265].

Bunlara tezat olarak; Jackson ve ark.’nin ¢alismasinda ortama glikoz eklenmesi
biyofilm olusumunu inhibe ederken [141]; bir diger calismada ortama sodyum kloriir (NaCl)
ve sukroz eklenmesi, in vivo csgA ekspresyonunu azaltarak biyofilm olusumunu azaltmistir
[115]. Bu iki calisma biyofilm olusumunun ortam konsantrasyonundan ¢ok c¢abuk
etkilendigini gostermektedir.

E. coli suslar1 klinik 6rneklerden en sik izole edilen ajanlardir. E. coli’ nin hiicre ylizey
virulans faktorleri tip 1 fimbria ve P, S, X faktorii (Dr Hemagliitinin) i¢eren tip 2 fimbria gibi
konak hiicreye adezyonda etkili yiizey yapilaridir [21]. Bunlar (flagella, tip 1 fimbria, curli ve
Ag43) [126] epitelyum hiicresine bakteriyel adezyonu, invazyonu, biyofilm olusumunu
arttirirlar [22].

Bu bilgiler 15181 altinda, diyabetik olan ve olmayan hasta gruplarindan izole edilen
E. coli suslarinin biyofilm olusumu, antibiyotik direnci ve virulans faktorlerinin
karsilastirilmast agisindan ilk calisma oOzelliginde olan bu tez caliymasinda hipotezimiz;
hipergliseminin, bir ¢ok kaskad ve fonksiyonlari etkilemesi nedeniyle, ortaya ¢ikan yap1 ve
fonksiyon bozukluklarinin biyofilm olusumunu arttiracagi; buna bagli olarak, biyofilmin
mikroorganizma virulansimi arttiracagi ve antibiyotiklere karsi daha direcli hale getirecegi,
dolayisiyla diyabetik hastalardan izole edilen suslarda daha yiiksek oranda antibiyotik
direncinin saptanacagi idi.

Yapilan ¢caligmalarda E. coli icin % 38- % 92 gibi farkli biyofilm olusturma oranlar1
saptanmistir [175, 266]. Bizim ¢alismamizda, tiim izolatlarda biyofilm olusturma orani %16
olarak bulunmustur. Biyofilm olusumu ve diyabet durumu degerlendirildiginde, diyabetik
grupta biyofilm olusumunun daha fazla oldugu gozlenirken, bu sonug istatistiksel olarak
anlamli bulunmamais, ancak diyabetik grupta diyabetik olmayan gruba gore iki katin lizerinde
artmis biyofilm olusumu saptanmuistir.

Tip 1 fimbria, patojen olmayanlar da dahil olmak {izere pek cok E.coli susunda
bulunur, ‘ortak pili’ olarak adlandwrilir. Baglica kobay eritrositlerinde mannoza duyarl
hemagliitinasyon (MSHA) olusmas1 ile anlasilir. Tip 1 fimbria, biyofilm olusumunda

baslangi¢ tutunma icin gereklidir [121]. Tip 1 fimbria genotipi E. coli suslarinda % 92-100
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gibi oldukea yiiksek oranlarda bulunur [267-269]. Buna karsin fenotip % 14-90 gibi degisken
oranlarda gozlenmektedir [269-271].

Bizim ¢alismamizda tiim izolatlarda fenotipik olarak % 41 oraninda tip 1 fimbria
varlig1 saptanmistir. Diyabetik hastalarda tip 1 fimbria orani daha yiiksek gozlenmistir.
Ozellikle diyabetik hastalarin yara yeri kiiltiirlerinde, artmis biyofilm olusumu ve ortak
fimbria olan tip 1 fimbria varligi; siirekli hipergliseminin ve osteomiyelit, diyabetik ayak
infeksiyonu gibi kronik infeksiyonlarin, mikroorganizmay: biyofilm olusturma yoniinde
stirekli uyardigini diigiindiirmektedir.

Tip 1 fimbria mesane epiteline tutunmay1, kolonizasyonu arttirir ve sistit ile iligkilidir
[246,272,273]. Geerlings ve arkadaslarin ¢alismasinda tip 1 fimbriasi olan E. coli suslarmin
iiroepitelyal hiicrelere yapigsma orani incelenmis ve diyabetik hastalarda kontrol grubuna gore
iki kat artmis olarak bulunmustur. Bu durum diyabetik iiroepitelyal hiicrelerdeki tip 1 fimbria
reseptorlerinin farkli glikolizasyonu ile iligkilendirilmistir [274]. Geerlings baska bir
caligmasinda ise asemptomatik bakteriilirisi bulunan diyabetik kadmn hastalarmn idrar
orneklerinden izole edilen E. coli suslarinda tip 1 fimbria iiretimini % 86 olarak belirlemis ve
tip 1 fimbria {iretiminin asemptomatik bakteriiirisi bulunan diyabetik kadinlarda yaygimn bir
virulans faktorii oldugunu gostermistir [275]. Bizim c¢alismamizda da diyabetik hastalarin
idrar izolatlarinda tip 1 fimbria daha fazla saptanmistir. Biyofilm olusturan suslardan tip 1
fimbrias1 olanlara baktigimizda ise hepsinin diyabetik hastalardan izole edildigi
goriilmektedir. Bu bulgular, diyabetik hastalarda adherens ve biyofilm olusumunun daha fazla
olabilecegini ve bu nedenle diyabetli hastalarda sik olusan ve tekrarlayan {iriner sistem
infeksiyonlarinin patogenezini agiklar niteliktedir.

P-fimbria E.coli 'nin ylizey adhezinlerindendir. Mannoza direncgli hemagliitinasyondan
(MRHA) sorumludur ve bobrek epiteline spesifik yapismayi indiikler [276]. Akut piyelonefrit
gelisiminde major bir viriilans faktorii oldugu disiiniilmektedir [252]. Hagberg ve ark.
piyelonefritli hastalardan izole edilen E. coli suslarinda MRHA iiretimini % 77, akut sistitli
hastalardan izole edilen suslarda % 35 ve asemptomatik bakteriiirisi olan hastalarda % 18
olarak tespit etmisler ve piyeloneftire yol acan suslarda MRHA f{iretiminin daha fazla
oldugunu bildirmislerdir [277]. Bizim ¢aligmamizda ise tiim izolatlarda p-pili varligi % 20
olarak bulunmugstur. P-pili liretimi diyabetik olmayan hastalarda daha fazla gozlenmistir. P-
pili saptanan izolatlarin % 85’1 beklenildigi lizere, idrar 6rneklerinden temin edilmistir ancak
P-pilisi olan idrar suslarmin diyabet varligma goére dagiliminda anlamli farklilik

saptanmamigtir.
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Tiim izolatlarda tip 1 fimbria ile birlikte p-pili varlig1 degerlendirildiginde bu oran
% 10 olarak bulunmus, bu suslarin % 80’1 idrar , % 20’si yara yeri 6rneklerinden temin
edilmigtir. Bu bulgular tip 1 fimbria ve p-pilinin {iriner sistem infeksiyonlarinda 6nemli
virulans faktorleri oldugunu gdstermektedir.

Antibiyotik direngleri irdelendiginde, son yillarda E. coli suslarinda genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) direncinin arttig1 gézlenmektedir. Bu durum klinikte tedavi
seceneklerini kisitlamakta, mortalite ve morbiditeye neden olmakta, hastanede yatis siiresini
ve maliyeti artirmaktadir [278]. E.coli suslarinda GSBL iiretimi i¢in Kuzey Amerika’da
% 3,3-4,7, Giiney Amerika’da % 6,7-25,4, Uzak Dogu’da % 7,9-23,6, Avrupa’da % 5.3,
Tiirkiye’de % 13-36 gibi oranlar bildirilmektedir [279,280]. Korten ve ark. nin yaptiklari
MYSTIC ¢alismasinda, Tiirkiye’de 2000-2003 yillar1 arasinda E.coli suglarmin GSBL
pozitiflik oranlar1 % 15,6°dan % 32,1’¢ yiikselmistir [281]. Giir ve ark.’nin yaptiklar1 HITIT-2
surveyans calismasinda ise E. coli’ lerin % 42 (merkezlere gore % 20 -% 77,1) oraninda
GSBL iirettigi belirlenmistir [282]. Calismamizda tiim izolatlarda antibiyotik direnglerine
bakildiginda % 12 oraninda genislemis spektrumlu beta-laktamaz yapimi gézlenmistir.

GSBL pozitif bakterilerde karbapenem dis1 diger antibiyotiklere Ozellikle
florokinolonlara yiiksek direng oranlar1 bildirilmektedir [278]. HITIT-2 ¢alismasinda bu oran
% 84 olarak bildirilmistir [282]. Yetkin ve ark. nin idrar izolati E.coli’ leri igeren
calismasinda, GSBL pozitif ve GSBL negatif E.coli’ lerde siprofloksasin ve ko-trimaksazol
direncleri sirasiyla % 79-23 ve % 63-44 olarak tespit edilmistir [283]. Yapilan diger
calismalarda GSBL pozitif E.coli suslarinda piperasilin/tazobaktama % 35-82 [284],
amikasine % 6-17 [285] oranlarinda diren¢ saptanmistir. Calismamizda da benzer sekilde
GSBL pozitif izolatlarda diger grup antibiyotiklere diren¢ oranlarmin yiiksek oldugu
gdzlenmistir. GSBL pozitif ve negatif E.coli izolatlarmda siprofloksasin direnci sirasiyla %
83,3 ve % 35,2, ko-trimaksazol direnci sirasiyla % 91,6 ve % 44,3 olarak bulunmustur.
GSBL iireten E.coli’ lerde amoksisilin/klavulanik asit duyarlilig1 % 0, piperasilin/tazobaktam,
sefaperazon/sulbaktam duyarliliklar1 her iki beta-laktam/beta-laktamaz inhibitérii icin de
% 100 olarak bulunmustur. Tiim GSBL pozitif ve negatif E.coli’ ler sefoksitine duyarl
saptanmuistir.

Son yillarda ampisiline kars1 yiiksek diren¢ oranlar1 saptanmaya baslamistir ve bu
nedenle ampisilinin kullanim alanini olduk¢a sinirlanmistir [286]. Bu direng, beta-laktamaz
inhibitorleri ile asilmaya c¢aligilabilir. Ancak iilkemizde yapilan ¢esitli caligmalarda beta-
laktamaz inhibitdrleri ile kombine aminopenisilinlere karsi bildirilen diren¢ oranlari1 da

yikksek bulunmustur. Otag ve ark. idrar orneklerinden izole ettikleri 300 E.coli susunda

73



% 30,3 oraninda amoksisilin-klavulanik asit direnci saptamiglardir [287]. Bizim ¢alismamizda
tiim izolatlarda ampisilin direnci % 53,4, amoksisilin/klavulanik asit direnci % 10,2 olarak
bulunmustur. Sefalosporinlere karsit 6nemli bir direng saptanmamastir.

Kinolonlar, yiiksek oranda bakteriyolojik ve klinik iyilesme sagladigindan sik
kullanilan ilaglar arasindadir. Kinolonlarin yaygin kullanimi nedeniyle toplum kaynakli E.coli
suslarinda da kinolon direncinde artis oldugu bildirilmektedir [288]. Ulkemizde E. coli igin
siprofloksasin direng oran1 % 58’lere ulagsmaktadir [282]. Yillar igindeki artan direng
oranlari, ililkemizde kinolon direncinin 6nemli bir problem oldugunu gostermektedir.
Calismamizda da %41 oraninda siprofloksasin direnci tespit edilmistir.

Toplum kokenli iiriner sistem infeksiyonlarinin tedavisinde trimetoprim-
sulfametoksazol halen yaygin olarak kullanilan bir antibiyotiktir [289]. Ulkemizde toplum
kokenli tiriner sistem infeksiyonlarindan saptanan E.coli suslarinda ko-trimaksazol direnci
% 23-67,5 gibi birbirinden oldukca farkli oranlarda bildirilmektedir [290-291]. Bizim
calismamizda ko-trimaksazol direng oranit % 50 gibi yiliksek bir oranda saptanmistir. Hem
siprofloksasin hem de ko-trimaksazol direnglerinin yliksek oranlarda saptanmasi 6zellikle
iriner sistem infeksiyonlarmda bu iki ajanin ampirik kullaniminin sik olmasi ile
iliskilendirilebilir.

Aminoglikozidler giinde tek doz uygulanabilme kolaylig1 da goz oniine alindiginda
alternatif tedavide kullanilabilen ajanlardir. Ancak, oral kullanimlarnin olmayisi bu
antibiyotiklerin en &nemli dezavantajlaridir. Uriner sistem infeksiyonu etkeni olan E. coli
izolatlar1 i¢in degisik amikasine direng oranlar1 bildirilmistir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda
Tolun ve ark. [292] hastane kaynakli E.coli izolatlarinda amikasin direncini % 1,9;
Altoparlak ve ark. [293] duyarliligir % 90,8 oraninda saptamislardir. Yurt diginda yapilan
calismalarda ise Valdivieso ve ark. amikasine % 1,3 oraninda diren¢ bildirmislerdir [294].
2008 European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS) verilerine gore
tiropatojenik olmayanlar da dahil tiim E. coli suslarinda aminoglikozid direnci % 9,3, Tiirkiye
icin bu oran % 25-50 arasinda bulunmustur. Calismamizda kullanilan aminoglikozid olan
amikasine kars1 direng saptanmamuistir.

Sonug olarak E. coli suslarinda giderek artan aminopenisilin, siprofloksasin ve ko-
trimaksazol direngleri bizim izolatlarimizda da yiiksek oranda saptanmustir.

Biyofilm bakterileri antibiyotiklerin etkilerine ¢esitli yollarla direng gosterirler. Bu
yollarin baslicalar1 antibiyotigin biyofilm i¢ine difiizyonunun kisitli olmasi, biyofilm i¢indeki
bakterilerin farkli biiylime hizlari, mikrogevre degisikliklerinin antibiyotiklere olumsuz etkisi,

azalmis biyofilm-spesifik fenotiplerin (alt populasyonlarm) olmasi, degistirilebilir gen
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ekspresyonu ve quorum sensing sistemidir. Biyofilm tabakasi icindeki bakteriler
antimikrobiyal ajanlara, planktonik sekillerine gore 200-500 kat daha direnclidir [118]. Ceri
ve ark. [172] biyofilm iireten E. coli’ de 3-log azalma i¢in gerekli ampisilin minimum
inhibitér konsantrasyon (MIC) degerini >500 kat daha fazla, Williams ve arkadaslar1 ise
biyofilm olusturmus S.aureus’ta 3- log azalma i¢in vankomisin minimum bakterisidal
konsantrasyonunda (MBC) >10 kat artis saptamislardir [295].

Antibiyotiklerin subinhibitor konsantrasyonlar1 biyofilm matriks yapimini indiikler ve
daha fazla biyofilm yapilmasini saglar [296]. Sonug olarak, ytliksek hiicre yogunlugu, artmis
genetik kompedans ve biyofilmdeki hareketli genetik elemanlar sayesinde horizontal gen
transferi saglanir [297]. Horizontal gen transferi oral ve intestinal florada olusturulan
polimikrobiyal biyofilmler ve kazanilan antibiyotik direngleri agisindan énemlidir [298].

Biyofilm olusturma 6zelligi ile antibiyotik direncleri arasindaki iliskiye bakildiginda;
calismamiza dahil edilen biyofilm olusturan bakterilerin ampisilin, amoksisilin/klavulanik
asit, siprofloksasin ve ko-trimaksazol direncinin biyofilm olusturmayan bakterilerden daha
fazla oldugu gozlenmistir. Biyofilm olusturan izolatlarda ampisilin, amoksisilin/klavulanik
asit, siprofloksasin ve ko-trimaksazol direncleri sirastyla % 73,3, % 13,3, % 43,7 ve % 62,5
olarak saptanirken, biyofilm olusturmayan izolatlarda bu oranlar sirasiyla sirasiyla % 49,3, %
9,5, % 40,4 ve % 47,6 oraninda bulunmustur. Bu sonuglara goére biyofilm olusturan
izolatlarda ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit, siprofloksasin ve ko-trimaksazol i¢in
strastyla % 24, % 3,8, % 3,3 ve % 14,9 oranlarinda artan direng¢ varlig1 saptanmis ancak bu
sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

Diyabet varlig1 ile antibiyotik direnci arasinda direkt bir iliskili mevcut degildir.
Ancak diyabetik hastalarda infeksiyonlara karsi artmis yatkinlik olmasi, sik ve tekrarlayan
infeksiyonlar nedeniyle uzun siireli antibiyotik kullanma gerekliligi nedenleriyle bu hastalarda
normal populasyona goére artmig antibiyotik direnci olmasi beklenebilir. Ayrica diyabetik
hastalarda gastroparezi, hiperglisemi, gastrointestinal sistemin mikrovaskuler degisiklikleri
nedeniyle ila¢ farmakodinamik ve farmakokinetikleri etkilenmektedir. Diyabette gelisen
mikrovaskuler degisiklikler sonucu ilaglarin diisiik kan diizeyinde kalmasi, klinik yanitsizliga
ve sonucta ila¢ direncine neden olabilir. Yapilan bir ¢alismada, tip 1 diyabetli hastalarda
Helicobacter pylori eradikasyonu {c¢li rejimi kullanildiginda % 62, dortli  rejimi
kullanildiginda ise % 88 olarak saptanmistir [299].

Sonug olarak E. coli klinik 6rneklerden en ¢ok izole edilen mikroorganizmalardan
biridir. E. coli’ nin biyofilm olusturma &zelliklerinin incelendigi bir¢ok calisma mevcuttur.

Bizim c¢alismamizda diyabetik olan ve diyabetik olmayan gruptaki izolatlar
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karsilagtirildiginda, diyabetik izolatlarm % 68,8’nin, diyabetik olmayan izolatlarin
% 31,3’liniin biyofilm olusturdugu saptanmistir. Biyofilm olusturan idrar izolatlarinin % 60’1
diyabetik, % 40’1 diyabetik olmayan hastalardan; biyofilm olusturan yara yeri izolatlarimin
% 83,3’1i diyabetik, % 16,7’si diyabetik olmayan hastalardan, Tip 1 fimbrias1 olan suslarin ise
% 56,1°1 diyabetik hastalardan , % 43,9’u diyabetik olmayan hastalardan izole edilmistir. Tip
1 fimbrias1 olan idrar suslarinim % 53,1°1 diyabetlilerde, % 46,9’u diyabetik olmayanlarda; tip
1 fimbriast olan yara yeri izolatlarinin % 66,7 ’si diyabetlilerde, % 33,3’li diyabetik olmayan
hastalarda saptanmistir. Antibiyotik diren¢leri ac¢isindan bakildiginda, biyofilm olusturan
izolatlarin ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit, siprofloksasin ve ko-trimaksazol
direnglerinin biyofilm olusturmayan izolardan, diyabetik gruptaki izolatlarin ampisilin,
sefuroksim ve ko-trimaksazol direnglerinin de diyabetik olmayan izolatlardan daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Diyabetik izolatlarda ampisilin, sefuroksim ve ko-trimaksazol
direnglerinin sirastyla % 11, % 2,1 ve % 4 oraninda artis gosterdigi saptanmistir.

Calismamiz klinik E. coli izolatlarinin olusturdugu biyofilm olusumunun incelendigi
az sayidaki ¢aligmalardan biridir. Calismanin 6nemli bir 6zelligi de diyabetik olan ve olmayan
hastalardan toplanan E. coli suslarinin biyofilm olusturma, bunlarin idrar ve yara yeri gibi
farkl kiiltiirlere gore karsilastirilmasi yaninda; ayn1 suslarin fimbria ve antibiyotik direnci gibi

diger virulans 6zelliklerinin topluca incelendigi ve karsilastirildigi ilk ¢alisma olmasidir.
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SONUC:

Diyabet ve infeksiyon patogenezi karmasik ve cok faktorli bir iliski icerisindedir.
Diyabetik hastalar pek cok faktdre bagl olarak infeksiyonlara daha yatkmdirlar. Infeksiyon
gelisiminde bir¢ok mekanizma ve mediator rol alir. Esas olarak diyabette gelisen endotel
fonksiyon bozukluklari ve immun sistemdeki bozukluklar infeksiyon gelisiminden sorumludur.

Biyofilmler normal floranin olusumundan, kronik infeksiyonlara kadar ¢ok genis bir
yelpazede infeksiyon patogenezinde rol oynamaktadirlar. Biyofilm yapisini, olusumunu ve
fonksiyonlarmi arastiran ¢calismalar siirmektedir. Bu ¢alismalar arasinda biyofilm olusumunu
belirleyen genetik modulasyonlar kadar, biyofilm infeksiyonlarmi tedavi etmeye ve biyofilmi
eradike etmeye yonelik caligmalar 6nemli yer tutmaktadir. Biyofilm olusumu; S. aureus,
S. epidermidis, viridans streptokoklar, enterokoklar, aktinomicesler, E. coli, P. aeruginosa,
B. cepacia, V. cholerae, Klebsiella spp. ve Candida spp. gibi birgok mikroorganizmada
gosterilmistir.

Biyofilm olusturan bakterilerin yiizeylere adheransmin, biyofilm olusturmayan
bakterilere oranla daha fazla oldugu, antibiyotiklere direng gostererek infeksiydz hastaliklarin
tedavi siirelerini uzattiklari, tedavi basarisizlarina neden olduklari bilinmektedir. Biyofilm
olusturan mikroorganizmalar antibiyotiklerin etkilerine karsi korunurlar ve biyofilm {iireten
bakterileri eradike etmek icin minimal inhibitér konsantrasyonunun 1000 katina ulasan
konsantrasyonlarda antibiyotik dozunun gerekebildigini bildirilmistir. Bu c¢alismada da
antibiyotiklere direngli suslarin daha ¢ok biyofilm olusturan suslar oldugu dikkati
¢ekmektedir.

Biyofilmin kesin yapist belirlenememekle birlikte, karbonhidratlarin biyofilm yap1 ve
fonksiyonlarinda basrolii oynadigr diisliniilmektedir. Diyabetli hastalarda biyofilm
olusumunun incelendigi genis seride farkli ¢alismalar bulunmasa da diyabetin infeksiyona
yatkmlik mekanizmalarmin disinda, siire§en hipergliseminin bakteriyi indiikleyerek
karbonhidrat yapisindaki biyofilm olusumunu arttirabilecegi diigiiniilmiistiir.

Bizim ¢aliymamizda da kronik hipergliseminin ve buna sekonder olarak ortaya ¢ikan
degisikliklerin sonucu olarak diyabetik hastalardan izole edilen suslarda daha fazla biyofilm
olusumu gériilmiistiir. Ozellikle, biyofilm olusturan idrar ve yara yeri izolatlarmin diyabetik
izolatlarda daha fazla oldugu saptanmistir. Biyofilm olusumunun ilk basamagini saglayan tip
1 fimbria varlig1 agisindan incelendiginde ise, diyabetik hastalarin hem idrar hem de yara yeri
izolatlarinda daha fazla tip 1 fimbria yapimi bulunmustur. Diyabetik hastalarin idrar

izolatlarinda artmig tip 1 fimbria yapimi ve biyofilm olusumunun, tekrarlayan, tedavisi gii¢ ve
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coklu ilaca direngli iiriner sistem infeksiyonlarma yol agabilecegi, yara yeri izolatlarinda
artmis tip 1 fimbria varhiginin ise; siirekli hipergliseminin ve osteomiyelit, diyabetik ayak
infeksiyonu gibi kronik infeksiyonlarin da etkisiyle, mikroorganizmay1 biyofilm olusturma
yoniinde siirekli uyarmasi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. P-pili yapimi ve izolatlara
gore dagilimi agisindan diyabetik grubun iistiinliigiinii gosterecek veriler elde edilmemistir.
Bu sonuglara gore, hipergliseminin ve hiperglisemiye bagli olarak ortaya ¢ikan
inflamatuvar siirecin meydana getirdigi degisikliklerin biyofilm olusumunu arttirdigi, tip 1
fimbrianin biyofilm olusumunu baglatan kolonizasyonu sagladigi ve biyofilm olusturan
izolatlarda antibiyotik direncinin daha fazla oldugu bilgilerinden yola ¢ikarak; ¢calismamizda
izole edilen suglardan diyabetik hastalara ait olanlarda daha fazla biyofilm olusumu, fenotipik
olarak daha fazla tip 1 fimbria varligit ve ampisilin, sefuroksim ve ko-trimaksazol
antibiyotiklerine kars1 artmis direng, biyofilm olusturan bakterilerde ise  ampisilin,
amoksisilin/klavulanik asit, siprofloksasin ve ko-trimaksazol antibiyotiklerine karsi artmis

diren¢ saptanmustir.
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DIYABETIK HASTALARDA BAKTERILERIN FENOTIPIK
OZELLIKLERI
OZET:

Giris: Biyofilmler irreversibl olarak herhangi bir ylizeye, ara yiizeye veya birbirlerine bagl
mikrobiyal topluluklardir. Biyofilm olusturan mikroorganizmalarin adhezyon yetenekleri,
virulanst ve biyofilm olusumu ile konak savunmasindan kagmasi ve antibiyotiklerin
etkilerinden korunmasi, biyofilm infeksiyonlar: ile miicadelede yeni ve etkili yontemlerin

gerekliligini ortaya koymaktadir.

Amagc: Diyabetik hastalar pek cok faktdre bagl olarak infeksiyonlara daha yatkindirlar.
Ozellikle bazi yumusak doku infeksiyonlar1 (nekrotizan fasciit, fournier gangreni gibi),
S. aureus ve Gram-negatif bakteri pnomoniler ve asemptomatik bakteriiiri siklig1 diyabetik
olmayanlara gore artmustir. Tim bunlarin olusumunda diyabetik hastalarin savunma
sistemlerindeki yetersizliklerin yani sira endotel fonksiyon bozukluklar1 ve bakterinin farkl:
ortamlarda yasama 6zelliklerinin etkili olduguna dair veriler mevcuttur. Diyabetik hastalarda
degisen gliseminin bakteri direng, biyofilm olusumu ve diger viriilan faktorlerde degisiklikler
olusturabilecegi diisliniilmiistiir. Bu hipotezden yola ¢ikarak ¢calismamizda diyabetik olan ve
diyabetik olmayan hastalardan izole edilen ayni tiirdeki bakterilerin; biyofilm olusturma,

viriilans faktorleri ve direng farkliliklarmin arastirilmasi amaglanmastir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada, diyabetik olan ve diyabetik olmayan hastalarin idrar ve yara
yeri Orneklerinden izole edilen toplam 100 adet Eschericha coli susu kullanildi. Biyofilm
faktoriin belirlenmesinde kantitatif mikrodiliisyon plak yontemi, p-pili ve tip 1 fimbria
varliginin tespitinde hemagliitinasyon yontemi kullanildi. Kantitatif mikrodiliisyon plak
yonteminde 595 nm dalga boyunda mikroplak okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro) optik
dansitesi 0,8’ den biiyilik olan izolatlarin biyofilm olusturdugu kabul edildi. Bakteri fimbria
tespitinde her bir bakteri i¢in % 2,5 a-methyl-D-mannoside varliginda ve % 2,5 a-methyl-D-
mannoside yoklugunda koyun eritrositleri ile hemagliitinasyon verenlerde p-fimria oldugu,
% 2,5 o-methyl-D-mannoside varliginda kobay eritrositleri ile hemagliitinasyon vermeyip
% 2,5 o-methyl-D-mannoside yoklugunda hemagliitinasyon verenlerde tip 1 fimria oldugu
sonucuna varildi. Izolatlarin antibiyotik duyarliliklar1 Clinical and Laboratory Standarts
Institude (CLSI) kilavuzuna uygun olarak Kirby- Bauer disk difiizyon yontemi ile belirlendi.
Calismada tanimlayici verilerde say1 ve yiizde, gruplar arasi karsilastirmalarda ise Chi-square
(ki-kare) testi uygulandi. Verilerin analizinde SPSS 14.0 bilgisayar programi kullanildi.
[statistiksel analiz igin p<0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.
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Bulgular: Calismanin sonunda diyabetik olan ve olmayan hastalardan izole edilen E. coli
suslary, biyofilm olusturma, virulans faktorleri ve antibiyotik direngleri incelendiginde;
diyabetik grupta biyofilm olusum yiizdesi diyabetik olmayan gruba gore iki kat fazla saptandi
ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Diyabetik hastalarda tip 1 fimbria
ekspresyonu % 12,2 oraninda daha yiiksek yiizde saptandiysa da bu deger de istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi. Biyofilm olusturma 6zelligi ile antibiyotik direngleri arasindaki
iliskiye bakildiginda biyofilm olusturan bakterilerin antibiyotik direncinin daha fazla oldugu
gozlenirken, bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Caliymamiza dahil edilen
biyofilm olusturan bakterilerin ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit, siprofloksasin ve ko-
trimaksazol direncinin biyofilm olusturmayan bakterilerden daha fazla oldugu gozlendi.
Sonugc: Bu tez ¢alismasinda diyabetik olan ve diyabetik olmayan hastalardan izole edilen ayn1
tiirdeki bakterilerin; biyofilm olusturma, viriilans faktorleri ve direng farkliliklarinin
arastirilmas1 amaclanmustir. Istatistiksel olarak anlamli olmasa da diyabetik izolatlarda daha
fazla biyofilm olusumu, daha fazla tip 1 fimbria ekspresyonu, biyofilm olusturan izolatlarda
daha fazla ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit, siprofloksasin ve ko-trimaksazol direnci
saptanmustir. Bu sonug, diyabetik hastalarda altta yatan infeksiyona yatkinlik mekanizmalar1
ile biyofilm olusum patogenezinin anlasilmasiyla birlikte bu hastalarin infeksiyoz
hastaliklarinin takip ve yeni tedavi modalitelerinin gelistirilmesine yardime1 olacaktir. Ancak
bu konuda karsilastirmali daha ¢ok ¢alismaya gereksinim vardir. Ayrica ¢alismamiz diyabetik
ve diyabetik olmayan hastalarin 6rneklerinden izole edilen E. coli’ lerin biyofilm olusturma,
fimbria yapisi, bu 6zelliklerin idrar ve yara yeri kiiltlirlerine gore karsilagtirilmasi yaninda
ayni suslarin antibiyotik direnci ve tiim virulans faktorlerinin birbirleriyle iliskileri gibi
Ozelliklerinin topluca incelendigi ilk ¢aligma niteligindedir.
Anahtar kelimeler: diyabet, biyofilm, infeksiyon
Tletisim Adresi: Dr. Pelin Genger Orug

Adnan Menderes Universitesi T1p Fakiiltesi
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FENOTYPIC CHARACTERISTICS of BACTERIA in DIABETIC
PATIENTS
SUMMARY:

Introduction: Biofilms are microbially derived sessile community characterized by cells that
are irreversibly attached to a substratum or interface or to each other. They embedded in a
matrix of extracellular polymeric substances that they have produced, and exhibit an altered

phenotype with respect to growth rate and gene transcription.

Aim: Diabetes mellitus is one of the oldest diseases known to mankind. Diabetic patients
tend to have infections due to many factors. Expecially, prevelance of some of soft tissue
infections, (necrotizing fasciitis, fournier gangren etc.), Staphylococcus aureus and Gram-
negative pneumoniae and asymtomatic bacteriuria are increased than non-diabetic patients. In
these events, there are data about defects in diabetic patients’ immun system with endotel
dysfunction and the surviving properties of the bacteria in different conditions. It is thought
that in diabetic patients altering values of glisemia triggers the antibiotic resistance, biofilm
production and the other virulan characteristics of bacteria. From this point, in our study we
purposed to find differences between biofilm production, virulance factors and antibiotic

resistance of same species of bacteria isolated from diabetic and non-diabetic patients.

Material and Methods: In this study we examined 100 Escherichia coli obtained from urine
and wound cultures of diabetic and non-diabetic patients. The slime production, typel and p-
pili expression of all strains were studied by quantitative microdilution plate method and
hemaggliititation method respectively. The antibiotic susceptibility of strains was determined
by disc diffusion method as recommended by CLSI. In quantitative microdilution plate
method optical density (OD) of well content was determined at 595 nm (OD595) using a
microplate reader and strains which’ optical density was greater than 0,8 were considered as
slime positive. To detect p-pili of the bacteria, the heamgglutitation with sheep erythrocytes in
either existence or absence of % 2,5 a-Methyl-D-mannoside was observed for each strain.
The dishaemgglutitation with guinea erythrocytes in existence of % 2,5 a-methyl-D-
mannoside % 2,5 a-Methyl-D-mannoside and heamgglutitation with absence of % 2,5 a-
Methyl-D-mannoside pointed the type 1 fimbria production of the strain. The antibiotic
susceptibility of strains was determined by Kirby- Bauer disk diffusion method as
recommended by Clinical and Laboratory Standarts Institude (CLSI).

Results: At the end of the study, the biofilm production, virulance factors and antibiotic

resistance of E. coli strains which isolated from diabetic and non-diabetic patients were
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investigated and; in diabetic group slime formation was two times higher than non-diabetic
group but this result was statistically not significant.Type 1 fimbria expression in diabetic
strains was also % 12,2 higher than the non-diabetic strains but this value was statistically not
significant either. In correlation between slime forming and antibiotic resistance; antibiotic
resistance in slime-forming E. coli was greater than non-slime forming E. coli group but this
was statistically not significant. Antibiotic resistance to ampicillin, amoxicillin/clavulanate,
ciprofloxacin and co-trimoxazole in slime-forming E. coli strains was greater than non-slime-
forming group.

Conclusion: In this study we purposed to find differences between biofilm production,
virulance factors and antibiotic resistance of same species of bacteria isolated from diabetic
and non-diabetic patients. Although, the results were statistically not significant, in diabetic
group the greater biofilm production, type 1 fimbria expression and in slime-forming group
the greater antibiotic resistance to ampicillin, amoxicillin/clavulanate, ciprofloxacin and co-
trimoxazole were observed. These results would assist to develop the follow-up and new
treatment modalities of diabetic patients by way of understanding the underlying
predisposition mechanisms of infections and pathogenesis of biofilm production. However,
numerous comparative studies are required in this subject. Furthermore, our study is the first
research which includes the slime production, fimbria expression and the distribution of these
findings according to urine and wound cultures beside with antibiotic resistance and the
relationships between these virulence factors of E. coli strains obtained from diabetic and
non-diabetic patients.

Key words: diabetes, biofilm, infection
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