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OZET

Hastaneye yatis siirecinde tan1 ve tedavi amaclh kullanilan yabanci cisimlerden kateterlerin,
en onemli komplikasyonlar1 arasinda lokal ve sistemik enfeksiyon riski yer almaktadir. Bu
calisma kateter ylizeylerinde mikroorganizmalar tarafindan olusturulan biyofilm yapisinin
tedaviye direnci artiran ve tedavi siirecini zorlastiran 6nemli bir etken olduguna dayanilarak

yapilmistir.

Calismada Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Ankara Hastanesi’nde 2006-2009 yillari
arasinda cesitli servislerde ve yogun bakimlarda yatarak tedavi goren hastalarin kateterlerinde
tiremis metisilin direncli S.aureus (MRSA), metisilin direngli koagiilaz negatif stafilokok
(MRKNS) ve P.aeruginosa izolatlarinin planktonik hiicre agsamasinda ve in vitro kosullarda
biyofilm yaptirildiktan sonra sesil hiicrelerinin cesitli antibiyotiklere duyarliliklar
arastirtlmistir.  Antibiyotiklerin seciminde MRSA ve MRKNS suslar1t icin vankomisin,
siprofloksasin, rifampisin, gentamisin, meropenem, tigesiklin, linezolid, seftazidim ve
sefazolin tercih edilirken, P.aeruginosa suslar1 icin de siprofloksasin, gentamisin,

meropenem, tigesiklin, piperasilin, seftazidim ve amikasin ¢alismaya alinmstir.

Secilen bu antibiyotikler ile once planktonik hiicrelerde duyarlilik arastirilmig, bdylece
minimal inhibitor konsantrasyonlar1 (MiK) ve minimal bakterisidal konsantrasyonlar1 (MBK)
belirlenmistir. Daha sonra her bir sus ile biyofilm olusturulup sesil hiicrelerde ayni
antibiyotikler ile yine MIK ve MBK degerleri belirlenmistir. Ardindan ikili ve iiclii
antibiyotik kombinasyonlar1 olusturulup, ¢coklu kombine bakterisidal test (CKBT) yontemi ile
hem planktonik hem de biyofilmde etkinlikleri belirlenmistir. Her bir antibiyotik ile
planktonik ve biyofilm hiicrelerinde elde edilen veri seti istatistiksel olarak iki oran z testi ile

analiz edilmistir.

Sonug olarak; sesil hiicrelerde planktonik forma gore genel olarak duyarliliklarda anlaml
azalmalar tespit edilmistir. Hem ikili hem de {i¢lii kombinasyonlar ile yapilan ¢alismalarin
sonucunda da sesil hiicrelerin kombinasyonlarin coguna duyarliliklarinda anlamli azalma
oldugu goriilmiistiir. Planktonik ve sesil hiicrelere kombinasyonlarin etkinliginin
karsilastirilmasinda, suslarin % 90’1ndan fazlasini inhibe etme agisindan, ikili kombinasyonlar

ile ticliiler arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF BIOFILM RELATED ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITIES OF
BACTERIA FREQUENTLY ISOLATED FROM CATHETER RELATED HOSPITAL
INFECTIONS

Local and systemic infection risks are one of the most important complications of catheters
used for diagnosis and treatment in hospitalization process. This study is undertaken on the
basis of the biofilm formation by microorganisms on catheter surface is one of the important

factors which increase the resistance and complicate the treatment process.

In this study, the sensitivity of methicillin resistant S.aureus (MRSA), methicillin resistant
coagulase negative staphylococcus (MR-CNS) and P.aeruginosa isolates from the catheters
of inpatients hospitilized in different clinics and intensive care units in Bagkent University
Medicine Faculty Hospital between 2006-2009 was investigated in vitro in planctonic phase
and on sessile cells after biofilm was formed. Vancomycin, ciprofloxacin, rifampicin,
gentamicin, meropenem, tigecycline, linezolid, cephtazidime and cephazolin were preferred
for MRSA and MR-CNS isolates and ciprofloxacin, gentamicin, meropenem, tigecycline,

piperacillin, ceftazidime and amikacin were selected for P.aeruginosa.

First of all, the sensitivity of planktonic cells to antibiotics was examined so minimal inhibitor
concentrations (MIC) and minimal bactericidal concentrations (MBC) were determined. Next,
each strain was transformed to sessile cell in biofilm environment, and MIC and MBC values
were determined for sessile cells. Double and triple antibiotics combinations were arranged,
the effectiveness of combinations were studied on both planktonic and biofilm cells with
multiple-combination bactericidal testing (MCBT) method. The data set obtained from

planktonic and biofilm cells with each antibiotic analyzed with two proportion z test.

In conclusion, a significant decreases were found in the sensitivities of sessile cells when
compared to planktonic cells. Experiments with both double and triple antibiotic
combinations showed a significant decrease in the sensitivities of sessile cells to all
combinations tested. In the comparison of effectiveness of double and triple combinations
against planktonic and sessile cells in terms of the inhibition of more than %90 of the strains,

no difference was determined.



Key words: Biofilm, catheter related infection, biofilm sensitivity, methicillin resistant

staphylococcus, P.aeruginosa
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1. GIRIS

Yirminci ylizyilda tip biliminin elde ettigi en Oonemli kazanimlardan biri, ortalama insan
yasam siiresinde belirgin artis olmasidir. Global olarak bakildiginda, 1955 yilinda 48 yas olan
ortalama yasam siiresi 1997 yilinda 66 yasa kadar uzamistir. Bu basariya ragmen, enfeksiyon
hastaliklar1 insanlarin karsilastigit en onemli saglik problemlerinden biri olmaya devam

etmektedir. Tiim diinyada goriilen 6liimlerin en 6nemli nedenlerinden biridir.

Damar ici kateterler modern tibbin vazgecilmez araglarindan biri haline gelmistir. Kateterler
siv1 tedavileri, parenteral beslenme, yakin izlem, kan ve kan iiriinleri uygulanmasi, cesitli
ilaclarin infiizyonu, hemodiyaliz, kemoterapi gibi pek c¢ok girisim icin gereklidirler. Ozellikle
yogun bakim iiniteleri kateter uygulamalarinin en sik yapildigi birimlerdir. Bu denli genis
uygulama alanina sahip kateterler, enfeksiyon basta olmak iizere bircok sorunun kaynagi
olabilmektedirler. Ornek olarak santral venoz kateterlerin (SVK) kullanimlari sirasinda
hastalarda; lokal enfeksiyon, septik tromboflebit, kateter iligkili kan dolasim enfeksiyonlari
(KIKDE), endokardit ve diger metastatik enfeksiyonlar (akciger absesi, beyin absesi,

osteomyelit vb) gelisebilir.

Yogun bakimlarda kolonize durumda olan mikroorganizmalarin cesitli yiizeylerde biyofilm
yapabilme egilimi, bunlarin etkeni oldugu enfeksiyon hastaliklarinin tedavi siirecinde elde
edilecek basariy1 golgeleyen onemli bir etkendir. Biyofilm bakterileri antibiyotiklerin etkilerine
cesitli yollarla direng gosterirler. Bu yollarin baslicalar1 antibiyotigin biyofilm igine
difiizyonunun kisitli olmasi, biyofilm i¢indeki bakterilerin farkl: biiylime hizlari ve mikrogevre

degisikliklerinin antibiyotiklere olumsuz etkisidir.

Bu calisma kateter yiizeylerinde mikroorganizmalar tarafindan olusturulan biyofilm yapisinin
tedavi siirecini zorlastiran 6nemli bir etken oldugu tezine dayanilarak yapilmistir. Calismanin
amaci; cesitli kateter tiplerinde enfeksiyon etkeni olarak {iiretilmis metisilin direncgli
Staphylococcus aureus (MRSA), metisilin direncli koagiilaz negatif stafilokok (MRKNS) ve
Pseudomonas aeruginosa suslarimin planktonik hiicre asamasinda ve ardindan in vitro
kosullarda  biyofilm olusturulduktan sonra cesitli antibiyotiklere ve antibiyotik

kombinasyonlarina duyarlhliklarinin arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kateter lliskili Enfeksiyonlar, Etkenleri ve Onemi

Hastaneye yatis siirecinde tani ve tedavi amacli kullanilan ve bircok durumda kag¢inilmaz
olarak uygulanmasi gereken kateterlerin en ©6nemli komplikasyonlar1 arasinda lokal ve
sistemik enfeksiyon riski yer almaktadir. Damar yolu, total parenteral niitrisyon (TPN), kan
ve kan {riinleri, santral vendz basin¢ Ol¢iimii, hemodiyaliz, kemoterapotik ajanlarin
uygulamalar1 sirasinda kullanilan kateterler ne yazik ki hastane ortamlarinda sik¢a bulunan
gram pozitif, gram negatif bakteriler ve kandidalarla kolonize olup, enfeksiyonlar i¢in giris

kaynag teskil etmektedirler.

Santral venoz kateter kullammmi yaygin bir uygulamadir ve hastaneye yatan hastalarin
%6’sinda kullanim gereksinimi olmaktadir. Santral venodz kateterizasyon, durumu kritik
hastalarda sivi tedavisinde, tibbi ila¢ uygulamalarinda, kan—total parenteral niitrisyon

verilmesinde ve hemodinamik durumun monitorizasyonunda kullanilmaktadir (1).

Latin Amerika, Asya, Afrika ve Avrupa'da 173 yogun bakim iinitesinin (YBU) katildig1 bir
calismanin 2010 Mart ayinda yayinlanmis (2) verilerine gore Uluslararasi Enfeksiyon Kontrol
Konsorsiyumu (INICC)’nun 2003-2008 yillar1 arast donemde 155358 hasta iizerinde yapilan
calismasinda %7.6 KIKDE/1000 SVK giinii saptanmustir. Yine ayni nedenle mortal seyreden

olgu oran1 da % 23.6 bulunmustur.

Avrupa’dan Fransa, Italya, Ingiltere, Almanya’nin katildig1 ¢cok merkezli baska bir calismanin
verileri ise KIKDE epidemiyolojisi, insidansi, maliyetini ve mortalite oranlarim
gostermektedir. Ortaya cikan sonuclarda iilkeler arasi belirgin farkliliklar goézlenmistir.
Ornegin; 1.12-4.2 KIKDE /1000 kateter giinii, 8400-14400 KIKDE epizodu/yil, 1000-1584
oliim/y1l, 35.9-163.9 milyon euro maliyet yiikii oranlar1 tespit edilmistir (3).

Tiirkiye’den 2002 yilina ait SVK ile iliskili kan dolasim1 enfeksiyonlari insidanst : 0,5 -10,5 /
1000 kateter giinii olarak bulunmustur (4). Diizce Universitesi’nde 2006 yilinda yapilmis bir
tez calismasinda Dahili YBU’nde SVK iliskili kan dolasimi infeksiyonu: 17.6/1000 kateter



giinii  ve Cerrahi YBU’nde SVK iliskili kan dolasimi infeksiyonu: 20.5/1000 kateter giinii
olarak bildirilmistir (5). Cok merkezli bir ¢calismada Leblebicioglu ve ark (6) 12 merkezden
13 yogun bakimda enfeksiyon insidansini 17,6 / 1000 kateter giinii olarak tespit etmislerdir.
Ne yazik ki bu rakamlar Amerika kaynakli benzer calisma verilerinden 5 kat, Ingiltere

kaynakl verilerden ise 3.4 kat yiiksek bulunmustur (7).

Mikroorganizmalar, intravaskiiler kateterlere kateter giris yerinden, kateter birlesme yerinden,
kontamine infiizyon sivisindan veya bagka bir enfeksiyon odagindan hematojen yayilimla
ulasabilir (Sekil 2.1). Kateter giris yeri ve kateter birlesme yeri, kateter enfeksiyonlarinin en
stk kaynagimi olusturmaktadir. Nadiren, kateter diger bir enfeksiyon odagindan hematojen
olarak enfekte olabilmekte veya infiizyon sivisi kontaminasyonu KIKDE gelisimine yol

acabilmektedir (4).

infiizyon sivisinin

Kateter birlesme yeri (hub) kontaminasyonu

Cilt ) kantaminasyonu
mikroorganizmalar

Kateter dncesi
kontaminasyon

Fibrin tabakas, tromb ds Hematojen infeksiyon

Sekil. 2.1. Mikroorganizmalarin Damar I¢i Kateterlere Giris Yerleri
(Hastane Infeksiyonlari Dergisi 2005;9 :Ek 1, sy.13)

Ziircher ve arkadaslarinin (8) tek-cok liimenli santral venoz kateterlerde kolonizasyon ve
kateter iligkili enfeksiyon olasiliklarini arastirdiklart caligmalart gostermistir ki liimen

sayisinin artigi beraberinde artan enfeksiyon riskini tasimaktadir.

Ancak ¢ok liimenli kateterlerin bu riski artirmadigini 6ne siiren bulgularin oldugu ¢alismalar
da mevcuttur (9). Genel kabul edilen goriis ise takip ve tedaviyi karsilayacak en az liimenli
SVK secilmesi, ¢cok liimenli takilmis ise TPN icin bir liimen ayrilmasi ve sadece bu amagla

kullanilmas1 seklindedir (10).



KIKDE hizlari, hastaligin agirhigi ve tipi (6rnegin; liciincii derece yamga karsi postkardiyak
cerrahi) gibi hasta ile ilgili parametrelerden; kateterin takilma kosullar1 (6rnegin; elektife
karsilik acil), kateter tipi (Ornegin; tiinelliye karsilik tiinelli olmayan veya subklavyene
karsilik juguler) gibi kateterle ilgili parametrelerden ve saglik calisanlarinin el yikama
aligkanligr gibi hastane ile ilgili parametrelerden etkilenebilir. Bu enfeksiyonlar igin
bildirilmis bazi risk faktorleri ile ilgili daha giivenilir kanitlar olmasma karsin, bazilar

izerinde halen goriis birligi olugsmamustir (4).

Son 20 yilda yapilmis caligmalarin tiimii, aseptik teknik standardizasyonu ve bu konuda
verilen egitimleri takiben enfeksiyon riskinde azalma oldugunu, kateter takilmasi ve
bakiminin tecriibeli olmayan kisiler tarafindan yapilmasinin kateter kolonizasyonu ve KiIKDE
riskini arttirabilecegini gostermistir. Kateter takilacak bolgedeki cilt florasinin yogunlugu,
KIKDE icin major risk faktoriidiir. Enfeksiyon riskini azaltmak igin, santral venoz kateterlerin

juguler veya femoral bolge yerine subklavyen bolgeye takilmasi onerilmektedir (11).

Koagiilaz negatif stafilokoklar (6zellikle S.epidermidis) derinin en baskin flora bakterilerinden
olmast ve siklikla yabanci cisimlere baglanmayr da saglayan glikokaliks (slime) olusturma
yetenegine sahip olmasindan dolayr kateter iligkili enfeksiyonlarda en sik karsilasilan
etkenlerdendir. S.aureus, E.coli ve diger enterik bakteriler de sik rastlanan bakteriler olarak
dikkati ¢cekmektedir. Yogun bakim iinitelerinde bu etkenler disinda daha az siklikta olmakla
birlikte Ozellikle P.aeruginosa, A.baumannii ile gelisen direngli enfeksiyonlar da
saptanmaktadir. Ayrica son yillarda Candida spp. enfeksiyonlarinda ve enterokoklarda artis
goriilmektedir. Parenteral lipid soliisyonlar1 mantarlar ve o6zelikle lipofilik bir etken olan

Mallessezia furfur icin onemli bir risk faktorii olusturmaktadir (12).

Tablo 2.1°de Tiirkiye’de 1998’den sonra yapilmis 3 farkli arastirmanin verileri sunulmustur.
Buna gore iilkemizde hastane kokenli kan dolagimi enfeksiyonlarinda etkenlerin dagilimi ve
goriilme sikliklarr degerlendirildiginde MRSA’un basi ¢ektigi gram pozitif bakterilerin birinci
sirada oldugu, bunu Enterobacteriaceae ailesinin agirlikta oldugu gram negatiflerin ve daha

az siklikta kandidalarin takip ettigi goriilmektedir.



Tablo 2.1. Hastane Kokenli Kan Dolasimi Enfeksiyonlarinda Etkenler

Mikroorganizma Colak,1998 (%) Inan, 1999 (%) Ciftei, 2003 (%)

Gram pozitif 71 58.3 68.9

MRSA 30 28.3 27.8

MSSA 17 16.7 13.6

KNS 8 7.5 15.8

Enterokok 16 52 8.2

Gram negatif 28 27

Enterobacteriaceae 28

Pseudomonas spp.

Acinetobacter spp.

Candida spp.

Ulusoy S ve ark. Hastane Infeksiyonlar1 Dergisi 2005;9 :Ek 1 sy. 13 (4)

Kateter iliskili enfeksiyonlarin patogenezinde en 6nemli faktorler kateterin yapildigi materyal,
enfekte eden organizmanin intrensek viriilans faktorleri ve konak savunma mekanizmalaridir.
Kateterin yapildigr materyalle ilgili in vitro calismalar, polivinil klorid veya polietilenden
yapilmis kateterlerin, teflon, silikon elastomer veya politiretandan yapilmis kateterlere gore,
mikroorganizmalarin aderensine daha az direncli olabilecegini gostermistir. Fibrinojen,
fibronektin, kollajen ve laminin gibi intravendz araclarin yiizeyine adsorbe olan konak
glikoproteinleri, yabanci materyale mikroorganizma aderensini arttiran bir tabaka olusturur.
Bir mikroorganizmanin aderens Ozellikleri de kateter iliskili enfeksiyonlarda 6nemli bir

mekanizmadir (4).

Takilan kateter o bolgede bir travma olusturmus, deri biitiinliigiinii bozmustur. Kateter giris
yeri ¢evresinde trombiis olusmasi diger énemli bir faktordiir. Bu bolgeye gelen makrofajlar ve
aracilik ettigl immun yanit sonucu o bolgede toplanan maddeler (fibronektin basta olmak
tizere) bakteriler icin uygun yapisma ortami olusturur. Sonrasinda bakteriler tarafindan
olusturulan glikokaliks yapilar1 bakterilerin antibiyotik, antikor, fagositoz etkilerinden
korunmasini saglar. Yapigsmis ve biyofilm icindeki bakteriler serbest ¢ogalan (planktonik)
bakterilere kiyasla daha yavas iliremekte ve daha farkli davranmaktadir. Son yillarda bu

bakteriler arasinda 6zel iletisim oldugu (Quorum Sensing) ve bu iletisim sisteminin kateterle
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iliskili enfeksiyonlar yoniinden énemli bir virulans sistemi oldugu belirlenmistir. Bu iletisimi

engelleyecek yaklasimlar yeni koruyucu ve tedavi edici stratejilere zemin hazirlamaktadir (12).

2.2. Kateter iliskili Enfeksiyonlarin Antibiyotiklerle Tedavisinde Karsilasilan Diren¢
Sorunu

Hastane enfeksiyonlarindan sorumlu mikroorganizmalarin siklig1 ve dagilimi iilkelere, saglik
kuruluslarina ve kliniklere gore farkliliklar gosterebilmektedir (13). Son yirmi yil igerisinde,
YBU'ndeki etken mikroorganizmalar ve bu etkenlerin duyarliik durumlarinda nemli
degisimler olmustur. Gram negatif basiller, 1960 ve 70'li yillarda YBU'nde en onemli
patojenler olarak bildirilirken, genis spektrumlu sefalosporinler kullanilmasi ve hastalara
uygulanan girisimlerin artmas1 gibi nedenlerle, bunun gram-pozitif mikroorganizmalara dogru
degistigi gozlenmistir. EPIC (Europe Prevalance Infection Committe) calismasinda, YBU
enfeksiyonlarinda gram-pozitif ve negatif etkenlerin esit siklikta izole edildiklerini, S.
aureus'un (%30) ve P.aeruginosa'nmin (%29) en sik izole edilen etkenler olduklarin1 ve bunlari
sirastyla KNS (%19), Kandidalar (%17), E.coli (%]13), Enterococcus spp (%]12),
Acinetobacter spp (%9), Klebsiella spp (%8), Streptococcus spp (%7), Enterobacter spp’nin
(%7) izledigini bildirmislerdir (14).

Ulkemizde 2010°da Ankem Dergisinde yaymlanmis bir arastirma verilerine gore yogun
bakim {nitelerinden gonderilen kan Kkiiltiirlerinde {ireyen bakterilerin dagilimi hastane
enfeksiyonu etkeni olan mikroorganizmalar yoniinden esit siklikta (%45 gram pozitif, %48
gram negatif bakteriler) bulunmus iken hastane enfeksiyonu etkeni olmayanlarda bu oranlar
sirastyla %69, %30°dur (15). Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Enfeksiyon
Hastaliklar1 Kliniginin 2009 yilinda yayinladigi (16) sonuglarma gore de kan dolasimi
enfeksiyonlarinda erigkinlerden biraz farkli olarak siklik sirasina gore KNS (%42), Klebsiella
spp (%17), E.coli (%9), Enterococcus spp (%5), S.aureus (%4) ve Candida spp (%4) izole

edilmistir.

Pek cok YBU’de sikligi giderek artan P.aeruginosa, A. baumannii ve K.pneumoniae gibi
cok ilaca direngli mikroorganizmalar tedavide, 6zellikle de ventilator iliskili pnomoni (VIP),
KIKDE ve sepsis gibi ampirik tedavinin mutlaka gerektigi olgularda en dnemli problemleri
olusturmaktadir (17). Amerika Ulusal Nozokomiyal Infeksiyon Surveyans (NNIS) verilerine

gore 1998-2003 yillar1 arasinda YBU izolati mikroorganizmalar arasinda 3. kusak



sefalosporinlere direncli K.pneumoniae ve imipenem direncli P.aeruginosa sikligl yaklasik
%20, kinolon veya 3. kusak sefalosporinlere direngli P.aeruginosa ve 3. kusak
sefalosporinlere direncli Enterobacter spp. yaklasik %30 artmis, bu artis 2002-2003 yillari
arasinda imipenem direncli P.aeruginosa icin %47’ye ulasmistir (18). Kanada’da YBU

izolatlar1 arasinda P.aeruginosa’da ¢ok ilaca direng %12.7 susda saptanmistir (19).

Avrupa’da elde edilen sonuclar da hem Enterobacteriaceae {iiyelerinde ve hem de
P.aeruginosa ve Acinetobacter spp.’da endise verecek diizeyde direng artisi oldugunu
gostermektedir. 2005 yilinda izole edilen invazif P.aeruginosa suslarinin %7.4’tintin 5 grup
(piperasilin-tazobaktam, ii¢lincii  kusak sefalosporin, karbapenem, aminoglikozid,
florokinolon) antibiyotige direngli oldugu; Acinetobacter suslarinda karbapenem ve kolistin

disinda kalan antibiyotiklere duyarliligin %50’den az oldugu saptanmistir (20).

Uluslararas1 nozokomiyal enfeksiyon kontrol konsorsiyumu (INICC) tarafindan yapilan
arastirma verilerine gore SVK iliskili kan dolasimi1 enfeksiyonlarinda tespit edilen S.aureus
izolatlarinin  %25.5’i, KNS’in %78.3’ii metisilin-direngli, Klebsiella spp’nin %75’
seftriaksona ve %69.5’u seftazidime direngli, E. coli izolatlarinin %31.9’u seftriaksona,
%21.7’s1 seftazidime, Enterobacter spp’nin %68.4’ui seftriaksona, %55.6’s1 seftazidime ve
%10’u imipeneme; Pseudomonas sppnin %35.6’s1 seftazidime ve %13.5’u imipeneme
direncgli bulunmustur. Hastalarin hastanede kalig siireleri de ortalama 9 giin uzamis ve

mortalitede %75.1 artis ortaya ¢ikmugtir (21).

Brezilya’da yapilan benzer bir calismaya gore de, 3 hastanede 3 yillik izlem siiresince KIKDE
hiz1 9.1/1000 kateter giinii ve izole edilen mikroorganizmalar da oldukca direncli suslar olarak
tespit edilmistir. Buna gore, cihaz iliskili tim enfeksiyonlardan izole edilmis ayn1 doneme ait
S.aureus izolatlarinin %95°1 metisilin direngli iken, Enterobacteriaceae izolatlarinin %96.7’si
seftriakson, %79.3’1 seftazidim ve %85.7’si piperasilin-tazobaktama direncli bulunmustur.

Yine ayn1 caligmada goriilen ekstra 6liim hiz1 artis1 %27.8°dir (22).

Ulkemizde 12 hastanede 13 YBU’de gergeklestirilen nokta prevalans calismasinda yogun
bakimda gelisen enfeksiyon etkeni Enterobacteriaceae iiyelerinde 3. kusak sefalosporin
direnci yaklasik %50, piperasilin-tazobaktam direnci %30 oraninda; P.aeruginosa suslarinda
seftazidim ve florokinolon direnci yaklasik %50, piperasilin-tazobaktam %30 ve imipenem

direnci %38 oraninda saptanmistir (23).



Ozden ve arkadaslarinin (24) yaptig1 bir calismada ise metisilin direncli izolatlar S.aureus’da
%69.8 ve KNS’da %84.8 olarak tespit edilmistir. Kili¢ ve arkadaslarinin yaptig1 calismada
(25) ise metisiline direngli S. aureus enfeksiyonlarinin tiim S.aureus enfeksiyonlar1 i¢indeki

orani 2003 yilinda %92.3 iken, 2004 yilinda %90.5 olarak saptanmistir.

Londra’da Sir Alexander Fleming’in 1928 yilinda penisilinleri kesfetmesi ile antibiyotik
alaninda yeni bir ¢igir acilmis ancak bu ila¢ ancak 1941 yilinda stafilokok enfeksiyonu
geciren bir hastada kullanimu ile etkinligini gostermistir. 1950 yilindan sonra ise penisiline
direncli stafilokok enfeksiyonlart bildirilmistir. 1959 yilinda metisilin ve 1961 yilinda da
gram negatiflere de etkili ampisilin ve aminopenisilinler kesfedilmistir. Sefalosporinler 1957
yilinda direncgli stafilokok enfeksiyonlarina karst kullanima girmislerdir. 1964 yilinda
parenteral 1. kusak sefalosporinlerle baslayan yolculugu daha az direncli, daha genis
spektrumlu 2. kusak, 3. kusak, ve nihayet 4. kusak sefalosporinlerin tedaviye girmesi
izlemistir. Buna ragmen yinede sefalosporinlere diren¢ hizla artmaya devam etmistir. Ancak,
etki spektrumundan gram pozitif bakterilerin neredeyse ¢iktigini diisiindiigiimiiz beta laktam
antibiyotiklere yeni eklenen seftobiprol gibi molekiillere bu bakterilerin intrafagositik asidik
pH’da duyarlilik gosterebilecegi yoniinde bazi calismalar mevcuttur (26). Bunlardan yola
cikarak bu calismada meropenem, seftazidim ve sefazolin de calismaya dahil edilerek

kombinasyonlardaki basariy1 ne 6l¢iide etkileyebilecekleri arastirilmastir.

Vankomisine duyarliligin azalmis oldugu MRSA izolatlarmin tedavisinde secenekler
kisithdir. Ancak 2009 yilinda yaymlanan Kanada’dan bir ¢alismada seftobiprol’iin MRSA,
VISA ve vankomisin direncli S.aureus (VRSA)’da farmakodinamik aktivitesi vankomisin ile
karsilastirilarak arastirilmistir. Vankomisin MRSA ve VISA suslarinda bakteriyostatik etkili
iken, seftobiprol tiim suglar iizerinde bakterisidal etkinlik gostermistir (27). Ayrica 2008’ de
yapilan bir calismaya gore de seftobiprol MRSA izolatlarin1 vankomisine gore daha yiiksek

oranda eradike edebilmistir (28).

Stafilokoklarda vankomisin ve linezolid’e diren¢ saptandigini bildiren tilkemizden bir yayma
rastlanmamistir. Ancak enterokoklar icin yapilan taramalardan birisinde yogun bakimlarda
yatan hastalarin %70’inde kolonizasyon belirlenirken, iireyen 126 enterokok susunun 4 tanesi
E.faecium olarak tiplendirilmis ve bunlar vankomisine direng¢li (VanA tipi) bulunmus, VRE

kolonizasyonu da %3.17 olarak tespit edilmistir (29).
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Kore’de 2010°da VISA suslarmin tigesiklin ve linezolid’e duyarliliginin arastirildig
caligmanin verileri tiim suglarin bu antibiyotiklere duyarli oldugunu gostermistir (30).
Tigesiklin ile ilgili yayinlarin pek cogunda bildirildigi gibi gram pozitif bakterilerde ¢ok
basarili olan bu antibiyotik coklu ila¢ direnci gosteren gram negatiflerde Ozellikle de

P.aeruginosa izolatlarinda ayni etkinligi gosterememektedir (31,32).

Avrupa ve Amerika’ya gore oldukga yiiksek olan bu diren¢ oranlar1 sonucunda iilkemizde,
bazi dogu Avrupa iilkelerinde de oldugu gibi pek fazla tedavi alternatifinin sz konusu

olmadig1 gram negatif bakteri enfeksiyonlar ile karsilasabilmekteyiz (33).

2.3. Biyofilm Olusum Mekanizmasi

Teknolojideki gelismelerin modern tip alaninda 6nemli yansimalarindan biri olan yabanci
cisimler, hastalarin hayat kalitelerini arttirarak tedavi siirecine olumlu katkilar saglarlar. Bu
olumlu katkilarin yaninda viicuda yabanci olan cisimlerin getirdigi yeni sorunlar son yillarda
tipta en fazla calisma yapilan alanlardan birisi olmustur. Bunlardan belki de en merak edileni
ve arastirllam1 tibbi araglarin yiizeyine goc¢ eden, yerlesen, giderek c¢ogalan, konak
materyallerini de kendine barinak olarak kullanan mikroorganizmalarin kendi olusturduklari
maddeler ve konaktan aldiklar1 harclar ile kurdugu sehirdir. Arastirmalar sehir icinde
haberlesen, birbirleri ile aligveris yapan, ortak diismanlar1 olan antibiyotiklere ve savunma
sisteminin elemanlarina kars1 birlikte savasan, yabanci cisim orada durdugu siirece yerini terk
etmeyen bu canlilar hakkinda bilinenlerin bilinmeyenlerin yaninda oldukca kiiciik kaldigim

gostermektedir.

Biyofilm (slime) kavramui, ilk olarak 17. ylizyilda Van Leeuwenhoek’un kendi dislerindeki
plaklarda, mikroskopla saptanabilen varliklari gostermesi ile ortaya cikmistir. Uzun yillar
konu iizerinde herhangi bir ¢aligma yapilmamasina karsin, biyofilmler ve ozellikleri ile ilgili
genel teori 1978’den sonra artarak bildirilmeye baslanmistir. Bu teoriye gore; yeterli besine
sahip ekosistemlerde bakterilerin biiyilk kismi biyofilm tabakasini olusturan matrikste
biiylirler ve bu sesil bakteriler planktonik esdegerlerinden farklilik gostermektedirler. (34).
Biyofilmlerin varligi derin yeralti sular1 ve okyanusun derinleri diginda tiim dogal

ekosistemlerde saptanmustir (35).



Biyofilmler ile ilgili calismalar 1970’lerin sonlarindan beri yapilmaktadir. Biyofilmler,
endokardit ve kistik fibrozdan otitis mediaya, yabanci cisim enfeksiyonlarindan iiriner sistem

enfeksiyonlarina kadar bir¢ok enfeksiyonun gelisiminden sorumludur.

Bir biyofilmin olusmasi icin gerekli olan ortak bilesenler mikroorganizma, glikokaliks ve
yiizeydir. Bu bilesenlerden biri olmadigi takdirde biyofilm olusmaz (36). Bir biyofilmin
yapist %97 su olmak iizere %?2-5 mikroorganizma, %1-2 polisakkarid, %1-2 protein, %1-2
DNA ve iyonlardan olusmaktadir. Biyofilmler tek bir mikroorganizma tiirii tarafindan
olusturulabildigi gibi birden fazla tiirli de yapisinda barindirabilir. Farkli tiirlerde olusan
biyofilmlerde her tiir kendi mikrokolonisini olusturur. Bu mikrokoloniler birbirlerinden su
kanallar1 araciligiyla ayrilmistir. Bu su kanallart icinde devam eden su akisi besin
maddelerinin ve oksijenin difiizyonunu saglar. Sistemin yapisina, mikroorganizmanin tiiriine
ve cevresel faktorlere baglh olarak olgun bir biyofilmin olusmasi birkag¢ saat ile birka¢ hafta
zaman alir. Ornegin; P.aeruginosa’mn elektrik yiiklii bir yiizeye yapismasi sadece 30 saniye
alir (37). Bu da farkli mikroorganizmalarin biyofilm meydana getirme hizimin farkh

olabilecegini diislindiirmektedir

Biyofilm olusumu basamaklar halinde gelisen bir olaydir :

1. Mikroorganizmamin yiizeye tutunmasi: Ylizeye organik ve/veya inorganik maddelerin
yapismasini takiben mikroorganizmalar bu ylizeye geri doniisiir 6zellikte tutunur. Bakterinin
hareketi veya bakteri yiizeyi ile tutunulan yiizey arasindaki elektrostatik veya fiziksel
etkilesimler bu evrede rol oynamaktadir.

2. Geri doniisiimsiiz tutunma: Yiizeye tutunan hiicreler bakteri hiicre zarindaki proteinlerin
uyarimi sonucunda ekzopolisakkarid yapida materyal sentezlemeye baslar ve bu da hiicrelerin
birbirine ve yiizeye tutunmasin saglar. Kistik fibrozis olgularinda sik goriilen P.aeruginosa
biyofilmlerinde bu materyal aljinat yapidadir. Ekzopolisakkarid ayn1 zamanda bakterinin
olumsuz ¢evre kosullarindan korunmasini da saglamaktadir.

3. Kolonizasyon: Yiizeye tutunan bakteriler boliiniip cogalarak biyofilmin en kiigiik
organizasyon birimi olan mikrokolonileri olusturur. Bu mikrokolonilerin iizerine ortamdaki
planktonik bakteriler de yapisarak kolonizasyon saglanir.

4. Kopma: Biyofilmin iist kisimlarindan kopan hiicreler yeni odaklarda biyofilm olusturabilir.
Biyofilm olustuktan sonra bakteride genetik diizenlenme sonrasinda hareketi saglayacak olan
flajeller sentezlenir, iist tabakadan kopmalar gerceklesir ve kopan planktonik hiicreler yeni

biyofilm odaklarini olusturmak iizere ayrilir. Bu siire¢ bir dengeye oturunca siireklilesir (38).
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Ornegin; Proteus mirabilis idrar sondalar1 ve kateterlerde olusturduklari biyofilmler boyunca
yayilarak konak hiicrelerine invazyona yol acgabilir. Sekil 2.2’de biyofilm olusum asamalari

goriilmektedir.

© By

Sekil 2.2. Biyofilm Olusum Basamaklar1
(http://www.nature.com/nrd/journal/v2/n2/fig_tab/nrd1008_F1.html.)
(Erisim: 05.5.2010)

Biyofilm icindeki bakteri bircok antibiyotik tarafindan oldiiriillmeye ve fagositoza direng
gostererek varligini siirdiirme 6zelligine sahiptir (39-41). Biyofilm enfeksiyonlar1 ilk
donemde genellikle asemptomatiktir. Konak¢i direnci diistiigiinde biyofilmden periyodik
olarak kopup ayrilan planktonik (serbest formda) mikroorganizmalar akut enfeksiyona yol
acabilir. Antibiyotigin koruyucu dozlar1 bu mikroorganizmalar1 kontrol ettigi halde biyofilmi

etkilemez (38).

Biyofilm icindeki bakteriler, yiiksek hiicre yogunlugu ve simirli besin nedeniyle yavas
gelisir (42). Bunun gibi birtakim cevresel faktorlerin etkisi ile genetik modiilasyon
sonucu ortaya ¢ikan ve “quorum sensing” (QS) olarak bilinen hiicreler arasi sinyal
hipotezi, biyofilm fizyolojisi ve gelisiminde Onemlidir (43-46). Cesitli bakteri tiirlerinde,
sekonder metabolit liretimi, yiizme ve kiimelenme hareketi, konjugal plazmid transferi,
antibiyotik direnci, biyofilm gelisimi ve virulans gibi fizyolojik siirecler quorum sensing

araciligi ile diizenlenir (47).

Biyofilmler, mikroorganizma tiirleri arasinda farklilik gostermekle beraber karbonhidrattan
zengin “glikokaliks” olarak da adlandirilirlar (48). Halen yapisi tam olarak tanimlanamamis

olan biyofilmin karbonhidrat iceriginin kendisine saglamis oldugu birtakim 6zellikler goz
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Ontine alindiginda yakin zamanda biyofilm yapisinda var oldugu gosterilen siyalik asitin
biyofilmin Ozelligini saglayan en fonksiyonel molekiil oldugunu diistindiirmektedir (49).
Biyofilmin yapist heniiz kesin olarak tanimlanamamis olmakla birlikte, fizyolojik
sistemlerdeki fonksiyonlarinin bir¢ogundan yapisindaki karbonhidratlar sorumlu gibi
goriinmektedir. Siyalik asit, organizmalarda, vertebralilarda ve tiim memelilerin dokularinda
bulunan bir aminosekerdir. Siyalik asitin viicuttaki en Onemli rolii, hiicre yiizeyindeki
negatif ylikii olusturmak ve hiicreler ile hiicreler aras1 matriks arasindaki iliskileri saglamaktir
(50). Siyalik asidin hiicre yiizeyindeki miktari; hiicrenin  deformabilite, motilite ve
adezivligi gibi Ozelliklerinde, dolasan hiicrelerin immun sistem tarafindan taninmasi
ve kompleman tarafindan yok edilmesi gibi immiinolojik olaylarda maske gorevi
olusturmada ve immun sistem hiicrelerinin aktivasyonunda onemli bir belirleyicidir. Tiim
bu ozellikleri nedeniyle siyalik asitin, biyofilm fonksiyonlarinda anahtar rolii olan
karbonhidrat olabilecegi diisiiniilmektedir. Hiicre yiizeyinde glukokonjugat olarak bulunan
siyalik asit, hiicrenin yiizey elektrik yiikiiniin saglanmasi, bulundugu hiicredeki miktarina goére
deformabilite, adherans ve motiliteyi diizenleme gibi 6zellikleri vardir (51). Siyalik asiti
uzaklastirmanin biyofilme ve biyofilm fonksiyonlarina olan etkisini incelemek amaciyla
planlanan bir calisma sonucunda noraminidazin bakteri aderansina herhangi bir etkisi
olmazken, biyofilm olusumunu azalttig1 saptanmistir. Yine ndraminidazin antibiyotik
solisyonlar1 ile birlikte uygulanmasinin da ayni sekilde biyofilm olusumunu azalttigi
gozlenmistir. Bu anlamda biyofilm eradikasyonunu saglamak i¢in noraminidazin, toksik
antibiyotik dozlarima ulasilmadan antibiyotik etkisinin saglanmasinda yardimci olabilecegi

diistiniilmektedir (52).

Biyofilmler mevcut genetik yap1 ile diizenlenebilecegi gibi, ortamdaki diger patojenlerden
aktarilan genler araciligi ile de mikroorganizmalar biyofilm olusturabilme yetenegi

kazanabilirler (53).

2.4. Biyofilmde Diren¢ Gelisimi ve Kombine Tedavi Yaklasimlari

Biyofilm tabakasina su ile temas eden tiim yiizeylerde, ornegin; endiistriyel veya evsel su
sistemlerinde, 1s1 degistiricilerde, su ileten borularda, su aritma, depolama, isleme ve dagitim
tesislerinde, sogutma kulelerinde, kagit makinelerinde ve dis iinitlerinde rastlanabilir. Bu
ortamlarda biyofilm tabakasi, bakterileri basta klor olmak iizere dezenfektanlardan,

besinsizlikten, kurakliktan, pH dalgalanmalarindan ve toksinlerden korur. Bu cansiz
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yiizeylerin yani sira biyofilm canli organizmada da cesitli kosullarda, c¢esitli dokularda
olusmaktadir. Biyofilmler insan viicudunda Sekil 2.3’te goriildiigii gibi kateterler, kontakt
lens, protez kalp kapakgiklar1 ve kalp pilleri, rahim ici arag, bobrek tasi, akciger dokusu gibi
canli ve cansiz bircok yiizeyde bulunabilir (54). Yapilan c¢alismalar nozokomiyal
enfeksiyonlarin yaklasik %65’inden mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilmlerin sorumlu

oldugunu ve bu durumun tedavi giderlerini ¢ok yiikselttigini ortaya koymaktadir.

Sekil 2.3. Kateter Uzerinde Bakteriyel Biyofilm
(www.lib.uiowa.edu/hardin/md/cdc/staph/sem3.html. Erigsim: 06.5.2010)

Bakteriler bir yiizeye tutunup biyofilm yapabildikleri zaman kendilerini fagositoz, antikor
aracili immun yanit ve antibiyotiklerin 6ldiiriicii etkisinden koruyabilmektedirler. Biyofilmler,
antimikrobiyal ajanlara direncglilik gostermeleri, siirekli enfeksiyon kaynagi olabilmeleri,
diger patojen mikroorganizmalar1 barindirmalar1 ve diren¢ plazmidlerinin karsilikli olarak
gecisine yol acmalar1 nedeniyle olduk¢a 6énemlidirler. Bu durumda disaridan viicuda implante
edilen araglarda olusan biyofilm ile cok daha zor tedavi edilebilen persistan enfeksiyonlar

ortaya ¢cikmaktadir (55).

Biyofilm enfeksiyonlarinin artmasi ile birlikte biyofilm direncini aydinlatmaya yonelik olarak
yapilan calismalar da ivme kazanmustir. Biyofilm i¢inde mikroorganizmalar1 barindiran
korunakli bir yapidir. Biyofilmde yer alan mikroorganizmalar antimikrobiyal ajanlara,
planktonik sekillerine gore ¢ok daha direnclidir. Kistik fibrosis hastalarinda yapilan pek cok
calismada etken olan P. aeruginosa suslarimm biyofilm ortaminda MIK ve MBK
degerlerinde planktonik hiicrelerine gore 100-1000 kat artis oldugunu bildirmektedir. Bu

nedenle de giiniimiizde tek antimikrobiyal ajan ile yapilan tedavilerin basart oranlarn diisiik
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oldugundan kombinasyon yaklasimlar1 giindeme gelmektedir (56). Kateter yiizeylerinde
biyofilm yapabilen MRSA suslar1 i¢in de benzer tedavi direnci gozlenmektedir. Bu gibi
enfeksiyonlarda biyofilm hiicrelerinin duvar kalinligindaki degisikler ve aktif replikasyonun
biyofilmde zayif olusu, duragan fazdaki sesil hiicreler nedeniyle vankomisine bile giiclii
biyofilm iireten stafilokoklarda diren¢ gelisebilecegini bildiren yaymlar mevcuttur. Bu in vitro
caligmalarda bildirildigi gibi vankomisinin, rifampisin gibi biyofilme iyi penetre olabilen

antibiyotiklerle kombinasyonlarinin tedavi basarisini artirabilecegi diisiiniilmektedir (57).

Tibbi acidan biyofilm olusturan mikroorganizmalar icerisinde en fazla arastirilanlar P.
aeruginosa, S.epidermidis ve Candida spp.’dir. Biyofilmlerin antimikrobiyal ajanlara kars1
direncglerinde, bilinen diren¢ mekanizmalari, 6rnegin; enzimatik inaktivasyon, attm pompalari,
ilagc hedefinde mutasyon gibi mekanizmalar primer sorumlu faktorler olarak
goziikmemektedir. Herhangi bir sekilde antimikrobiyal ajanlara direngli olmayan bir
mikroorganizma biyofilm olusturunca direncli hale, biyofilmden aynldiginda ise tekrar

duyarl hale doniisebilmektedir (58 ,59).

Biyofilm ortam1 sadece antibiyotiklere karsi degil, dezenfektanlara kars1i da direng
gelismesinde rol oynamaktadir. Biyofilm tabakasi icindeki bakteriler sivi ortamda serbest
tireyen bakterilere gore dezenfektanlara 10-100 kat daha direnglidir. Bu yolla olusan direncin
mekanizmas1 tam olarak agikliga kavusmamakla birlikte; glikokaliks bilesimi, hiicre dis1
enzimler, besin sinirlamasi, dezenfektanin hiicrelere ulasmasinda zorluk gibi cesitli faktorlerin
iliskili oldugu varsayilmaktadir. Bakteriler biyofilm tabakasindan uzaklastirihip sivi kiiltiir
ortamlarinda serbestce iiretilirse, direncli olduklar1 dezenfektanlara tekrar duyarl hale gelirler.

Biyofilm iireten bakteriler antiseptik soliisyonlar i¢cinde uzun siire canli kalabilmektedir.

Ayrica, endoskop ve bronkoskoplarda psodobiyofilm olusumuyla ortaya c¢ikan
Mycobacterium chelonae, Mycobacterium tuberculosis ve hepatit C viriisii salginlar1 rapor

edilmistir (60, 61).

Biyofilm direncinde konvansiyonel antibiyotik direncinden farkli mekanizmalarin etkili
olduguna dair veriler bulunmaktadir. Biyofilm icine antibiyotigin diisiik orandaki
penetrasyonu, burada besin maddelerinin sinirli olmasi, yavas iireme ve adaptif stres yanitinin
olusu, bakterinin ¢ok asamali savunmasimi olusturmaktadir (Sekil 2.4). Biyofilmin

olusturdugu direng, biyofilm popiilasyonu icindeki fenotipik varyantlarin ortaya ¢ikmast,
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genel stres cevabinin uyarilmasi, atim pompalarinin ve QS sistemlerinin etkin hale gelmesini
kapsamaktadir. Bu konunun genetik ve biyokimyasal yonleri ile ilgili pek cok ¢alisma vardir

(55). Her bir gen ve gen iiriinii bu dirence katki yapabilecek 6zellikler kazanabilmektedir.

Antimikrobiyal azalma

Sekil 2.4. Biyofilmde Antibiyotik Direncini Olusturan Mekanizmalar
(http://biofilmbook.hypertextbookshop.com/ Erisim: 05.5.2010)

Quorum sensing sisteminin bakteriye getirdigi pek cok avantaj vardir. Bu sistem sayesinde
bakteri davraniglarini koordine ederek, besin kaynaklarina adaptasyon gelistirir. Ayni besin
icin yarigan diger bakterilere karsi savasabilir. En onemlisi, enfeksiyon sirasinda viriilans
faktorlerinin regiilasyonu sonucu konakta immiin yanittan kagabilir. Quorum sensing sistemi
icinde en Onemli rolii sinyal molekiilleri iistlenir. Bu molekiillere ayni zamanda
“autoinducer’da denilmektedir. Bakterilerdeki sinyal molekiilleri Sekil 2.5’te Ornegi
goriildiigli gibi gram negatif bakterilerde asil homoserin lakton (AHL), siklik dipeptidler,
gram-pozitif bakterilerde kiiciik peptidler, hem gram negatif hem de gram pozitif bakterilerde
“autoinducer-2"dir (62). P. aeruginosa’da AHL’ye ek olarak Pseudomonas kinolon sinyal
molekiilii (PQS) bulunur. Bu molekiil yapisal olarak kinolonlara benzemekte ve AHL’ye bagh
QS sistemini modiile etmektedir (63). P. aeruginosa’da AHL ailesi iiyelerinin yer aldigi las
ve rhl olmak iizere iki QS sistemi bulunmaktadir (64). Her iki sistemin de kistik fibrozis
olgulariin balgam Orneklerinde aktif olduklart saptanmistir. Bu olgularda goriilen
P.aeruginosa izolatlarinin ortak ozellikleri siklikla mukoid fenotipte olmalari, asir1 miktarda
aljinat sentezlemeleri ve olusturduklarr enfeksiyonlarin antibiyotik tedavilerine yeterli yanit
vermemesi  seklinde siralanabilir. Biyofilm iginde iireme sayesinde P.aeruginosa hem

antibiyotiklerin etkisinden hem de akcigerlerdeki immiin yanittan korunmaktadir (65).
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Sekil 2.5. Biyofilmde QS Sistemi iginde Sinyal Molekiillerinin Diizenlenisi
(http://www.cs.montana.edu/ross/personal/intro-biofilms-s4.htm)

(Erisim: 05.5.2010)

Aym tiir veya farkl tiirler arasinda sinyal molekiilleri ile etkilesim olabildigi gibi farkh
cinsler arasinda da pozitif veya negatif yonde etkilesim oldugu gozlenmistir (66). Kistik
fibrozisli hastalarda hastaligin erken donemlerinde akcigerlerde S.aureus kolonize olmakta,
ileri donemde S.aureus kolonizasyonu yerini P.aeruginosa’ya birakmaktadir. S.aureus
kiiltiirlerine eklenen P.aeruginosa’nin sinyal molekiilii S.aureus’daki efektor molekiil olan
RNAIIT’tin ekspresyonunu inhibe etmekte ve boylece viriilans faktorlerinin olusmasi
engellenmektedir. Buna gore kistik fibrozisli hastalarin akcigerlerinden S. aureus’un

eradikasyonunun bir yerde P.aeruginosa’ya bagli oldugu sdylenebilir (67).

Farkli gram negatif bakterilerin ayn1 aileye ait sinyal molekiilleri sentezledigi bilinmektedir.
Bunun bir gostergesi de kistik fibrozisli hastalarin akcigerlerinde enfeksiyona yol acan ciddi
mortalite nedenlerinden olan P. aeruginosa ve Burkholderia cepacia’nin ayni sinyal
molekiillerinin kullanildig1 “quorum sensing” sistemine sahip olmalar1 nedeniyle birbirlerinin
viriilans faktorlerinin sentezine yardimci olmasidir (68). Dikkate deger bir diger konu da
biyofilm i¢indeki bakteri popiilasyonunun kronik olarak antibiyotiklerin subinhibitor
konsantrasyonlariyla kars1 karsiya kalmasidir. Bu durum daha direncli bir popiilasyonun
seleksiyonunu  kolaylastirmakta ve bu enfeksiyonlarin tedavisini uzun siirede
giiclestirmektedir. Antibiyotiklerin subinhibitor konsantrasyonlarinin koagiilaz-negatif
stafilokoklarda icaADBC operonuna olan etkilerinin arastirlldigi  bir c¢alismada

kinupristin/dalfopristin ve tetrasiklin sub-MIK konsantrasyonlarinin bu genin etkisini
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artirdig1, dolayisiyla daha fazla adezin olusumuna yol actig1 gosterilmistir (69). Bunun aksine
florokinolonlarin subinhibitdr konsantrasyonlarinin ise S. maltophilia’nin plastik yiizeylere
olan aderensi biiylik Olciide azalttig1 gosterilmistir (70). Bagka bir calismada da linezolid ve
vankomisinin stafilokoklarin olusturdugu biyofilmlerdeki bakteri miktarin1 %90’a varan
oranlarda azalttigi, ancak bu antibiyotiklerin yiiksek konsantrasyonlarda uygulandiginda
biiyiik olciide glikokalikse baglandiklar: icin biyofilm bakterilerini tamamen oldiiremedikleri

saptanmustir (71).

Biyofilm hiicrelerinin kendi aralarindaki etkilesimleri sonucunda genetik yapilarinda
degisiklikler goziikmektedir ve biyofilmler ekstrakromozomal DNA degisimleri i¢in ideal
ortamlar olusturur. Diren¢ plazmidlerinin aktarilmasi sayesinde genetik yapisi degisen

hiicreler antimikrobiyal ajanlara kars1 daha fazla direng gelistirmis olur (72).

Biyofilmlere klinik agidan bakildiginda 0Ozellikle kalici tibbi araglarin varliginda ve
immiinkompromize hastalarda gelisen infeksiyonlarda ©nemli rolleri oldugu, tedavi
maliyetleri ve mortalitelerinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Diger yandan biyofilm
fenotipinin Ozellikle antibiyotik direnci agisindan planktonik fenotipten cok farkli olmasi,
hem mikrobiyologlar hem de tedaviyi uygulayan klinisyenler agisindan ciddi bir problem

olusturmaktadir.

Son 10 yilda biyofilm yapisi ve biyofilm fenotipi ile ilgili caligmalar giderek ivme
kazanmistir ve biyofilm olusumunun Onlenmesi ve biyofilm enfeksiyonlarinin tedavisinde
yakin zamanda yeni ve etkin stratejilerin gelistirilmesi iimidi devam etmektedir. Bunlarin
basinda da kombinasyonlarin tedavi basarisini artirabilecegi goriisii bulunmaktadir. Farkli
kombinasyonlarin  biyofilmdeki etkinliklerini arastiran c¢alismalar siirmektedir. Ideal
kombinasyonlar ile tedavi basarisinin artacag: diisiiniilmektedir. Ornegin kistik fibrosis
hastalarinda ¢ok ilaca direngli (MDR) P.aeruginosa suslarinda ¢esitli kombinasyonlar
arastirtlmistir. Meropenemin, siprofloksasin ve amikasin ile kombine edildiginde en basarili

sonucu veren tedavi se¢enegi olacag bildirilmistir (73, 74).

Yapilan arastirmalara baktifimiz zaman P.aeruginosa i¢in monoterapiler (yiiksek doz
tobramisin, meropenem gibi) kombinasyon tedavisi kadar etkili bulunmus olmakla birlikte,
ornegin aminoglikozid+ genis spektrumlu beta laktam veya florokinolon+genis spektrumlu

beta laktam kombinasyonunun sinerji gostermeleri nedeniyle daha etkili olacagin bildiren
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yayinlar mevcuttur (56, 73). Uygun olmayan veya yetersiz tedavilerin kullanilmast mortaliteyi

onemli Ol¢iide artirmaktadir (75, 76).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg
Bu calisma, Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu
tarafindan 12.02.2009 tarihinde KA09/08 numarali1 proje numarasi ile onaylanmis ve Bagkent

Universitesi Arastirma Fonunca desteklenmistir.

Bagskent Universitesi Tip Fakiiltesi Ankara Hastanesi’nde 2006-2009 yillar1 arasinda gesitli
servislerde ve yogun bakimlarda yatarak tedavi goren hastalarin kateterlerinde iiremis 15
metisilin direncli S.aureus (MRSA), 15 metisilin direngli koagiilaz negatif stafilokok
(MRKNS) ve 15 P.aeruginosa susu ¢alismaya dahil edilmistir.

3.2. Klinik izolatlarin Tiplendirilmesi

3.2.1. MRSA ve MRKNS

Kateter kiiltiirlerinde tireyen kolonilerden gram boyasi yapilarak gram pozitif kok olanlara
katalaz testi yapilmistir. Katalaz pozitif olanlara tiipte koagiilaz testi uygulanmistir. Katalaz
ve koagiilaz pozitif olan bakteriler S. aureus olarak isimlendirilmistir. Koagiilaz negatif olan

izolatlar da koagiilaz negatif stafilokok (KNS) olarak tiplendirilmistir.

Metisilin Direnci:

Koagiilaz negatif olan suslar ve S. aureus metisilin direnci arastirilmak {izere sefoksitin ile
disk difiizyon testine alinmistir. McFarland 0.5 standardina uygun inokulum hazirlanarak
Mueller Hinton II Agar’a (BBL, Fransa) ekim yapilmistir. Onbes dakika sonra Mueller
Hinton II Agar (MHA) yiizeyinin kurumasi1 beklenerek 30 pg’lik sefoksitin diski (Oxoid,
Ingiltere)  yerlestirilmistir.  Plaklar 35°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Degerlendirmede Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (77) tarafindan
belirlenen diren¢ sinir degerlerine gére 21 mm ve altindaki zon caplart direngli, 22 mm ve

tizerindeki zon caplar1 duyarli olarak kabul edilmistir.

3.2.2. P.aeruginosa suslari

Kateter kiiltiirlerinde iireyen kolonilerden gram boyasi yapilarak, gram negatif basillerin
Mueller Hinton besiyerine ve kanli agara ekimleri yapilmistir. Bu besiyerlerinde piyosiyanine
bagli pigment olusturma ozelliklerine, oksidaz testinde pozitif sonu¢ vermelerine, laktoz

negatif oluslarina, MIL besiyerinde hareket 6zelliklerine ve indol-lizin negatifliklerine ve O-F
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besiyerlerinde oksidatif-nonfermantatif oluslarina bakilarak bu o6zellikleri ile P.aeruginosa

olarak tiplendirilmistir.

3.3. Antibiyotikler ve Sulandirimlar:

Calismada kullanilan antibiyotikler; vankomisin (Sigma, V2002), siprofloksasin (Fako, 3585),
rifampisin (Sigma, R3501), gentamisin (Sigma, G3632), seftazidim (Sigma, C3809), sefazolin
(Sigma, C5020), piperasilin (Sigma, P8396) ve amikasin (Sigma, A1774) iiretici
firmalarindan satin alinmistir. Linezolid (Pfizer, Amerika), meropenem (Astra Zeneca,
Ingiltere) ve tigesiklin (Wyeth Research, Pearl River, Amerika) iiretici firmalarindan iicretsiz

temin edilmistir.

MRSA ve MRKNS suslar1 i¢in vankomisin, linezolid, meropenem, rifampisin, gentamisin,
siprofloksasin, tigesiklin, sefazolin, seftazidim ile duyarlilik c¢alismas1 yapilmigtir.
P.aeruginosa susglar1 i¢cin de gentamisin, siprofloksasin, meropenem, piperasilin, seftazidim,

amikasin, tigesiklin ile duyarlilik ¢calismas1 yapilmistir.

3.3.1. Antibiyotiklerin Hazirlanmasi

Tablo 3.1. Antibiyotik Tartim Miktarlar1 ve Stok Konsantrasyonlar1

Stoktaki
Tartilan miktar antibiyotik
(gn) konsantrasyonu

mg/L

Vankomisin 0.0512 5120
Linezolid 0.0256 2560
Meropenem 0.0512 5120

Tigesiklin 0.00128 1280%*
Rifampisin 0.0256 2560
Gentamisin 0.0512 5120
Siprofloksasin 0.0256 2560
Seftazidim 0.0256 2560
Sefazolin 0.0204 2048
Piperasilin 0.0204 2048
Amikasin 0.0256 2560

*Tigesiklin her calismada giinliik hazirlanmistir.
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3.3.2. Antibiyotik Sulandirimlari

Rifampisin, siprofloksasin, linezolid, amikasin i¢in antibiyotik diliisyonlar1 hazirlanirken stok
1/20 oraninda sulandirilmistir. Boylece 128 mg/L antibiyotik elde edilmistir. Ik kuyucuga
100 pl eklenerek, seri diliisyonu yapilmis ve iizerine bakteri siispansiyonu eklenince son

konsantrasyonu 32 mg/L olmustur.

Vankomisin, Gentamisin ve Meropenem i¢in antibiyotik diliisyonlar1 stoktan 1/20
sulandinlmistir. Boylece 256 mg/L elde edilmistir. Ik kuyucuga 100 ul eklenerek, seri
dilisyonu yapilmis ve {izerine bakteri siispansiyonu eklenince ilk kuyucukta son

konsantrasyonu 64 mg/L. olmustur.

Piperasilin ve sefazolin i¢in antibiyotik diliisyonlar1 hazirlanirken stok 2048 mg/L, ilk
kuyucuga 100’er ul eklenip seri diliisyonu yapilmistir ve iizerine bakteri siispansiyonu

eklenince ilk kuyucukta son konsantrasyonu 512 mg/L. olmustur.

P.aeruginosa izolatlar1 i¢in seftazidim stoktan 2,5 kat sulandirilmistir. Boylece 1024 mg/L
elde edildi. ik kuyucuga 100 pl eklenerek, seri diliisyonu yapilmistir ve iizerine bakteri
siispansiyonu eklenince son konsantrasyonu 256 mg/L olmustur. Stafilokoklar i¢in seftazidim

hazirlanirken son konsantrasyonu 512 mg/L olarak baslatilmistir.

Tigesiklin her caligmada giinliik olarak hazirlanip (128 mg/L) kullanilmistir ve ilk kuyucuga
100 pl eklenerek, seri diliisyonu yapilmis ve iizerine bakteri siispansiyonu eklenince son

konsantrasyonu 32 mg/L olmustur.

3.4. Antibiyotik Duyarhhklarinin Belirlenmesi

Secilen antibiyotikler ile dnce CLSI’in oOnerileri dogrultusunda standart sivi mikrodiliisyon
yontemi ile planktonik hiicrelerde duyarlilik arastirilmis, bdylece minimal inhibitor
konsantrasyonlart (MiK) ve minimal bakterisidal konsantrasyonlar1 (MBK) belirlenmistir.
Daha sonra her bir sus ile biyofilm olusturulup sesil hiicrelerde aynmi antibiyotikler ile yine
MIK ve MBK degerleri belirlenmistir. Ardindan ikili ve iiclii antibiyotik kombinasyonlari
olusturulup c¢oklu kombinasyonlu bakterisidal test (CKBT) yontemi ile hem planktonik

hiicrelerde hem de biyofilmde etkinlikleri belirlenmistir (84).
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3.4.1. Planktonik Hiicrelerde Minimal inhibitér Konsantrasyon ve Minimal Bakterisidal
Konsantrasyonlarin Belirlenmesi
a) Antibiyotik diliisyonlar1 hazirlanmastir.
-Vankomisin, Gentamisin ve Meropenem i¢in ilk kuyucukta 64 mg/L olacak sekilde
5120 mg/L stoktan sulandirim yapilmistir.
-Rifampisin, siprofloksasin, amikasin ve linezolid i¢in ilk kuyucukta 32 mg/L olacak
sekilde 2560 mg/L stoktan sulandirim yapilmistir.
-Seftazidim pseudomonaslar i¢in ilk kuyucukta 256 mg/L, stafilokoklar i¢in 512 mg/L
olacak sekilde 2560mg/L stoktan sulandirim yapilmuistir.
-Tigesiklin i¢in ilk kuyucukta 32 mg/L olacak sekilde 1280 mg/L stoktan sulandirim
yapilmistir.
-Piperasilin ve sefazolin icin ilk kuyucukta 512 mg/L olacak sekilde 2048 mg/L
stoktan sulandirim yapilmustir.
Deneylerde % 2 oraninda NaCl iceren katyon ayarli Mueller Hinton Broth (BBL,
Fransa) kullanilmistir. Doksan alt1 kuyucuklu steril U tabanli polistren plaklara (Nunc,
Danimarka) 100’er pul Mueller Hinton Broth (MHB) dagitilmistir (Sekil 3.1).
Ardindan hazirlanan antibiyotik soliisyonlarindan plaklarin ilk  siitunundaki
kuyucuklara 100’er ul eklenmistir. Seri diliisyonlar1 yapilmis ve 12. siitun ilireme

kontrol olarak birakilmistir.

Sekil 3.1. Doksan Alt1 Kuyucuklu Steril U Tabanli Polistren Plaklar

b) Bakterilerin 24 saatlik kiiltiiriindeki kolonilerden 0.5 McFarland bulanikliina esit

olacak sekilde bakteri siispansiyonu hazirlanip, son inokiiliim konsantrasyonu 5x10°
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CFU/ml olacak sekilde, 1/100 oraninda sulandirilmistir ve 100’er pl tiim kuyucuklara
dagitilmistir.

c) Tim plaklar etiivde 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilerek ertesi giin sonuclar
degerlendirilmistir. Plaklar hem go6zle degerlendirilmis hem de optik okuyucuda
(ELx800, Universal Microplate Reader, Bio-Tek) 530 nm dalga boyunda
okutulmustir. Her iki sonug birlikte degerlendirilerek, iiremenin inhibe oldugu en son
kuyucuktaki antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak yorumlanmastir.

d) Hi¢ lireme goriilmeyen kuyucuklardan 10’ar pl alinarak Triptik soy agar (BD,
Fransa) yiizeyine damla ekimi yapilmistir. Plaklar 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilerek,
tiremenin inhibe oldugu en diisiik konsantrasyon MBK olarak yorumlanmistir (Sekil

3.2).

Sekil 3.2. Triptik Soy Agarda Planktonik Hiicrelerin MBK’larinin Belirlenmesi

e) Tiim testler 2 kez ¢alisilmustir.
f) Tim testlerde S.aureus ATCC 25923 ve P.aeruginosa ATCC 27853 kalite kontrol

susu olarak kullanilmistir.

3.4.2. Biyofilmde Minimal inhibitor Konsantrasyon ve Minimal Bakterisidal
Konsantrasyonlarin Belirlenmesi
a) Biyofilm deneyleri igneli kapakli polistren plaklarda (Sekil 3.3) calisilmistir (Nunc,
Danimarka). Tiim suslarin taze pasajlar1 kullanilarak MHB-II (BBL, Fransa) ile 0.5
McFarland yogunlugunda siispansiyon hazirlanmigtir. Plaklara 100’er ul dagitilip,
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izerine polistren yapida igneli kapaklar kapatilarak 18-24 saat 37°C’de calkalanarak

inkiibe edilmistir.

Sekil 3.3. Biyofilm Olusturulan igneli Kapakli Polistren Plaklar

b) Sesil hiicreler ile calismada antibiyotik diliisyonlar1 planktonikten farkli olarak 2
diliisyon {iistiinden baslayacak sekilde hazirlanmistir. Yeni plaklara dénce 100’er ul
MHB-II dagitilip, 1. sira kuyucuklara 100’er ul antibiyotik eklenerek seri diliisyon
yapilmistir. Daha sonra onceden biyofilmin olusturuldugu igneli kapaklar bu yeni
plaklara kapatilmistir. Plaklar 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Ertesi giin optik
okuyucuda 530 nm dalga boyunda ve gozle okunarak iiremenin inhibe oldugu en
diisiik konsantrasyon biyofilm inhibitor konsantrasyonlar (BIK) olarak belirlenmistir

(Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Kuyucuklarda Uremenin Gozlenmesi
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c) Biyofilm Bakterisidal Konsantrasyonlarin belirlenmesi amaciyla steril 96 kuyucuklu U
tabanli yeni plaklara MHB-II besiyeri 100’er upl dagitilip, biyofilm inhibitor
konsantrasyonlar1 belirlenen igneli kapak transfer edilmistir. Sonikatérde 5 dakika
kuvvetle calkalanip tekrar 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Ertesi giin optik
okuyucuda 530 nm dalga boyunda ve gozle okunarak tiremenin goriilmedigi en diisiik
konsantrasyon biyofilm bakterisidal konsantrasyonlar (BBK) olarak belirlenmistir.

d) Tiim testlerde S.aureus ATCC 25923 ve P.aeruginosa ATCC 27853 kalite kontrol susu

olarak kullanilmistir.

3.5. Coklu Kombinasyonlu Bakterisidal Test (CKBT)

(Multiple-Combination Bactericidal Testing)
3.5.1. Planktonik Hiicrelerde CKBT
MRSA ve MRKNS izolatlar i¢in 2 farkli ¢calisma diizenegi olusturulmustur. Bu izolatlarin
diren¢li oldugu kabul edilen meropenem, sefazolin ve seftazidim iceren 20 ikili, 44 ticlii
kombinasyon ve diger antibiyotikler ile de 15 ikili ve 15 iiclii antibiyotik kombinasyonu

secilmistir. Boylece toplam 94 farkli kombinasyon hazirlanmistir. (Tablo 3.2)

P.aeruginosa icin 21 ikili ve 35 iiclii kombinasyon olusturulmustur. Once mikroplak iizerinde

tiim kombinasyonlarin yerlestirildigi bir sablon hazirlanmistir. (Tablo 3.3)

Tablo 3.2. MRSA ve MRKNS i¢in Antibiyotik Kombinasyon Sablonu

CKBT KOMBINASYONLARI

4 5 6 7 8 11 12

LC LT LR RS1 TRS2

LGT LGR

LRS2 | LS1S2

VMR | VMSI1

VTR | VTSI

MGC | MGT

GCS1 | GCS2

iireme/sterilite
kontrol
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Tablo 3.3. P.aeruginosa i¢in Antibiyotik Kombinasyon $ablonu

I CKBT KOMBINASYONLARI I

9

GCS2

GAT

CPT CS2A

MS2T | MAT

iireme | sterilite
kontrol | kontrol

Tablo 3.4. Coklu Kombinasyonlu Bakterisidal Test igin
Kullanilan Antibiyotik Sinir Degerleri

Sinir degerleri
(mg/L)
Antibiyotikler Referans

Direnli

Linezolid 8 CLSI
Vankomisin 32 CLSI
Meropenem 16 CLSI
Gentamisin 16 CLSI
Siprofloksasin 4 CLSI
Tigesiklin CLSI
Rifampisin CLSI
Sefazolin CLSI
Seftazidim CLSI

Piperasilin CLSI

Amikasin CLSI
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Stok antibiyotik soliisyonlarindan her antibiyotik i¢cin CLST’in 6nerdigi (Tablo 3.4) direng
sinir degerinin 10 kat yiiksek konsantrasyonunda hazirlanan antibiyotikler dnceden planlanan
sablona uygun kuyucuklarma 10’ar pl olacak sekilde dagitilmistir. Uclii kombinasyonlarda
her bir antibiyotikten 10 pl koyulmustur. Ikili kombinasyonlarda ise yine her bir antibiyotik
10’ar pl koyulmus, 10 ul de % 2 NaCl iceren MHB II eklenmistir.

Bakteri siispansiyonu ve plaklarin hazirlanmasi

Bakterilerin taze pasajlarindan 6nce 0.5 McFarland bulanikligina esit olacak sekilde bakteri
siispansiyonu hazirlanip son inokuliim konsantrasyonu 5x10° CFU/ml olacak sekilde, 1/100
oraninda sulandirilmistir. Antibiyotikler dagitildiktan sonra tiim kuyucuklara hazirlanan bu
bakteri siispansiyonlarindan plaklardaki tiim kuyucuklara 70’er ul ilave edilmistir. Boylece

tiim kuyucuklarda toplam hacim 100 pl’ye tamamlanmistir.

Mikroplaklar 37° C’de 18-24 saat inkiibe edildikten sonra gozle ve optik okuyucuda 530 nm
dalga boyunda iireme inhibisyonu degerlendirilmistir Ureme olmayanlardan 10’ar pl alinarak
Triptik soy agar yiizeyine damla ekimi yapilmistir. 37°C’de 18-24 saat tekrar inkiibe

edilmistir. Ertesi giin lireme olmayan kuyucuklarda bakterisidal etki belirlenmistir.

3.5.2. Biyofilmde CKBT

1. Biyofilm deneyleri yine igneli kapakli polistren plaklarda ¢alisilmistir. (Nunc, Danimarka)
Tiim suslarin taze pasajlart kullanilarak MHB-II ile 0.5 McFarland ayarlanmistir. Plaklara
100’er pl dagitilip, iizerine igneli kapaklar kapatilarak 18-24 saat 37°C’de c¢alkalanarak
inkiibe edilmistir.

2. Antibiyotiklerin ikili ve {i¢lii olacak sekilde kombinasyonlari yine ayn1 planktonik hiicreler
icin yapildig1 gibi hazirlanmistir. Yeni bir U tabanli mikroplaga antibiyotik kombinasyonlari
sablondaki gibi dagitilip iizerine 70’er ul MHB 1I eklenerek, biyofilm olusturulmus igneli
kapaklar, antibiyotik kombinasyonlarini iceren bu yeni mikroplaga aktarilmis ve 37°C’de 18-
24 saat inkiibe edilmistir. Uremenin inhibisyonu biyofilmde gozle ve optik okuyucuda 530
nm. dalga boyunda okutularak degerlendirilmistir.

3. Biyofilmde bakterisidal konsantrasyonlarin belirlenmesi amaciyla steril 96 kuyucuklu U
tabanli yeni plaklara MHB-II besiyeri 100’er ul dagitilip, igneli kapak bu plaga transfer
edilmistir. Sonikatorde 5 dakika kuvvetle calkalanip 37° C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir.
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Ertesi giin optik okuyucuda 530 nm dalga boyunda ve gozle okunarak iiremenin goriilmedigi

kuyucukta bakterisidal etki varligi belirlenmistir.

3.6. Elektron Mikroskobik inceleme

Elektron mikroskobik inceleme i¢in biyofilm olusturan bir P.aeruginosa izolat1 se¢ilmistir. U
tabanli bir mikroplak kuyucugunda MHB-II ile hazirlanan siispansiyonun 1 gecelik
inkiibasyonu ile biyofilm olusturulmustur ve sonrasinda 1200 rpm.de 15 dakika santrifiij
edilerek coktiiriilen bakteriler %?2’lik agar icerisine gomiilmiistiir. Bakteri iceren agar
donduktan sonra 1 mm3’liik parcalara ayrilmistir. Yiizde birlik osmium tetraoksit (OsO4) ile
tekrar fikse edilen ornekler, farkli derecelerde alkol soliisyonlar1 (50, 60, 70, 80, 90, 96 ve
%100 etanol) ile dehidrate edilmistir. Propilen oksitten gegirildikten sonra, ornekler
Araldyte CY 212, DDSA (2-dodesenil siiksinik anhidrit), BDMA (benzildimetil amin) ve
dibutilfitalat icine gomiilmiistiir. Yar1 ince kesitler alinarak toluidin mavisi ile boyanmis ve
151k mikroskobunda incelenmistir. Ince kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile negatif
boyandiktan sonra LEO 906E transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile 60.000 kez

biiyiiterek incelenmistir. LEO 906E markali makine ile fotograflar ¢ekilmistir.

3.7. istatistiksel Analiz
Veri seti iki oran z testi ile analiz edilmistir. Sonuclar gozlem sayisi(n) ve oran(%) olarak
ifade edilmistir, p<0.05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel

analizler MINITAB 15.0 istatistik yazilimu ile gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Ankara Hastanesi’'nde farkli servislerde tedavi goren
hastalarin cesitli kateter kiiltiirlerinde iiremis olan 15 S.aureus, 15 KNS ve 15 P.aeruginosa
izolat1 ile antibiyotik duyarlilik caligmalart 6nce tek antibiyotik ile sonra ikili ve {li¢li
kombinasyonlar olusturularak calisilmistir. Caligmada secilen antibiyotikler i¢in duyarlilik

sinirlar1 CLSI (77) ve EUCAST in (91) 6nerdigi sekilde Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.1. MRSA/MRKNS ve P.aeruginosa i¢in Antibiyotik MiK Sinir Degerleri (mg/L)

MRSA/MRKNS P.aeruginosa

Duyarli / Orta duyarli / Direngli Duyarli / Direngli

Meropenem < 8

Gentamisin

Siprofloksasin

Vankomisin

Rifampisin

Linezolid

Tigesiklin

Sefazolin

Seftazidim

Amikasin

Piperasilin

*EUCAST kriterlerine gore

Tablo 4.2. Kalite Kontrol Suslar1 i¢in Kabul Edilebilir MiK Sinirlar1 (mg/L)

S.aureus ATCC 25923 P.aeruginosa ATCC 27853

Meropenem 0.03-0.125 0.25-1

Gentamisin 0.12-1

Siprofloksasin 0.12-0.5

Vankomisin 0.5-2

Rifampisin 0.004-0.03

Linezolid 1-4

Tigesiklin 0.03-0.25

Sefazolin 0.25-1

Seftazidim 4-16

Amikasin 1-4

Piperasilin 1-4
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4.1. MRSA ve MRKNS izolatlarinda Antibiyotik Duyarhhik Sonuclar
Her bir izolat icin 6nce planktonik sonra biyofilm yapisinda duyarliliklar belirlenmistir. Tablo
4.3 ve 4.4°de siras1 ile MRSA ve MRKNS izolatlarinda planktonik form ve biyofilmde MIK

ve MBK degerleri birlikte sunulmustur.

MRSA ve MRKNS izolatlarinin meropenem, sefazolin ve seftazidim’e duyarhiliklart diger
antibiyotik sonuclari ile birlikte ayni tablo ve grafiklerde gosterilmistir. Bu antibiyotiklere ait

bulgular ayr1 olarak tartigilmistir.

Tablo 4.3’te MRSA izolatlar1 bugularinda goriildiigii gibi tiim antimikrobiyallerin biyofilm
ortaminda duyarliliklar1 azalmistir. Gentamisinde planktonik hiicrede %?26.6 oraninda
duyarlilik bulunmusken biyofilm hiicrelerinde duyarlilik oranlar1 %46.6 saptanmis, ancak
anlaml1 kabul edilmemistir. Gentamisin icin planktonik ve biyofilm hiicrelerinde MIiK ve
MBK degerleri incelendiginde biyofilmde daha duyarli gibi goériinen 3 susun MIK
degerlerinin planktonige gore 1 kat azaldigi, MBK degerlerinin ise 2-4 kat azaldig
gozlenmistir. MRSA izolatlarinda biyofilm ortamda en yiiksek duyarlilik vankomisin (%86)
ve tigesiklin (%86) ile elde edilmistir.

Tablo 4.4’te ise MRKNS izolatlarinin bulgular1 sunulmustur. Suslarinin vankomisine hem
planktonik hiicrelerinde hem de biyofilm ortaminda yiiksek duyarlilik (%100-%93.3)
gostermesi  dikkat ¢ekici bulgu olmustur. Ayrica rifampisin (%66.6-%66.6) ve
siprofloksasinin (%26.6-%26.6) planktonik ve biyofilm ortaminda esit duyarlilik gosterdigi
tespit edilmistir. Diger tiim antibiyotiklerde planktonik hiicredeki MBK degerleri cogunlukla
biyofilmlere gore daha diisiik gézlenirken, tigesiklin’de ise MBK degerlerinin biyofilmde 2-4
kat daha diisiik oldugu dikkati ¢cekmistir.
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Tablo 4.3. MRSA izolatlarinda Planktonik ve Biyofilmde Antibiyotiklerin Minimal Inhibitér ve Minimal Bakterisidal Konsantrasyonlar1 (mg/L)

GENTAMISIN SiPROFLOKSASIN VANKOMISIN RIFAMPISIN LiINEZOLID TiGESIKLIN MEROPENEM SEFAZOLIN SEFTAZIDIM
P P B B P P B B P P B B P P B B P P B B P P B B P P B B P P B B P P B B
SUS NO MiK | MBK | MiK | MBK | MiKk | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiKk | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK
1 32 >512 | 512 >512 | >32 | >512 | 256 256 1 32 8 64 >32 | >512 | >512 | >512 | 0.25 8 1 128 0.5 8 1 4 64 >512 128 256 >512 | >512 [ 2048 | >2048 | >512 | >512 | 1024 | >1024
2 8 >512 8 >512 32 >512 | 512 | >512 1 128 4 128 >32 | >512 | >512 | >512 | 0.25 2 8 128 0.125 8 0.5 8 64 >512 128 512 >512 | >512 [ 2048 | >2048 | >512 | >512 | 1024 | >1024
3 0.06 8 8 64 32 >512 | 256 | >512 1 8 8 128 >32 | >512 | >512 | >512 ] 0.125 32 16 128 0.125 8 0.125 4 64 >512 128 512 >512 | >512 [ 2048 | >2048 | >512 | >512 | 1024 | >1024
4 8 >512 8 64 32 >512 | 512 512 1 32 4 256 >32 | >512 [ >512 | >512 1 32 64 128 0.06 8 0.25 2 64 >512 128 512 >512 | >512 [ 2048 | >2048 | 512 >512 | 1024 | >1024
5 16 >512 8 128 32 >512 | 512 512 1 16 4 256 >32 | >512 | >512 | >512 0.5 8 64 128 0.125 8 0.25 2 64 >512 128 256 >512 | >512 [ 2048 | >2048 | >512 | >512 | 1024 | >1024
6 8 128 8 128 32 >512 | 512 | >512 1 32 4 256 >32 | >512 | >512 | >512 | 0.25 4 32 64 0.125 8 0.125 4 64 >512 128 512 >512 | >512 [ 2048 | >2048 | >512 | >512 | 1024 | >1024
7 16 >512 8 128 32 >512 | 512 | >512 1 512 4 256 >32 | >512 | >512 | >512 1 16 64 128 0.125 4 0.125 2 64 >512 128 512 >512 | >512 [ 2048 | >2048 | >512 | >512 | 1024 | >1024
8 16 >512 8 64 16 >512 64 512 1 32 16 256 >32 | >512 | >512 | >512 ] 0.25 8 4 128 0.125 8 0.125 4 64 256 128 512 >512 | >512 | 2048 | >2048 | >512 | >512 | 1024 | >1024
9 16 >512 | 512 >512 32 >512 128 >512 0.5 8 4 64 >32 | >512 | >512 | >512 1 8 4 128 0.25 8 16 4 64 512 128 512 512 >512 | 2048 | >2048 | >512 | >512 | 1024 | >1024
10 16 >512 | 512 >512 32 >512 | 512 | >512 1 32 2 128 >32 | >512 | >512 | >512 ] 0.25 8 128 128 0.125 8 0.5 4 64 512 128 512 512 >512 | 2048 | >2048 | >512 | >512 | 1024 | >1024
11 16 >512 | 512 >512 32 >512 | 512 512 1 32 2 128 >32 | >512 | >512 | >512 ] 0.25 8 128 128 0.125 8 0.25 4 32 512 64 512 >512 | >512 [ 2048 | >2048 | >512 | >512 | 1024 | >1024
12 16 >512 | 512 >512 32 >512 64 512 1 16 16 128 >32 | >512 | >512 | >512 0.5 8 128 128 0.125 8 0.25 4 64 >512 128 512 512 >512 | 1024 | 2048 | >512 [ >512 | 1024 | >1024
13 16 >512 | 512 >512 32 >512 128 >512 1 >512 2 128 >32 [ >512 | >512 | >512 | 0.25 32 128 >128 0.06 8 0.25 4 64 >512 128 512 512 >512 | 1024 | 2048 | >512 [ >512 | 1024 | >1024
14 16 >512 | 512 >512 32 >512 128 >512 1 16 2 128 >32 | >512 | >512 | >512 ] 0.25 16 4 128 0.06 8 0.5 4 64 512 128 512 512 >512 | 1024 | 2048 | >512 [ >512 | 1024 | >1024
15 16 >512 | 512 >512 32 >512 128 >512 0.5 32 2 128 >32 | >512 | >512 | >512 | 0.25 8 32 128 0.06 16 0.5 2 64 >512 128 512 512 >512 | 2048 | >2048 | >512 [ >512 | 1024 | >1024
Duyarlilik % 26.6 46.6 0 0 100 86.6 0 0 100 6.6 100 86.6
P: Planktonik
B: Biyofilm
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Tablo 4.4. MRKNS izolatlarinda Planktonik Hiicreler ve Biyofilmde Antibiyotiklerin Minimal Inhibitor ve Minimal Bakterisidal Konsantrasyonlar1 (mg/L)

GENTAMISIN SiPROFLOKSASIN VANKOMISIN RiFAMPISIN LINEZOLID TiGESIKLIN MEROPENEM SEFAZOLIN SEFTAZIiDIiM
P P B B p p B B p p B B p P B B P P B B P P B B p P B B P P B B p p B B
SUS NO MIK | MBK | MiK [ MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK [ MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK
1 32 | >64 | 256 | >512 ] 32 512 | 256 | 512 1 64 16 256 | >32 | >512 | >512 | >512 ] 0.25 2 8 128 | 0.06 8 128 16 16 | >64 64 | >512 ] 128 | 512 | 512 | 1024 | 512 [ >512 | 512 | >1024
2 32 | >64 | 512 | >512] 32 512 | 256 | 512 1 64 16 | >256 | >32 | >512 | >512 | >512 J 0125 | 2 2 64 | 0.06 4 1 16 16 | >64 64 128 64 | >512 | 512 | 512 | 512 [ >512 | 512 | >1024
3 0.06 | 4 64 64 8 256 16 | >512 1 >512 8 >256 | 32 | >512 [ >512 | >512 J 0.125 | 2 2 64 | 0.03 8 2 16 4 >64 32 128 4 512 16 64 128 | >512 | 128 | >1024
4 8 64 512 | 512 32 512 64 | >512 1 64 4 128 | 0.03 16 0.5 0.5 ] 025 8 1 32 ] 025 8 0.25 8 8 >64 64 256 | 512 [ >512 | 1024 | 2048 | 512 | >512 | >1024 | >1024
5 32 | >64 | 512 | >512]0.125| 4 2 16 1 128 4 128 ] 0.03 | 32 0.5 0.5 0.5 4 2 16 J0.125| 8 0.5 8 4 >64 32 256 4 128 | 128 | 256 | 256 [ >512 | 128 | >1024
6 0.06 4 16 16 16 256 | 256 | >512 1 64 8 256 | 0.03 8 0.5 05 | 025 4 2 64 ] 0.03 8 0.5 32 4 16 32 256 32 | >512 | 256 | 512 | 256 [ >512 | 256 | >1024
7 32 | >64 | 512 | >512 ] 32 512 | 256 | >512 1 512 16| >256 ] 0.25 4 0.5 0.5 ] 025 8 4 64 | 0.03 4 0.5 32 32 | >64 64 512 32 512 64 256 | 512 | >512 | 256 | >1024
8 2 >64 32 256 32 | >512 | 256 | >512 ] 0.5 32 4 256 32 | >512 | >512 | >512 ] 0.25 4 4 64 | 025 8 0.5 16 64 | >64 | 128 | >512 | 512 | >512 | 1024 | 2048 | >512 | >512 | 1024 | >1024
9 2 >64 64 128 32 | >s512 | 128 | 512 1 64 16 128 | >32 | >512| 32 32 025 16 128 | 128 | 0.06 4 128 8 32 | >64 | 128 | 512 ] 128 | 256 16 1024 | 256 | >512 | 512 | 1024
10 1 64 64 128 4 256 | 512 | >512 1 >512 8 256 | 0.03 1 003 01250125 8 2 128 | 0.03 2 0.25 8 2 32 0.5 64 4 512 64 64 16 | >512 16 32
11 32 64 64 128 32 512 | 512 | >512 2 512 4 256 | 0.03 4 003 | 025 Jo125| 8 4 64 | 0.06 8 |0125] 8 16 32 32 128 4 >512 | 16 64 16 | >512 16 64
12 8 >64 32 256 | 0.06 8 0.5 8 1 64 64 | >256] 003 | 05 | 003 | 025 ]0125| 8 4 64 J0125| 8 16 8 2 32 32 128 16 | >512 | 128 | 1024 | 32 | >512 8 16
13 32 | >64 | 256 | 512 ] 0.03 16 0.5 64 1 256 8 256 | 0.03 2 0.03 | 025 ] 025 8 2 64 | 0.06 8 0.5 16 64 | >64 | 256 | >512 | 512 | >512 | 2048 | >2048 | 512 | >512 | 1024 | >1024
14 32 64 512 | 512 J 006 | 05 0.5 16 _]0.125 | >512 2 256 ] 0.03 | 05 | 003 | 025 ] 025 4 1 32 ] 003 8 0125 05 8 16 1 64 | <05 | 512 8 16 16 32 1 32
15 0.06 | 16 0.5 8 4 128 16 512 1 32 8 128 | 003 | 05 | 0.03 |0.125] 0.06 2 1 64 | 0.03 8§ |0125] 8 4 32 32 [ >512] 2 256 | 256 | 2048 | 64 256 128 | 1024
Duyarlilik % 53.3 6.6 26.6 26.6 100 93.3 66.60 66.60 100 60 100 66.6

P: Planktonik
B: Biyofilm
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Grafik 4.1’de ve aciklama tablosunda gosterildigi gibi planktonik formda MRSA izolatlarinin
tamami vankomisin, tigesiklin ve linezolid’e duyarli bulunmustur. Ancak biyofilmde
vankomisin ve tigesiklin’e izolatlarin % 86.6’s1 duyarl iken, linezolid’e %6.6’s1 duyarlidir.
Linezolid’de biyofilm hiicrelerine etkinligin anlamli olarak azaldigi goriilmiistiir (p<0.001).
MRSA izolatlar1 siprofloksasin ve rifampisin’e hem planktonik formda hem de biyofilmde

%100 direncli tespit edilmistir.

Grafik 4.2 ve acgiklama tablosunda gosterildigi gibi MRKNS izolatlarinda elde edilen
sonuclara gore, planktonik formda suslarin tamami vankomisin, tigesiklin ve linezolid’e
duyarl iken gentamisin’e %353.3, siprofloksasin’e %26.6 ve rifampisin’e %66.6’s1 duyarli
bulunmustur. Biyofilm ortaminda siprofloksasin ve rifampisin’e suslarin duyarliligt ayni
bulunurken gentamisin, linezolid ve tigesiklin’de duyarliliklarda azalma (p<0.01)
gozlenmistir. Vankomisin’de duyarlilik biyofilmde %93.3’e¢ inmistir ve azalma anlaml
bulunmamistir. Siprofloksasin ise biyofilm ortaminda da planktonik hiicrelerle ayni

duyarhilig1 gostermistir (%26.6-%26.6).

Meropenem, sefazolin ve seftazidimin MRSA izolatlar1 {izerindeki MIK ve MBK degerleri

incelendiginde biyofilm ortaminda bu degerlerde belirgin artis goriillmemistir.

MRKNS izolatlarinda seftazidim’de biyofilm MIK ile planktonik MIK degerleri
karsilastirildiginda, iki susta MIK degeri biyofilmde daha diisiik bulunmustur. U¢ susta da
MBK degerleri diismiistiir. Meropenem ve sefazolin’de ise MIK ve MBK degerleri artis
gostermemistir. Her ne kadar metisilin direngli stafilokoklar bu antimikrobiyallere direncli
kabul edilseler de biz calismamizda kombinasyonlarin etkinligini aragtirmayr amacladigimiz
icin karsilastirma yapabilmek icin grafik 4.2’de bu suslardan MIiK degerleri simir degerin

altinda olanlar duyarl sus olarak gosterilmislerdir.
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Grafik 4.1. MRSA izolatlarinin Planktonik ve Biyofilm Formlarinin Antibiyotiklere Duyarhiliklari

Planktonik:

Biyofilm: [i§§

Duyarli sus sayis1

Antibiyotik P (%) B (%)
gentamisin 4 (26.6) | 7(46.6)
siprofloksasin 0 0
vankomisin | 15 (100) | 13 (86.6)
rifampisin 0 0
linezolid 15 (100) 1 (6.6)
tigesiklin 15 (100) | 13 (86.6)

Duyarli sus sayis1

Antibiyotik P(%) B(%)

meropenem 0 0
sefazolin 0 0
seftazidim 0 0
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Grafik 4.2. MRKNS izolatlarinin Planktonik ve Biyofilm Formlarinin Antibiyotiklere Duyarhliklart

Planktonik: N

Biyofilm: )

Duyarli sus sayis1

Antibiyotik P (%) B (%)
gentamisin 8 (53.3) 1(6.6)
siprofloksasin | 4 (26.6) | 4 (26.6)
vankomisin | 15 (100) | 14 (93.3)
rifampisin 10 (66.6) | 10 (66.6)

linezolid 15 (100) 9 (60)
tigesiklin 15 (100) | 10 (66.6)

Duyarli sus sayis1

Antibiyotik P (%) B (%)
meropenem | 8 (53.3) 2 (13.3)
sefazolin 7(46.6) | 4(26.6)
seftazidim 3 (20) 4 (26.6)
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MRSA ve MRKNS izolatlarinin ikili kombinasyonlara duyarli olan sus sayilar1 tablo 4.5’te
sunulmustur. Buna gore MRSA izolatlarinda planktonik hiicreler gentamisin+siprofloksasin,
gentamisin+rifampisin  ile siprofloksasin+rifampisin  kombinasyonlar1 haricinde diger
kombinasyonlara %90’in  iizerinde duyarli bulunmustur. Siprofloksasin+rifampisin
kombinasyonuna tiim suglar direnglidir. Siprofloksasin ve rifampisin tek baslarina
uygulandiginda, bu antimikrobiyallere diren¢li bulunan MRSA suslarinda, bu ikilinin
kombinasyonunda da tamamen diren¢ gozlenmistir. Biyofilm ortaminda ise tiim
kombinasyonlarda istatistiksel olarak duyarliliklarda belirgin anlamli diislis goriilmiistiir
(p<0.001). Biyofilm ortaminda en iyi aktivite vankomisin ile olan ikili kombinasyonlarda

gorilmiistiir.

MRKNS izolatlarinda da planktonik hiicrelerde ikili kombinasyonlara suslarin %47-100’i
duyarli bulunmustur. Yine bu suslarla da biyofilm ortaminda tiim duyarliliklarda azalma
gorilmiistir (p<0.01). Gerek planktonik hiicrelere gerekse sesil hiicrelere en etkin

kombinasyonun vankomisin+rifampisin kombinasyonu oldugu izlenmistir.

Grafik 4.3’te goriildiigii gibi kombinasyonlar suslarin %0-30, %30-60, % 60-90 ve % 90 ve
izerini inhibe edenler olarak gruplandirildiginda, MRSA izolatlarinin planktonik hiicrelerde
%90’dan fazlasini inhibe eden 12 kombinasyon var iken, biyofilmde hi¢bir kombinasyon bu
etkinligi gosterememistir. Bu farklilik istatistiksel olarak anlaml tespit edilmistir (p<0.001).

Buna karsin biyofilmde ikili kombinasyonlarin ¢ogu suslarin %0-30’unu inhibe etmistir.

MRKNS izolatlarinda da planktonik hiicrelerinde, suslarin %90’ 1indan fazlasini inhibe eden
kombinasyon sayisi biyofilmden fazladir (p<0.01) (grafik 4.4). Ancak bunlarda MRSA’lardan
farkli olarak biyofilm ortaminda suslarin %30-90’1n1 inhibe eden kombinasyon sayilar1 daha

yiiksek bulunmustur.
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Tablo 4.5. CKBT ile ikili Antibiyotik Kombinasyonlarina Duyarli Olan MRSA ve MRKNS izolat Sayis1 ve

Yiizdeleri
MRSA MRKNS

Ikili Planktonik Biyofilm Planktonik Biyofilm

Kombinasyonlar S (%) S (%) S (%) S (%)
LV 15 (100) 11(73) 15 (100) 11(73)
LG 14 (93) 2(13) 15 (100) 10 (67)
LC 15 (100) 3 (20) 14 (93) 11(73)
LT 15 (100) 2(13) 15 (100) 10 (67)
LR 15 (100) 2(13) 15 (100) 8 (53)
VG 15 (100) 9 (60) 13 (87) 11(73)
VC 14 (93) 12 (30) 15 (100) 13 (87)
VT 15 (100) 7 @7) 15 (100) 13 (87)
VR 15 (100) 13 (87) 15 (100) 14 (93)
GC 2 (13) 0 7 (47) 5 (33)
GT 14 (93) 5(33) 14 (93) 12 (30)
GR 2(13) 1(7) 8 (53) 747
CT 14 (93) 0 14 (93) 3 (20)
CR 0 0 8 (53) 5(33)
TR 15 (100) 2(13) 15 (100) 9 (60)
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Grafik 4.3. MRSA izolatlarinda ikili Kombinasyonlarin Etkinligi

Planktonik: Biyofilm:

kombinasyon
sayisi
(=)

% 0-30inhibisyon % 30-60 inhibisyon % 60-90 inhibisyon % 90'dan fazla
inhibisyon

Grafik 4.4. MRKNS izolatlarinda kili Kombinasyonlarin Etkinligi

Planktonik: Biyofilm:
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Tablo 4.6’da MRSA ve MRKNS izolatlarinin meropenem, sefazolin ve seftazidim igeren ikili
kombinasyonlara duyarli olan izolat sayilar1 ve yiizdeleri verilmistir. Buna gére MRSA
izolatlarinda bu antibiyotiklerin linezolid, tigesiklin ve vankomisin iceren kombinasyonlarina
yilksek oranda duyarlilik go6zlenmistir. Biyofilm ortaminda ise vankomisin igeren

kombinasyonlarin etkinligi yiiksek bulunmustur.

MRKNS izolatlarinda ise linezolid, vankomisin ve tigesiklin iceren kombinasyonlarin
planktonik ve biyofilm ortaminda yiiksek etkinlikte oldugu gosterilmistir. Yine bu
antibiyotiklerden meropenemin sefazolin ve seftazidim ile kombinasyonlar1 hem planktonik
hem biyofilmde MRSA izolatlarindan farkli olarak daha yiiksek etkinlikte saptanmustir. ilging
olarak vankomisin+sefazolin, vankomisin+seftazidim, meropenem-tigesiklin ve
tigesiklin+sefazolin kombinasyonlar1 hem planktonik hem de biyofilmde MRKNS suslarinin

%90’ 1ndan fazlasini inhibe etmistir.

MRKNS izolatlarinda ise grafik 4.6’da goriildiigii gibi suslarin %90’indan fazlasini inhibe
eden 7 kombinasyon (LS1,L.S2,VM,VS1,VS2MT,TS1) goriilmekte olup, biyofilm ortaminda
da 4 kombinasyon (VS1,VS2,MT,TS1) bu etkinlige ulasabilmistir.

Grafik 4.5’te  MRSA izolatlarinin meropenem, sefazolin ve seftazidim iceren ikili
kombinasyonlara duyarliliklar1 gosterilmistir. MRSA izolatlarinda ikili kombinasyonlarda
izolatlarin % 90’1indan fazlasimi inhibe etme yoniinden planktonik ile biyofilm hiicrelerine

etkinlik arasinda istatistiksel yonden anlamli fark (p<0.001) bulunmustur.

Grafik 4.6°da  MRKNS izolatlarinin meropenem, sefazolin ve seftazidim iceren ikili
kombinasyonlara duyarhiliklar1 gosterilmistir. MRKNS izolatlarinda ikili kombinasyonlarda
izolatlarin % 90’1indan fazlasimi inhibe etme yoniinden planktonik ile biyofilm hiicrelerine

etkinlik arasinda istatistiksel yonden anlamli fark bulunmamaistir.
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Tablo 4.6. CKBT ile Meropenem, Sefazolin ve Seftazidim Igeren ikili Antibiyotik Kombinasyonlarina Duyarl

Olan MRSA ve MRKNS izolat Sayis1 ve Yiizdeleri

MRSA MRKNS
ikili Planktonik Biyofilm Planktonik Biyofilm
Kombinasyonlar s (%) s (%) s (%) s (%)
LM 15 (100) 3 (20) 13 (87) 13 (87)
LS1 15 (100) 5@33) 15 (100) 13 (87)
LS2 15 (100) 5(33) 15 (100) 11 (73)
RS2 0 0 8(53) 6 (40)
RS1 0 0 9 (60) 7 (47)
VM 14 (93) 12 (80) 14 (93) 11 (73)
VSl 12 (80) 10 (67) 15 (100) 15 (100)
VS2 13 (87) 10 (67) 15 (100) 14 (93)
MG 2 (13) 1(7 10 (67) 11 (73)
MC 0 0 11 (73) 9 (60)
MT 14 (93) 7 (47) 15 (100) 15 (100)
MR 0 0 13 (87) 9 (60)
MSl1 0 0 13 (87) 9 (60)
MS2 0 0 10 (67) 6 (40)
GS1 2 (13) 0 10 (67) 8(53)
GS2 2 (13) 0 6 (40) 5(33)
CS1 0 0 10 (67) 8(53)
CS2 0 0 5(33) 4 (27)
TS1 15 (100) 2 (13) 15 (100) 14 (93)
TS2 15 (100) 1(7) 13 (87) 12 (80)

40




kombinasyon

% 0-30 inhibisyon % 30-60 inhibisyon % 60-90 inhibisyon % 90'dan fazla
inhibisyon

Grafik 4.5. MRSA izolatlarinda Meropenem, Sefazolin ve Seftazidim 1(;eren
Ikili Kombinasyonlarin Etkinligi

Planktonik: Biyofilm:

kombinasyon
sayist
T

% 0-30 inhibisyon % 30-60 inhibisyon % 60-90 inhibisyon % 90'dan fazla
inhibisyon

Grafik 4.6. MRKNS izolatlarinda Meropenem, Sefazolin ve Seftazidim

Iceren ikili Kombinasyonlarin Etkinligi

Planktonik: Biyofilm: (i
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Tablo 4.7°de {i¢lii antibiyotik kombinasyonlarinin MRSA ve MRKNS’de etkinligi
sunulmustur. Uclii kombinasyonlarda ~ MRSA  izolatlarinda  gentamisin+sip-
rofloksasin+rifampisin kombinasyonunun bu antimikrobiyallerin ikili kombinasyonlarinda
gozlendigi sekilde planktonik ve biyofilmde etkinlikleri diisiik bulunmustur. Diger tiim
kombinasyonlarin etkinligi planktonikte %73’lin iizerinde bulunmustur. Ancak biyofilmde
vankomisin hari¢ tiim kombinasyonlarin etkinliginde diisiis gdzlenmis, vankomisin+sip-
rofloksasin+rifampisin kombinasyonunda ise biyofilm ortaminda planktonik hiicrelere gore

anlamli oldugu diisiiniilmeyen hafif bir artis izlenmistir.

Uclii kombinasyonlarrn MRKNS izolatlarina etkinligi incelendiginde planktonik ile biyofilm
hiicreleri iizerinde belirgin bir aktivite azalmasi goriilmemistir. Vankomisin+genta-
misin+siprofloksain, vankomisin+siprofloksasin+tigesiklin ~ ve  vankomisin+siprofloksa-
sin+rifampisin kombinasyonlarinda biyofilm hiicrelerine etkinlikte anlamli olmayan hafif bir

artis gozlenmistir.

Uclii kombinasyonlarin MRSA iizerindeki etkinligi grafik 4.7’de sunulmustur. MRSA
izolatlarinda ti¢lii kombinasyonlarda izolatlarin % 90’mndan fazlasini inhibe etme yoOniinden,
planktonik ile biyofilm hiicrelerine etkinlik arasindaki fark istatistiksel yonden anlaml
bulunmustur (p<0.001). MRSA izolatlarinda hem planktonik hem de biyofilm hiicrelerinin
%90’1ndan  fazlasim inhibe eden ikili kombinasyonlar ile {i¢lii kombinasyonlar

karsilastirildiginda, aralarinda istatistiksel yonden anlaml fark bulunmamastir.

Grafik 4.8 de goriildiigii gibi iiclii kombinasyonlarin MRKNS izolatlari iizerindeki etkinligine
bakildiginda hem planktonik hem de biyofilmde suslarin %60-90’1n1 inhibe eden oran yiiksek
bulunmustur. Uglii kombinasyonlarda izolatlarin % 90’1indan fazlasini inhibe etme yoniinden
planktonik ile biyofilm hiicrelerine etkinlik arasinda istatistiksel yonden anlamh fark (p>0.01)
bulunmamistir. MRKNS izolatlarinda planktonik hiicrelerin %90’mndan fazlasini inhibe eden
ikili kombinasyonlar ile ii¢lii kombinasyonlar karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel
yonden iiclii kombinasyonlar lehine anlamlhi fark (p<0.01) bulunmustur. Ancak biyofilm

hiicrelerinde ayn1 analiz yapildiginda istatistiksel yonden anlamli fark bulunmamustir.
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Tablo 4.7. CKBT ile Uclii Antibiyotik Kombinasyonlarina Duyarli Olan MRSA ve MRKNS izolat Sayisi ve

Yiizdeleri
MRSA MRKNS
Uclii Planktonik Biyofilm Planktonik Biyofilm
Kombinasyonlar s (%) s (%) s (%) s (%)
LGC 13 (87) 6 (40) 11 (73) 11 (73)
LGT 14 (93) 4(27) 13 (87) 9 (60)
LGR 15 (100) 1(7) 13 (87) 8 (53)
LCT 15 (100) 5(33) 10 (67) 9 (60)
LCR 11 (73) 5(33) 11 (73) 9 (60)
LTR 15 (100) 6 (40) 14 (93) 11 (73)
VGC 14 (93) 12 (80) 10 (67) 13 (87)
VGT 14 (93) 8 (53) 12 (80) 12 (80)
VGR 12 (80) 11 (73) 14 (93) 12 (80)
VCT 15 (100) 10 (67) 12 (80) 14 (93)
VCR 11 (73) 12 (80) 10 (67) 14 (93)
VTR 14 (93) 8 (53) 14 (93) 13 (87)
GCT 14 (93) 3 (20) 13 (87) 12 (80)
GCR 3 (20) 0 8 (53) 7 (47)
CTR 12 (80) 3 (20) 15 (100) 10 (67)
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Grafik 4.7. MRSA izolatlarinda Uclii Kombinasyonlarmn Etkinligi
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Grafik 4.8. MRKNS izolatlarinda Uclii Kombinasyonlarin Etkinligi

Planktonik: Biyofilm: (i
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Tablo 4.8°de meropenem, sefazolin ve seftazidim iceren kombinasyonlarin
degerlendirilmesinde MRSA izolatlarinda bu antimikrobiyaller vankomisin ve linezolid ile
kombine edildiginde etkinlikleri planktonik formda iyi bulunmus, ancak biyofilm ortaminda
yine etkinlik azalmasi olmustur. Sadece vankomisin+rifampisin+seftazidim kombinas-
yonunda biyofilm ortaminda etkinlikte belirgin olmayan hafif artis goriilmiistiir. Meropenem,
gentamisin, sefazolin ve seftazidimin ikili kombinasyonlardaki belirgin azalmis aktivitesi

bunlarin kendi aralarindaki ti¢lii kombinasyonlarinda da gézlenmistir.

MRKNS izolatlarinda iiglii kombinasyonlar genel olarak hem planktonik hem biyofilmde
MRSA izolatlarindan daha etkin bulunmustur.

Grafik 4.9’da gosterildigi gibi, MRSA izolatlarinda meropenem, sefazolin ve seftazidim
iceren liclii kombinasyonlarda izolatlarin %90’indan fazlasini inhibe etme yoniinden
planktonik ile biyofilm hiicrelerine etkinlik arasinda istatistiksel yonden anlamli fark
(p<0.001) bulunmustur. MRSA izolatlarinda hem planktonik hem de biyofilm hiicrelerinde
izolatlarin %90’1ndan fazlasini inhibe eden meropenem, sefazolin ve seftazidim iceren ikili ve
ticli kombinasyonlar karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel yonden anlamli fark

bulunmamastir.

MRKNS izolatlarinda, ii¢lii kombinasyonlarda (meropenem, sefazolin ve seftazidim iceren)
izolatlarin % 90’1indan fazlasini inhibe etme yoniinden planktonik ile biyofilm hiicrelerine

etkinlik arasinda istatistiksel yonden anlamli fark bulunmamustir (grafik 4.10).
MRKNS izolatlarinda hem planktonik hem de biyofilm hiicrelerinde izolatlarin %90’1ndan

fazlasini inhibe eden meropenem, sefazolin ve seftazidim igeren ikili ve iiclii kombinasyonlar

karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel yonden anlamli fark bulunmamaistir.
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Tablo 4.8. CKBT ile Meropenem, Sefazolin ve Seftazidim Igeren Uglii Antibiyotik Kombinasyonlarina Duyarli
Olan MRSA ve MRKNS izolat Sayis1 ve Yiizdeleri

MRSA MRKNS
Uglii Planktonik Biyofilm Planktonik Biyofilm
Kombinasyonlar s (%) s (%) s (%) s (%)
TRS1 0 427 10 (67) 12 (80)
TRS2 15 (100) 0 15 (100) 9 (60)
RS1S2 0 0 11(73) 7 (47)
LVS1 14 (93) 10 (67) 11(73) 14 (93)
LVS2 13 (87) 11(73) 10 (67) 12 (80)
LMG 13 (87) 5(@33) 11(73) 13 (87)
LMC 12 (80) 5(33) 9 (60) 15 (100)
LMT 15 (100) 6 (40) 11(73) 14 (93)
LMR 14 (93) 5(33) 14 (93) 12 (80)
LMS1 11 (73) 7 (@7) 13 (87) 14 (93)
LMS2 13 (87) 7 (@47) 11 (73) 13 (87)
LGS1 13 (87) 4(27) 12 (80) 13 (87)
LGS2 14 (93) 4(27) 9 (60) 11(73)
LCS1 13 (87) 6 (40) 14 (93) 14 (93)
LCS2 11 (73) 6 (40) 12 (80) 11(73)
LTSI 15 (100) 8 (53) 15 (100) 14 (93)
LTS2 14 (93) 6 (40) 14 (93) 12 (80)
LRS1 14 (93) 6 (40) 12 (80) 10 (67)
LRS2 14 (93) 3(20) 14 (93) 13 (87)
LS1S2 14 (93) 1(7) 15 (100) 13 (87)
VMG 12 (80) 9 (60) 12 (80) 14 (93)
VMC 9 (60) 11(73) 11(73) 15 (100)
VMT 13 (87) 10 (67) 13 (87) 15 (100)
VMR 11(73) 9 (60) 13 (87) 14 (93)
VMS1 15 (100) 6 (40) 14 (93) 13 (87)
VMS2 10 (67) 12 (80) 13 (87) 13 (87)
VGS1 15 (100) 11(73) 14 (93) 13 (87)
VGS2 12 (80) 9 (60) 11(73) 13 (87)
VCS1 14 (93) 10 (67) 14 (93) 15 (100)
VCS2 10 (67) 11 (73) 12 (80) 15 (100)
VTS1 15 (100) 4(27) 14 (93) 13 (87)
VTS2 14 (93) 11(73) 13 (87) 12 (80)
VRS1 15 (100) 11(73) 14 (93) 13 (87)
VRS2 8(53) 10 (67) 14 (93) 14 (93)
VS182 14 (93) 0 12 (80) 8 (53)
MGC 2(13) 0 9 (60) 13 (87)
MGT 14 (93) 1(7) 15 (100) 14 (93)
MGR 2(13) 0 10 (67) 7 (47)
MGS1 2 (13) 0 14 (93) 12 (80)
MGS2 2(13) 0 8 (53) 7 (47)
GCSl1 2(13) 0 10 (67) 12 (80)
GCS2 2 (13) 0 6 (40) 6 (40)
CTS1 11(73) 7 (47) 13 (87) 14 (93)
CTS2 10 (67) 427 8(53) 11(73)
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Grafik 4.9. MRSA izolatlarinda Meropenem, Sefazolin ve Seftazidim Igeren Uglii Antibiyotik

Kombinasyonlarinin Etkinligi
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Grafik 4.10. MRKNS izolatlarinda Meropenem, Sefazolin ve Seftazidim igeren Uclii Antibiyotik

Kombinasyonlarinin Etkinligi

Planktonik: Biyofilm:
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4.2. Pseudomonas aeruginosa Izolatlarinda Antibiyotik Duyarhlik Sonuclar
Grafik 4.11°de ve aciklamali tablosunda gosterildigi gibi planktonik hiicrelerinin tamami
meropenem disindaki antibiyotiklere %100 duyarli bulunmus, meropeneme %93.3 duyarlilik

gozlenmistir.

Biyofilmdeki sesil hiicrelerde ise siprofloksasin’e yine %100 oraninda duyarlilik saptanirken,
amikasinde %93.3 duyarlilik gézlenmis, tigesiklin dahil diger antimikrobiyallerde ise sesil
hiicrelerin duyarliliginin belirgin olarak azaldigi (p<0.01) hatta seftazidim ve piperasilinde

suslarin tamaminin direngli oldugu bulunmustur.

Tablo 4.9’da sunulan sonuglara arasinda MBK degerlerine baktigimizda siprofloksasin’de
biyofilm ortamida MIK degerlerinde artma olmasina ragmen 5 susun MBK degerlerinde
azalma gozlenmistir. Diger antimikrobiyallerde biyofilm ortaminda suslarin MiK ve MBK

degerlerinde artis olmustur.
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Grafik 4.11. P. aeruginosa izolatlarinin Planktonik ve Biyofilm Formlarinin Antibiyotiklere Duyarliliklart

Planktonik: N Biyofilm: C ]

Duyarli sus sayis1

Antibiyotik P (%) B (%)
Meropenem | 14 (93.3) | 4 (13.3)

Gentamisin 15 (100) 6 (40)
Siprofloksasin | 15 (100) | 15 (100)
Tigesiklin 15 (100) | 7 (46.6)

Seftazidim 15 (100) 0
Amikasin 15 (100) | 14 (93.3)
Piperasilin 15 (100) 0
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Tablo 4.9. P.aeruginosa izolatlarinda Planktonik ve Biyofilmde Antibiyotiklerin Minimal Inhibitér ve Minimal Bakterisidal Konsantrasyonlar1 (mg/L)

MEROPENEM GENTAMISIN SiPROFLOKSASIN TiGESIKLIN SEFTAZIiDIiM AMIKASIN PiPERASILIN
P P B B P P B B P P B B P P B B P P B B P P B B P P B B
SUS NO MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | Mik | MBK | Mik | MBK | MiK | MBK | Mik | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | Mik | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK | MiK | MBK
1 0.5 32 64 64 0.5 >64 32 64 | 006 | >32 | 025 1 4 >32 8 128 4 256 | 1024 | >1024 | 4 512 | 16 | 512 16 | >1024 | 2048 | >2048
2 0.125 | >64 | 16 64 0.5 >64 16 32 | 025 1 0.25 2 4 >32 3 128 2 256 | 1024 | >s1024 ] 2 512 | 32 | 512 3 >1024 | 2048 | >2048
3 0.125 | 4 16 | >64 | 05 16 8 32 Jois | 2 0.5 4 4 >32 8 128 4 >256 | 1024 | >1024 | 4 >512 | 32 | 256 16 | >1024 | >2048 | >2048
4 0.125 | 32 16 | >64 | 025 64 8 32 Jois | 2 0.5 2 4 >32 3 128 3 >256 | 1024 | >s1024 | 4 >512 | 32 | 128 16 | >1024 | >2048 | >2048
5 0.25 8 4 >64 | 05 8 16 64 | 025 4 0.5 2 4 >32 | 16 | 256 4 256 | 1024 | >1024 | 4 512 | 32 | 128 16 | >1024 | >2048 | >2048
6 0.125 | 32 16 64 | 025 | >4 16 32 | 0.06 32 | 025 2 4 >32 3 128 4 256 | 1024 | >1024 | 4 512 | 32 | 256 3 >1024 | 256 | >2048
7 025 | o4 8 >64 | 05 >64 16 32 | o125 1 0.25 4 4 >32 8 128 4 256 | 1024 | >1024 | 2 256 | 16 | 256 8 >1024 | >2048 | >2048
3 0.125 | >64 4 64 0.5 16 16 64 | 006 | 05 | 025 2 4 >32 8 256 8 256 | 1024 | >1024 | 2 16 16| 256 32 1024 | >2048 | >2048
9 1 32 16 | >64 | 05 32 16 256 | 025 | 025 | 025 2 4 >32 | 16 | 256 4 128 | >1024 | s1024 | 4 512 | 64 | 512 16 1024 | 2048 | >2048
10 1 8 16 | >64 | 05 >64 16 32 Jois | 2 0.25 2 4 >32 | 16 | 128 2 256 | >1024 | >1024 | 4 256 | 32 | 256 8 512 | >2048 | >2048
11 16 32 16 | >64 1 >64 16 64 2 >32 | 05 4 4 >32 | 16 | 128 4 >256 | >1024 | >1024 | 4 512 8 128 8 512 | 2048 | >2048
12 1 >64 | 16 64 | 025 64 4 32 | o125 8 0.25 2 4 >32 | 16 | 128 4 256 | 1024 | >1024 | 4 256 | 32 | 256 16 512 | >2048 | >2048
13 0.125 | 32 16 | >64 | 025 32 8 32 L oo6 | 025 | 05 2 2 >32 | 16 | 128 2 >256 | >1024 | s1024 | 2 256 | 16 | 256 8 1024 | >2048 | >2048
14 0.5 32 8 >64 | 0.5 8 8 64 | 0.125 1 0.25 4 4 >32 | 32 | 128 2 256 | >1024 | >1024 | 2 >512 | 16 | 256 8 512 | >2048 | >2048
15 1 >64 | 16 | >64 | 05 64 8 32 Jois | 2 0.5 1 4 >32 | 16 64 2 256 | 1024 | s1004 ] 2 512 | 16 | 512 16 512 | >2048 | >2048
Duyarlilik % 93.3 13.3 100 40 100 100 100 46.6 100 0 100 93.3 100 0

P: Planktonik

B: Biyofilm
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P. aeruginosa planktonik hiicrelerinde ikili kombinasyonlarin ¢ok giiclii aktivitesi
gozlenmistir (tablo 4.10). Biyofilmde ise tekli antibiyotiklerde izlendigi gibi aktivite belirgin
olarak diismustiir. Siprofloksasin +seftazidim kombinasyonunda ise hem planktonik hem
biyofilm formunda suslarin tamami inhibe olmustur. Gentamisin+siprofloksasin, genta-
misin+tigesiklin, piperasilin+tigesiklin, seftazidim+amikasin kombinasyonlari ise planktonik

ortamda %100 etkin iken biyofilm ortaminda etkinlik % 0’a inmistir.

Ikili kombinasyonlarda izolatlarin % 90’indan fazlasini inhibe etme yoniinden planktonik ile

biyofilm hiicrelerine etkinlik arasinda istatistiksel yonden anlamhi fark (p<0.001) bulunmustur

(grafik 4.12).

Tablo 4.10. CKBT ile ikili Antibiyotik Kombinasyonlarina Duyarli Olan P.aeruginosa izolat Sayisi ve

Yiizdeleri
P.aeruginosa
ikili
Kombinasyonlar Planktonik s (%) Biyofilm s (%)
GC 15 (100) 0
GM 15 (100) 9 (60)
GP 15 (100) 1(7)
GS2 15 (100) 1(7)
GA 15 (100) L(7)
GT 15 (100) 0
CM 15 (100) 11 (73)
Cp 15 (100) 1(7)
CS2 15 (100) 15 (100)
CA 14 (93) 1(7)
CT 15 (100) L(7)
MP 15 (100) 7(47)
MS2 15 (100) 7 (47)
MA 15 (100) 13 (87)
MT 15 (100) 11 (73)
PS2 9 (60) 0
PA 15 (100) 2(13)
PT 15 (100) 0
S2A 15 (100) 10 (67)
S2T 15 (100) 0
AT 15 (100) 8(53)
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Grafik 4.12. P.aeruginosa izolatlarinda ikili Kombinasyonlarin Etkinligi

Planktonik: Biyofilm:
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Uclii kombinasyonlarda da ikililerde oldugu gibi %87 nin iizerinde etkinlik saptanirken
biyofilmde bu etkinlik belirgin azalmistir (tablo 4.11). Biyofilmde ilging olarak meropenemin
tek basina aktivitesi pseudomonaslarda ¢ok diisiik (%13) olmasina ragmen, meropenem iceren

ticlii kombinasyonlarda %80’in {izerinde duyarlilik tespit edilmistir.

Gentamisin ve siprofloksasinin diger antibiyotiklerle {i¢lii kombinasyonlarinda etkinlik
biyofilmde cok diisiik oldugu halde gentamisin+siprofloksasin+meropenem kombine

edildiginde duyarlilik %80’lere ulagsmistir.

Siprofloksasinin tek basina biyofilm ortaminda %100 etkinligine ragmen, ikili
kombinasyonlarda ve meropenemsiz iiclii kombinasyonlarda etkinligi belirgin olarak

diismiistiir.

Grafik 4.13’te sunuldugu sekilde ii¢clii kombinasyonlarda izolatlarin % 90’indan fazlasim
inhibe etme yoniinden planktonik ile biyofilm hiicrelerine etkinlik arasinda istatistiksel

yonden anlamli fark (p<0.001) bulunmustur.
P.aeruginosa izolatlarinda hem planktonik hem de biyofilm hiicrelerinde izolatlarin

%90’ 1ndan fazlasini inhibe eden ikili ve {iclii kombinasyonlar karsilastirildiginda aralarinda

istatistiksel yonden anlamli fark bulunmamustir.
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Tablo 4.11. CKBT ile Uclii Antibiyotik Kombinasyonlarina Duyarl Olan P.aeruginosa izolat Sayisi

Uclii Kombinasyonlar

P.aeruginosa

Planktonik s (%)

Biyofilm s (%)

GCM 15 (100) 12 (80)
GCP 15 (100) 2(13)
GCS2 15 (100) 1(7)
GCA 15 (100) 2 (13)
GCT 15 (100) L
GMP 15 (100) 5(33)
GMS2 15 (100) 8 (53)
GMA 15 (100) 14 (93)
GMT 15 (100) 14 (93)
GPS2 15 (100) 5(33)
GPA 15 (100) 8 (53)
GPT 15 (100) 6 (40)
GS2A 15 (100) 8 (53)
GS2T 15 (100) T (47)
GAT 15 (100) 4(27)
CMP 15 (100) 11 (73)
CMS2 15 (100) 11 (73)
CMA 15 (100) 13 (87)
CMT 15 (100) 14 (93)
CPS2 15 (100) 2 (13)
CPA 15 (100) 9 (60)
CPT 15 (100) T(47)
CS2A 15 (100) 8 (53)
CS2T 15 (100) 6 (40)
CAT 15 (100) 1(7)
MPS2 15 (100) 12 (80)
MPA 15 (100) 12 (80)
MPT 15 (100) 14 (93)
MS2A 15 (100) 14 (93)
MS2T 14 (93) 14 (93)
MAT 15 (100) 12 (80)
PS2A 13 (87) 7(47)
PS2T 15 (100) L)
PAT 15 (100) 9 (60)
S2AT 15 (100) 8 (53)
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Grafik 4.13 . P.aeruginosa izolatlarinda Uclii Kombinasyonlarin Etkinligi
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4.3. Elektron Mikroskobi ile Biyofilm Olusumunun Goé6zlenmesi
Izolatlarin biyofilm olusturulduktan sonra LEO 906E transmisyon elektron mikroskobu ile
cekilen fotograflarinda hiicre duvarim ¢evreleyen biyofilm matriksinin elektron mikroskobik

goriiniimil asagidaki sekillerde verilmistir.

Sekil 4.1. P.aeruginosa izolatinda Intakt Hiicre Duvar1 Diginda
Biyofilm Tabakasinin Yiizeyi Kaplayan Goriiniimii (Transmisyon

Elektron Mikroskopi ile x60.000 biiytitiilmiis goriiniim)

Sekil 4.2. Biyofilm Yapisi Icinde Farkli Yaslarda P.aeruginosa

Hiicrelerinin Etrafin1 Cevreleyen Ekzopolisakkarit Yap1
(Biyofilm Matriks, x46600 biiyiitme ile)
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5. TARTISMA

T1p diinyasinda saglanan gelismeler sonucu, bir taraftan insanoglunun yasam kalitesi ve siiresi
artiyorken, diger taraftan tan1 ve tedavi amaciyla uygulanan girisimler, yogun antibiyotik
kullanim1 gibi faktorlerin faturasi karsimiza “hastane enfeksiyonlar1” ve “antibiyotiklere

direngli bakteriler” olarak ¢ikmaktadir.

Insanoglunun penisilinin kesfiyle baslattig1 savasta, bakteriler de enzimleri, pompa sistemleri
ve hiicre gecirgenliklerinde yaptiklart degisiklere son zamanlarda biyofilm olusturma
ozelliklerini de ekleyerek saflarini korumaya devam etmektedirler. Ozellikle biyofilm
gelistiren bakterilerin basimi S.aureus, koagiilaz negatif stafilokoklar ve P.aeruginosa gibi
hastane ortamlarinda sikca bulunan, dezenfektanlara da hayli direncli olabilen suslar
cekmektedir. Bu bakteriler kateter gibi yabanci cisimlerin yiizeyinde olusturduklart slime
faktor sayesinde kendilerini bu biyofilm matriksinin icine saklayarak hem immun sistemden

hem de antimikrobiyal maddelerden korurlar.

Biyofilm bakterileri antibiyotiklerin etkilerine cesitli yollarla direnc¢ gosterirler. Bu yollarin
baslicalar1 antibiyotigin biyofilm i¢ine difiizyonunun kisith olmasi, biyofilm i¢indeki
bakterilerin farkli biiylime hizlar1 ve mikrogevre degisikliklerinin antibiyotiklere olumsuz
etkisidir. Pozitif yiiklii antibiyotikler (aminoglikozidler gibi) negatif yiiklii biyofilm

polimerlerine baglanarak penetrasyon agsamasinda sorun yasarlar.

Son yillarda Ozellikle tedavi secimlerinde yenilikler yapilmasina yonelik fikirler
giindemdedir. Ciinkii ideal tedavi stratejisi biyofilm matriksindeki ekstraselliiler polimerik
maddelerden en az etkilenecek, ¢ok hizli bakterisidal etki gosterebilecek ve etki mekanizmasi
biyofilm hiicrelerinin biiyiime hizindan etkilenmeyecek antimikrobiyal ajanlar icermelidir

(78).

Kateteri cekmeden uygulanabilecek tedaviler arasinda antibiyotik kilit tedavisi gibi eskiden
beri kullanilan yaklagimlarin yanisira, kateter yiizeyine yapismayi1 onleyecegi diisiiniilen
N-asetilsistein-gentamisin/tigesiklinin birlikte uygulanmasi gibi yaklagimlar da giindemdedir.
Bu yaklagimlar antibiyofilm/antimikrobial kateter kilit soliisyonu uygulamasi olarak

adlandirilmaktadir. Anti-adeziv maddelerin ve dispersantlarin S.epidermidis’in biyofilm
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olusturma derecesine etkisinin arastirildig bir calismada, hiicre kiiltiiriinde slime olusumunda
anlamli azalma (p<0.001) goriilmiistiir. Bu sayede viskositesi bozulan biyofilm matriksine
eszamanli uygulanan antibiyotiklerin daha kolay penetre olmasi saglanmaktadir (79).
Dispersant olarak adlandirilan maddeler EDTA, EGTA, N-asetil sistein, sodyum sitrat ve
sodyum klorid’dir. Anti-adezivler ise hyaluronan, heparin ve karbopol’diir. Tigesiklin ile N-
asetilsistein kombinasyonunun katetere uygulanmasin takiben 12 saat i¢inde kateterden log;o
4-5 diizeyinde canli hiicre ayrildig: tespit edilmistir. Bu sonu¢ da vankomisin ve linezolid ile
kiyaslandiginda zaten daha diisik MIK degerlerinde etkin olan tigesiklinin NAC
kombinasyonunda sinerjizm gosterdigini de ortaya koymustur (80). Yiizey siyalik asiti
uzaklasgtirmak amaciyla néraminidaz kullanilan calismada, noraminidazin KNS suslarinda
slime olusumunu azalttigr ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir

(53).

Giiniimiizde kateter enfeksiyonlarinin tedavisindeki yaklasimlar genelde kateteri ¢ekmeden
ikili kombinasyonlarin uygulanmasi seklindedir. Ozellikle gram pozitifler etken ise
daptomisin, vankomisin iceren kombinasyonlar daha basarili bulunmus iken, etken gram

negatifler ise meropenem ve siprofloksasin iceren kombinasyonlar onerilmektedir (73, 81).

Biyofilm olusturma yetenegi virulans: etkileyen onemli bir faktor olmaya baslamistir. Nitekim
bu alanda yapilan pek c¢ok calisma vardir ve Ozellikle antibiyotik duyarhiliklarindaki
degisiklikler hakkinda son zamanlarda elde edilen veriler kaygi vericidir. Kotilainen ve
arkadaslar1 (82) koagiilaz negatif stafilokoklarin etken oldugu 60 sepsis hastasindan elde
edilen kan kiiltiirii izolatlarinda slime pozitifligi ile antibiyotik direnglerini incelemislerdir.
Calismada 10 antibiyotik kullanilmis ve slime-pozitif S. epidermidis suslarinda MiKsove/veya
MiKy, degerlerinin slime-negatif suslara gore anlamli oranda fazla oldugunu saptamislardir.
Ayni caligmada tobramisin, gentamisin ve rifampisin icin slime iiretimine bagl olarak
antibiyotik direncinde istatistiksel anlaml artig goriilmiistiir. Bizim calismamizda da koagiilaz
negatif stafilokoklarin yani sira MRSA ve P. aeruginosa suslarinda da biyofilmde azalan

antibiyotik duyarliliklar1 gézlenmistir.

Souli ve arkadaslar1 (83) slime-pozitif KNS suslarinda 22 antimikrobiyal ajanin etkinligini
inceledikleri ¢alismada, rifampisin disinda tiim ajanlarin biyofilm ortaminda etkinliginde
istatistiksel olarak anlamli azalma saptamiglardir. Etkinligi en ¢ok azalan ajanlar ve etkinlik

azalma oranlari sirasiyla; vankomisin (%63), teikoplanin (%52) ve pefloksasin (%30) olarak
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bildirilmistir. Bu ¢alismaya gore metisilin direngli stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde
her ne kadar vankomisin nerilen ila¢ olsa da, kateter iliskili enfeksiyonlarda iyi bir tercih gibi
goriinmedigini ifade etmektedirler. Ancak bizim sonuglarimiza gore vankomisin biyofilm
ortaminda da stafilokoklarda yiiksek etkinlikte bulunmustur. Saginur ve arkadaslar1 (84) ise
yine vankomisine duyarlilikta biyofilm ortaminda belirgin azalma oldugunu gostermislerdir.
Bizim c¢alismamizda ise gentamisin, linezolid ve tigesiklinin biyofilm ortaminda
duyarliliginda belirgin azalma goriilmiis, rifampisin Souli ve arkadaslar1 (83) ile uyumlu
olarak biyofilmde de esit etkinlikte bulunmustur. Souli ve arkadaslarinin calismasinda
siprofloksasinin biyofilmdeki etkinliginde %9.5 azalma goriilmiistiir. Caligmamizda ise
siprofloksasinin planktonik hiicreler {izerinde iyi bir etkinligi olmamasina ragmen biyofilm

ortaminda etkinliginde azalma olmadig tespit edilmistir.

Stafilokoklarin olusturdugu biyofilmlerde antibiyotik kombinasyonlarini inceleyen ¢aligmalar
arasinda Saginur ve arkadaslarimin (84) 2006’da yaptigi arastirmada arastirmacilar CKBT
yontemini kullanarak MSSA, MRSA ve KNS’larda biyofilmde direng artisini arastirmiglardir.
Calismalarinda tiim antibiyotiklerde biyofilmde direng artis1 saptamislardir. Sonuglarina gore
ikili-ticlii kombinasyonlarda en etkili olanlar vankomisin ve rifampisinin birlikte oldugu
kombinasyonlardir. Planktonik hiicreler tiim kombinasyonlarin %80’inden fazlasina duyarl
iken biyofilmde kombinasyonlarin ancak %42-47’sine duyarlilik bulunmustur (p<0.001).
Koagiilaz negatif stafilokoklarda rifampisin+siprofloksasin+fusidik asit, rifampisin+van-
komisin+gentamisin, rifampisin+vankomisin+siprofloksasin biyofilmde de planktonikte
oldugu gibi %100 duyarli ¢ikmistir. Arastirmacilara gore rifampisin, vankomisin ve fusidik
asit antibiyotik kombinasyonlar1 tedavi se¢eneklerinde en ¢cok Onerilebilecek olanlardir. Bizim
calismamizda ise vankomisinli kombinasyonlar biyofilmde iyi etkinlik gostermisler ancak
rifampisinli kombinasyonlarda genellikle belirgin aktivite azalmasi goriilmiistiir. Ancak
MRKNS izolatlarina karst en basarili  olan suglarin  %93’tinii  inhibe eden
vankomisin+rifampisin kombinasyonu olmustur. Calismamizda iiclii kombinasyonlar arasinda
en etkin olanlar vankomisin+siprofloksasin+rifampisin kombinasyonudur. MRKNS suslar1
icin biyofilm ortaminda Saginur’un bulgularini destekler sekilde bu kombinasyonun aktivitesi
daha da artis gostermistir. Saginur’un ¢alismasindan farkli olarak ¢calismamizda ikili ve ticlii
kombinasyonlarda planktonik hiicreler ve biyofilm ortaminda %90 inhibisyon agisindan
anlamli fark bulunmamistir. Yine ikili ve {i¢li kombinasyonlarin etkinligi benzer
bulunmustur. Rifampisinli ikili kombinasyonlarda etkinlik azalmasina ragmen, iicliilerde en

iyi vankomisin+ siprofloksasin+rifampisin kombinasyonu olmasin1 vankomisin aktivitesinin
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yiiksekligine veya olas1 sinerjik etkilesimine baglayabiliriz. Tiim bu bulgular sonucunda
MRKNS izolatlarinda biyofilm olusturan enfeksiyonlarin tedavisinde vankomisinli

kombinasyonlar en uygun tercih olabilecek gibi goriinmektedir.

MRSA izolatlar ile yapilan ¢alismalara goz atacak olursak; Molina ve arkadaslarinin (85)
2008’de yaptig1 bir calismanin sonuglarina gore, kistik fibrosisli hastalardan izole 93 MRSA
susunda klindamisin ve gentamisinin biyofilmdeki inhibe edici konsantrasyonlari
planktonikten daha diisiik cikmasi calismanin ilgi c¢ekici bulgusu olmustur. Genel olarak
calisilan tiim antibiyotiklerin (linezolid, eritromisin, azitromisin, daptomisin, levofloksasin,
vankomisin) duyarliliklart biyofilmde azalmistir. Saginur ve arkadaslar1 da (84) MRSA
izolatlarinda calistiklar1 tiim antimikrobiyallerle biyofilm ortaminda belirgin etkinlik azalmasi
gormiislerdir. MRSA izolatlarinda biz de Molina ve arkadaglarinin (85) bulgularina benzer
sonuglar tespit etmis bulunmaktayiz. Vankomisin, tigesiklin ve linezolidin biyofilm ortaminda
etkinliginin azaldigi hatta linezolidde %100’den % 6.6’lara diistiigli izlenmistir. Ancak
Molina’nin c¢alismasim1 destekler bi¢imde, gentamisin etkinliginin biyofilmde arttig1
bulunmustur. Gentamisinin bakterisidal konsantrasyonlarina baktigimizda da bu bulguyu
destekleyecek sekilde biyofilm ortaminda bakterisidal konsantrasyonlarda azalma tespit
edilmistir. Calismamizda diger ¢alismalardan farkli olarak antimikrobiyal profilde c¢alisilan
tigesiklinin aktivitesi planktonik hiicreler ve biyofilmde benzer bulunmustur (%100-%86.6).
Calismamizda tiim antibiyotiklere bakildiginda biyofilmde etkinligin belirgin azaldigi, ayrica
antibiyotiklerin bakterisidal etkinliklerini inceledigimizde de bakterisidal aktivitelerde de
belirgin azalma oldugu gozlenmistir. KNS’lardan farkli olarak MRSA’larda rifampisin hem

planktonik hem de biyofilm ortaminda etkisiz bulunmus, %100 diren¢ gdzlenmistir.

Smith ve arkadaglart (81) klindamisin, daptomisin, linezolid ve tigesiklinin biyofilm
hiicrelerinde etkinligini arastirdiklar1 ¢alismada time-kill ve XTT yontemi ile bakterisidal
aktivite ve ortamdaki canli hiicre sayisin1 incelemislerdir. Calismalarinda 1xMIK ve 4xMiK
konsantrasyonlarinda klindamisin, linezolid ve tigesiklinin bakteriyostatik, vankomisin ve
daptomisinin ise bakterisidal etkisi oldugunu gostermislerdir. Daptomisin biyofilm
ortamindaki hiicrelerin %96’sin1 6ldiiriirken, vankomisin %81’ini Oldiirmiistiir. Buna gore
arastiricilar linezolid ve tigesiklinin MRSA planktonik hiicreleri iizerinde ¢ok etkin olmasina
ragmen biyofilm ortaminda etkinliklerinin belirgin olarak azaldigim1 ve bu antibiyotiklerin
kateterde biyofilm iliskili enfeksiyonlarin tedavisinde yeterli etkinlikte olamayacagini

belirtmektedirler. Bizim c¢alismamizda da vankomisinin biyofilmdeki giiclii etkinligi ve
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linezolidden elde ettigimiz biyofilmde aktivite azalmas1 arastiricilar1 desteklemektedir. Ancak
tigesiklinin biyofilm ortamindaki inhibitdr ve bakterisidal konsantrasyonlarinin belirgin
azalmamas: farkli bir sonu¢ olarak karsimiza cikmistir ve tigesiklinin kateter iliskili

enfeksiyonlarda kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir.

Biyofilm olusturan infektif endokardit etkeni olan MRSA suslari ile yapilan bir calismada ise
LaPlante ve arkadaslar1 (86) daptomisin ile vankomisinin tek baslarina ve rifampisin ve
gentamisin ile kombinasyonlarina duyarliigmi arastirmiglardir. Infektif endokarditte
daptomisinin monoterapisinin, rifampisin ve gentamisin kombinasyonlarindan ve vankomisin
iceren protokollerden daha iyi oldugunu One siirmiislerdir . Daptomisin ile 24. saatte
baslayan bakterisidal etkiye ragmen vankomisin ile 72. saatte bile bakterisidal etkinlik
goriilememistir. Daptomisin, rifampisin ve gentamisin ile kombine edildiginde bile
bakterisidal etkide gecikme gozlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikan arastirmacilar infektif
endokarditte daptomisin monoterapisinin rifampisin ve gentamisin kombinasyonlarindan ve

vankomisin iceren protokollerden daha iyi oldugunu one siirmektedirler.

Kan kiiltiirlerinden izole edilen MRSA klinik izolatlarinin (diisiik/yiiksek biyofilm yapabilme
dereceli) vankomisin tek basina rifampisin ve tigesiklin ile kombinasyonlarina karsi
duyarhiliklarinin arastirildigi 2009 yilinda yayinlanan ¢alismada ise Rose ve Poppens (57),
vankomisinin MiKs, ve MiKy, degerlerinde biyofilm ortaminda 4-8 kat artislar oldugunu
gormiislerdir. Rifampisin ve tigesiklinin MiKsy ve MiKg, degerlerinde biyofilmde artis
gostermistir ancak rifampisin icin biyofilm ortaminda suslar duyarli kalirken tigesiklinin
MIK90 degerleri 1mg/L smirina dayanmustir ve suslar direngli olarak goézlenmistir. incelenen
40 susun %60’1nda yiiksek diizeyde biyofilm , %40’inda diisiik diizey biyofilm olusumu
gozlenmistir. Time-kill ¢aligmasinda diisiik diizey biyofilm yapan suslarda vankomisin 15
mg/L. uygulandiginda bakterisidal etkinlige ulagmustir. Yiiksek diizeyde biyofilm {ireten
suslarda ise bu konsantrasyonda bakterisidal aktivitede belirgin azalma goriilmiistiir. Ancak
rifampisin ve tigesiklin i¢in diisiik ve yiiksek diizey biyofilm iireten suslarda bakterisidal
aktivitede azalma goriilmemistir. Ikili kombinasyonlarda yiiksek ve diisiik diizey biyofilm
ireten suslarda vankomisin+rifampisin ve vankomisin+tigesiklin etkinliginde anlamli fark
bulunmamaistir. Diisiik diizey biyofilm iireten suslar iizerinde vankomisinin tek yada kombine
uygulanmasinin bakteriyel oldiirme iizerinde farki bulunmamistir. Yiiksek diizey biyofilm
tireten suslarda vankomisinin+rifampisin ve vankomisin+tigesiklin ikili kombinasyonlarinda

da etkinlikte anlamli fark goriilmemistir (p=0.4). Arastirmacilar deneylerinde planktonik ve
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biyofilm duyarlilik testlerinde iki farkli besiyeri (planktonik hiicreler icin Mueller Hinton
Broth, biyofilm sesil hiicreleri i¢in Triptik Soy Broth-%1 dekstrozlu) kullandiklarini bunun da
biyofilmde bakteriyel besin kaynaklarini degistirebilecegi ve bu kosullarin arastirmanin
sonuclarii etkileyebilecek bir nokta olabilecegine de deginmislerdir. Bu sonuglara gore
arastiricilar  KIKDE  tedavisinde karsilasilan vankomisine azalmis klinik yanitin bu
calismadan elde edilen vankomisine duyarlilik azalmasi verilerini destekler nitelikte oldugunu

diisiinmektedirler ve kombinasyon tedavisine agirlik verilmesini dnermektedirler.

Bizim sonuglarimizda vankomisin ve tigesiklinin ikili kombinasyonlardaki duyarliliklar1 Rose
ve Poppens caligmalarinin (57) sonuglarindan farkli iken, Saginur (84) ile uyum
gostermektedir. Bizim bulgularimiza gore de ikili kombinasyonlarda vankomisin igeren
kombinasyonlar biyofilm ortaminda en iyi aktiviteyi gostermislerdir. Vankomisin+rifampisin
kombinasyonunun etkinligi yiiksek iken vankomisin+tigesiklin aktivitesi %100’den %47’ ye
diigmiistiir. Bu farkliligin nedeni olarak, bizim calismamizda gerek planktonik gerekse
biyofilmdeki duyarlilik testlerinde ayni besiyerinin (Mueller Hinton Broth) kullanilmasindan
kaynaklanabilecegini  diisiinmekteyiz. Gentamisin ve siprofloksasinin  vankomisinli
kombinasyonlar1 hari¢ digerleri en basarisiz olanlardir. Gentamisin ve siprofloksasin i¢eren
kombinasyonlardaki bu zayif etkinin bu antibiyotiklerin tekli olarak da MRSA izolatlar
tizerindeki diisiik aktivitesine bagli oldugunu diisiiniiyoruz. Gentamisinin tek bagsina
kullanildiginda biyofilm ortaminda goriilen duyarlilik artist kombinasyonlarin higbirisinde
gozlenmemistir. Yine ¢alismamiza ek bir bulgu olarak ikili kombinasyonlarla {icliiler arasinda
suslarin %90’1ndan fazlasini inhibe etme agisindan fark goriilmemistir. Saginur ve arkadaslar
(84) ise rifampisin ve fusidik asit kombinasyonlarinin MRSA’da %90’1n iizerinde aktivite
gosteren en 1yl kombinasyon oldugunu gostermislerdir. MRSA  suslarmin  {iglii
kombinasyonlardaki etkinligi rifampisin+vankomisin+fusidik asit ve rifampisin+sipro-
floksasin+fusidik asit ile en yiiksek bulunmustur. Calismamizda vankomisin+sipro-
floksasin+rifampisin ve vankomisin+gentamisin+siprofloksasin kombinasyonlarinin en iyi
aktiviteye sahip olmasinin vankomisin ile sinerjistik etki gostermelerine bagli olabilecegi
diisiincesindeyiz. MRSA izolatlar1 i¢in de vankomisinli kombinasyonlar biyofilm olusturan

enfeksiyonlar i¢in en iyi tercih gibi géziikmektedir.

Meropenem, sefazolin ve seftazidim’e ozellikle MRSA ve MRKNS suslarinda direng
goriildiigli halde seftobiprol gibi yeni molekiillerin etkinligi {izerine yapilan yayinlarda (26)

diisiik pH’da goriilen yiiksek duyarlilik degerlerinden dolay1 bu ii¢ antibiyotik c¢alismamiza
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dahil edilmistir. Bizim calismamizda da bu {i¢ antibiyotik biyofilmde tek basina diisiik
duyarliliga sahip olmasina ragmen MRSA ve MRKNS izolatlarinda ilging olarak o6zellikle
kombinasyonlarda basarili bulunmustur. MRSA ve MRKNS izolatlarinda bu antibiyotiklerin
linezolid, tigesiklin ve vankomisin iceren kombinasyonlarina yiiksek oranda duyarlilik
gozlenmistir. MRS A suglarinda vankomisin+meropenem kombinasyonu biyofilmde de en iyi
aktiviteyi gosterirken, vankomisin+meropenem-+seftazidim  kombinasyonu tcli

kombinasyonlarda en 1yi etkinlikte bulunmustur.

MRKNS’da ise biyofilmdeki sonuglar daha iyidir. Meropenem-+tigesiklin ile
vankomisin+sefazoline biyofilmde %100 duyarlilik goriilmiistiir. Uclii kombinasyonlarda da
vankomisin+meropenem+siprofloksasin,  vankomisin+meropenem-+tigesiklin,  vankomi-
sin+siprofloksasin+sefazolin, vankomisin+siprofloksasin+seftazidim’de %100 duyarlilik

gozlenmistir.

Biyofilmde MRSA suslarinda vankomisin tek basina oldugunda MBK degerleri 64 mg/L’nin
izerinde iken, vankomisinin meropenem, seftazidim ve tigesiklinli kombinasyonlarinin

suslarin yarisindan fazlasinda bakterisidal etki gostermesi sinerjiyi diisiindiirmektedir.

Bu sonuglar, etkinligin olusmasinda MRSA ve MRKNS izolatlarinda biyofilm ortaminda da
tek basina vankomisin duyarliliklart yiiksek oldugu i¢in mi, yoksa beta laktam grubu
antimikrobiyallerin kombinasyonu farkli mekanizmalarla direnci mi azaltiyor sorularinm
aklimiza getirmektedir. Bu etkinlik bu antimikrobiyallerin vankomisinin biyofilm ortamina
penetrasyonunu artirmasi ile olabilecegi gibi, biyofilm ortaminda metabolik dengelerde
yaptiklart su anda bilinmeyen degisiklikler sonucu da olabilir diisiincesindeyiz. Ancak bunlar

su asamada ileri ¢calismalarda ¢oziilmesi gereken hipotetik yaklasimlardir.

Aaron ve arkadaslarinin 2002’de yaptiklar1 calismada (87) kistik fibrosis hastalarindan izole
edilmis P.aeruginosa suslarinin cesitli antibiyotiklere duyarliliklar1 planktonik hiicreler ve
biyofilm ortaminda arastirilmustir. Seftazidim ve siprofloksasinin biyofilmde MiK ve MBK
degerleri 2 kattan fazla artmis iken aksine aminoglikozidlerde ve meropenemde MIK
degerlerinde onemli bir artis goriilmemistir. Piperasilinde ise hem planktonik hem biyofilmde

diren¢ saptanmaistir.

Bizim caligmamizda ise siprofloksasin ve amikasin hari¢ test edilen tiim antimikrobiyallerin
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etkinligi biyofilm ortaminda belirgin azalmistir. Aaron ve arkadaslarindan (87) farkli olarak
bizim caliyjmamizda siprofloksasin hem planktonik hem de biyofilm ortaminda %100 etkili
bulunmustur. Ayrica bakterisidal etkinlikte de planktonik hiicrelere gbre minimal artis olmasi
da bu antimikrobiyalin pseudomonaslara kars1i etkin olabilecegini diisiindiirmiistiir.
Kinolonlarin biyofilmdeki aktivitesi ile ilgili 2001’de yapilan bir ¢calismada (88) ofloksasinin
yiiksek aktivite gostermis olmasi sonuclarimizi desteklemektedir. Piperasilin agisindan
degerlendirildiginde de bulgularimiz Aaron’dan (87) farklilik gostermektedir. Planktonikte
tamamen duyarli olan hiicreler biyofilm ortaminda tamamen direngli tespit edilmistir. Aslinda
bu sonucumuz Aaron’un piperasilinde biyofilm direnci ile ilgili bulgusunu giiclendirmektedir.
Tigesiklinin pseudomonaslar {izerine etkinligi {izerinde tartismalar devam ederken EUCAST
kriterlerine gore sinir degeri 8 mg/LL olarak kabul ettigimizde planktonik hiicrelerdeki
duyarlilik biyofilm ortaminda belirgin olarak azalmistir. Bu bulgu da tigesiklinin
P.aeruginosa 1izerinde etkinligi ile ilgili tartismalara farkli bir boyut getirmektedir

diislincesindeyiz.

Kistik fibrosis hastalarindan izole edilmis Pseudomonas aeruginosa suslarinin planktonik
hiicrelerine antibiyotiklerin tek basina ve ikili/licli kombinasyonlarinin duyarliliginin
arastirildig bir calismada Lang ve arkadaslar1 (73) P.aeruginosa suslarinda tek basina iken
yiikksek doz tobramisin ve meropenemin ve buna bagl olarak en etkin ikili kombinasyonun
meropenem-+siprofloksasin (%85) oldugunu tespit etmislerdir. Arastiricilar meropenem ile
amikasin, seftazidim kombinasyonlarinda sirasiyla %63 ve %38 oranlarinda bakterisidal etki
gostermislerdir. Meropenem ve yiiksek doz tobramisin ile bakterisidal etkiyi siras1 ile suslarin
%44 ve %72 sinde gormiislerdir. Ikili kombinasyonlarda en basaril ikili %85 bakterisidal
etki ile meropenem+siprofloksasin olarak tespit edilmistir. Meropenem+amikasin %63,
meropenem+seftazidim %358, siprofloksasin+amikasin %40, siprofloksasin+seftazidim %37
bakterisidal etkinlik gostermistir. Arastirmacilar iiclii antibiyotik kombinasyonu ile elde
edilen basarinin ikililerden daha anlamli olmadigini bulgularina ekleyerek meropenemli

kombinasyonlarin en uygun tedavi segenegi olacagi goriisiine varmislardir.

Bizim planktonik hiicrelerde yaptigimiz kombinasyon calismasinda piperasilin+seftazidim
(%60) ve siprofloksasin+amikasin (%93) hari¢ diger kombinasyonlarda %100 duyarlilik
saptanmistir. Bu farkliligin bizim suslarimizin tekli antibiyotiklere olan duyarlilik oranlarinin
yiiksek olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Buna bagl olarak ¢alismamizda tiglii

kombinasyonlarda piperasilin+seftazidim+amikasin kombinasyonu hari¢ digerlerinde yiiksek

64



oranda inhibisyon elde edilmistir.

Bizim c¢alismamizda P.aeruginosa izolatlarimiz ile biyofilm hiicrelerinde meropenem
duyarliligt %13.3 olarak tespit edilirken, en etkin antibiyotiklerin siprofloksasin (%100) ve
amikasin (%93.3) oldugu goriilmiistiir. Tigesiklin ve gentamisin de biyofilmde siras1 ile %
46.6, %40 duyarli ¢ikmistir. Ayrica olusturdugumuz ikili kombinasyonlar arasinda en etkin
olani, biyofilmde de %100 inhibisyon elde edilen siprofloksasin+seftazidim
kombinasyonudur. Ayn1 kombinasyon bakterisidal etkinlik bakimindan %353 oraninda basari
gostermigstir. Yukarida verilen ¢alisma sonuclari ile bizim ¢alismamizin biyofilm bakterisidal
etkinligini karsilastirdigimiz zaman meropenem+siprofloksasin’de %80, meropenem-+ami-
kasin’de %73, meropenem+seftazidim’de %0, siprofloksasin+amikasin’de %353 bakterisidal
etki tespit edilmistir. Arastirmacilarin meropenemli kombinasyonlarin en uygun tedavi

secenegi olacag goriisiine bizim calisma verilerimiz de destek vermektedir.

Calismamizda ikili ticlii kombinasyonlar arasinda etkinlik yoniinden anlamli fark olmamasi
Lang ve arkadaglar1 (73) ile uyumlu bulunmustur. Bununla beraber calismamizin Lang ve
arkadaslarinin calismasindan farklilign ayni kombinasyonlarin biyofilm ortaminda da
denenmis olmasidir. Secilen suslar her ne kadar planktonik formda duyarl olsalar da biyofilm
ortaminda antimikrobiyal duyarliliginda belirgin azalma olmasi onemli bir bulgumuzdur.
Kombinasyonlar acisindan degerlendirdigimizde, biyofilm ortaminda kombinasyonlarin
etkinliginin azaldig1 ve meropenemli kombinasyonlarin en etkin oldugu gozlenmistir. En iyi
kombinasyonlar siprofloksasin+ seftazidim ile meropenemli kombinasyonlardir. Bu bulgular
da Lang ve arkadaslarinin meropenem ile elde ettikleri bulgular1 biyofilmde de
desteklemektedir. Yine biyofilm ortaminda da icli kombinasyonlarin ikililere gore

istiinliigiiniin olmadig1 diger bir bulgumuz olarak kaydedilmistir.

Hill ve arkadaslarimin (74) c¢oklu ilag direncli  P.aeruginosa suslart ile
aerobik/anaerobik/biyofilm kosullarinda yaptigi duyarlilik ¢alismasinda, meropenemin en
basarili sonu¢ veren antibiyotik kombinasyonlarinda ©ne c¢ikmasi bizim ¢alisma
bulgularimizla uyumlu bulunmustur. Arastirmacilar meropeneme duyarli olan sus oranini
biyofilm ortaminda %19 olarak bulmuslardir. Bizim c¢alismamizda da biyofilmde %13.3
oraninda duyarlilik elde edilmistir. Bu calismada meropenemin siprofloksasin ile olan ikili
kombinasyonunda duyarlilik oranlar1 planktonikte ve biyofilmde sirasiyla (%87.5, %50)

seftazidimle olan kombinasyonunda ise (%68.8, %25) oranlarinda tespit edilmistir. Bizim

65



calismamizda meropenemin ayni kombinasyonlara duyarliliklar1 sirasiyla (%100-%73) ve
(%100-%47) olarak bulunmustur. Bizim bulgularimizda daha yiiksek duyarlilik oranlar elde
edilmesini yine ayni sekilde o calismadaki izolatlarin tamaminin ¢oklu ilag direngli suslar

olmasina baglamak miimkiindiir.

Biyofilm iireten P.aeruginosa suslarinda antibiyotiklerin sinerjisini arastiran 2008 yilinda
yapilmig calismada (75) ise genis spektrumlu beta laktamlar ile aminoglikozidler ve beta
laktamlar ile florokinolonlar arasinda sinerji varlig1 tespit edilmistir. Biz de benzer sekilde
P.aeruginosa  1izolatlarimizda  ikili ~ kombinasyonlara  baktigimizda,  biyofilmde
seftazidim+siprofloksasin’in %100,  meropenem+amikasin’nin %87,  siprofloksa-
sin+meropenem’in %73 duyarli oldugu goriilmiistiir. Bu degerler sinerjik etkilerinden

kaynaklanabilir diisiincesindeyiz.

Pseudomonaslardaki biyofilm duyarlilig: ilgili son ¢alismalardan (89) birinde kistik fibrosis
hastalarindan izole P.aeruginosa izolatlari, tobramisin ve meropenem igeren ikili antibiyotik
kombinasyonlarinin en etkin oldugu, iiclii kombinasyonlarda da etkinligin daha yiiksek
oldugu belirtilmistir. Bu calismanin sonuglar1 da, meropenemin pseudomonas biyofilmleri
izerinde, kombinasyonlarda en uygun goriinen tercih oldugunu gostermektedir. Ancak
calismalar arasinda gerek kombinasyonlarin igerigi gerekse sayist acisindan in vivo yanitin
degerlendirilmesinden o©nce, in vitro daha ¢ok yolumuzun olacagi ve bu testlerin

standardizasyona ihtiyacimiz oldugu belirgindir.

Biyofilm duyarlilik testlerinin kistik fibrosisli hastalarda uygulanmasinin hastanin klinik
iyilesmesi iizerine etkisinin retrospektif olarak incelendigi bir ¢alismada (90) biyofilm
duyarlilik testine gore yapilan tedavinin balgamda bakteri yogunlugunu ve atak siiresini
belirgin azaltmakla birlikte tedaviye yanit lizerinde etkisinin olmadigini gostermistir. Ancak
bu ¢alismanin retrospektif olmasi nedeniyle bazi kisitliliklar1 vardir ve bu konuda prospektif

calismalar gereklidir.

KIKDE’lerin patogenezinde onemli bir mekanizma olan biyofilm olusumunun bu
enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotiklerin etkinligini azaltan ©nemli bir etken oldugu
calismamizda goriilmiistiir. Bu nedenle tedaviye yaniti artirmak amaciyla giindemde olan
antibiyotik kombinasyonu yaklasimlarinin basarisinin  in  vitro olarak arastirildig

calismamizda bu enfeksiyonlara neden olan Onemli patojenler {izerinde farkl
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kombinasyonlarin hem planktonik hiicrelerde hem de biyofilm ortaminda daha etkin
olabilecegi gosterilmistir. Bu bulgularin in vivo ortamda desteklenmesi icin bu alanda
yapilacak yeni calismalar bu enfeksiyonlarin tedavisinde basariy1 artiracak 6nemli adimlar

olacaktir.
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6. SONUC

Biyofilm olusturabilme yetenegi ile kateter yiizeylerinde antimikrobiyallere daha yiiksek

diizeyde diren¢ gelistirebilen bakterilerin basimi S.aureus, koagiilaz negatif stafilokoklar ve

P.aeruginosa cekmektedir. Bu tez calismasinda kateterlerden izole edilmis bu bakterilerin

genis bir antibiyotik paneli secilerek tek ya da ikili ve iiclii kombinasyonlara planktonik hiicre

ve biyofilm ortaminda duyarliliklarinda olusan degisim in vitro olarak incelenmistir.

Buna gore elde edilen veriler 1s181nda,

1.

Metisilin direngli S.aureus ve koagiilaz negatif stafilokoklar ile P.aeruginosa
izolatlarimizda biyofilmdeki sesil hiicrelerde planktonik formlara gore genel anlamda
azalmus antibiyotik duyarliliklar1 gozlenmistir.

MRSA izolatlarimizda vankomisin ve tigesiklinin planktonik hiicredeki %100
duyarhiliginin biyofilm ortaminda %86.6’ya hafif bir azalma gostermesine karsilik
linezolidde %100’den %6.6’lara belirgin diisiis izlenmistir. Ancak sasirtict olarak
gentamisin etkinliginin biyofilmde daha arttigi bulunmustur. Rifampisin ve
siprofloksasin hem planktonik hem biyofilm ortaminda etkisiz bulunmus, %100
diren¢ gozlenmistir. Gerek ikili gerek {i¢li kombinasyonlarda vankomisin ve
rifampisin  iceren kombinasyonlar biyofilm ortaminda en iyl aktiviteyi
gostermislerdir. Gentamisin ve siprofloksasin iceren kombinasyonlar ise en basarisiz
olanlardir. Biyofilm ortaminda ikili ve ii¢lii kombinasyonlarin etkinliginin belirgin
olarak azaldig goriilmiistiir. Ikili kombinasyonlar ile iicliiler arasinda duyarlilik farki
istatistiksel yonden anlamli bulunmamustir.

MRKNS izolatlarinda vankomisin, linezolid ve tigesiklinin planktonik hiicrede %100
duyarhiligina karsin biyofilmde sirasiyla %93.3, %60 ve % 66.6 duyarli bulunmustur.
MRKNS izolatlar1 arasinda en basarili olan suslarin %93’iinii inhibe eden
vankomisin+rifampisin kombinasyonu olmustur. Caligmamizda ayrica linezolid ve
tigesiklin iceren kombinasyonlarin etkinligi de yiiksek bulunmustur. Ikili
kombinasyonlarin etkinligi biyofilm ortaminda azalirken, iiclii kombinasyonlarda
biyofilmdeki etkinlik planktonik hiicrelere benzer bulunmustur. Suslarin  %90’dan
fazlasim1 inhibe eden ikili ve li¢lii kombinasyonlar karsilastirildiginda etkinliklerde

anlamli fark goriilmemistir.
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4. Beta laktam antibiyotikler ile kombinasyonlarda planktonik yapida goriilen azalan
duyarliligima karsin biyofilm ortaminda ozellikle vankomisinli kombinasyonlarin
oldukg¢a basarili sonuglar ilgi ¢ekici bulgumuzdur.

5. P.aeruginosa suslarina siprofloksasin hem planktonik hem de biyofilm ortaminda
%100 etkili bulunmustur. Ayrica bakterisidal etkinlikte de planktonik hiicrelere gore
minimal artig olmas1 da bu antimikrobiyalin pseudomonaslara karsi etkin olabilecegini
diistindiirmiistiir. Biyofilmde siprofloksasin (%100) ve amikasin (%93.3) en duyarh
antibiyotikler olarak tespit edilmistir. Olusturdugumuz ikili kombinasyonlar arasinda
P.aeruginosa  izolatlarinda  biyofilmde de %100 inhibisyon  gosteren
siprofloksasin+seftazidim kombinasyonudur. Ayni kombinasyon bakterisidal etkinlik
bakimindan %53 oraninda basar1 gostermistir. Meropenemli kombinasyonlarin en
uygun tedavi secenegi olacag goriisiine bizim c¢alisma verilerimiz de destek
vermektedir. Hem ikili hem de iiclii kombinasyonlarin aktivitesi biyofilm ortaminda
belirgin olarak azalmustir. 1kili ve iiclii kombinasyonlarda etkinlik agisindan

istatistiksel yonden anlamli fark goriilmemistir.

Bu tez arastirmasinin verileri biyofilm kaynakli enfeksiyonlarda kombine tedavi
yaklasimlarinin yerinde olacagini, ikili kombinasyonlarda tedavinin akilc1 yaklasim olacagini
diisiindiirmektedir. Ancak klinik bakimdan in vivo verilerle desteklendigi takdirde KIKDE

tedavisinde daha basarili sonuglar elde edilebilecektir goriisiinii tasimaktayiz.
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