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OZET

Uropatojen Escherichia coli izolatlarmm Biyofilm Olusturma Yeteneginin ve
Biyofilmde Antibiyotik Duyarhliginin Arastirilmasi.

Amag: Escherichia coli (E. coli), iiriner sistem enfeksiyonlarinda en sik karsilasilan
etkendir ve A, B1, B2 ve D olarak 4 temel filogenetik gruba ayrilmistir. B2 filogenetik
grubuna dahil olan ST131 Kklonal grubu, tedaviyi zorlastirmakta ve rekiirrense sebep
olabilmektedir; buna sebep olan faktorlerden birisi, biyofilm olusturabilme yetenegidir.
Farkli filogenetik ve klonal kokenlere sahip olan iiropatojenik E. coli izolatlarmin
biyofilmdeki duyarliliklar1 hakkinda, literatiirdeki veri ¢ok kisitlidir. Calismanin amaci,
tiriner sistem enfeksiyonu etkeni olan, farkli filogenetik ve klonal kdkenlere sahip E. coli
izolatlarmin biyofilm varliginda, siklikla kullanilan antimikrobiyallere kars1 duyarliliginin
belirlenmesidir.

Yontem: Calismaya, A, Bl, B2 ve D filogenetik gruplarindan 10'ar ve ST131
klonal grubundan 39 olmak iizere, toplam 79 iiropatojenik E. coli izolat1 dahil edilmistir.
Bu izolatlarin amoksisilin/klavulonik asit, gentamisin, seftriakson, siprofloksasin,
nitrofurantoin, trimetoprim/sulfametoksazole karst minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) ve minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyonu (MBEK) degerleri belirlenmis
ve filogenetik grup, ST131 pozitifligi ve direng potansiyelleri arasindaki iligkiler
arastirilmastir.

Bulgular: MIK degerlerine gore duyarli olarak saptanan izolatlarin, biyofilm
varliginda direngli olabildigi gézlenmistir. Bazi antibiyotikler icin MBEK degerleri, MIK
degerlerine gore 32000 kata kadar artis gostermistir. MBEK sonuglart sinir deger
tablolarina gore degerlendirildiginde, direngli bakteri sayisinda 1,5-24,5 kat artis oldugu
belirlenmistir. ST131 izolatlarmin MBEK  degerleri, seftriakson (p=0,017) ve
siprofloksasin (p<0,001) igin ST131 dis1 izolatlardan daha yiiksektir. Nitrofurantoine ait
MIK degerleri, A filogenetik grubunda diger gruplara gore daha yiiksektir (p<0,001).
MBEK degerleri filogenetik gruplar ile karsilagtirildiginda, gentamisin (p=0,014) ve
nitrofurantoinde (p=0,011) MBEK degerlerinin D filogenetik grubunda B2 filogenetik
grubuna gore daha yliksek oldugu belirlenmistir.

Sonuc: Uriner sistem enfeksiyonlarmin gelismesinde hem abiyotik yiizeylerdeki

biyofilmin hem de hiicre i¢i biyofilm benzeri bakteri topluluklarinin etkisi bilinmektedir.
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Rutin in vitro antimikrobiyal duyarlilik testleri, sadece planktonik hiicrelere ait duyarliligi
belirleyebilmektedir; biyofilm varliginda antimikrobiyal duyarhilik hakkinda fikir
vermemektedir. Bu nedenle, MBEK testlerinin standardizasyonuna ihtiya¢ duyulmaktadir.
Uropatojenik E. coli iizerine nitrofurantoin, filogenetik grup ve pandemik klonal grup

farketmeksizin hem biyofilm hem de planktonik bakteri {izerine en etkili antibiyotiktir.

Anahtar Sozciikler: Escherichia coli, iriner sistem enfeksiyonu, STI131,

filogenetik grup, MBEK, MIK, biyofilm.



ABSTRACT

Investigation of the Ability to Form Biofilm and Antibiotic Susceptibility of

Biofilm Forming Uropathogenic Escherichia coli.

Objective: Escherichia coli is the leading cause of urinary tract infections and has
divided to 4 phylogenetic groups including A, B1, B2 and D. The clonal group B2-ST131
complicates the treatment and may cause recurrence; one of the factors causing this is
biofilm-forming ability. The data about the susceptibility of uropathogenic E. coli (UPEC)
with different phylogenetic and clonal origins in biofilm is limited. The aim of this study
was to determine the susceptibility of E. coli isolates with different phylogenetic and clonal
origins to the commonly used antimicrobial agents in the presence of biofilm.

Method: A total of 79 UPEC isolates, including 10 from each phylogenetic groups
and 39 from the ST131, were included. The minimum inhibition concentration (MIC)s and
the minimum biofilm eradication concentration (MBEC)s of the isolates against
amoxicillin/clavulonic acid, ceftriaxone, ciprofloxacin, gentamicin, nitrofurantoin and
trimethoprim/sulfamethoxazole were determined and the relationships between
phylogenetic groups, ST131 status and resistance potentials were investigated.

Results: It was observed that the isolates detected as susceptible according to
MICs, were resistant in the presence of biofilm. For some antibiotics, MBECs increased by
32000 times compared to MICs. When the MBECs were evaluated according to the
susceptibility tables, it was determined that there was a 1.5-24.5 fold increase in the
number of resistant bacteria. The MBECs of ST131 were higher for ceftriaxone (p=0.017)
and ciprofloxacin (p<0.001) than non-ST131 isolates. MICs of nitrofurantoin are higher in
the A phylogenetic group than in other phylogenetic groups (p<0.001). When MBECs
were compared with phylogenetic groups, it was determined that MBECs in gentamicin
(p=0.014) and nitrofurantoin (p=0.011) were higher in D phylogenetic group than B2.

Conclusions: The effects of both biofilms on the abiotic surfaces and biofilm-like
intracellular bacterial communities are well-known in the development of urinary tract
infections. The susceptibility of the biofilm-formed organisms, could not accurately
identified by routine in vitro susceptibility tests. Therefore, standardization of MBEC tests

is needed. Nitrofurantoin may be the drug-of-choice due to its effect on both biofilm and
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planctonic cells in the treatment of UPEC regardless of the phylogenetic groups or
pandemic clonal group.

Keywords: Escherichia coli, urinary tract infection, ST131, phylogenetic group,
MBEC, MIC, biofilm.
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1. GIRIS

1.1. Uriner Sistem Enfeksiyonlar1

Uriner sistem enfeksiyonlar, yiiksek morbidite ve mortaliteyle seyreden, toplum
icin 6nemli bir mali yiike sahip olan enfeksiyonlarin baginda gelmektedir. Diinya geneline
bakildiginda, her yil 150 milyon kisiye iiriner sistem enfeksiyonu tanisi konmaktadir.
Diinya ekonomisine tahmini maliyeti 6 milyar dolar1 gegmektedir (Gonzalez ve Schaeffer
1999, Foxman 2002). Ulkemizde, iiriner sistem enfeksiyonu nedeniyle yilda yaklasik 5
milyon regete yazildigi tahmin edilmektedir (Ozturk ve dig. 2008).

Epidemiyolojik c¢alismalar, diinya {izerindeki kadinlarin neredeyse yarisinin
hayatlar1 boyunca en az bir kez iiriner sistem enfeksiyonu gegirdigini belirlemistir.
Kadinlarin erkeklere oranla daha sik iiriner sistem enfeksiyonu gecirdigi bilinmektedir. Her
ti¢ kadindan biri, yirmi dort yasina kadar en az bir kez antibiyotik kullanim1 gerektirecek
bir driner sistem enfeksiyonu gegirmektedir (Foxman 2002). Ayrica, gegcirilmis triner
sistem enfeksiyonu Oykiisii olan kisilerin rekiirrense yatkin oldugu belirlenmistir; baslangig
enfeksiyonunun ardindan 6 ay igerisinde ikinci bir enfeksiyonun goriilme siklig1 %20 -
%50 arasindadir (Hannan ve dig. 2010, Ikaheimo ve dig. 1996, Foxman ve dig. 2000).

Uriner sistem enfeksiyonlarinda en sik izole edilen etken Escherichia coli (E. coli)'
dir ve enfeksiyonlarin yaklasik olarak %70 - %90' inda bu tiir izole edilmektedir. E. coli,
hastane kokenli {iriner sistemi enfeksiyonlarda da siklikla belirlenmektedir; hastane
enfeksiyonu olgularinin ortalama %40' 1 E. coli' ye baglidir (Brzuszkiwicz ve dig. 2006).

Antimikrobiyal direng iiriner sistem enfeksiyonlart i¢in biiyiik bir sorun haline
gelmigtir. Artan direng, tedavi basarisizliklarina sebep olmaktadir. Direncin iistesinden
gelebilmek icin farkli yaklasimlara ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu nedenle enfeksiyon
mekanizmalarimin dogru bir bi¢imde anlasilmasi, viriilans faktorlerine veya biyofilm
olusumuna yonelik alternatif tedavi yontemlerinin belirlenebilmesi igin 6nem teskil
etmektedir.

Uriner sistem enfeksiyonlarinda E. coli' nin hem kateter gibi abiyotik yiizeylerde
biyofilm, hem de hiicre igi biyofilm benzeri bakteri topluluklari olusturmaya egilimli
oldugu bilinen bir durumdur (Kostakioti ve dig. 2013, Flores-Mireles ve dig. 2015, Price
ve Chapman 2018). Giiniimiizde rutin laboratuvarda uygulanan antimikrobiyal duyarlilik

belirleme yOntemleri, bakterilerin biyofilm olusturmus vaziyetteki duyarhiliklarim



belirlemede etkisiz kalmaktadir. In vitro antimikrobiyal duyarlilik ile in vivo duyarlilik,
biyofilm varlifinda ¢ogunlukla uyusmamaktadir. Bu durumun sonucunda, enfeksiyon
eradikasyonunda zorluklarla karsilagilmaktadir. Bu ¢alisma ile, E. coli' ye bagl firiner
sistem enfeksiyonlarinda eradikasyonu engelleyen temel sebeplerden birisi olan biyofilm

olusumunun, antimikrobiyal duyarliliga etkisinin belirlenmesi planlanmistir.

1.2. Ekstraintestinal Patojenik E. coli

1.2.1. Viriilans ve Antimikrobiyal Duyarhhk

Insan gastrointestinal sistemi, dogumun ardindan ilk birkag¢ saat icerisinde E. coli
ile kolonize olmaya baslamaktadir. Cogunlukla bakteri ve konak yillar boyunca karsilikli
yarar saglayacak "kommensal" bi¢imde hayatlarini siirdiirmektedirler. Fakat kommensal
E. coli izolatlarnn diginda patojenik formlar da kolonizasyon olusturabilmektedirler ve
enfeksiyonlara sebep olabilirler. Giiniimiizde bu bakis agisiyla E. coli, kommensal,
diyarejenik ve ekstraintestinal olarak farkli patotiplere ayrilabilmektedir. Ekstraintestinal
patojenik E. coli (EXxPEC) izolatlari, gastrointestinal sistem disindaki enfeksiyonlardan
sorumlu tutulan izolatlart igermektedir; tarihsel olarak iiropatojenik E. coli (UPEC), sepsis
ile iliskili E. coli (SEPEC) ve yenidogan menenjiti ile iligkili E. coli (NMEC) olarak
siniflanan farkli gruplar, toplu olarak EXPEC grubuna dahil edilmistir (Russo ve Johnson
2000, Willes ve dig. 2008).

EXPEC, cesitli sayida ve oOzellikte viriilans faktoriine sahiptir. Bazi viriilans
faktorlerine sahip izolatlarin 6zellikle {iriner sisteme spesifik enfeksiyonlar olusturabilmesi
nedeniyle, UPEC terimi ortaya ¢ikmistir. Bu viriilans faktorleri adezinler, toksinler, demir
edinim mekanizmalari, protektinler, invazinler ve digerleri olarak gruplanabilmektedir
(Dale ve Woodford 2015).

Uropatojenik E. coli' nin enfeksiyonlarda viriilans faktédrleriyle basarili olmasinin
yaninda, antimikrobiyal direncinin yiiksek olabilmesi sebebiyle, tedavi basarisizliklar
meydana gelebilmektedir (Can ve dig. 2015). Buna bagh olarak organizmanin yiiksek
direng yetenegi sayesinde, ampirik tedavi seciminde de zorluklar olusmaktadir. Uriner
sistem enfeksiyonlarinin ampirik tedavisinde, Amerika Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi
(Infectious Diseases Society of America) ve Avrupa Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon
Hastaliklar1 Dernegi (European Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases)'

nin kilavuzlar1 dogrultusunda komplike olmayan sistit tedavisinde onerilen antibiyotiklerin
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basinda nitrofurantoin, trimetoprim/sulfametoksazol, fosfomisin, florokinolonlar ve [3-
laktam grubu antibiyotikler gelmektedir (Gupta ve dig. 2011). Ulkemizde,
amoksisilin/klavulonik asit, trimetoprim/sulfametoksazol ve siprofloksasin gibi ilk
siralarda tercih edilen antibiyotiklere karsi direng, %40' lara kadar ulasmistir (Canbaz ve
dig. 2002, Arslan ve dig. 2005, Aypak ve dig. 2009).

1.2.2. Filogenetik ve Klonal Gruplar

Uriner sistem kokenli E. coli izolatlarmin filogenetik gruplandirmasi, izolata ait
koken ve viriilans genlerinin dagiliminin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. E. coli,
temel olarak 4 farkl filogenetik gruba ayrilmistir. Bu gruplar, A, B1, B2 ve D olarak
adlandirilmistir.  Smiflandirma, tarihsel olarak multilokus enzim elektroforezi ve
multilokus sekans tipleme ile gerceklestirilmistir. Giliniimiizde multilokus enzim
elektroforezi ve multilokus sekans tipleme yontemleri, yerini daha kolay ve ucuz olan
coklu polimeraz zincirleme tepkimesi (PZT) temelli yontemlere birakmistir (Clermont ve
dig. 2015).

Coklu PZT temelli yontem, chuA, yjaA genleri ve TSPE4.C2 isimli DNA
parcaciginin  varliklar1 ve/veya yokluklarina gore izolatlar1 filogenetik gruplara
ayirabilmektedir. Bunun icin, Clermont siniflamasi adi verilen bir dikotom6z karar agaci
kullanilmaktadir (Clermont ve dig. 2000).

Filogenetik gruplar arasinda genom biiyiiklikkleri, viriilans genlerini tagima
sikliklari, ve antimikrobiyal duyarlhilik agisindan farkliklar bulundugu bilinmektedir
(Gordon ve dig. 2008). EXPEC' e bagl iiriner sistem enfeksiyonlarinda klinik izolatlar,
cogunlukla B2 ve D filogenetik gruplarina dahildir. Kommensal E. coli izolatlar1 ise A ve
Bl filogenetik gruplarina yayilmstir (Er ve dig. 2015).

B2 filogenetik grubunda bulunan, kisaca sekans tip-131 (ST131) olarak adlandirilan
klonal grubun enfeksiyon sikligi giderek artmaktadir. Bu klonal grup, pandemik ve
hiperviriilan olarak tanimlanmaktadir. Ayrica bu klonal grup c¢ogunlukla genislemis
spektrumlu-B-laktamaz aktivitesi ve ¢oklu ilag direnciyle de iliskilendirilmistir (Rogers ve
dig. 2010, Er ve dig. 2015). ST131' in ii¢ karakteristik 6zelligi, bulundugu serogrubu
(0O25b veya 016), filogenetik grubu (B2) ve multilokus sekans tiplemesi ile belirlenen
sekans tipi (ST131) olarak bildirilmistir (Rogers ve dig. 2010). ST131 igerisinde O25b:H4
serotipi baskin olarak goriilmektedir fakat O16:HS5 olarak tanimlanan ve %1-%12

sikliginda goriilen bir ST131 serotipi daha bulunmaktadir (Zhong ve dig. 2015). Uriner
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sistem enfeksiyonu olusturma ve rekiirrense sebep olabilme konularinda bu klonal grubun
basarisi, onu calisilmasi gereken bir klonal grup haline getirmektedir.

ST131" in tanimlanmasinda multilokus sekans tipleme yontemi haricinde, ¢oklu
PZT temelli daha kolay yontemler de kullanilabilmektedir. B2 filogenetik grubuna dahil
oldugu bilinen izolatlarda, mdh ve gyrB genlerindeki tek niikleotid polimorfizmine (SNP)
ve O antijenine spesifik PZT ile ST131 tanist koyulabilmektedir (Clermont ve dig. 2007,
Johnson ve dig. 2009).

1.2.3.Patojenez

E. coli' ye bagl fliriner sistem enfeksiyonlari, asemptomatik bakteriiliriden sepsisin
eslik ettigi piyelonefrite kadar degisiklik gosteren klinik sendromlari icermektedir.
Enfeksiyon sadece alt iiriner sistemde gerceklesebildigi gibi hem alt hem de iist liriner
sistemi kapsayabilmektedir (Sobel ve Kaye, 2009). E. coli' ye bagl iiriner sistem
enfeksiyonlarinin patojenezindeki basamaklar: (1) Periiiretral bolgenin kontaminasyonu,
(2) tiretra kolonizasyonu ve mesane gogii, (3) pili ve adezinler ile mesaneye planktonik
hiicre kolonizasyonu ve invazyon, (4) notrofil infiltrasyonu, (5) konak savunmasini
atlatabilen hiicrelerin ¢ogalmasi, (6) biyofilm olusumu, (7) proteaz ve bakteriyel toksinlerle
epitel hasari, (8) bobreklere gecis, (9) bobrek kolonizasyonu, (10) bakteriyel toksinlerle
konak hiicre hasar1 ve (11) bakteriyemi olarak siniflanabilir (Flores-Mireles ve dig. 2015).

E. coli' ye bagl iiriner sistem enfeksiyonu patogenezi, Cizim 1. 1.' de gosterilmistir.

1. 3. Biyofilm ve Biyofilm Belirleme Yoéntemleri

Ekstraselliiler DNA, ekstraselliiler polimerik maddeler olarak adlandirilan
ekzopolisakkaritler, pili, flagella ve diger adezinler ile bir ¢at1 gorevi gorerek, "biyofilm"
olarak adlandirilan multiselliiler bakteriyel topluluklar olusturulabilmektedir (Flores-
Mireles ve dig. 2015). Bakteriler tarafindan olusturulan bu ¢ati, "ekstraselliiler matriks"
olarak tanimlanmistir ve biyofilm biyokiitlesinin yaklasik %90' i1 kapsayabilmektedir
(Kostakioti ve dig. 2013). Olusturulan bu yapi, bakteriyel toplulugu -biyofilmi- immiin
yanittan, antimikrobiyallerden ve diger stres kaynaklarindan korumaktadir. Biyofilm,
quorum sensing regiilasyon sistemleriyle diizenlenen kompleks hiicre i¢i ve dist
sinyalizasyon ve iletisim proseslerinin sonucunda olusabilmektedir (Flores-Mireles ve dig.

2015).



Bakterilerin biyofilm olusturmasi ve biyofilmin olgunlagmasi, geri doniisiimlii ve
geri doniigiimsiiz ¢ok sayida basamagi kapsamaktadir. Bu basamaklarin isleyisi tiirler
arasinda farkliliklar gosterebilse de biyofilm olusumuyla ilgili temel olarak 3 temel
boliimden bahsetmek miimkiindiir; tutunma, olgunlasma ve dagilma (Kostakioti ve dig.

2013, Price ve Chapman 2018). ik basamak bakterinin kismen rastlantisal olarak bir

(1) | Bakteriyemi

Bakterivel toksinlerle
konak hiicre hasan

Babrek kolonizasyonn

©
Béobreklere gecis

® Proteaz ve bakterivel toksinlerle
epitel hasar

(6 )| Biyofiim olusunm

@ Bakteri cogalmasi ve immiin
sistemin tistesinden gelinmesi

@ Notrofil infiltrasyonu

Pili ve adezinler ile mesaneye
@ planktonik hiicre kolonizasyonu ve
invazyon

@ Uretra kolonizasyomu

ve mesane gogi

@ Pertiiretral bélgenin
kontaminasyonu

n Escherichia coli

Cizim 1.1. Uriner sistem enfeksiyonu patojenezi. Flores - Mireles ve dig (2015) 'den
alimustir.

yiizeye ulasmasidir. Gergeklesen pasif hareketler, Brownian hareketi veya yergekimi

kuvvetleri tarafindan yonetilmektedir. Bu pasif hareketler haricinde bakteriler, yiizeyler



boyunca karsilasilan itici elektrostatik ve hidrodinamik kuvvetlerin iistesinden gelmelerini
saglayan ve dolayisiyla ylizeylerle etkilesime girme sanslarmi arttiran aktif hareket
mekanizmalar1 da gelistirmislerdir (Donlan 2002, Beloin ve dig. 2008, Kostakioti ve dig.
2013). Mikroorganizma yiizeyle temas kurdugunda, hiicredeki adezinler vasitasiyla
tutunma gerceklesir fakat bu "yapigsma" mutlak degildir; dinamik ve geriye doniisiimliidiir.
Bakteri, hidrodinamik kuvvetler vasitasiyla veya bir besine ulasim igin planktonik
popiilasyona geri donebilir (Dunne 2002, Wu ve Outten 2009). Geri doniisiimsiiz tutunma,
hidrodinamik kuvvetlerin {istesinden gelinerek saglanabilmektedir. Ozellikle UPEC
izolatlart igin, tip | fimbria, curli olarak adlandirilan amiloid fiberler ve antijen 43' {in
abiyotik ylizeylere geri dontlisiimsiiz tutunmayla iliskisi bilinmektedir (Beloin ve dig. 2008,
Cegelski ve dig. 2009, Kostakioti ve dig. 2013). Tip | fimbria (D-mannoz spesifik adezin)'
nin aktif kismi1 olan FimH, UPEC izolatlar1 i¢in biyofilm baslangicinda en onemli
proteindir. FimH proteini insan mesane epitel hiicrelerinin invazyonuna ve iiroplakin
hiicrelerine baglanmada etkilidir (Busch ve Waksman 2012, Kostakioti ve dig. 2013, Sihra
ve dig. 2018).

Bakterinin yiizeye kontagi, bazi genlerin ekspresyonu tizerinde degisiklikler
yapmaktadir ve "biyofilm fenotipi” nin indiiksiyonu ger¢eklesmektedir. Boylelikle,
organizmanin sesil yasamla iligkili ozellikle ekstraselliller matriks iiriinlerinin sentezi
tetiklenmektedir (Mah ve O'Toole 2001, Otto ve Silhavy 2002, Beloin ve dig. 2008,
Bhomkar ve dig. 2010). Baz: hiicreler ise lizise ugrayarak yiizeyin ekstraselliiler DNA ile
kaplanmasina yardimci olur. Lizise ugramis hiicreler ayrica ilave bakteri tutunmasini
tetiklerler (Price ve Chapman 2018). Patojenik E. coli' ye ait ekstraselliiler matriks yapisi
tam olarak bilinmemektedir. Bilindigi kadariyla biyofilmin olgunlagmasi, curli gibi
adezinleri, selliilozu, kolanik asiti ve poli-B-1,6-N-asetil-D-glukozamini igeren koruyucu
ekstraselliiler matriksin olugmasina baglidir (Kostakioti ve dig. 2013, Price ve Chapman
2018).

Olgun biyofilm igerisinde, aktif bir topluluktan bahsedilebilir. Bu topluluk biyofilm
icerisindeki bakteriler igin gerekli iriinleri paylasmakta ve biyofilm mimarisinin
slirdiiriilmesini saglamaktadir. Biyofilm olgunlastik¢a, biyofilm igerisindeki bakterilerden
bazilar1 persistan forma gecerek metabolik aktivitelerini sinirlayabilirler. Ayrica bu
donemde dagilma bir secenek haline gelebilir. Biyofilmin dagilmasi, kayma gerilimi gibi
hidrodinamik parametreler ile meydana gelen pasif dagilma bi¢ciminde gelisebilir (Karatan
ve Watnick 2009). Ayrica bakteriler ¢evresel degisiklikleri algilayarak biyofilm iginde

kalmanin yararli olmadigi durumlarda, planktonik forma gecisin saglanabildigi yollar
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gelistirmiglerdir. Biyofilmin dagilmasi; besin erisimindeki giicliik, oksijen dalgalanmalari,
toksik triinlerin artmasi ve diger stres kaynaklar1 sebebiyle gergeklesir (Karatan ve
Watnick 2009, Rowe ve dig. 2010, Kostakioti ve dig. 2013).

Biyofilm olusturmus bakteriler planktonik formlariyla kiyaslandiginda, birgok
antimikrobiyal maddeye karsi yiiksek oranda direngli hale gelebilmektedir. Bu direnglilik
orani, bazi antibiyotikler i¢in 1000 katin iizerine ¢ikabilmektedir (Ceri ve dig. 1999).
Biyofilm olusturmus bakterinin planktonik hiicrelere gore daha fazla direngli olmalarinin
birgok nedeni bulunmaktadir. Bu temel nedenler; (1) ekstraselliiler matriksten dolayi
antimikrobiyal maddenin difiizyonun kisitlanmasi, (2) topluluk igerisinde direng genlerinin
aktarilabilmesi, (3) metal iyon konsantrasyonu ve pH degerlerine bagli olarak efliiks
pompalarinin ekspresyonu ve antibiyotiklerin inaktivasyonu, (4) ¢evresel etkenler ve besin
sinirlamas1 nedeniyle bakterilerin metabolik aktivite ve biiyiime 6zellikleri gibi fizyolojik
ozelliklerinin degisimi, (5) biyofilm igerisinde metabolik 6zellikleri kismen inaktif hale
gelmis ve boliinme egiliminde olmayan persistan hiicrelerin bulunmasi ve (6) biyofilm
fenotipinin indiiksiyonudur (Delcaru ve dig. 2016).

UPEC suglari, tiriner kateter, bobrek veya mesane tas1 gibi abiyotik ylizeylere
baglanarak ya da iiriner sistemde fiziksel bir tikaniklik bulundugunda, hiicre dis1 bir
biyofilm olusturabilmektedir. Bunun haricinde, "biyofilm benzeri hiicre igi bakteriyel
topluluk" adi verilen ve belirli konak hiicreleri igerisinde olusan biyofilm benzeri yiginlar
da s6z konusudur (Flores-Mireles ve dig. 2015).

Son yillarda yapilan arastirmalar, hiicre igerisine girmeden enfeksiyon olusturdugu
diisiiniilen birgok patojenin, konak hiicresi igerisinde biyofilm benzeri bir yap1 olusturarak
ve hiicre i¢i yasama adaptasyon saglayarak persistan hale gelebildigini gdstermektedir
(Kostakioti ve dig. 2013). Bu yapi, "biyofilm benzeri hiicre i¢i bakteriyel topluluk™ olarak
adlandirilmaktadir ve ilk olarak UPEC izolatlarinda belirlenmistir. Biyofilm benzeri hiicre
ici bakteriyel topluluk, ozellikle enfeksiyonun akut fazinda onem teskil etmektedir
(Mulvey ve dig. 1998, Anderson ve dig. 2003, Hannan ve dig. 2010). Biyofilm benzeri
hiicre i¢i bakteriyel topluluk gelisimi, ¢esitli morfolojik siireglerden olugmaktadir;
gerceklestirilen fare inokiilasyonu deneylerinde, bu durum goézlemlenebilmistir (Justice ve
dig. 2004, Kostakioti ve dig. 2013). Mesane inokiilasyonun ardindan ilk 6 saatte UPEC
izolat1 hizla (boliinme siiresi 30-35 dakika) boliinme egilimindedir ve mesanede gevsek
baglantili basillerin kiigiik kiimeleri olusur. Bu durum erken hiicre i¢i bakteriyel topluluk
olarak adlandirilmaktadir (Justice ve dig. 2004, Kostakioti ve dig. 2013). UPEC izolatlari,

tip | fimbria ve muhtemelen diger adezinler vasitasiyla, semsiye hiicrelerinin yiizeyindeki
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tiroplakin reseptorlerine tutunmaktadirlar (Sihra ve dig. 2018). Ardindan, siki bir paket
haline gelen ve ortalama 0,7 pm uzunlugunda kokoid hiicrelerden olusan kiimeler meydana
gelir. Alti-sekiz saat sonrasinda, hiicre bdliinme siiresi 60 dakikanin iizerine c¢ikarak
dramatik bir sekilde yiikselir. Bu asamada bakteri siki bir sekilde paketlenmistir ve hiicre
icinde olgunlasmis hiicre i¢i bakteriyel toplulugu igeren organize bir kiire olusturmustur
(Justice ve dig. 2004, Kostakioti ve dig. 2013). Enfekte bir mesanede hiicre i¢i bakteri
topluluklarinin sayist 3 ile 700 arasinda degisebilmektedir. Her bir hiicre i¢i bakteri
toplulugu klonaldir ve 10* - 10° bakteriden olusmaktadir (Anderson ve dig. 2003, Schwartz
ve dig. 2011). Hiicre igi bakteri topluluklari, abiyotik yiizey biyofilmindeki ekstraselliiler
matrikse benzer bir yapiy1r barindirmaktadir. Ekzopolisakkaritler, hiicre i¢i biyofilm
toplulugunu nétrofillerden korumak igin bu ekstraselliier matrikste bulunur (Anderson ve
dig. 2010).

Biyofilm benzeri hiicre i¢i bakteri toplulugu genisledikce, enfekte konak hiicresinin
membranini disa dogru iterek ayak benzeri bir ¢ikint1 olugsmasina sebep olur (Anderson ve
dig. 2003). Bunun sonucunda hiicre i¢i bakteri toplulugundaki UPEC, tek basiller veya
filamentler halinde enfekte hiicreden ayrilabilir ve naif epitel hiicrelerine tekrar tutunabilir.
Boylelikle, dnceden enfekte olmamis bir epitel hiicresin igerisine girerek-biyofilm benzeri
hiicre i¢i toplulugunun olusumunu baslatabilir. Alternatif olarak, epitelin tekrar
enfeksiyonu sonucu pasif hiicre ici rezervuarlar olusturulabilir. Pasif hiicre i¢i rezervuarlar,
4-10 Dbakteriden olusurlar. Bu rezervuarlarin igerisindeki bakteriler bdliinmeme
egilimindedirler ve aylarca hiicre igerisinde kalarak rekiirrense sebep olabilmektedirler.
Morfoloji degisikligi ile olusan bu filamentdz hiicreler, ayn1 zamanda nétrofillere karsi
dayaniklilik saglarlar (Flores-Mireles ve dig. 2015). Biyofilm benzeri hiicre i¢i bakteri
toplulugunun, bdyle mekanizmalarla kronik enfeksiyon gelisiminde dnemli bir role sahip
oldugu bilinmektedir (Hannan ve dig. 2010). Biyofilm benzeri hiicre i¢i bakteri
toplulugunun, abiyotik ylizeylerde olusan biyofilm konusunda da benzer ozellikler
gosterdigi ve c¢ok benzer mekanizmalarla bakterinin antibiyotik direncini arttirdigi
bilinmektedir (Flores-Mireles ve dig. 2015). Biyofilm benzeri hiicre i¢i bakteriyel

toplulugun olusum basamaklari, Cizim 1. 2.' de gosterilmistir.
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Cizim 1.2. Biyofilm benzeri hiicre i¢i topluluklarin olusum basamaklari. Perianal bdlgenin
kolonizasyonu (1), mesaneye go¢ (2), liroplakine tutunma ve hiicre igerisine giris (3),
bakteri ¢cogalmasi ve hiicre i¢i bakteri toplulugunun olusumu (4), filamentdz hiicrelerin
salinimi, komsu hiicrelerin invazyonu ile hiicre i¢i bakteri toplulugunun enfekte edilen yeni
hiicrede olusturulmasi veya aylarca canl kalabilen pasif hiicre i¢i rezervuarlarin olusumu
(5). Sihra ve dig (2018)' den alinmustir.

Biyofilmin belirlenebilmesi i¢in ¢ok sayida sistem gelistirilmistir. Besin aktarimina
bagl olarak, bu sistemler iki temel grup altinda toplanmaktadir; kapali (kesikli) ve agik
(stirekli) sistemler (McBain 2009). Kapali sistemler genel olarak daha basit ve
uygulanabilirken, acik sistemler bilylime parametrelerinin ve dinamiklerinin daha iyi
kontrol edilmesine olanak verebilmektedir (Lourengo ve dig. 2014, Macia ve dig. 2014).
Kapali sistemlere 6rnek olarak kuyucuk temelli mikroplaklar, peg ¢ikintisi igeren kapaklar
ile olusturulan Calgary biofilm device ve biyofilm ring testi verilebilir. Agik sistemlerde
ise CDC biyofilm reaktorii, akiskan-hiicre c¢emberi, drip flow biofilm reaktorii
bulunmaktadir. YoOntemlerin birbirlerine karsi avantajlar1  ve/veya dezavantajlart
bulunmakta, amaca uygun yontemin segilmesi dnemlidir (Macia ve dig. 2014, Azeredo ve
dig. 2017). Bu yontemlerin bazilari, biyofilmde antimikrobiyal duyarliligin
belirlenebilmesi i¢in kullanilabilmektedir. Kapali yontemlerden kuyucuk temelli plaklar ve
peg cikintist igeren kapaklar ile a¢ik yontemlerden akiskan-hiicre modeli ve suspended
substratum reaktorii, antimikrobiyal duyarliligin belirlenebildigi biyofilm yodtemlerine
ornek olarak verilebilir (Macia ve dig. 2014). Cizelge 1. 1." de biyofilm belirleme

sistemlerinden bazilar1 gosterilmistir.



Cizelge 1.1. Yaygin kullanilan biyofilm belirleme sistemleri.

Sistem Adi Sistem Ozelligi Genel Uygulama Alani

Mikroplak Sistemi  Kapali Biyofilm olusturma kapasitesinin arastirilmasi,

Antimikrobiyal duyarlilik

Calgary  biofilm Kapali Biyofilm olusturma kapasitesinin arastirilmasi,
device Antimikrobiyal duyarlilik
Biofilm Ring Test  Acik/Kapal Biyofilm olusturma kapasitesinin arastirilmas,

Antimikrobiyal duyarlilik

Drip Flow Biofilm Agik Lamlarda diigiikk kayma gerilimi varliginda biyofilm
Reactor olusumunun gbzlemlenmesi ve kantifikasyonu
Flow Chamber Acik Stirekli taze besiyeri varliginda diisiik sayili

biyofilmin belirlenmesi

Sistemlerde olusturulan biyofilmin varliginin gosterilebilmesi i¢in, farkli biyofilm
belirleme yontemleri bulunmaktadir. Bu yontemler mikrobiyolojik, molekiiler, fiziksel ve
kimyasal yontemler olarak tanimlanmistir (Azeredo ve dig. 2017). Ozellikle antimikrobiyal
duyarlilik belirlenmesinde biyofilmin canliligini belirlemeye yonelik canli hiicre sayim
yontemleri ve metabolik aktivite belirlemeye yonelik kimyasal yontemler siklikla
kullanilmaktadir. Biyofilm biyokiitlesi, canlilig1 ve ekstraselliiler polimerik madde Sl¢iimii
icin kullanilan yontemler, Cizelge 1. 2.' de gosterilmistir.

Kuyu temelli mikroplak sistemlerinde, genel olarak metabolik aktiviteyi
belirlemeye yonelik olan XTT (2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-
[(fenilamino)karbonil]-2H-tetrazolyum hidroksit) ve total biyokiitleyi belirlemeye yonelik
kristal viyole gibi boyama yonemleri kullanilmaktadir (Sule ve dig. 2009, Azeredo ve dig.
2017). Peg cikintist igeren plak kapagi sistemlerinde biyofilm yogunlugu ise peg basina
diisen canli hiicre sayis1 vasitasiyla belirlenmektedir (Harrison ve dig. 2010, Azeredo ve
dig. 2017). Peg temelli yontemler, alternatif mikroskobik ve boyama yontemleriyle
birlestirilebilmektedir (Harrison ve dig. 2010). Cizelge 1. 3.' de in vitro biyofilmin
antimikrobiyal = duyarliliginin  belirlenmesinde  siklikla ~ kullamilan  yontemlerin

karsilastirilmast gosterilmistir (Macia ve dig. 2014).
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Cizelge 1.2. Biyofilm biyokiitlesi, canli hiicre sayis1 ve ekstraselliiler polimerik madde
belirlenmesi i¢in kullanilan yontemler.
Yéntem Olgiim Ozelligi

Mikrobiyolojik Yontemler
Koloni Olusturan Birim Canlt hiicre sayisi

Molekiiler Yontemler

gPCR Biyokiitle

PMA-gPCR Canli hiicre sayisi
Fiziksel Yontemler

Agirlik Biyokiitle

Elektrokimyasal empedans spektroskopi Biyokiitle

Kimyasal Yontemler
Biyokiitle belirleme i¢in mikroplak boyama Biyokiitle
Metabolik aktivite belirleme i¢in mikroplak boyama Canli hiicre sayisi
EPM Ol¢iimii Yontemleri
EPM ekstraksiyonu
KTLM+FLBA EPM belirlenmesi
Anti-EPM komponent antikorlari

gPCR, Kantitatif Polimeraz Zincirleme Tepkimesi; PMA, propidyum monoazid; EPM,
ekstraselliiler polimerik madde; KTLM, konfokal taramali lazer mikroskobi; FLBA, floresan lektin
baglanma analizi.
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Cizelge 1.3. In vitro biyofilmin antimikrobiyal duyarliliginin belirlenmesinde siklikla
kullanilan yontemlerin karsilastirilmasi. Macia ve dig. (2014)' den alinmustir.

Parametreler Biyofilm Modeli
Mikroplak Yontemi Peg Temelli Kapak Akiskan-Hiicre Suspended Substratum
Modeli Reaktorii
Besin Aktarimi Kapal1 Sistem Kapali Sistem Agik Sistem Agik Sistem
Biyofilm Olusumu Kuyulara tutunma Peg ¢ikintilara tutunma  Cam yiizeye (lama)  Kuponlara tutunma
tutunma
Antibiyogram Kuyular  antibiyotikle Peg gikintilar  Besiyeri  sisesine Sivi  faza  antibiyotik
inkiibe edilir antibiyotikle  inkiibe antibiyotik eklenir eklenir ve tim kuponlar
Giinliik besiyeri  edilir ve istenilen siire es zamanli olarak inkiibe
degisimi Giinliik besiyeri  akista tutulur edilir
degisimi
Biyokiitle/ KOB KV (veya  XTT) Santrifiij veya Boncuklarla Vorteks veya
Sayimm boyama sonikasyonla biyofilm  yikayarak biyofilm sonikasyonla  biyofilm
OD belirleme aktarimi aktarimi aktarim
OD belirleme veya Onar kat dilisyon Onar kat  diliisyon
gozle degerlendirme ve sayim vesayim
Onar kat diliisyon ve
sayim
Mikroskobik Analiz SEM SEM Floresan proteinle SEM
Canli/6li hiicre KTLM isaretli bakterinin KTLM
gorlintiisi Boyama ve fiksasyon goriintiilenmesi Boyama ihtiyaci olabilir
ihtiyac1 olabilir
Yapisal Analiz Tanimlanmamugtir Ug boyutlu  Ozel yazilmla  Ug boyutlu goriintiileme
goriintiileme ve canli-  biyokiitle, kalinlik, ve  canli-olii  hiicre
6lii hiicre goriintiisii puriizlilik goriintiisii
analizleri
Karakteristik Uygulanabilir ve Uygulanabilir ve Hicre yikimi  Biyofilmden ayrilan
Ozellikler tekrarlanabilir tekrarlanabilir olmaksizin ger¢ek  planktonik hiicrelerin ve
Kontaminasyon  riski ~ Kontaminasyon  riski zamanli biyofilmdeki sessil
diisiik ¢ok diistik goriintiileme hiicrelerin es zamanl
Biyofilm kalmligi  Biyofilm kalnligi  Biyofilm kalinhigi  analizi
<50pum <50pum >50pum
Denenen Staphylococcus aureus  Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas
Mikroorganizmalar Candida albicans aeruginosa aeruginosa aeruginosa
Pseudomonas Staphylococcus spp. Staphylococcus Candida spp.
aeruginosa Streptococcus spp. spp. Staphylococcus spp.
Streptococcus Mycobacterium spp.
pneumoniae Candida spp.

Listeria monocytogenes

Burkholderia spp.

KOB, koloni olusturan birim; KV, kristal viyole; XTT, 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-
[(fenilamino)karbonil]-2H-tetrazolyum hidroksit; OD, optik dansite; SEM, taramali elektron mikroskobu;

KTLM, konfokal taramali lazer mikrosobu.
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2. AMAC

Giintimiizde, Escherichia coli (E. coli)' ye bagl iiriner sistem enfeksiyonlarinda
rekiirrense ¢ok sik rastlanmaktadir. Bu nedenle, organizmanin viriilansinin belirlenmesine
yonelik ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Antao ve dig. 2009, Banerjee ve dig. 2013, Er ve
dig. 2015). Organizmaya ait yiiksek direng ve dolayisiyla tedavi basarisizliklarinin oniine
gecebilmek icin, biyofilm olusum basamaklarint da igeren bazi spesifik viriilans
faktorlerine karsi, anti-virilans yaklasimlara ihtiyag duyulmaktadir. Bu sebeple
olusturulmus ¢esitli protein, bilesik ve bunun gibi {irlinleri kapsayan anti-viriilans ve anti-
biyofilm maddeler mevcuttur (Pinkner ve dig. 2006, Cegelski ve dig. 2009, Roy ve dig.
2018). Fakat bu maddelerden E. coli' ye bagl tiriner sistem enfeksiyonu tedavisinde, aktif
olarak kullanilani heniiz bulunmamaktadir.

Anti-viriilans yaklasimlar umut vaat etmektedir fakat heniiz klinikte kullaniminin
olmamasi sebebiyle hastalar, mevcut antibiyotiklerle ve bunlarin kombinasyonlariyla
tedavi edilmeye calisilmaktadir. Enfeksiyona sebep olan bakterinin antibiyotiklere karsi
cogunlukla diren¢li olmas1 sebebiyle, tedavi basarisizliklart s6z konusudur (Can ve dig.
2015).

E. coli disindaki baz1 bakterilerle gerceklestirilen ve hayvan modellerini kapsayan
caligmalar, bakterisidal aktivitesi olmayan iirlinlerle biyofilmin hizli bir bicimde yikiminin
sepsis ve bakteriyemi gibi risklere sebep olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle, yakin
gelecekte anti-biyofilm stratejiler gelistirilse dahi bu stratejilerin iginde belirli bir siire
antibiyotik kombinasyonlarmin olmasi gerektigi diisiiniilmektedir (Fleming ve Rumbaugh
2018).

Tedavi basarisizliklarinin  bir diger sebebi, rutin antimikrobiyal duyarlilik
testlerinin, in vivo bakteriyi inhibe edecek ger¢ek degerin belirlenmesinde yeterli olamama
durumudur. Rutin in vitro duyarlilik testleri, sadece planktonik hiicreye ait duyarlilik
konsantrasyonlarint belirleyebilmektedir fakat E. coli ve diger birgok bakteri, hiicre ici
biyofilm benzeri yapt ve biyofilm olusturabilmektedir. Biyofilm olusturmus durumdaki
bakterinin, planktonik hiicreye gore ¢ok daha fazla direngli oldugu bilinen bir durumdur.
Bu direng, bazi antibiyotikler i¢in 1000 katin iistiine ¢ikabilmektedir (Ceri ve dig. 1999).
Bu nedenle, rutin testlerle elde edilen minimum inhibisyon konsantrasyon degerlerine gore

gerceklestirilen tedaviyle bakteri eradike edilememektedir. Bu durumun {istesinden
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gelebilmek icin, rutine uyarlanabilen ve bakterinin minimum biyofilm eradikasyon
konsantrasyonunu belirlemeye yonelik testler gelistirilmesi elzemdir.

Minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyonu belirlemede, rutin laboratuvarda
uygulamasi en kolay sistemin, yiiksek-verimli olarak tanimlanan Calgary biyofilm araci
oldugu diisiiniilmektedir. Calgary biyofilm araci, plak kapagindaki pinlerde biyofilm
tiretiminin saglandig1r bir mikroplak sistemidir (Azeredo ve dig. 2017). Her ne kadar
teknigin uygulanmasinda zorluklar bulunsa da, yapilan ¢alismalarla teknigin rutine uygun
bir bi¢imde optimize edilebilmesi muhtemeldir (Harrison ve dig. 2010).

Calismamizin amaci, iriner sistem enfeksiyonu etkeni olarak tanimlanmis ve
filogenetik gruplar1 belirlenmis E. coli izolatlarinin minimum biyofilm eradikasyon
konsantrasyonlarinin belirlenmesi ve bu verilerin minimum inhibisyon konsantrasyonu
degerleriyle kiyaslanmasidir. Daha &nceki bir ¢aligmada 4 temel filogenetik gruba (A, B1,
B2 ve D) ayrilmig olan ve ayrica bilinen en dnemli pandemik direngli klonlardan B2-
ST131 olarak tanimlanmis olan E. coli izolatlar1 ¢alismaya alinmistir. Calismamizda, bir
plak ve peglere sahip bir plak kapag: sistemi kullanilacaktir. Boylelikle, tilkemizde siklikla
tercih edilen ve/veya kullanimi uluslararasi kilavuzlarca 6nerilen antibiyotiklerin, biyofilm

lizerine etkisinin aragtirilmasi hedeflenmistir.
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3. YONTEM

3.1. Ornek Secimi ve Etik Kurul Onay1

Kocaeli Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu' na "Etik
Kurul Onayr" i¢in basvurulmustur. KU GOKAEK 2017/165 proje numarasiyla ve KU
GOKAEK 2017/8.24 karar numarasiyla, ¢alismanin gerceklestirilmesinde etik sakinca
bulunmadig1 karari, 07.06.2017 tarihinde tarafimiza bildirilmistir. Teze daha 6nceki bir
projeden (TUBITAK 2155136 - Uriner Sistem Enfeksiyonu Etkeni Olan Escherichia coli
Izolatlarinda, ST131 Sekans Tipinin ve Alt Klonlarmin Belirlenmesi) elde edilen
semptomatik {iriner sistem enfeksiyonu etkeni E. coli izolatlar1 dahil edilmistir.

Calismada, toplam 79 (39 ST131 ve 40 STI131 dis1 E. coli izolat) izolat
kullanilmustir. ST131 dis1 E. coli izolatlarinin 10 tanesi A, 10 tanesi B1, 10 tanesi B2 ve 10
tanesi D filogenetik grubuna dahildir. izolatlarin filogenetik gruplar1 ve ST131 durumu,
daha oOnceki projede tanimlanmistir; filogenetik gruplar, g¢oklu PCR kullanilarak
belirlenmistir (Clermont ve dig. 2000, Er ve dig. 2015). ST131 klonal grup tanimlamasi ise
iki farkli PCR temelli (ST131 ile iliskili O25b ve O16 rbf varyantlarin saptanmasi igin
coklu PCR ve mdh ve gyr genlerindeki tek niikleotid polimorfizmine (SNP) spesifik ¢oklu
PCR) yontemle gergeklestirilmistir (Clermont ve dig. 2007, Johnson ve dig. 2009, Er ve
dig. 2015).

Izolatlar, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvart'
ndan 01.12.2015 - 29.05.2016 tarihleri arasinda toplanmustir. Izolatlarin identifikasyonu,
Vitek 2 (BioMérieux, Fransa) ve Vitek MS (BioMérieux, Fransa) sistemleri ile
gerceklestirilmigtir. DNA izolasyonu, filogenetik gruplama, ST131 klonal grubunun
tanimlanmasi, minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) ve minimum biyofilm
eradikasyon konsantrasyonlarinin (MBEK) arastirilmasi islemleri, Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari' nda gergeklestirilmistir.
Ornekler, %15 gliserol igeren Triptik Soy Buyyon (TSB) (Merck, Almanya) besiyerinde -
80°C' de medikal tip dondurucuda (Sanyo, Japonya) saklanmiglardir.
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3.2. Tampon Cozeltilerin, Besiyerlerinin ve Ayraclarin Hazirlanmasi

3.2.1. Eozin - Metilen Mavisi (EMB) Agar Besiyeri

EMB agar (Merck, Almanya), ticari olarak satin alinmistir ve iireticinin tavsiyeleri
dogrultusunda hazirlanmistir. Besiyeri 121°C' de 15 dakika otoklavla (Alp, Tiirkiye) steril
edilmistir, 45-50°C' ye kadar sogutulmustur ve steril petri kutularina ~4mm kalinlikta
olacak sekilde aseptik sartlarda dokiilmiistiir. Plaklar oda sicakliginda diiz bir zeminde
katilasmaya birakilmistir. Petriler kullanilincaya kadar +4°C' de buzdolabinda (Argelik,

Tiirkiye) saklanmgtir.

3.2.2. Gliserollii (%15) Triptik Soy Broth (TSB) Besiyeri

TSB, ticari olarak satin alinmistir ve ireticinin tavsiyeleri dogrultusunda
hazirlanmistir. Besiyerine eklenen su %15 eksik koyularak gliserol (Merck, Almanya) ile
tamamlanmistir. Besiyeri 121°C' de 15 dakika otoklavla steril edilmistir. Steril hale gelmis
besiyeri, otomatik pipet (Eppendorf, Almanya) yardimiyla 1.5 ml' lik mikrosantrifiij
tiiplerine ~1 ml olacak sekilde aseptik sartlarda dagitilmistir. Tiipler kullanilincaya kadar

+4°C' de buzdolabinda saklanmustir.

3.2.3. Luria-Bertani (LB) Broth Besiyeri

LB Broth (Becton Dickinson, ABD) ticari olarak satin alinmistir ve iireticinin
tavsiyeleri dogrultusunda hazirlanmigtir. Besiyeri 121°C' de 15 dakika otoklavla (Alp,
Tiirkiye) steril edilmistir. Steril hale gelmis besiyeri, otomatik pipet yardimiyla 1.5 ml' lik
mikrosantrifiij tiiplerine ~1 ml olacak sekilde aseptik sartlarda dagitilmistir. Tiipler

kullanilincaya kadar +4°C' de buzdolabinda saklanmistir.
3.2.4. Mueller-Hinton Broth (MHB) Besiyeri
MHB (Merck, Almanya) ticari olarak satin alinmistir ve lreticinin tavsiyeleri

dogrultusunda hazirlanmigtir. Besiyeri eritildikten sonra, otomatik pipet (Eppendorf,

Almanya) yardimiyla cam tiiplere 5 ml olacak sekilde dagitilmistir ve agizlart pamukla
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kapatilmigtir. Besiyerlerini iceren tiipler 121 °C' de 15 dakika otoklavla steril edilmistir.
Tiipler kullanilincaya kadar +4°C' de buzdolabinda saklanmistir.

Katyon ayarli Mueller-Hinton Besiyeri (KA-MHB) ise Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) 6nerileri dogrultusunda hazirlanmistir. Besiyeri 121 °C' de 15
dakika otoklavla steril edilip 45-50°C' ye kadar sogutulmustur. Onceden hazirlanan 10" ar
mg/ml kalsiyum ve magnezyum ¢ozeltileri aseptik sartlarda otomatik pipet kullanilarak
besiyerine ilave edilmistir. Besiyerinin kalsiyum son konsantrasyonu 22,5 mg/L ve
magnezyum son konsantrasyonu 11,25 mg/L olacak sekilde ayarlanmistir (CLSI 2006).
KA-MHB besiyeri, MIK ve MBEK belirlemek icin antimikrobiyal duyarlilik testlerinde

kullanilmistir. Besiyeri, kullanim dncesi taze olarak hazirlanmustir.

3.2.5. Triptik Soy Agar (TSA) Besiyeri

TSA (Merck, Almanya), ticari olarak satin alinmistir ve {ireticinin tavsiyeleri
dogrultusunda hazirlanmistir. Besiyeri 121°C' de 15 dakika otoklavla steril edilmistir, 45-
50°C' ye kadar sogutulmustur ve steril petri kutularina ~4mm kalinlikta olacak sekilde
aseptik sartlarda dokiilmistiir. Plaklar, oda sicakliginda diiz bir zeminde katilagmaya

birakilmig ve petriler kullanilincaya kadar +4°C' de buzdolabinda saklanmaigtir.
3.2.6. Triptik Soy Broth (TSB) Besiyeri

TSB (Merck, Almanya) ticari olarak satin alinmistir ve iireticinin tavsiyeleri
dogrultusunda hazirlanmistir. Besiyeri eritildikten sonra 121°C' de 15 dakika otoklavla
steril edilmistir. TSB besiyeri, bakteri biyofilm olusturma deneyleri ve MBEK belirleme
deneylerinde kullanilmistir. Kullanim Oncesi taze olarak hazirlanmistir.

3.2.7. Reaktif ve Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan reaktif ve tampon ¢ozeltiler, Cizelge 3. 1. de belirtildikleri

sekilde hazirlanmistir.
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Cizelge 3.1. Reaktif ve tampon ¢ozeltiler.

Reaktif veya Konsantrasyonu Hazirlamsi

Cozelti Adx ve Miktan

0,5 McFarland 100 ml 0,18 mol/L H,SO, ¢ozeltisinden 99,5 ml ve
Standardi 0,048 mol/L BaCl, ¢ozeltisinden 0,5 ml

Amoksisilin trihidrat
Ca++

Gentamisin stilfat
Mg++

Kristal Viyole
Cozeltisi

Lityum klavulonat
Nitrofurantoin

Seftriakson sodyum

Siprofloksasin

Sodyum Fosfat
Tamponu, pH 6,0

10 mg/mi

10 mg/ml

10 mg/ml

10 mg/mi

%0,1

10 mg/mi

10 mg/ml

10 mg/mi

10 mg/ml

0,1M

kanistinnlmistir.  Spektrofotometre (Shimadzu,

Japonya) ile 625 nm' de absorbansi
okunmustur.

1 ml steril DMSO igerisinde 10 mg amoksisilin
trihidrat ¢6ziilmiistiir.

3,68 g CaCl,.2 H,O 100 ml suda ¢oziilmiistiir
ve 0,2 pm' lik filtre ile steril edilmistir.

1 ml steril distile su igerisinde 10 mg
gentamisin stilfat ¢oziilmiistiir.

8,36 g MgCl,.6 H,O 100 ml suda ¢oziilmiistiir
ve 0,2 pm' lik filtre ile steril edilmistir.

0,1 g kristal viyole tartilarak, 100 ml steril
distile suda ¢oziilmiistiir.

I ml Sodyum Fosfat (pH=6,0) icerisinde 10
mg lityum klavulonat ¢oztilmustiir.

I ml steril DMSO igerisinde 10 mg
nitrofurantoin ¢oziilmiistiir.

1 ml steril distile su igerisinde 10 mg
seftriakson sodyum ¢oziilmiistiir.

900 pl distile su igerisine 10 mg siprofloksasin
eklenmistir ve 0,1 M sodyum hidroksit
¢Ozeltisi damlatilarak ¢oziilmiistiir. Eksik kalan
kisim steril distile su ile tamamlanmaistir.

367 9 NaHPO.,7H,O wve 1191 g
NaH,PO4.H,O tartilarak 800 ml distile suda
¢cozlilmiigtiir. pH ayarlanarak 1000 ml' ye
distile suyla tamamlanmistir ve 0,2 pm' lik

filtre ile steril edilmistir.
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Cizelge 3.1. Rekatif ve tampon ¢ozeltiler (devam).

Reaktif veya Konsantrasyonu Hazirlamsi
Cozelti Adx ve Miktan
Sodyum Hidroksit 0,1 M 0,2 g sodyum hidroksit tartilarak 45 ml steril

distile su icerisinde ¢Oziilmiistiir. Steril distile
su eklenerek 50 ml' ye tamamlanmustir.
Sulfametoksazol 50 mg/ml I ml sterii DMSO igerisinde 50 mg
sulfametoksazol ¢oziilmiistiir.
Trimetoprim 10 mg/mi I ml sterii DMSO igerisinde 10 mg

trimetoprim ¢ozilmiistiir.

3.3. Biyofilm Deneyleri

Calisilacak 6rnekler, -80 °C’ den ¢ikartilarak EMB agara aseptik sartlar altinda tek
koloni diisiirme yontemi ile pasajlanmislardir. 3742 °C’ de 18+2 saat aerobik ortamda
etivde (Niive, Tirkiye) inkiibe edilmistir. Secici besiyerinde gercgeklestirilen deneyler,
bakterilerin biyofilm olusturma 6zelliklerini etkileyebilmektedir (Harrison ve dig. 2010).
Bu nedenle, EMB Agar' da ireyen suslardan TSA besiyerine tek koloni diigiirme
yontemiyle ekim yapilmistir ve 3542 °C' de 18+2 saat aerobik ortamda etiivde

inkiibasyonun sonunda bu plaklardan biyofilm deneylerine gegilmistir.

3.3.1. Biyofilm Olusturma Yénteminin Denenmesi

Gergeklestirilen biyofilm olusturma ve biyofilmde antimikrobiyal duyarlilik
arastirma deneyleri, ELISA plagi temellidir. Biyofilm olusumu, 96 kuyucuklu Nunc
MicroWell hiicre kiiltiirii plaginda (Thermo Fisher Scientific, ABD) ve bu plaga uygun
pegleri (c¢ikintilar1) igeren Nunc ImmunoTSP lid (Thermo Fisher Scientific, ABD)
kapaklarla saglanmistir. (Harrison ve dig. 2010). Kuyucuklara alinan belirli
konsantrasyondaki planktonik bakterinin, plak kapagindaki peglere tutunarak biyofilm
olusturmasi beklenmektedir. Cizim 3. 1.' de pegleri igeren plak kapagi ve plagin yandan

goriiniisli gosterilmigtir.
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Cizim 3.1. Pegleri iceren plak kapagi ve plagin yandan goriiniisii.

Biyofilm olusumunun denenmesi i¢in, Oncelikle az sayida fakat biitiin gruplar
iceren Orneklerle bir deney tasarlanmistir. A grubundan 1 izolat, B1 grubundan 1 izolat, D
grubundan 1 izolat, B2-ST131 dis1 1 izolat, ST131 klonal grubundan 4 izolat, kontrol i¢in
E. coli ATCC 25922 ve ST131 pozitif kontrol susu olarak daha onceki bir ¢alismada
kullanilan MVASTO0004 susunu igeren toplam 10 izolat ilk ¢alismaya dahil edilmistir (Er
ve dig. 2015). Gergeklestirilen bu ilk g¢alismanin amaci, mevcut sistemle biyofilm
olusumunun saglanabilirligini belirlemektir.

TSA besiyerine pasajlanan 10 farkli sus, 3542 °C' de 18+2 saat aerobik ortamda
inkiibe edilmistir. Her bir sus i¢in steril tiipler igerisindeki serum fizyolojik ile 0,5
McFarland standardi hazirlanmistir. McFarland standardi, Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) onerileri dogrultusunda olusturulmustur (CLSI 2006).
Hazirlanan siispansiyonlarin her birinden 1 ml alinarak, her bir sus i¢in 29 ml TSB besiyeri
iceren tiiplere inokiile edilmistir ve boylelikle 1:30 diliisyon yapilmistir. Bu tiiplerden 150
ul ¢ekilerek 96 kuyucuklu, diiz tabanli Nunc MicroWell hiicre kiiltiirii plaginda 3 farkl
kuyucuga inokiilasyon gerceklestirilmistir. Sivi hacmi olarak 150 pl tercih edilmesinin
nedeni, sonraki basamaklarda ¢alkalama isleminin uygulanacak olmasidir (Harrison ve dig.
2010). Negatif kontrol amaciyla, bakteri inokiile edilmemis 150 pul TSB besiyeri
kullanmilmistir. Deneyde tek bir hiicre kiiltiir plagi kullanilmigtir. Bu plagin kapag:
kaldirilmis ve daha sonraki calismalar i¢in saklanmistir. Plak kapagi olarak, biyofilmin
olusturulacagi pegleri iceren Nunc ImmunoTSP kapaklar kapatilmistir ve etrafi parafilmle
sarilmistir. Plak, 3542 °C' de 18+2 saat aerobik ortamda, 100 rpm’ de orbital ¢alkalamali
etiivde (Labnet, ABD) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 plaktaki bulaniklik, Cizim 3.

2." de gosterilmistir.
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Inkiibasyon sonunda ayr1 bir plak olarak yikama plag: hazirlanmistir. Yikama plag
icin, Nunc MicroWell hiicre kiiltiirii plagi kullanilmistir. Yikama tamponu olarak 200 pl
steril serum fizyolojik kullanilmistir. Inokulumlarin denk geldigi kuyucuklara, 200 pl
yikama tamponu ilave edilmistir. Biyofilm olugsmus plak kapagi aseptik sartlarda
kaldirilarak yikama plagi iizerine kapatilmistir ve 1 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Bu basamak ile peglerdeki planktonik hiicrelerin uzaklastirilarak sadece peglere

tutunan bakterilerin kalmasi planlanmistir (Harrison ve dig. 2010).

Cizim 3.2. Inkiibasyon sonrasi plagin ve kapagin goriintiisii (goriintii plagmn altindan
alinmustir).

Ardindan, peg fizerindeki biyofilmin boyanmasi i¢in kristal viyole c¢ozeltisi
kullanilmistir ve protokolde minor modifikasyonlar gergeklestirilmistir (O'Toole 2011). Bu
islemin amaci, elde edilen biyofilmin gorsel olarak belirlenmesidir. On bes ml' lik steril bir
falkon tiipte %0,1' lik kristal viyole ¢6zeltisi hazirlanmistir. Ayr1 bir plak aseptik sartlarda
acilarak biyofilmin olusturuldugu ve negatif kontroliin bulundugu ilgili kuyucuklara %0,1'
lik kristal viyole ¢ozeltisinden 200 pl eklenmistir. Yikama plagindan aseptik sartlarda
aliman plak kapagi, boya ¢ozeltisi olan plaga kapatilmis ve oda sicakliginda 15 dakika
bekletilmistir. Bir bagka plak, ilgili kuyucuklara 200 ul steril serum fizyolojik eklenerek
boya yikama plagi olarak hazirlanmistir. Boyada bekletilen plak kapagi bu plaga
kapatilmistir. Bes dakikalik oda sicakliginda yikama isleminin ardindan, plak kapagi gorsel

olarak incelenmistir.
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3.3.2. Canl Hiicre Sayisimin Belirlenmesi

Farkli izolatlarin ayni1 oranda biyofilm olusturdugunu belirlemek igin, biyofilm
igerisindeki canli hiicre sayisinin arastirilmasi gerekmektedir (Harrison ve dig. 2010).
Ayrica optimum bir antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in, antimikrobiyal madde soliisyonu -
bakteri oranini sabit bir hale getirerek korumak gerekmektedir. Bu gibi nedenlerle, mevcut
deney ile farkli suslara ait canli hiicre sayiminin yapilmasi hedeflenmistir.

Toplam 40 izolat (39 ST131 izolat1 ve E. coli ATCC 25922 susu), mevcut deneye
dahil edilmistir. E. coli ATCC 25922 susu bastaki ve sondaki kuyucuklarda ¢alisilmistir.
Standart sus ¢ift kuyucukta ¢alisilarak, sapma hakkinda fikir elde edilmesi planlanmustir.
Negatif kontrol olarak bos TSB besiyeri kullanilmigtir. Toplamda 42 kuyucuk ilk siradan

itibaren dizilerek ¢alisilmistir. Deneye ait plak semasi, Cizelge 3. 2.' de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Canli hiicre sayist plak semasi. Her kuyucuk bir izolat numarasiyla
numaralandirilmistir.

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

ATCC | 52 | 30 | 54 5 10 | 81 | 92 | 93 | 94 | 63 | 101

120 128 | 130 | 137 141 142 | 69 | 159 | 160 | 162 | 166 | 169

177 179 | 184 | 186 200 202 | 208 | 211 | 232 | 234 | 32 | 58

249 252 | 275 | 290 | ATCC | NK

I O T m 9 O w >

ATCC, E. coli ATCC 25922; NK, negatif kontrol.

TSA besiyerine pasajlanan 40 farkli sus, 35+2 °C' de 18+2 saat aerobik ortamda
etiivde inkiibe edilmistir. Her bir sus i¢in steril tlipler icerisindeki serum fizyolojik ile 0,5
McFarland standardi hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyonlarin her birinden 0,1 ml
alarak, her bir sus icin 2,9 ml TSB besiyeri igeren tiiplere inokiile edilmistir. Bu
tiplerden 150 pl cekilerek hiicre kiiltiir plagina ilgili kuyucuklara inokiilasyon
gerceklestirilmistir. Negatif kontrol amaciyla, bakteri inokiile edilmemis 150 ul TSB
besiyeri inokiile edilmistir. Bu plagin kapagi kaldirilmis ve daha sonraki ¢alismalar i¢in

saklanmistir. Plaga, pegleri iceren kapaklar kapatilmistir ve etrafi parafilmle sarilmistir.
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Plak, 3542 °C' de 18+2 saat aerobik ortamda ve 100 rpm' de orbital galkalamali etiivde
inkiibe edilmistir. Deneyin gerceklestirilen ikinci tekrarinda, calkalama hizi 115 rpm' e
cikarilmistir. Diger tekrarlarda da 115 rpm kullaniimistir.

Inkiibasyon sonunda farkli bir plagin ilgili kuyucuklarma 200 pl steril serum
fizyolojik  eklenerek bir yikama plagi olusturulmustur. Yikama plaginin kapagi
kaldirilarak, sonraki kisimlar i¢in saklanmistir. Biyofilm olusturulmus pegleri iceren plak
kapagi, yikama plagina alinarak 1 dakika siireyle oda sicakliginda yikamaya alinmistir. Es
zamanli olarak, baska bir plakta ilgili kuyucuklara 200 ul TSB besiyeri ilave edilmistir.
Yikama igleminin sonunda plak kapagi kaldirilarak TSB igeren plaga kapatilmistir. Etrafi
parafilmle ¢evrilmis ve 10 dakika ultrasonik banyoda (Branson, ABD) oda sicakliginda
sonikasyon islemine alinmigtir (Ceri ve dig. 1999, Harrison ve dig. 2010). Sonikasyon
isleminde, icerisine su girmeyen bir ¢elik tepsi (Branson, ABD) kullanilmigtir. Ultrasonik
banyo, Ureticinin Onerileri dogrultusunda musluk suyu ile doldurulmus ve c¢elik tepsi
daldirlmistir. Celik tepsi igerisindeki plak, su seviyenin altinda kalacak sekilde su
yiiksekligi ayarlanmistir. Ultrasonik banyoda gegen 10 dakikalik siire, daha oOnceki
caligmalarda belirlenmistir. Siireyi uzatmanin ozellikle antimikrobiyal duyarlilik testi
gerceklestirildigi donemde hiicre hasarina sebep olabilecegi diistiniilmiistiir (Ali ve dig.
2006, Harrison ve dig. 2010). Boylelikle, peglere tutunmus biyofilmin, hiicre yikimi en aza
indirilerek siv1 besiyerine aktarilmasi planlanmistir (Ceri ve dig. 1999, Harrison ve dig.

2010). Cizim 3. 3." de ultrasonik banyo islemi gosterilmistir.
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Cizim 3.3. Ultrasonik banyo ve plagin yerlesimi.

Plak ultrasonik banyoda islem goriirken, steril plaklarda besiyeri diliisyonlari
hazirlanmistir. Her sus icin bir siituna, 180 ul steril TSB besiyeri ilave edilmistir.
Boylelikle, 107 ile 10® arasinda diliisyonlar olusturulacaktir. Ornek diliisyon semast,
Cizim 3. 4." de gosterilmistir.

Sonikasyon isleminin ardindan, biyofilmin dokildiigii plak aseptik sartlarda
acilmistir. Her izolat igin ilgili kuyucuktan 20 ul bakteri siispansiyonu alinarak diliisyon
plagmin ilgili ilk kuyucuguna eklenmistir. Cok kanalli otomatik pipet kullanilarak
dilisyonlar gerceklestirilmistir. Her diliisyonun sonunda, pipet ucu tibbi atik kutusuna
atilmig ve steril yeni ug¢ takilmigtir. Buradaki amag, diliisyon hatasini en aza indirmektir.
Son kuyucuklardan yani 10® lik diliisyondan cekilen siispansiyon tibbi atik kutusuna

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

ATCO) | 52) | G0) | G4 | ® | @0) | 81 | 92) | ©3) | ®4) | (63) | (10D

A 180 180 | 180pd | 180pul | 180pd | 180pul | 180l | 180ul | 180ud | 180ul | 180ul | 180pul

0ul 10! 10! 10t 101 10! 101 10t 101 10! 101 10! 101
L

l B 180 180 | 180pd | 180pul | 180pd | 180pul | 180l | 180ul | 180ud | 180ul | 180ul | 180pul

20ul 102 102 102 102 102 102 102 102 102 102 102 102
L

l C 180ul 180pl | 180ul | 180pl | 180ud | 180pul | 180ud | 180ul | 180ud | 180ul | 180ul | 180ul

20ul ’ 103 103 103 103 102 103 103 103 102 103 103 103
L

; D 180 180wl | 180pl | 180pul | 180pd | 180pul | 180pl | 180ul | 180ud | 180pul | 180ul | 180pul

10 10 104 104 104 10+ 104 104 104 10+ 104 10+

20“1 E 180 180wl | 180pl | 180pul | 180pd | 180pul | 180pl | 180ul | 180ud | 180pul | 180ul | 180pul

Houl 105 105 103 105 105 10 103 105 105 10 105 10
L

; ¥ 180 180ud | 180pl | 180pul | 180pd | 180pul | 180pl | 180ul | 180ud | 180pul | 180ul | 180pul

20ul 1076 1076 106 106 10-6 106 106 106 10-6 106 1076 106
L

H G 180 180w | 180pl | 180pul | 180pd | 180pul | 180pl | 180pl | 180ud | 180pul | 180wl | 180pul

20ul 107 107 107 107 107 107 107 107 107 107 107 10”7
L

: H 180 180w | 180pl | 180pul | 180pd | 180pul | 180pl | 180pl | 180ud | 180pul | 180wl | 180pul

10-8 108 108 108 10-8 108 108 108 10-8 108 108 108
20ul

Cizim 3.4. Diliisyon plagi semasi. Parantez i¢i numaralar, 6rnek izolat numaralarin
gostermektedir.

Diliisyon isleminin gerceklestirilmesinin ardindan, sekize boliinerek 10" den 10®% e
kadar numaralandirilmig TSA plaklarma ilgili dilisyon kuyucuklarindan 10' ar pl
sispansiyon inokiile edilmistir. Yapilan islemin semasi, Cizim 3. 5." de gosterilmistir.
Islem, her sus icin 1 TSA petri kutusu olacak sekilde gerceklestirilmistir. Spot ekim
yapilmis TSA plaklari, 35+2 °C' de 18+2 saat aerobik ortamda etiivde inkiibe edilmistir ve
olusan koloniler sayilmistir. Koloni sayiminda, sayilabilecek en diisiik diliisyondaki koloni
sayist degerlendirilmistir. Yapilan deney sonucunda, standart hesaplamalar ile peg basina
diisen canli hiicre sayis1 (viable cell count - VCC) hesaplanmistir (Ceri ve dig. 1999,
Harrison ve dig. 2010).

3.3.3. Plagin Tamaminda Esit Biyofilm Olusumunun Arastirilmasi

Plagin tamaminda esit biyofilm olusumunun arastirilmasi, MBEK degerlerinin
standardizasyonu i¢in gerekmektedir. Bu durumun arastirilmasi amaciyla, steril bir plagin
ilk iki kuyucugu haricinde tamamina E. coli ATCC 25922 susu inokiile edilmistir. TSA
besiyerine pasajlanan E. coli ATCC 25922 susu, 35+2 °C' de 1842 saat aerobik ortamda
etlivde inkiibe edilmistir. Serum fizyolojik ile 0,5 McFarland standardi hazirlanmigtir.
Hazirlanan siispansiyondan 0,5 ml alinarak, 14,5 ml TSB besiyeri iceren tiipe inokiile

edilmistir. Bu tiipten 150 ul ¢ekilerek hiicre kiiltiir plagina ilgili kuyucuklara
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Cizim 3.5. TSA spot ekim plak semasi.

inokiilasyon gergeklestirilmistir. Negatif kontrol amaciyla, son iki kuyucuga bakteri
inokiile edilmemis, 150 pl TSB besiyeri eklenmistir. Bu plagin kapag: kaldirilmis ve daha
sonraki ¢alismalar i¢in saklanmistir. Plaga, pegleri iceren kapaklar kapatilmistir ve etrafi
parafilmle sarilmistir. Plak, 35+2 °C' de 1842 saat aerobik ortamda ve 115 rpm' de orbital
calkalamal1 etiivde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda farkli bir plagm ilgili kuyucuklarina 200 ul steril serum
fizyolojik  eklenerek bir yikama plagi olusturulmustur. Yikama plaginin kapagi
kaldirilarak, sonraki kisimlar i¢in saklanmistir. Biyofilm olusturulmus pegleri iceren plak
kapag1, yikama plagina alinarak 1 dakika siireyle oda sicakliginda yikamaya alinmistir. Eg
zamanl olarak, baska bir plakta ilgili kuyucuklara 200 pl TSB besiyeri ilave edilmistir.
Yikama isleminin sonunda plak kapagi kaldirilarak TSB igeren plaga kapatilmistir. Etrafi
parafilmle c¢evrilmis ve 10 dakika ultrasonik banyoda oda sicakliginda daha Once
anlatildig1 bigimde sonikasyona alinmstir.

Plak ultrasonik banyoda islem goriirken, steril plaklarda besiyeri dillisyonlari
hazirlanmistir. Her kuyucuk ig¢in ilgili bir siituna, daha once anlatildigi bigimde 180 pl

steril TSB besiyeri ilave edilerek 107 ile 10® arasinda diliisyonlar olusturulmustur.
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Sonikasyon islemi tamamlandiginda, biyofilmin dokiildiigli plak aseptik sartlarda
acilmustir. Tlgili kuyucuklardan 20 ul bakteri siispansiyonu almarak diliisyon plaginm ilgili
ilk Kkuyucuga eklenmistir. Cok kanalli otomatik pipet kullanilarak diliisyonlar
gergeklestirilmistir. Her diliisyonun sonunda, pipet ucu tibbi atik kutusuna atilmis ve steril
yeni ug takilmistir. Son kuyucuklardan yani 10°® lik diliisyondan cekilen siispansiyon tibbi
atik kutusuna atilmisgtir.

Diliisyon isleminin gerceklestirilmesinin ardindan, sekize bdliinerek 10" den 10% e
kadar numaralandirilmis TSA plaklarina, ilgili diliisyon kuyucuklarindan 10' ar pl
stispansiyon inokiile edilmistir. Spot ekim yapilmis TSA plaklari, 35+2 °C' de 1842 saat
aerobik ortamda etiivde inkiibe edilmistir ve olusan koloniler sayilmistir. Koloni
sayiminda, sayilabilecek en diisiik diliisyondaki koloni sayis1 degerlendirilmistir.

Satirlar arasinda farklilik olup olmadigmin arastirilmasi amaciyla E. coli ATCC
25922' nin VCC degerleri ve satirlardaki ortalama VCC (MVCC) degerleri hesaplanmistir
ve elde edilen degerler SPSS 21 (IBM, ABD) programi ile tek yonlii varyans analizi (tek
yonlii-ANOVA) testiyle istatistiksel olarak analiz edilmistir (Harrison ve dig. 2010).

3.3.4. izolatlarin Biyofilm Olusturma Yeteneginin Belirlenmesi

Yontemin optimize edilmesiyle birlikte, secilen izolatlarin biyofilm olusturma
yetenekleri arastirilmaya baglanmistir. Her izolat, yan yana iki kuyucukta ¢alisilmistir ve
bu kuyucuklar "izolat numarasi-1" ve "izolat numarasi-2" olarak isaretlenmistir. Farkli
tarihlerde gergeklestirilen deneylerin her birinde, kontrol olarak E. coli ATCC 25922
kullanilmistir. TSA besiyeri {ige boliinerek tek diisiirme ekim yontemiyle pasajlanan her bir
izolat, 35+2 °C' de 1842 saat aerobik ortamda etiivde inkiibe edilmistir. Her izolat igin
serum fizyolojik ile 0,5 McFarland standardi hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyondan
0,1 ml alinarak, 2,9 ml TSB besiyeri igeren tiipe inokiile edilmistir. Her izolat icin ilgili
tipten 150 ul cekilerek hiicre kiiltir plagina ilgili kuyucuklara inokiilasyon
gerceklestirilmistir. Negatif kontrol amaciyla, son iki kuyucuga bakteri inokiile edilmemis
150 pl TSB besiyeri eklenmistir. Bu plagin kapag: kaldirilmis ve daha sonraki ¢aligmalar
icin saklanmistir. Plaga, pegleri iceren kapaklar kapatilmistir ve etrafi parafilmle
sartlmigtir. Plak, 3542 °C' de 18+2 saat aerobik ortamda ve 115 rpm' de orbital ¢alkalamali
etlivde inkiibe edilmistir. Calkalamali etiivdeki inkiibasyon basamagi, Cizim 3. 6.' da

gosterilmistir.
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Cizim 3.6. Calkalamal: etiivdeki inkiibasyon basamagi.

Inkiibasyon sonunda farkli bir plagin ilgili kuyucuklarina 200 ul steril serum
fizyolojik  eklenerek bir yikama plagi olusturulmustur. Yikama plaginin kapagi
kaldirilarak, sonraki kisimlar i¢in saklanmistir. Biyofilm olusturulmus pegleri i¢eren plak
kapagi, yikama plagina alinarak 1 dakika siireyle oda sicakliginda yikamaya alinmistir. Es
zamanli olarak, bagka bir plakta ilgili kuyucuklara 200 pl TSB besiyeri ilave edilmistir.
Yikama isleminin sonunda plak kapagi kaldirilarak TSB igeren plaga kapatilmigtir. Etrafi
parafilmle ¢evrilmis ve 10 dakika ultrasonik banyoda oda sicakliginda daha once
anlatildig1 bigimde sonikasyona alinmustir.

Plak ultrasonik banyoda islem goriirken, steril plaklarda besiyeri dillisyonlar
hazirlanmistir. Her kuyucuk i¢in ilgili bir siituna, daha 6nce anlatildigi bigimde 180 ul
steril TSB besiyeri ilave edilerek 10" ile 10® arasinda diliisyonlar olusturulmustur.
Sonikasyon islemi tamamlandiginda, biyofilmin dokildiigii plak aseptik sartlarda
acilmustir. Tlgili kuyucuklardan 20 pl bakteri siispansiyonu alinarak diliisyon plaginin ilgili
ilk kuyucuguna eklenmistir. Cok kanalli otomatik pipet kullanilarak diliisyonlar
gergeklestirilmistir. Her diliisyonun sonunda, pipet ucu tibbi atik kutusuna atilmis ve steril
yeni uglar takilmistir. Son kuyucuklardan yani 10® lik diliisyonlardan ¢ekilen siispansiyon

tibbi atik kutusuna atilmistir.
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Diliisyon isleminin gerceklestirilmesinin ardindan, sekize béliinerek 10™ den 10 e kadar
numaralandirilmis TSA plaklarina, ilgili diliisyon kuyucuklarindan 10' ar pl siispansiyon
inokiile edilmistir. Her izolat i¢in bir TSA petri kutusu kullanilmistir ve bu iki farkli
kuyucugun diliisyonlar1, susa ait ilk kuyucuk iiste, ikinci kuyucuk alta gelecek sekilde ayni
plaga ekilmistir. Spot ekim yapilmig TSA plaklari, 35+2 °C' de 18+2 saat aerobik ortamda
etiivde inkiibe edilmistir ve olusan koloniler sayilmistir. Koloni sayiminda, sayilabilecek
en diisiik diliisyondaki koloni sayis1 degerlendirilmistir.

Bakterilerin biyofilm olusturma yetenekleri arasinda farklilik olup olmadiginin
arastirilmast amaciyla suslara ait MVCC degerleri belirlenmis ve elde edilen degerler
SPSS 21 programi ile veri setinin homojenitesini test etmek amaciyla one-sample

Kolmogorov-Smirnov testiyle istatistiksel olarak analiz edilmistir.

3.4. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

3.4.1. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu Belirlenmesi

Toplam 6 antibiyotigin (amoksisilin/klavulonik asit, gentamisin, seftriakson,
siprofloksasin, trimetoprim/sulfametoksazol ve nitrofurantoin), minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) degerleri belirlenmistir. Antibiyotikler, Infectious Disease Society
of America (IDSA) ve European Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(ESCMID) o6nerileri gbz oniine alinarak, kullanim sikliklarina gore secilmistir (Gupta ve
dig. 2011). Antibiyotik se¢iminde ayrica, ¢oklu ila¢ direnci 6zelliginin belirlenebilmesi
icin, farkli gruplardaki antibiyotiklere yer verilmistir. Yukaridaki 6 farkli antibiyotik
grubundan ii¢ ve iizeri antibiyotige direngli olan bir bakteri, ¢oklu ila¢ direncine sahip
olarak kabul edilmistir (Johnson ve dig. 2010, Er ve dig. 2015).

Bakterilere ait MK degerleri, sivi mikrodiliisyon yontemiyle European Committee
on Antimicriobial Susceptibility Testing (EUCAST) Onerileri dahilinde steril U tabanl
ELISA plaklar1 kullanilarak belirlenmistir ve izolatlarin duyarliliklar, EUCAST duyarlilik
tablolarina gore degerlendirilmistir (EUCAST 2019a).

Besiyeri olarak katyon ayarli Mueller Hinton Broth (KA-MHB) kullanilmistir.
Besiyeri hazirligr ve katyon ayari, EUCAST onerileri dogrultusunda gergeklestirilmistir
(EUCAST 2019c). Her satir i¢in susa ait bir tireme kontrol ve her satir igin bir sterilite

kontrol ¢alisilmistir.
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Amoksisilin trihidrat (Sigma-Aldrich, Almanya), trimetoprim (Sigma-Aldrich,
Almanya) ve nitrofurantoin (Sigma-Aldrich, Almanya), ayr1 ayr1 10 mg/ml olacak sekilde
dimetil siilfoksit (DMSO) (Fluka, Isvicre) igerisinde c¢oziilmiistir (Andrews 2001,
Macingwana ve dig. 2012, CLSI 2018). Sulfametoksazol (Sigma-Aldrich, Almanya) ise 50
mg/ml olacak sekilde DMSO igerisinde ¢oziilmiistir (Macingwana ve dig. 2012).
Gentamisin siilfat (Sigma-Aldrich, Almanya) ve seftriakson sodyum (Sigma-Aldrich,
Almanya), 10 mg/ml olarak steril distile suda ¢6ziilmiistiir. Siprofloksasin (Sigma-Aldrich,
Almanya), steril distile su igerisinde 0,1 molar sodyum hidroksit ¢6zeltisinin
damlatilmasiyla 10mg/ml olacak sekilde ¢oziilmiistiir (Olofsson ve dig. 2006). Lityum
klavulonat (Sigma-Aldrich, Almanya) ise 10 mg/ml olacak sekilde sodyum fosfat tamponu
(pH=6,0) icerisinde ¢ozilmistir (EUCAST 2003). Antibiyotiklerin hepsi ¢alisma
yapilacagi giin igerisinde hazirlanmistir. Amoksisilin/klavulonik asit dillisyonlarinda,
klavulonik asit konsantrasyonu, denenen her bir kuyucukta 2 mg/L olacak sekilde
ayarlanmistir. Siir deger, amoksisilin kosantrasyonuna gore verilmistir (EUCAST 2019a).
Trimetoprim/sulfametoksazol diliiyonlarinda ise, trimetoprim:sulfametoksazol orani, 1:19
olacak sekilde diliie edilmistir. Sinir deger, trimetoprim konsantrasyonuna gore verilmistir
(EUCAST 2019a).

E. coli ATCC 25922 ve 4 farkli izolatin MIK araliklar1 belirlenerek deney optimize
edildikten sonra tiim suslar ¢alismaya alinmistir. Her deneyde, E. coli ATCC 25922 susu
calismaya dahil edilmistir. Suslar icin calisilan MIK araliklari, Cizelge 3. 3.' de
gosterilmistir.

TSA besiyeri lice boliinerek tek diistirme ekim yontemiyle pasajlanan her bir izolat,
3542 °C' de 18+2 saat aerobik ortamda etiivde (Niive, Tiirkiye) inkiibe edilmistir. Her
izolat i¢in MHB ile 0,5 McFarland standardi hazirlanmustir.

llgili plaklardaki her bir susa ait satirlarin ilk kuyucuklar1 iireme kontrol, ikinci
kuyucuklar ise sterilite kontrol olarak kullanilmigtir. Kuyucuklardaki son hacim 100 pl
olacak sekilde ayarlanmistir. Besiyeri-antibiyotik konsantrasyonu, %25' 1 ge¢meyecek
sekilde diizenlenmistir (Harrison ve dig. 2010). Amoksisilin/klavulonik asit antibiyogrami
haricinde, en yiiksek konsantrasyonlu antibiyotik kuyucugu digindaki kuyucuklara, 100 pl
KA-MHB besiyeri ilave edilmistir. Amoksisilin/klavulonik asit haricindeki antibiyotikler
igin ¢alisilacak en yiiksek konsantrasyonlu kuyucuklara, ilgili antibiyotik konsantrasyonu
ayarlanarak 200 pl antibiyotikli KA-MHB besiyeri dagitilmistir. Ardindan, ¢ok kanalli
otomatik pipet yardimiyla, en yiiksek antibiyotik diliisyonu olan kuyucuklardan baslanarak
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100 pl ile aritmetik diliisyon yapilmistir. En diisiik antibiyotik konsantrasyonlu
kuyucuklarda da diliisyon yapildiktan sonra artan sivi tibbi atiga atilmistir.

Amoksisilin/klavulonik asit i¢in ise Oncelikle sterilite ve {ireme Kkontrol
kuyucuklarina 100 ul KA-MHB besiyeri dagitilmistir. En yiiksek konsantrasyonlu
antibiyotik kuyucugu disindaki kuyucuklara ise 50 ul KA-MHB besiyeri ilave edilmistir.
En yiiksek konsantrasyonlu kuyucuklara, amoksisilin konsantrasyonu ayarlanarak 100 pl
antibiyotikli KA-MHB besiyeri dagitilmistir. Ardindan, ¢ok kanalli otomatik pipet
yardimiyla, en yiiksek antibiyotik diliisyonu olan kuyucuklardan baslanarak 50 pl ile
aritmetik diliisyon yapilmistir. En diisiik antibiyotik konsantrasyonlu kuyucuklarda da
dilisyon yapildiktan sonra artan sivi tibbi atiga atilmistir. Sonrasinda, 4 mg/L olarak
ayarlanan klavulonik asit-KA-MHB ¢6zeltisinden amoksisilin bulunan her kuyucuga 50 ul
eklenmistir. Boylelikle "MIK antibiyogram plaklar1" olusturulmustur.

Plak hazirliginin ardindan, her bir izolat icin MHB ile 0,5 McFarland standardi
hazirlanmistir.  Kuyucuklara inokiile edilecek bakteri miktari, 0,5 McFarland
stispansiyonunun 1:10 diliisyonu ile ayarlanmigtir. Cok kanalli otomatik pipet kullanilarak
bu bakteri diliisyonlarindan, ilgili kuyucuklara 5 pl bakteri siispansiyonu inokiile
edilmistir. Boylelikle her bir kuyucuga, ~5X10° KOB/ml bakteri inokiilasyonu
gergeklestirilmistir. Inokiilasyon islemi, 0,5 McFarland hazirligmm ardindan 15 dakika
icerisinde gergeklestirilmistir (CLSI 2006). Plak kapaklar1 kapatilarak etraflar1 parafilmle
cevrilmis ve 35+2 °C' de 22+2 saat aerobik ortamda etiivde (Niive, Tiirkiye) inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda plaklar gorsel olarak degerlendirilmis ve iiremenin

olmadig1 en diisiik antibiyotik konsantrasyonu, "MIK degeri" olarak kaydedilmistir.

Cizelge 3.3. Calisilan MIK araliklar.

Antibiyotik Ad: Cahsilan MIK Arahgi Sus Basina Calisilan
(mg/L) Toplam Kuyucuk Sayisi
Amoksisilin/klavulonik asit ~ 0,25/2 - 128/2 10
Gentamisin 0,25-128 10
Seftriakson 0,001 - 128 18
Siprofloksasin 0,001 - 128 18
Nitrofurantoin 1-512 10
Trimetoprim/sulfametoksazol 0,001/0,019 - 128/2432 18
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Gergeklestirilen sivi mikrodiliisyon testi sonucunda, E. coli ATCC 25922 susunun
MIK araliklarinmn uygunlugu, EUCAST 6nerileri dogrultusunda degerlendirilmistir
(EUCAST 2019b). Deneyler, iki kez tekrar edilmistir. Tiim suslara ait MiKsp ve MiKgg
degerleri, izolatlarn MIK degerlerinin siralanarak, %50 ve %90 izolat1 inhibe eden en

diisiik konsantrasyon olarak belirlenmistir (Moskowitz ve dig. 2004).

3.4.2. Minimum Biyofilm Eradikasyon Konsantrasyonu Belirlenmesi

Oncelikle, MIK testinin optimizasyonunda kullanilan ve E. coli ATCC 25922' yi
iceren 5 farkli sug, minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyonu (MBEK) araliklarinin
belirlenebilmesi i¢in asagidaki protokolle ¢alisilmistir. Deney optimize edildikten sonra
tim suslar ayni protokolle caligmaya alinmistir. Farkli giinlerde gerceklestirilen her
deneyde, E. coli ATCC 25922 susu ¢alismaya dahil edilmistir. Her satirdaki sus igin bir
tireme kontrol ve her satir i¢in bir sterilite kontrol ¢alisilmistir. Suslar i¢in ¢alisitlan MBEK

araliklar, Cizelge 3. 4." de gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Calisilan MBEK araliklari.

Cahisilan MBEK Arahg: Sus Basina Calhisilan
Antibiyotik Ad1

(mg/L) Toplam Kuyucuk Sayisi
Amoksisilin/klavulonik asit ~ 2/2 - 1024/2 10
Gentamisin 2-1024 10
Seftriakson 2-1024 10
Siprofloksasin 2-1024 10
Nitrofurantoin 2-1024 10
Trimetoprim/sulfametoksazol 2/38 - 512/9728 10

Antibiyotik stok soliisyonlar;, MIK belirleme deneyiyle aym yontemle ve hepsi
calisma yapilacagr giin icerisinde hazirlanmistir. Kuyucuktaki son hacim, MiK belirleme
icin gergeklestirilen sivi mikrodiliisyondan farkli olarak 200 pl olacak sekilde
ayarlanmistir.  Besiyeri-antibiyotik konsantrasyonu, %25' 1 geg¢meyecek sekilde
diizenlenmistir (Harrison ve dig. 2010). Amoksisilin/klavulonik asit diliisyonlarinda
klavulonik asit konsantrasyonu, denenen her bir kuyucukta 2 mg/L olacak sekilde
ayarlanmustir. Siir deger, amoksisilin kosantrasyonuna gore verilmistir (EUCAST 2019a).

Trimetoprim/sulfametoksazol diliiyonlarinda ise, trimetoprim:sulfametoksazol orani, 1:19
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olacak sekilde diliie edilmistir. Sinir deger, trimetoprim konsantrasyonuna gore verilmistir
(EUCAST 2019a).

TSA besiyeri lice boliinerek tek diisiirme ekim yontemiyle pasajlanan her bir izolat,
35+2 °C' de 18+2 saat aerobik ortamda etiivde inkiibe edilmistir. Her izolat i¢in MHB ile
0,5 McFarland standardi hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyondan 0,3 ml alinarak, 8,7 ml
TSB besiyeri igeren tiipe inokiile edilmistir. Boylelikle, 1:30 diliisyon olusturulmustur. Her
izolat igin ilgili tipten 150 pl gekilerek hiicre kiiltiir plaklarinda ilgili kuyucuklara
inokiilasyon gergeklestirilmistir. Besiyeri kontrol amaciyla, her satirin ikinci kuyucuguna
bakteri inokiile edilmemis 150 pl TSB besiyeri eklenmistir. Bu plaklarin kapaklar
kaldirilmis ve daha sonraki ¢alismalar i¢in saklanmistir. Plaklara, pegleri iceren kapaklar
kapatilmistir ve etraflar1 parafilmle sarilmistir. Plaklar, 35+2 °C' de 18+2 saat aerobik
ortamda ve 115 rpm' de orbital ¢alkalamali etiivde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda farkli bir plak serisinin ilgili tiim kuyucuklarina 200 ul steril
serum fizyolojik eklenerek bir yikama plagi serisi olusturulmustur. Yikama plaklarinin
kapaklar1 kaldirilarak, sonraki kisimlar i¢in saklanmistir. Biyofilm olusturulmus pegleri
iceren plak kapaklari, yitkama plaklarina alinarak 1 dakika siireyle oda sicakliginda yikama
gerceklestirilmistir.

Es zamanli olarak, baska bir plak serisinde amoksisilin/klavulonik asit
antibiyogrami haricinde, en yiiksek konsantrasyonlu antibiyotik kuyucugu disindaki
kuyucuklara 200 pl KA-MHB besiyeri ilave edilmistir. Amoksisilin/klavulonik asit
haricindeki antibiyotikler i¢in ¢alisilacak en yiiksek konsantrasyonlu kuyucuklara ise
antibiyotik konsantrasyonu ayarlanarak 400 pl antibiyotikli KA-MHB besiyeri
dagitilmistir. Ardindan, ¢ok kanalli otomatik pipet yardimiyla, en yiiksek antibiyotik
diliisyonu olan kuyucuklardan baslanarak 200 pl ile aritmetik dilisyon yapilmistir. En
diisiik antibiyotik konsantrasyonlu kuyucuklarda da diliisyon yapildiktan sonra artan sivi
tibbi atiga atilmistir.

Amoksisilin/klavulonik asit i¢in ise Oncelikle sterilite ve {ireme kontrol
kuyucuklarma 200 pl KA-MHB besiyeri dagitilmistir. En yiiksek konsantrasyonlu
antibiyotik kuyucugu disindaki kuyucuklara ise 100 pul KA-MHB besiyeri ilave edilmistir.
En yiiksek konsantrasyonlu kuyucuklara, amoksisilin konsantrasyonu ayarlanarak 200 pl
antibiyotikli KA-MHB besiyeri dagitilmistir. Ardindan, ¢ok kanalli otomatik pipet
yardimiyla, en yiiksek antibiyotik diliisyonu olan kuyucuklardan baglanarak 100 pl ile
aritmetik dilisyon yapilmistir. En diisiik antibiyotik konsantrasyonlu kuyucuklarda da

diliisyon yapildiktan sonra artan sivi tibbi atifa atilmistir. Sonrasinda, 4 mg/L olarak
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ayarlanan klavulonik asit-KA-MHB ¢o6zeltisinden amoksisilin bulunan her kuyucuga 100
ul eklenmistir. Boylelikle "MBEK antibiyogram plaklar1" olugturulmustur.

Yikama isleminin sonunda, biyofilmin olusturuldugu plak kapaklari kaldirilarak
MBEK antibiyogram plaklarina kapatilmistir. Etraflar1 parafilmle ¢evrilmis ve 35+£2 °C' de
2242 saat aerobik ortamda etiivde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda, farkli bir plak serisinin ilgili tiim kuyucuklarina 200 pl steril
serum fizyolojik eklenerek yeni bir yikama plagl serisi olusturulmustur. Yikama
plaklarinin kapaklar1 kaldirilarak, sonraki kisimlar i¢in saklanmistir. KA-MHB igeren
MBEK antibiyogram plagindan alinan ve antibiyotik ile inkiibe edilmis biyofilme sahip
plak kapaklari, yikama plaklarina daldirilarak 10 dakika boyunca oda sicakliginda
yikanmustir. KA-MHB iceren MBEK plaklarina ise steril diiz plak kapag1 kapatilarak, MIK
degerlererinin kiyaslanmasi i¢in saklanmistir. Bulaniklik olmayan en diisiik diliisyonlu ilk
kuyucuk, "KA-MHB MBEK plagindan elde edilen MIK degeri" olarak kaydedilmistir.

Yikama isleminin sonunda, Steril TSB igceren yeni bir plak serisi olusturulmustur.
Pegleri igeren plak kapaklar1 kaldirilarak, steril TSB iceren plaklara alinmistir ve plaklarin
etrafi parafilmle kapatilmistir. Iki plak iist iiste gelecek sekilde daha &nce anlatildig
bicimde 10 dakika ultrasonik banyoda oda sicakliginda sonikasyon islemine alinmistir.
Sonikasyonun sonunda, pegleri igeren plak kapaklari tibbi atik kutusuna atilmistir ve
yerine steril diiz plak kapaklar1 kapatilmistir. Plaklarin etrafi parafilmle kapatilmistir ve
35+2 °C' de 2242 saat aerobik ortamda etiivde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki bulamklik, ilk 5 sus icin hem gdrsel olarak
hem de 650 nm dalga boyunda optik dansitenin mikroplak okuyucu ile belirlenmesiyle
degerlendirilmistir. Arada fark olmamas1 ve daha onceki ¢alismalarda da MBEK degerinin
gorsel olarak belirlenebileceginin belirtilmesi tizerine, sonraki c¢aligmalarda bulaniklik
gorsel olarak degerlendirilmistir (Harrison ve dig. 2018). Uremenin olmadig1 en diisiik
antibiyotik konsantrasyonu, "MBEK" degeri olarak belirlenmistir. Standardize hale
getirilen ve bakterinin plakta {iremesi sonrasi MBEK deney protokoliine ait akis semasi,
Cizim 3. 7." de gosterilmistir. Deneyler, 2 kez tekrar edilmistir. Tiim suslara ait MBEKSs, ve
MBEKg degerleri, izolatlarin MBEK degerlerinin siralanarak, %50 ve %90 izolata ait
biyofilmi inhibe eden en diisiik deger olarak belirlenmistir (Moskowitz ve dig. 2004).

Glintimiizde, MBEK verilerini duyarli veya direngli olarak siniflayabilmek i¢in
kullanilan bir duyarlilik tablosu bulunmamaktadir. Daha 6nceki ¢alismalarda MBEK ve
MIK degerlerinin kiyaslanabilmesi i¢in, CLSI gibi duyarlilik 6neri tablolarinin duyarl (S)
ve direngli (R) smnir degerleri kullanilmistir (Sepandj ve dig. 2004). MBEK degeri, MIK
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siir degerine gdére degerlendirilerek, bakteri duyarli veya direngli olarak
smiflandirilmistir.  Ulkemizin  kullandigi  standardin  EUCAST olmasi  nedeniyle,
calismamizda EUCAST smur deger onerileri kullanilmistir (EUCAST 2019a).

0,5 McFarland Standart

¥
TSB'’ de 1:30 dilusyon
1. GUn

: v
llgili kuyulara 150 pl inokulasyon

v

~24 saat, ~37 °C’ de, 115 rpm’ de inkibasyon
v

Kapagdin 200 pl Serum Fizyolojik ile yikanmasi 2 Giin

\
Kapagin 200 pl antibiyotik + MHB bfsiyeri iceren yeni bir plaga alinmasi

~24 saat, ~37 °C’ de inkUbasyon
v
Kapagdin 200 pl Serum Fizyolojik ile yikanmasi
V 3. Gun
Kapagin 200 pl TSB besiyeri iceren yeni bir plaga alinmasi

Ultrasonik banyoda sonikasyon ile bakterilerin TSB' ye aktariimasi

~24 saat, ~37 °C’ de inkUbasyon
= . 4. Gun

Plaklarin degerlendiriimesi

Cizim 3.7. Plakta iireme sonrast MBEK deney protokoliine ait akis semasi.

3.5. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz igin, IBM SPSS Statistics 21.0 (IBM Corporation, ABD)
programi kullanilmistir. p<0,05 olan analizler, istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Siiflanmis ve bagimsiz veriler i¢in ki-kare bagimsizlik testi kullanilmistir.
Beklenen deger besin altinda ise Fisher' in kesin olasilik testi (¢ift-kuyruk) uygulanmstir.

Elde edilen veriler parametrik olmadiginda ortalamalarini karsilagtirmak igin one-
sample Kolmogorov-Smirnov testi; iki bagimsiz grubun, belirli bir degiskene ait
ortalamalarin1 karsilagtirmak i¢cin, Mann — Whitney U testi; grup sayist ikiden fazla ise,

Kruskal — Wallis H testi kullanilmustir.

35



Kruskal — Wallis H testi yapildiginda, istatistiksel olarak anlamli fark Bonferroni
diizeltmesi ile belirlenmistir. Istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunmasi halinde, farkin
hangi gruptan kaynaklandiginin arastirmasi, Mann - Whitney U testi ile
gergeklestirilmistir.

Bagimsiz degiskenlerin ortalamasinin karsilastirilmasinda ise tek yonlii varyans

analizi (One — way ANOVA) kullanilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyofilm Olusturma Yoéntemi Deneme Sonucu

Kristal viyole ile gerceklestirilen boyama sonucu, peg tizerinde olusmus biyofilm
gozle goriiniir hale gelmistir; negatif kontrol pegleri ise boya tutmamistir. Cizim 4. 1.' de
boyanmis pegleri igeren plak kapagmin goriintiisii verilmistir. Yapilan deney, mevcut
sistem ile biyofilm olusumunun saglanabildigini gostermistir. Daha sonraki deneylerde
koloni sayim yontemiyle sanli hiicre sayis1 hesabi yapilacag: icin, kristal viyolenin peg
tizerinden ¢oziilerek spektrofotometrik olarak okunmasiyla yapilan optik okuma islemi

gerceklestirilmemistir (Harrison ve dig. 2010, O'Toole 2011).

Cizim 4.1. Boyanmis peglerin iistten (A) ve yandan (B) goriintiisii.
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4.2. Canh Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

Yapilan deney sonucunda, standart hesaplamalar ile peg basina diisen canli hiicre
sayist (viable cell count - VCC) hesaplanmistir. VCC hesaplamasinda, VCC=log (hiicre
sayist X diliisyon faktorii) formiili kullanilmistir. Boylelikle, minimum biyofilm
eradikasyon konsantrasyonu (MBEK) icin baslangi¢ inokulumunun ne kadar olacagi
hesaplanacaktir. Ayrica, elde edilen veri sayesinde ortalama VCC (mean VCC - MVCC)

ve standart sapma degerleri belirlenmistir. Gergeklestirilen biyofilmdeki canli hiicre

kantitasyonu ekimi sonucunda elde edilen goriintii, Cizim 4. 2.' de gésterilmistir.

Cizim 4.2. Biyofilm canli hiicre kantitasyon ekimi. (A) biyofilm olusturmus 6rnek; (B)
negatif kontrol (steril TSB besiyeri).

Yukaridaki 6rnek géz ontine alindiginda, sayilabilecek en diisiik konsantrasyonun
10™ liik diliisyon oldugu goriilmektedir ve bu diliisyonda 12 bakteri sayilmistir. VCC
degeri hesaplandiginda;

VCC=(12 X 10.000[10™ liik diliisyon faktdrii] X 10[kuyucuktaki diliisyon faktérii] X
100[10 pl' lik spot ekimdeki diliisyon faktorii]) = 8,08 logip koloni olusturan birim
(KOB)/peg olarak belirlenmistir (Harrison ve dig. 2010).

Iki farkli kuyucukta calisilan E. coli ATCC 25922 degerlendirildiginde, ilk
kuyucugun VCC degeri 7,78 logio KOB/peg iken ikinci kuyucugun VCC degeri 7,83 logio
KOB/peg olarak belirlenmistir. Yapilan deney tekrarinda, inkiibasyondaki ¢alkalama hizi
115 rpm' e ¢ekilmistir ve VCC degerleri 7,85 ve 8,01' e ¢ikmistir. Calkalama hizinin

optimizasyonu, yiiksek oranda bakteri eldesi i¢in dnemlidir. Bu nedenle, 115 rpm hiz1 daha
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sonraki denemelerde kullanilan orbital ¢alkalama hizi olarak belirlenmistir. Ardindan

deney 2 kez tekrarlanmis ve benzer sonuglar elde edilmistir.

4.3. Esit Biyofilm Olusumunun Arastirilmasi

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, satirlar arasinda biyofilm olusumunda
istatistiksel olarak bir fark olmadig goriilmistiir (p=0,072). Boylelikle, her satirda benzer
oranda biyofilm olustugu belirlenmistir. Cizim 4. 3. ve Cizelge 4. 1." de elde edilen
sonuglar gosterilmistir. Ik 2 kuyucuk negatif kontrol oldugundan, Cizim 4. 3. ve Cizelge 4.
1." de A satirinin 2 kuyucugunda VCC ve MVCC degerleri verilmemistir. Elde edilen
degerler incelendiginde, 94 kuyucuk igerisinde en diisiik 6,08 log;o KOB/peg, en yiiksek
8,49 logio KOB/peg bakteri elde edildigi goriilmiistiir. Ozellikle plagin orta kisminda daha
az bakteri elde edildigi belirlenmistir. Bu durumun orbital hareketle iligkili oldugu
diistiniilmektedir fakat istatistiksel olarak satirlar arasinda biyofilm olusumunda farklilik
olmamasi sebebiyle, MBEK deneylerini etkilemeyecegi beklenmektedir (Harrison ve dig.
2010). Ayrica, kuyucuklar arasindaki minor farkliliklarin pipetaj hatalariyla iliskili
olabilecegi ve benzer sekilde MBEK belirlenmesinde 6nemli olmadig: diisiiniillmektedir.

MBEK deney baslangici i¢in standart bir deger bulunmamaktadir fakat yapilan
caligmalarda benzer oranlarda bakteri ile baslanmasi uygun goriilmistiir (Ceri ve dig.
1999, Harrison ve dig. 2010). Bu bakis agisiyla, elde edilen biyofilm miktarinin yeterli

oldugu ve antimikrobiyal duyarlilik testlerine gecilebilecegi diisintilmiistiir.
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Cizim 4.3. Satirlara ait VCC degerleri.
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Cizelge 4.1. Satirlarda esit biyofilm olusumu deneyine ait tanimlayici veriler (p=0,072).

Satirlar Satir Ortalama Standart Standart Minimum  Maksimum
sayilari (n) Sapma Hata
A *10 7,4680 0,59179 0,18714 6,72 8,49
B 12 7,4858 0,36627 0,10573 7,08 8,17
C 12 7,2617 0,47726 0,13777 6,75 8,30
D 12 7,1392 0,48109 0,13888 6,46 8,06
E 12 7,2983 0,39205 0,11318 6,68 8,11
F 12 7,0567 0,34846 0,10059 6,58 7,74
G 12 7,2717 0,74580 0,21529 6,08 8,27
12 7,6117 0,39931 0,11527 7,11 8,20
Toplam 94 7,3211 0,50211 0,05179 6,08 8,49

* A satirinin ilk iki kuyucugu negatif kontrol olarak kullanilmustir.

4.4, izolatlarm Biyofilm Olusturma Yeteneginin Belirlenmesi

Yapilan deney ile izolatlarin biyofilm olusturma yetenekleri belirlenmistir.
Calisilan ve antimikrobiyal duyarlilik testine dahil edilecek toplam 79 susun ve E. coli
ATCC 25922' nin benzer oranda biyofilm olusturdugu belirlenmistir (p=0,116). Ayrica,
biyofilm olusturmayan bir izolatla karsilasilmamistir. Suslara ait en diisik MVCC degeri
8,020 logio KOB/peg, en yiiksek MVCC degeri ise 8,490 logig KOB/peg' dir. Suslara ait

biyofilmdeki canli hiicre kantitasyon verileri, Cizelge 4. 2.' de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Suslara ait biyofilmdeki canli hiicrelerin kantitasyon verileri (p=0,116).

izolat Klonal/Filogenetik Diliisyon Koloni log:0KOB/peg
Numaras1 Grup Katsayis1 Sayisi VCC  MVCC
ATCC-1 4 12 8,08

B2 8,115
ATCC-2 4 14 8,15
30-1 4 11 8,04

ST131 8,020
30-2 4 10 8,00
5-1 4 20 8,30

ST131 8,320
5-2 4 22 8,34
10-1 4 16 8,20

ST131 8,200
10-2 4 16 8,20
81-1 4 18 8,25

ST131 8,305
81-2 4 23 8,36
92-1 4 15 8,18

ST131 8,205
92-2 4 17 8,23
93-1 4 12 8,08

ST131 8,080
93-2 4 12 8,08
63-1 4 23 8,36

ST131 8,340
63-2 4 21 8,32
101-1 4 30 8,48

ST131 8,445
101-2 4 26 8,41
120-1 4 13 8,11

ST131 8,130
120-2 4 14 8,15
128-1 4 18 8,25

ST131 8,215
128-2 4 15 8,18
130-1 4 15 8,18

ST131 8,180
130-2 4 15 8,18
141-1 4 21 8,32

ST131 8,300
141-2 4 19 8,28
142-1 4 19 8,28

ST131 8,300
142-2 4 21 8,32
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Cizelge 4.2. Suslara ait biyofilmdeki canli hiicrelerin kantitasyon verileri (p=0,116)
(devam).

Izolat Klonal/Filogenetik Diliisyon Koloni log10KOB/peg
Numaras1 Grup Katsayisi Sayisi VCC MVCC
69-1 4 24 8,38

ST131 8,360
69-2 4 22 8,34
159-1 4 19 8,28

ST131 8,310
159-2 4 22 8,34
160-1 4 15 8,18

ST131 8,165
160-2 4 14 8,15
162-1 4 12 8,08

ST131 8,080
162-2 4 12 8,08
166-1 4 30 8,48

ST131 8,430
166-2 4 24 8,38
169-1 4 30 8,48

ST131 8,490
169-2 4 32 8,5
177-1 4 15 8,18

ST131 8,205
177-2 4 17 8,23
179-1 4 19 8,28

ST131 8,265
179-2 4 18 8,25
184-1 4 15 8,18

ST131 8,180
184-2 4 15 8,18
186-1 4 16 8,20

ST131 8,215
186-2 4 17 8,23
200-1 4 18 8,25

ST131 8,250
200-2 4 18 8,25
202-1 4 15 8,18

ST131 8,180
202-2 4 15 8,18
208-1 4 19 8,28

ST131 8,255
208-2 4 17 8,23
211-1 4 17 8,23

ST131 8,255
211-2 4 19 8,28
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Cizelge 4.2. Suslara ait biyofilmdeki canli hiicrelerin kantitasyon verileri (p=0,116)
(devam).

Izolat Klonal/Filogenetik Diliisyon Koloni log10KOB/peg
Numaras1 Grup Katsayisi Sayisi VCC MVCC
232-1 4 16 8,20

ST131 8,200
232-2 4 16 8,20
234-1 4 26 8,41

ST131 8,355
234-2 4 20 8,30
32-1 4 16 8,20

ST131 8,215
32-2 4 17 8,23
58-1 4 20 8,30

ST131 8,300
58-2 4 20 8,30
249-1 4 16 8,20

ST131 8,200
249-2 4 16 8,20
252-1 4 15 8,18

ST131 8,180
252-2 4 15 8,18
275-1 4 19 8,28

ST131 8,240
275-2 4 16 8,20
290-1 4 14 8,15

ST131 8,175
290-2 4 16 8,20
52-1 4 15 8,18

ST131 8,180
52-2 4 15 8,18
54-1 4 19 8,28

ST131 8,255
54-2 4 17 8,23
94-1 4 17 8,23

ST131 8,240
94-2 4 18 8,25
137-1 4 16 8,20

ST131 8,190
137-2 4 15 8,18
21-1 4 30 8,48

A 8,485
21-2 4 31 8,49
46-1 4 17 8,23

A 8,215
46-2 4 16 8,20
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Cizelge 4.2. Suslara ait biyofilmdeki canli hiicrelerin kantitasyon verileri (p=0,116)
(devam).

Izolat Klonal/Filogenetik  Diliisyon Koloni log10KOB/peg
Numarast  Grup Katsayisi Sayisi VCC MVCC
86-1 4 15 8,18

A 8,180
86-2 4 15 8,18
98-1 4 28 8,45

A 8,415
98-2 4 24 8,38
4-1 4 20 8,30

A 8,275
4-2 4 18 8,25
40-1 4 15 8,18

A 8,215
40-2 4 18 8,25
2-1 4 18 8,25

A 8,250
2-2 4 18 8,25
90-1 4 20 8,30

A 8,365
90-2 4 27 8,43
99-1 4 15 8,18

A 8,165
99-2 4 14 8,15
103-1 4 14 8,15

A 8,165
103-2 4 15 8,18
19-1 4 18 8,25

Bl 8,240
19-2 4 17 8,23
124-1 4 18 8,25

Bl 8,200
124-2 4 14 8,15
153-1 4 13 8,11

Bl 8,270
153-2 4 27 8,43
175-1 4 14 8,15

Bl 8,130
175-2 4 13 8,11
256-1 4 15 8,18

Bl 8,190
256-2 4 16 8,20
23-1 4 16 8,20

Bl 8,240
23-2 4 19 8,28
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Cizelge 4.2. Suslara ait biyofilmdeki canli hiicrelerin kantitasyon verileri (p=0,116)
(devam).

Izolat Klonal/Filogenetik Diliisyon Koloni log10KOB/peg
Numaras1 Grup Katsayisi Sayisi VCC MVCC
118-1 4 17 8,23

Bl 8,230
118-2 4 17 8,23
121-1 4 18 8,25

Bl 8,275
121-2 4 20 8,30
77-1 4 14 8,15

Bl 8,175
77-2 4 16 8,20
174-1 4 16 8,20

Bl 8,190
174-2 4 15 8,18
44-1 4 14 8,15

B2 8,200
44-2 4 18 8,25
279-1 4 18 8,25

B2 8,250
279-2 4 18 8,25
57-1 4 16 8,20

B2 8,200
57-2 4 16 8,20
49-1 4 18 8,25

B2 8,250
49-2 4 18 8,25
22-1 4 17 8,23

B2 8,205
22-2 4 15 8,18
27-1 4 15 8,18

B2 8,180
27-2 4 15 8,18
29-1 4 20 8,30

B2 8,310
29-2 4 21 8,32
35-1 4 21 8,32

B2 8,320
35-2 4 21 8,32
36-1 4 21 8,32

B2 8,310
36-2 4 20 8,30
39-1 4 30 8,48

B2 8,505
39-2 4 34 8,53
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Cizelge 4.2. Suslara ait biyofilmdeki canli hiicrelerin kantitasyon verileri (p=0,116)
(devam).

Izolat Klonal/Filogenetik Diliisyon Koloni log10KOB/peg
Numaras1 Grup Katsayisi Sayisi VCC MVCC
1-1 4 13 8,11
8,170
1-2 4 17 8,23
14-1 4 15 8,18
D 8,205
14-2 4 17 8,23
71-1 4 19 8,28
D 8,230
71-2 4 15 8,18
79-1 4 16 8,20
D 8,190
79-2 4 15 8,18
87-1 4 17 8,23
D 8,215
87-2 4 16 8,20
9-1 4 15 8,18
D 8,180
9-2 4 15 8,18
48-1 4 15 8,18
D 8,240
48-2 4 20 8,30
37-1 4 22 8,34
D 8,270
37-2 4 16 8,20
15-1 4 15 8,18
D 8,165
15-2 4 14 8,15
56-1 4 17 8,23
D 8,230
56-2 4 17 8,23

4.5. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu ve Minimum Biyofilm Eradikasyon

Konsantrasyonu Verilerinin Karsilastirilmasi

MIK degerleri incelendiginde, ST131 izolatlarmin birgok antibiyotige ST131
disindaki izolatlara gore ¢ok daha fazla direngli oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda,
ST131 izolatlar1 ¢oklu ila¢ direnci ile iligkilidir. ST131 i¢in bu beklenen bir durum olup,
daha onceki ¢aligmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir (Er ve dig. 2015). ST131 ve
ST131 dist izolatlara ait duyarlilik verileri, Cizelge 4. 3." de gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. ST131 ve ST131 dis1 izolatlarin antibiyotiklere kars1 duyarliliklari.

ST131 Durumu n (%)

Antibiyotikler Duyarhhk  ST131 ST131 Dis1 p
(n=39) (n=40)
S 39 38
n=77 100 95
Nitrofurantoin ( ) (100) (99) 0,157
R 0 2
(n=2) (0) %)
S 27 31
n=58 69,2 77,5
Gentamisin ( ) ( ) ( ) 0,453
R 12 9
(n=21) (30,8) (22,5)
S 8 29
n=37 20,5 72,5
Seftriakson ( ) ( ) ( ) <0,001
R 31 11
(n=42) (79,5) (27,5)
S 12 25
_ ) (n=37) (30,8) (62,5)
Trimetoprim/ sulfametoksazol 0,007
R 27 15
(n=42) (69,2) (37,5)
S 10 20
o o (n=30) (25,6) (50)
Amoksisilin/ klavulonik asit 0,037
R 29 20
(n=49) (74,4) (50)
S 6 24
(n=30) (15,4) (60)
Coklu Direng <0,001
R 33 16
(n=49) (84,6) (40)
S 3 22
n=25 7,7 55
Siprofloksasin ( ) (7.7) (5) <0,001
R 36 18
(n=54) (92,3) (45)
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ST131 ve ST131 dist olarak siniflanan izolatlarin MIK degerleri arastirildiginda,
ST131 izolatlarmin MIK degerlerinin seftriakson (p<0,001), siprofloksasin (p<0,001),
trimetoprim/sulfametoksazol (p=0,001) ve amoksisilin/klavulonik asit (p=0,009) i¢in daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Nitrofurantoin MiK degerleri ise ST131 dis1 izolatlarda daha
yiiksektir (p<0,001). Gentamisinde ise istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir
(p=0,172).

MBEK protokolii denenirken, ilk 5 sus i¢in 650 nm dalga boyunda optik dansite
(OD) arastirilmistir. Ureme olmayan kuyucuklarin hepsinde OD degeri <0,1 olarak
belirlenmistir. Ureme olan kuyucuklarda ise OD degeri 1,5' un iizerindedir. OD degeri igin
<0,1, smir deger olarak belirlenmistir fakat plaklar gorsel olarak degerlendirildiginde de
ayni sonuglar elde edildigi igin, izolatlarin MBEK' inin degerlendirmesine gorsel olarak
devam edilmistir.

KA-MHB MBEK plagindan elde edilen MiK degeri okundugunda, MIK degerleri
ile tutarli olmadig1 goriilmiistiir. Cizelge 4. 4.' de suslara ait MIK degerleri ve KA-MHB
MBEK plagindan elde edilen MIK degerleri gdsterilmistir.

Cizelge 4.4. Suslara ait MIK degerleri ve KA-MHB MBEK plagindan elde edilen MIK
degerleri.

izolat MiK Degerleri (mg/L)* KA-MHB MBEK Plagindan Elde Edilen

No. _ T MiK Degerleri (mg/L)*
Genta AMC Nitro Seftri Sipro Genta AMC Nitro Seftri Sipro
ATCC 05 4 8 0,032 0,004 4 16 64 1024 <2
30 1 8 8 >128 64 2 8 32 >1024 32
5 64 32 8 >128 64 256 128 32 >1024 128
10 128 64 8 0,25 128 128 512 32 <2 128
81 4 128 8 >128 128 4 512 32 1024 256
92 128 64 8 >128 >128 512 512 64 >1024 512
93 1 64 8 >128 128 4 512 32 1024 256
63 1 >128 8 >128 128 <2 1024 8 >1024 512
101 0,5 4 8 >128 32 4 512 32 1024 512
120 4 128 16 >128 128 16 1024 64 >1024 >1024
128 2 >128 8 >128 >128 4 1024 64 1024 1024
130 1 >128 8 >128 128 <2 256 8 512 128
141 1 4 8 >128 32 4 4 32 >1024 32

Izolat No: Izolat Numarasi, Genta: Gentamisin, AMC: Amoksisilin/klavulonik asit, Nitro: Nitrofunratoin,
Seftri: Seftriakson, Sipro: Siprofloksasin.

* Trimetoprim/sulfametoksazol, KA-MHB MBEK plagindan elde edilen MiK degerlerinde tiim suslar igin
>512 mg/L' dir.
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Cizelge 4.4. Suslara ait MIK degerleri ve KA-MHB plagindan elde edilen MiK degerleri

(devam).
Lz(())lat MiK Dege.rleri (mg/L.)* | KA-MH&?ggg;‘l; %lln(clll?;l/LE)lg € Ed-ilen
) Genta AMC Nitro Seftri Sipro Genta AMC Nitro Seftri  Sipro
142 1 64 <l >128 128 8 1024 16 1024 256
69 2 >128 8 >128 128 <2 1024 16 >1024 256
159 1 >128 8 0,125 32 <2 >1024 16 <2 32
160 64 16 8 >128 32 >1024 128 32 >1024 32
162 >128 32 4 >128 128 512 32 8 1024 128
166 1 128 8 0,0625 128 8 256 64 4 512
169 >128 64 8 >128 >128 512 1024 128 >1024 1024
177 0,5 >128 8 >128 1 4 >1024 32 >1024 4
179 0,5 8 8 >128 32 4 16 16 >1024 32
184 0,5 8 4 >128 32 16 16 16 >1024 32
186 1 64 8 >128 128 8 512 16 >1024 256
200 64 32 8 >128 64 512 512 64 1024  >1024
202 2 128 8 >128 128 4 512 32 1024 256
208 1 16 16 0,0625 0,0625 8 64 128 512 128
211 1 8 8 0,0625 32 4 8 32 <2 >1024
232 1 8 8 0,25 32 4 4 64 4 512
234 1 >128 8 >128 64 4 1024 64 >1024 >1024
32 64 128 8 >128 128 512 512 64 >1024 >1024
58 1 8 8 8 64 <2 8 8 128 >1024
249 1 >128 8 >128 128 <2 64 8 64 128
252 1 >128 8 >128 128 4 128 32 >1024 256
275 1 >128 8 0,25 1 4 64 128 <2 16
290 1 >128 8 >128 128 4 1024 32 512 256
52 128 >128 8 >128 0,125 >1024 1024 128 >1024 >1024
54 128 >128 8 >128 0,125 >1024 1024 32 >1024 >1024
94 2 8 8 64 8 4 1024 256 1024  >1024
137 0,5 4 16 0,008 8 >1024 1024 512 1024  >1024
21 2 64 16 0,032 64 >1024 1024 64 128 >1024
46 >128 128 16 >128 >128  >1024 1024 32 >1024 >1024
86 1 128 16 0,032 128 >1024 1024 256 64 >1024

Izolat No: Izolat Numarasi, Genta: Gentamisin, AMC: Amoksisilin/klavulonik asit, Nitro: Nitrofunratoin,
Seftri: Seftriakson, Sipro: Siprofloksasin.
* Trimetoprim/sulfametoksazol, KA-MHB MBEK plagindan elde edilen MiK degerlerinde tiim suslar igin
>512 mg/L' dir.
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Cizelge 4.4. Suslara ait MIK degerleri ve KA-MHB plagindan elde edilen MiK degerleri

(devam).
Lz(())lat MiK Dege.rleri (mg/L.)* | KA-MH&?ggg;‘l; %lln(clll?;l/LE)lg € Ed-ilen
) Genta AMC Nitro Seftri Sipro Genta AMC Nitro Seftri  Sipro
98 128 128 128 >128 64 >1024 512 512 >1024 >1024
4 128 128 64 >128 128 128 128 128 1024 64
40 0,5 4 16 0,064 0,002 16 8 128 4
2 025 2 16 0,032 0,004 4 16 32 4 <2
90 0,5 2 8 0,032 0,002 >1024 32 1024 <2 >1024
99 0,5 32 128 0,064 128 4 256 256 <2 >1024
103 0,5 2 32 0,032 0,002 >1024 256 512 >1024 >1024
19 64 32 8 >128 64 >1024 256 1024  >1024 >1024
124 2 >128 8 0,032 128 4 1024 1024 4 >1024
153 1 >128 32 1 8 8 1024 1024  >1024 >1024
175 0,5 16 4 >128 32 <2 64 6 >1024 >1024
256 2 128 8 >128 128 <2 256 8 >1024 256
23 0,5 8 0,016 0,004 4 <2 16 <2 <2
118 1 4 8 0,004 0,004 >1024 64 128 >1024 <2
121 0,5 4 16 0,016 0,002 >1024 64 128 512 >1024
77 1 128 4 0,016 128 4 512 64 512 >1024
174 1 >128 16 >128 0,125 4 >1024 64 >1024 >1024
44 1 4 16 0,032 0,004 >1024 128 128 >1024 >1024
279 2 8 16 0,016 32 <2 16 16 <2 >1024
57 <025 2 16 0,016 0,004 <2 <2 32 64 >1024
49 <0,25 4 8 0,004 0,008 4 <2 32 16 >1024
22 1 8 16 0,008 0,25 >1024 256 256 32 >1024
27 1 4 16 0,016 0,0625 16 32 128 32 >1024
29 2 8 16 0,002 0,004 <2 32 128 32 >1024
35 0,5 8 16 0,032 0,004 <2 16 16 <2 >1024
36 1 1 16 0,032 0,004 >1024 128 128 >1024 >1024
39 1 4 16 0,008 0,002 4 64 64 >1024 >1024
1 1 32 16 0,032 16 >1024 >1024 128 >1024 >1024
14 >128 128 16 >128 >128 512 1024 16 >1024 512
71 64 32 16 >128 =128 >1024 128 1024 >1024 >1024

Izolat No: Izolat Numarasi, Genta: Gentamisin, AMC: Amoksisilin/klavulonik asit, Nitro: Nitrofunratoin,
Seftri: Seftriakson, Sipro: Siprofloksasin.
* Trimetoprim/sulfametoksazol, KA-MHB MBEK plagindan elde edilen MiK degerlerinde tiim suslar igin
>512 mg/L' dir.
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Cizelge 4.4. Suslara ait MIK degerleri ve KA-MHB plagindan elde edilen MiK degerleri
(devam).

KA-MHB MBEK Plagindan Elde Edilen

Lz(())lat MiK Dege.rleri (mg/L.)* | MiK Degel_‘leri (mg /L)f |

) Genta AMC Nitro Seftri Sipro Genta AMC Nitro Seftri  Sipro
79 >128 128 16 >128 >128 >1024 1024 512 >1024 >1024
87 >128 >128 16 >128 >128 512 1024 32 >1024 >1024
9 128 64 16 0,032 0,004 <2 16 16 <2 <2
48 0,5 8 16 0,004 0,002 >1024 32 256 <2 32
37 1 32 16 0,032 10,0625 =>1024 64 128 <2 >1024
15 1 4 16 0,016 0,002 512 4 256 <2 >1024
56 0,5 4 32 0,016 0,002 8 32 128 4 >1024

Izolat No: Izolat Numarasi, Genta: Gentamisin, AMC: Amoksisilin/klavulonik asit, Nitro: Nitrofunratoin,
Seftri: Seftriakson, Sipro: Siprofloksasin.

* Trimetoprim/sulfametoksazol, KA-MHB MBEK plagindan elde edilen MiK degerlerinde tiim suslar igin
>512 mg/L' dir.

ST131 ve STI131 dis1 olarak smiflanan izolatlarin MBEK degerleri gz Oniine
alindiginda ise, seftriakson (p=0,017) ve siprofloksasin (p<0,001) MBEK degerleri ST131
izolatlarda daha yiiksektir. Amoksisilin/klavulonik asit (p=0,488), ntirofurantoin (p=0,102)
ve trimetoprim/sulfametoksazol (p=1,000) ve gentamisin (p=0,638)'" de MBEK
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir. Ornek MBEK plagi,
Cizim 4. 4." de gosterilmistir.

A, B1, B2 ve D filogenetik gruplarla antibiyogram verilerinin karsilastirilabilmeleri
icin, Oncelikle ST131 pozitif izolatlar B2 filogenetik grubuna dahil edilmistir. Yapilan
calismada, 2 adet nitrofurantoin direngli izolat tanimlanmistir. Direngli bu 2 izolatin, A
filogenetik grubunda oldugu gériilmiistiir. Ayrica, nitrofurantoine ait MIK degerleri, A

filogenetik grubunda diger gruplara gore daha yiiksektir (p<0,001).
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Cizim 4.4. MBEK plagina ait 6rnek goriintii (TSB besiyeri). Birinci siitun, pozitif kontrol;
ikinci siitun, sterilite kontrol; diger siitunlar, antibiyotik diliisyonlart.

MBEK degerleri filogenetik gruplar ile karsilastirildiginda, gentamisin (p=0,014)
ve nirofurantoinde (p=0,011) istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmiistiir. Buradaki
anlaml farklilik, gentamisin ve nitrofurantoin MBEK degerlerinin, D filogenetik grubunda
B2 filogenetik grubuna gore daha yiiksek olmasiyla iligkilidir (sirasiyla p=0,009 ve
p=0,002). Amoksisilin/klavulonik asit, trimetoprim/sulfametoksazol, siprofloksasin ve
seftriaksonda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (sirasiyla p=1,000,
p=0,436, p=0,669 ve p=0,791). Suslara ait MiKss, MiKgy, MBEKsy ve MBEKgy, Ve
belirlenen antibiyotik konsantrasyon araliklari, Cizelge 4. 5.' de gosterilmistir. Filogenetik
gruplara ve ST131 klonal gruplara ait ortanca MiK ve MBEK degerleri, Cizelge 4. 6.' da

gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. Suslara ait MiKso, MiKgo, MBEKSso, MBEKgg ve belirlenen aralik degerleri.

mg/L
Antibiyotikler  yrix s MiKs frlglgl MBEKss MBEKg g”riﬁ'gf
AMC 32 >128 1-128 512 >1024 2-1024
Gentamisin 1 128 0,25-128 4 >1024 2-1024
Nitrofurantoin 8 16 1-128 128 >1024 4-1024
Seftriakson 64 128 0,002 -128 1024 >1024 2-1024
Siprofloksasin 32 128 0,002 -128 1024 >1024 2-1024
SXT 128 >128 0,032-128 >512 >512 512 - >512

AMC: Amoksisilin/klavulonik asit, SXT: Trimetoprim/sulfametoksazol

Cizelge 4.6. Filogenetik gruplara ve ST131 klonal grubuna ait ortanca MiK ve MBEK
verileri.

Ortanca MiK Ortanca MBEK

Antibiyotikler

ST131 A Bl B2 D ST131 A B1 B2 D
Nitrofurantoin 8 16 8 16 16 128 >1024 64 128 >1024
Gentamisin 1 0,5 1 1 1 4 4 4 4 32
Seftriakson >128 0,032 0,032 0,016 0,032 =>1024 1024 256 32 1024
SXT >128 1 128 0,0625 0,25 >512 >512 >512 =512 >512
AMC 64 32 32 4 32 1024 512 256 1024 256

Siprofloksasin 64 64 8 0,004 0,0625 1024 256 1024 256 256

AMC: Amoksisilin/klavulonik asit, SXT: Trimetoprim/sulfametoksazol

MBEK degeri, MIK sinir degerine gore degerlendirilerek, bakteri duyarli veya
direncli olarak smiflandirilmistir. Ulkemizin kullandigi standardin EUCAST olmasi
nedeniyle, EUCAST smir deger oOnerileri, mevcut calismada kullanilmistir (EUCAST
2019a). Bu bakis agisiyla, EUCAST duyarlilik smir deger onerileri MBEK verilerine
uygulandiginda, izolatlarin 1,5 - 24,5 kat daha direngli olarak degerlendirilmesi gerektigi
gorilmistir (EUCAST 2019a). En yiiksek artisin nitrofurantoinde (24,5 kat artig) oldugu
gorilmistiir. Fakat yine de yaklasik 3 kat artis gostermis gentamisinden daha az oranda
direngli izolat mevcuttur. Seftriakson, trimetoprim/sulfametoksazol ve siprofloksasinde ise
izolatlarin tamaminin direngli hale geldigi goriilmistiir. Benzer bir sekilde, izolatlarin
tamami ¢oklu ilag direncine sahip hale geldigi belirlenmistir. MIK ve MBEK verilerine

gore direngli izolat sayilari, Cizelge 4. 7." de gosterilmistir.
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Cizelge 4.7. MIK ve MBEK verilerine gore direngli izolat sayilar1 ve yiizdeleri.
o Direngli izolat sayis1 (%) n=80
Antibiyotikler

MIK Degerine Gore MBEK Degerine Gore

) _ 2 49
Nitrofurantoin
(2,5) (61,3)
o 21 67
Gentamisin
(26,3) (83,8)
) 42 80
Seftriakson
(52,5) (100)
42 80
SXT
(52,5) (100)
49 78
AMC
(61,3) (97,5)
49 80
Coklu Direng
(61,3) (100)
) ) 54 80
Siprofloksasin
(67,5) (100)

AMC: Amoksisilin/klavulonik asit, SXT: Trimetoprim/sulfametoksazol

Bakterilerin, antibiyotiklerden bazilarina kars1 biyofilm varliginda 32000 kat daha
direngli  olabildigi  belirlenmistir. ~ Ozellikle  seftriakson,  siprofloksasin  ve
trimetoprim/sulfametoksazole karsit duyarlilik, biyofilm varliginda dramatik bir bi¢cimde
azalmistir. MBEK/MIK oranindaki degisiklik, suslar arasinda homojen olarak
dagilmamaktadir; ayn1 MIK' e sahip iki farkli izolatta MBEK degerleri faklilik
gosterebilmektedir. Ornegin, seftriakson i¢in MIK degeri 0,032 mg/L olan bir susun
MBEK degeri 1024 mg/L olabiliyorken, baska bir susun MBEK degeri 128 mg/L
olabilmektedir. Antibiyotiklerin minimum ve maksimim kat artis degerleri, Cizelge 4. 8.
de gosterilmistir. Tiim izolatlara ait MIK ve MBEK sonuglari, Cizelge 4. 9." da

gosterilmistir.
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Cizelge 4.8. Antibiyotiklere ait MBEK/MIK oranlari.

Antibiyotikler MBEK/MIK Orani (mg/L)
Minimum *Ortanca Maksimum
Nitrofurantoin 1 16 128
Gentamisin 1 4 2048
Seftriakson 1 16 32000
SXT 4 4 16000
AMC 1 16 1024
Siprofloksasin 1 32 32000

*Ortanca MBEK/MIK degeri, MBEK 5¢/MiKs, olarak hesaplanmistir. AMC:
Amoksisilin/klavulonik asit, SXT: Trimetoprim/sulfametoksazol
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Cizelge 4.9. Izolatlara ait MIK ve MBEK sonuglari.

izolat MIK Degerleri (mg/L) (duyarhhk durumu) MBEK Degerleri (mg/L) (duyarhihk durumu) ST131 il
Numarast  Nitrofurantoin ~ Gentamisin  Seftriakson = SXT AMC Siprofloksasin  Nitrofurantoin  Gentamisin ~ Seftriakson SXT AMC  Siprofloksasin  Durumu rogrup
0,5 0,032 0,0625 4 0,004 64 32 1024 512 128 128
ATCC - B2
©®) ©®) ©®) ©®) ©®) ©®) ©®) R) R) R ® R)
20 8 1 >128 >128 8 64 32 4 >1024 >512 256 1024 B2
+
©®) ©®) R) R) ©®) R) ©®) R) R) R ® R)
5 8 64 >128 >128 32 64 64 >1024 >1024 >512 128 1024 B2
+
©®) R) R) R) R) R) ©) R) R) R ® R)
10 8 128 0,25 >128 64 128 32 >1024 16 >512 512 >1024 B2
+
©) R) ©®) R) R) R) ©) R) R) R ® R)
o1 8 4 >128 128 128 128 >1024 4 1024 512 512 1024 B2
+
©) R) R) R) R) R) R) R) R) R ® R)
9 8 128 >128 >128 64 >128 256 >1024 >1024 >512 512 >1024 B2
+
©) R) R) R) R) R) R) R) R) R ® R)
93 8 1 >128 >128 64 128 128 4 1024 >512 512 >1024 B2
+
©) ©) R) R) R) R) R) R) R) R ® R)
63 8 1 >128 >128 >128 128 16 <2 >1024 >512 1024 1024 . B2
©) ©) R) R) R) R) ©) ©) R) R ® R)
8 05 >128 128 4 32 128 4 1024 >512  >1024 1024
101 + B2
©) ©) R) R) ©) R) R) R) R) R ® R)
16 4 >128 0,25 128 128 64 8 >1024 >512 1024 1024
120 + B2
©) (R) R) ©) R) R) ©) R) R) R ® R)
8 2 >128 128 >128  >128 1024 4 >1024 >512 1024 1024
128 + B2
()] ()] R R R R R R R R ®) (R)
8 1 >128 128 >128 128 32 <2 >1024 >512 256 1024
130 + B2
()] ()] R R R R ()] (©)] R R ®) (R)
8 1 >128 >128 4 32 128 4 >1024 >512 16 1024
141 + B2
()] ()] R) R ()] R R R R R ®) (R)

AMC: Amoksisilin/klavulonik asit, SXT: Trimetoprim/sulfametoksazol.
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Cizelge 4.9. Izolatlara ait MIK ve MBEK sonuglar1 (devam).

izolat MIK Degerleri (mg/L) (duyarhlik durumu) MBEK Degerleri (mg/L) (duyarhhk durumu) ST131 il

Numaras1  Nitrofurantoin ~ Gentamisin ~ Seftriakson ~ SXT AMC Siprofloksasin  Nitrofurantoin  Gentamisin ~ Seftriakson SXT  AMC  Siprofloksasin  Durumu rogrup
<1 1 >128 128 64 128 64 8 >1024 >512 1024 1024

142 + B2
©®) ©) R) R) R) R) ©) R) R) ®  ® R)

6 8 2 >128 128 >128 128 32 <2 >1024 >512  >1024 >1024 B2

+

©®) ©) R) R) R) R) ©®) (©) R) ®  ® R)
8 1 0,125 0,25 >128 32 16 <2 1024 >512  >1024 >1024

159 + B2
©) ©) ©) ©) R) R) ©) (©) R) ®  ® R)
8 64 >128 >128 16 32 64 >1024 >1024 >512 128 1024

160 + B2
©) (R) (R) R) R) R) ©) R) R) ®  ® R)
4 >128 >128 0,25 32 128 16 512 >1024 >512 64 128

162 + B2
©) (R) (R) ©) R) R) ©) R) R) ®  ® R)
8 1 0,0625 0,25 128 128 64 4 512 >512 256 >1024

166 + B2
©) ©) ©) ©) R) R) ©) R) R) ®  ® R)

169 8 >128 >128 0,25 64 >128 >1024 >1024 >1024 >512  >1024 >1024 B2

+

©) (R) (R) ©) R) R) R) R) R) ® @® R)
8 0,5 >128 0,25 >128 1 128 4 >1024 >512  >1024 512

177 + B2
©) ©) (R) ©) R) R) R) R) R) ® @® R)
8 0,5 >128 >128 8 32 256 4 >1024 512 >1024 1024

179 + B2
©) ©) (R) R) ©) R) R) R) R) ® @® R)
4 0,5 >128 >128 8 32 16 4 >1024 512 >1024 1024

184 + B2
©) ©) (R) R) ©) R) ©) R) R) ®  @® R)
8 1 >128 0,032 64 128 64 4 >1024 >512 >1024 1024

186 + B2
()] ©) (R) ® R R ()] R R R ® R
8 64 >128 0,25 32 64 1024 >1024 >1024 >512 1024 1024

200 + B2
()] (R) (R) ® R R ()] R R R ® R
8 2 >128 >128 128 128 256 4 >1024 >512 512 512

202 + B2
()] ©) (R) (R) R R R R R R ® R

AMC: Amoksisilin/klavulonik asit, SXT: Trimetoprim/sulfametoksazol.
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Cizelge 4.9. Izolatlara ait MIK ve MBEK sonuglar1 (devam).

izolat MIK Degerleri (mg/L) (duyarhhk durumu) MBEK Degerleri (mg/L) (duyarhihk durumu) ST131 il
Numaras1  Nitrofurantoin  Gentamisin ~ Seftriakson ~ SXT AMC Siprofloksasin  Nitrofurantoin  Gentamisin ~ Seftriakson SXT  AMC  Siprofloksasin  Durumu ogrup
208 16 1 0,0625 0,25 16 0,0625 1024 4 >1024 >512  >1024 256 B2
+
©) ©®) ©®) ©) R) ©®) R) R) R) ®  ® R)
8 1 0,0625 0,25 8 32 128 4 <2 >512 16 1024
211 + B2
©) ©®) ©®) ©®) ©) R) R) R) R) R  ® R)
8 1 0,25 128 8 32 256 <2 64 >512  >1024 512
232 + B2
©) ©®) ©®) R) ©) R) R) ©) R) ® ® R)
8 1 >128 >128 =128 64 256 4 >1024 >512 >1024 >1024
234 + B2
©) ©®) R) R) R) R) R) R) R) ® ® R)
- 8 64 >128 0,25 128 128 1024 >1024 >1024 >512 512 >1024 B2
+
©) R) R) ©) R) R) R) R) R) ® ® R)
8 1 8 >128 8 64 32 <2 128 >512 8 >1024
58 + B2
©) ©) R) R) ©) R) ©) ©) R) ® © R)
8 1 >128 >128  >128 128 512 <2 128 512 128 1024
249 + B2
©) ©) R) R) R) R) R) ©) R) ®  ®) R)
8 1 >128 >128 =128 128 32 4 >1024 >512 128 1024
252 + B2
©) ©) R) R) R) R) ©) R) R) ®  ®) R)
8 1 0,25 >128 >128 1 128 4 256 >512 128 64
275 + B2
©) ©) ©) R) R) R) R) R) R) ®  ®) R)
8 1 >128 >128 =128 128 64 4 >1024 >512 1024 1024
290 + B2
©) ©) R) R) R) R) ©) R) R) ®  ®) R)
5 8 128 >128 >128 =128 0,125 1024 1024 >1024 >512  >1024 256 B2
+
©) R R) R (R) ® (R) (R) R R ® R
54 8 128 >128 >128 =128 0,125 >1024 >1024 >1024 >512  >1024 512 B2
+
©) R R R (R) ® (R) (R) R R ® R
o 8 2 64 >128 8 8 256 4 1024 >512 1024 1024 B2
+
©) R) R R ® (R) (R) (R) R R ® R

AMC: Amoksisilin/klavulonik asit, SXT: Trimetoprim/sulfametoksazol.
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Cizelge 4.9. Izolatlara ait MIK ve MBEK sonuglar1 (devam).

izolat MIK Degerleri (mg/L) (duyarhhk durumu) MBEK Degerleri (mg/L) (duyarhihk durumu) ST131 il

Numarast  Nitrofurantoin ~ Gentamisin  Seftriakson = SXT AMC Siprofloksasin  Nitrofurantoin  Gentamisin ~ Seftriakson SXT AMC  Siprofloksasin  Durumu rogrup

137 16 0,5 0,008 0,0625 4 8 1024 >1024 4 512 1024 1024 B2

+

® ®) ®) ® ® (R) (R) (R) (R) ® ® R)
16 2 0,032 >128 64 64 >1024 4 128 >512 1024 >1024

21 U.D. A
® ® ® (R) (R) (R) (R) (R) (R) ® ® R)

6 16 >128 >128 >128 128 >128 32 >1024 >1024 >512 1024 >1024 UD A
©) ® ® ® ® ® ©) ® ® ® ® ® -
16 1 0,032 1 128 128 >1024 8 1024 >512  >1024 >1024

86 U.D. A
®) ®) ®) ® (R) (R) (R) (R) (R) ®  ® (R)

0 128 128 >128 >128 128 64 >1024 >1024 >1024 >512 1024 1024 UD A
® ©) ® ® ® ® ®) ® ® ® ® ® -

4 64 128 >128 1 128 128 64 256 >1024 >512 128 128 UD A
®) (R) (R) ® (R) (R) ® (R) (R) ®  ® (R) o
16 0,5 0,064 0,125 4 0,002 >1024 4 32 >512 512 256

40 u.D. A
®) ®) ®) ®) ®) ®) (R) (R) (R) R  ® (R)

5 16 0,25 0,032 0,125 2 0,004 64 4 <2 >512 <2 256 UD A
®) ®) ®) ®) ®) ®) ® (R) (R) R © (R) o
8 0,5 0,032 0,125 2 0,002 >1024 4 1024 >512 256 256

90 U.D. A
®) ®) ®) ®) ®) ®) (R) (R) (R) R  ® (R)

99 128 0,5 0,064 >128 32 128 >1024 16 >1024 >512  >1024 512 UD A
® ©) ©) ® ® ® ® ® ® ® ® ® -
32 0,5 0,032 128 2 0,002 64 4 512 >512 256 256

103 uU.D. A
()] ()] ()] R ()] ()] R R R R ®) (R)
8 64 >128 >128 32 64 128 1024 >1024 >512 1024 >1024

19 U.D. B1
()] R R R R R R R R R ®) (R)
8 2 0,032 >128 >128 128 64 4 32 >512 1024  >1024

124 U.D. B1
()] ()] ()] R R R ()] R R R ®) (R)

AMC: Amoksisilin/klavulonik asit, SXT: Trimetoprim/sulfametoksazol.
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Cizelge 4.9. Izolatlara ait MIK ve MBEK sonuglar1 (devam).

izolat MIK Degerleri (mg/L) (duyarhhk durumu) MBEK Degerleri (mg/L) (duyarhihk durumu) ST131 il

Numarast  Nitrofurantoin ~ Gentamisin  Seftriakson = SXT AMC Siprofloksasin  Nitrofurantoin  Gentamisin ~ Seftriakson SXT AMC  Siprofloksasin  Durumu rogrup
32 1 1 >128 >128 8 >1024 <2 1024 >512  >1024 >1024

153 u.b. B1
©®) ©®) ©®) R) R) R) R) (©) R) R ® R)
4 05 >128 >128 16 32 4 <2 >1024 >512 64 1024

175 u.b. B1
©®) ©®) R) R) R) R) ©®) (©) R) R ® R)
8 2 >128 >128 128 128 8 <2 >1024 >512 256 1024

256 u.D. B1
©®) ©) R) R) R) R) ©) (©) R) R ® R)
8 05 0,016 0,25 2 0,004 64 4 256 >512 256 256

23 u.D. B1
©) ©) ©®) ©) ©) ©) ©) R) R) R ® R)
8 1 0,004 0,25 4 0,004 64 8 256 >512 32 256

118 u.D. B1
©) ©) ©) ©) ©) ©) ©) R) R) R ® R)
16 05 0,016 0,032 4 0,002 512 4 16 >512 128 64

121 u.D. B1
©) ©) ©) ©) ©) ©) R) R) R) R ® R)
4 1 0,016 0,0625 128 128 128 4 256 >512 512 >1024

77 u.D. B1
©) ©) ©) ©) R) R) R) R) R) R ® R)
16 1 >128 128 >128 0,125 >1024 4 >1024 >512  >1024 512

174 u.D. B1
©) ©) R) R) R) ©) R) R) R) R ® R)

” 16 1 0,032 0,25 4 0,004 >1024 4 >1024 >512 256 512 _ B2
©) ©) ©) ©) ©) ©) R) R) R) R ® R)

279 16 2 0,016 0,0625 8 32 >1024 <2 <2 >512 512 1024 _ B2
©) ©) ©) ©) ©) R) R) ©) R) R ® R)

57 16 <0,25 0,016 0,0625 2 0,004 128 8 <2 >512 1024 256 B B2
()] ()] ()] ()] ()] ()] R R R R ®) (R)

29 8 <0,25 0,004 0,032 4 0,008 32 <2 <2 >512 256 128 B B2
()] ()] ()] ()] ()] ()] ()] (©)] R R ®) (R)

- 16 1 0,008 0,032 8 0,25 128 4 >1024 >512 1024 512 B B2
()] ()] ()] ()] ()] ()] R R R R ®) (R)

AMC: Amoksisilin/klavulonik asit, SXT: Trimetoprim/sulfametoksazol.
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Cizelge 4.9. Izolatlara ait MIK ve MBEK sonuglar1 (devam).

izolat MIK Degerleri (mg/L) (duyarhhk durumu) MBEK Degerleri (mg/L) (duyarhihk durumu) ST131 il

Numarast  Nitrofurantoin ~ Gentamisin  Seftriakson = SXT AMC Siprofloksasin  Nitrofurantoin  Gentamisin ~ Seftriakson SXT AMC  Siprofloksasin  Durumu rogrup

»7 16 1 0,016 0,032 4 0,0625 128 8 32 >512  >1024 256 B2
(S (S (S (S) (S (S) (R (R (R R ® (R)

29 16 2 0,002 0,0625 8 0,004 128 4 32 >512  >1024 128 B2
(S (S ) () (S (S (R) (R (R R ® (R)

3 16 0,5 0,032 0,0625 8 0,004 32 <2 8 >512 16 16 B B2
(S (S (S) (S (S (S (S (S) (R R ® (R)

36 16 1 0,032 0,0625 1 0,004 128 4 1024 >512  >1024 256 B2
O] O] S (S (S (S (R) (R) (R R ® (R)

39 16 1 0,008 0,0625 4 0,002 64 8 >1024 >512  >1024 256 B B2
O] O] S (S (S (S (S (R) (R R ® (R)

1 16 1 0,032 128 32 16 1024 32 1024 >512 256 1024 UD b
O] O] S (R) (R) (R) (R) (R (R R ® (R) o

14 16 >128 >128 0,25 128 >128 >1024 512 >1024 >512 512 1024 UD b
©) ®) ®) ©) ®  ® ®) R®) @) ®R ® ® -

7 16 64 >128 >128 32 >128 >1024 >1024 >1024 >512 512 >1024 UD D
©) ®) ®) ® ® ® ®) ®) ®) ® ® ® o

29 16 >128 >128 >128 128 >128 >1024 >1024 >1024 >512 1024 >1024 UD b
©) ®) ®) ® ® ® ®) ®) ®) ® ® ® o

87 16 >128 >128 >128 >128 >128 >1024 >1024 >1024 >512  >1024 >1024 UD b
©) ®) ®) ® ® ® ®) ®) ®) ® ® ® o

9 16 128 0,032 0,0625 64 0,004 32 >1024 <2 >512 256 4 UD b
(S) (R) (S) (S) (R) (S) (S) (R) (R) R ®) (R) o
16 0,5 0,004 0,25 8 0,002 1024 8 32 >512 128 256

48 U.D. D
(S) (S) (S) (S) (S) (S) (R) (R) (R) R ®) (R)
16 1 0,032 0,25 32 0,0625 >1024 4 1024 >512 256 256

37 U.D. D
(S) (S) (S) (S) (R) (S) (R) (R) (R) R ®) (R)

AMC: Amoksisilin/klavulonik asit, SXT: Trimetoprim/sulfametoksazol.
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Cizelge 4.9. Izolatlara ait MIK ve MBEK sonuglar1 (devam).

izolat MIK Degerleri (mg/L) (duyarhhk durumu) MBEK Degerleri (mg/L) (duyarhhk durumu) ST131 Filogrup
Numarasi Nitrofurantoin  Gentamisin  Seftriakson SXT ~ AMC Siprofloksasin  Nitrofurantoin ~ Gentamisin  Seftriakson SXT AMC  Siprofloksasin  Durumu
15 16 1 0,016 0,25 4 0,002 512 256 1024 >512 1024 256 UD. b
©®) ©) ©) ©) ©®) ©) R) R) R) R ® R)
56 32 0,5 0,016 0,032 4 0,002 >1024 4 256 >512 64 <2 UD. b
©®) ©) ©) ©®) ©) ©®) R) R) R) R ® R)

AMC: Amoksisilin/klavulonik asit, SXT: Trimetoprim/sulfametoksazol.
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5. TARTISMA

Bu calisma ile, iriner sistem enfeksiyonu etkeni olan Escherichia coli (E. coli)
izolatlarinin, iilkemizde en sik kullanilan antibiyotiklere karst minimum biyofilm eradikasyon
konsantrasyonlarmin (MBEK) belirlenmesi ve minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK)
ile filogenetik gruplara gore karsilastirilmasi planlanmustir.

Rutin kullanimda MBEK belirlemek i¢in standart bir yontem bulunmamaktadir. Bu
nedenle, yapilan ¢alismayla yontem optimizasyonu da arastirilmistir. Yontem optimizasyonu
degerlendirildiginde, kullandig§imiz yontemin uygulanabilir ve tekrarlanabilir oldugu
gorilmiistiir. Piyasada MBEK saptanmasinda kullanilan plak sistemleri mevcuttur fakat
bunlarin pahali oldugu bilinmektedir. Hibridoma taramalarinda antikor iiretimi i¢in kullanilan
ve alternatiflerine gore daha ucuz olan bir kapak sistemi (ImmunoTSP lid, Thermo Fisher
Scientific, ABD), ticari MBEK sistemlerine alternatif ve daha ucuz olarak
kullanilabilmektedir (Harrison ve dig. 2010). Calismamizda bu sistem kullanilmistir.

Mevcut sistemi kuyucukta olusturulan biyofilmle gerceklestirilen antimikrobiyal
duyarlilik testlerinden ayiran en énemli 6zellik, biyofilmin peglerde olusturularak yikamanin
kolaylastirilmasidir. Boylelikle, kuyucuk temelli yontemlerdeki gibi biyofilme pipet ucu ile
dokunulma ve biyofilmin kaldirilmasi riski ortadan kalkmis olur. Ayrica, antimikrobiyal
madde diliisyonlar1 ayr1 bir plakta gerceklestirildigi ve biyofilm {izerine maniipilasyon daha
az oldugu i¢in ¢apraz kontaminasyon riski ¢ok daha diisiiktiir. Bunlarin haricinde, kuyucukta
olusturulan biyofilmle gergeklestirilen antimikrobiyal duyarlilik testlerinde, adere olmamis
planktonik hiicrelerin yikama sonucu ortamda kalma riski bulunmaktadir. Yiiksek-verimli
tarama olarak tanimlanan ve peglerin bulundugu kapaklarla gerceklestirilen sistemlerde, bu
risk ¢cok daha diisiiktiir. Biyofilm kapakta olusturuldugundan, hiicre sedimentasyonuna bagli
bir yigindan ziyade, hiicrelerin sesil forma gecisinin sonucuna bagli bir duyarlilik testi
gerceklestirilmektedir (Harrison ve dig, 2010, Azeredo ve dig. 2017). Ayrica, peg iceren plak
kapagi temelli yontemle, koloni sayimi vasitasiyla canli hiicre belirlenebilmektedir. Bu da
biyofilm icerisindeki gercek mikrobiyal yiikiin belirlenebilmesi i¢in énemlidir (Franklin ve
dig. 2016). Peg iceren plak kapag: temelli yontemin ¢esitli boyama ve mikroskopik metotlarla
birlestirilme ihtimali de mevcuttur (O'Toole 2011, Franklin ve dig. 2016, Azeredo ve dig.
2017, Haney ve dig. 2018). Denenen sistemin en biiylik dezavantaji ise, birden ¢ok 96
kuyucuklu plaga ihtiya¢ duyulmasidir (Haney ve dig. 2018).
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Plak sistemleriyle biyofilm olusturulmaya ¢alisilan bazi tiirler igin biyofilm
verimliligini arttirmak amaciyla, biyofilm olusturulacak alanlarin gesitli {irtinlerle kaplanmasi
gerekebilmektedir. Uriner sistem enfeksiyonu etkeni olan E. coli izolatlarinin VCC degerleri
g6z Oniinde bulunduruldugunda, boyle bir kaplamaya ihtiya¢ duyulmamustir. Bu bulgu,
yapilan diger ¢alismalarla benzerlik gostermektedir (Ceri ve dig. 1999, Harrison ve dig.
2010).

Biyofilm olusumunun optimizasyonu i¢in, cihaz standardizasyonu onemlidir. Yapilan
calismada, E. coli izolatlar1 igin 115 rpm ile daha yogun oranda biyofilm elde edilmistir.
Calismamizda orbital calkalama gergeklestiren bir etiiv ve mikroplak sistemi kullanilmistir.
Sallanan hareket ve oluk sistemi kullanilan formlar da bulunmaktadir; bu tip sistemler pegleri
iceren plak kapaginin bir satirinin tamaminin ayni izolat ile kaplanmasinda kullanilmaktadir.
Iki yontemde de sivinin akisini saglayan sistemin optimizasyonu gereklidir (Harrison ve dig
2010). Orbital ¢alkalama gergeklestiren bir etiiv ve mikroplak sisteminin kullanimi, her
kuyucuga ayr1 ayr1 miidahale edebilmeyi saglamaktadir. Boylelikle, ¢apraz kontaminasyonun
belirlenmesini kolaylastirabildigi icin sterilite kontroliin her satirda kullanilabilmesi
saglanmistir.

Caligtlan yontem ile plagin  her kuyucugunda benzer oranda biyofilm
olusturulabilmektedir (p=0,072). Standart E. coli suslariyla yapilan bazi caligsmalarda
inokulum miktar1 1X10” KOB/mI olarak kullanilmustir ve 24 saatlik inkiibasyon sonucunda
~7 10910KOB/peg oraninda bakteri elde edilmistir (Ceri ve dig. 1999, Harrison ve dig. 2010).
Calismamizda ise inokulum miktar1 5X10° KOB/ml olarak kullanilmistir ve ~8 log;0KOB/peg
bakteri elde edilmistir. Bu nedenle, iiriner sistem enfeksiyonu etkeni E. coli izolatlariyla
yapilacak calismalar i¢in, baslangi¢ inokulum miktarinin 0,5 McFarland standardinin 1:30
diliisyonu seklinde standardize edilmesi tarafimizca onerilmektedir. Bagka tiirler ve hatta
suslar i¢in ayrica calismalara ihtiyag duyulmaktadir.

Calisilan toplam 80 sus arasinda canli hiicre sayisi (viable cell count - VCC)
degerlerinde bir farklilik belirlenmemistir (p=0,116). Ayn1 zamanda, biyofilm olusturmayan
bir izolata rastlanmamigtir. Suslara ait en diisiik MVCC degeri 8,020 log;o KOB/peg iken en
yilksek MVCC degeri ise 8,490 logigp KOB/peg' dir. Daha once yapilan bazi ¢aligmalarda,
biyofilm olusturmayan izolatlarla karsilasilmistir ve izolatlar genel olarak biyofilm
olusturamayanlar, zayif, orta ve yiiksek diizey biyofilm olusturanlar gibi farkli gruplarda
incelenmistir. Poursina ve arkadaslarinin gergeklestirdigi iiriner sistem enfeksiyonu kokenli E.

coli izolatlarm kapsayan c¢alismada, suslarin  %20" sinin biyofilm olusturamadigi
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belirlenmistir (Poursina ve dig 2018). Gonzalez ve arkadaslarinin gergeklestirdigi ¢alismada
ise, iiriner sistem enfeksiyonu kokenli toplam 116 E. coli susunun biyofilm olusturma
yetenegi arastirilmis ve suslarin %58,6' sinin biyofilm olusturmadigi goriilmiistiir. Ayrica,
biyofilm olusturan toplam 48 izolatin 27' si D grubuna, 11'i B2 grubuna, 6' s1 A grubuna ve 4'
it B1 filogenetik grubuna dahil olarak belirlenmistir (Gonzalez ve dig. 2017). Calismamizda
ise 49 B2, 10 A, 10 B1 ve 10 D susunun hepsi biyofilm olusturmaktadir ve VCC degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Buradaki onemli bir etken
yontem farkliligi olabilir. Mevcut plak-kapak sistemiyle, iiriner sistem enfeksiyonu koékenli
klinik E. coli izolatlarina ait ¢aligma literatiirde smirhidir. Ayrica, literatiirde iki yontemi
kargilagtiran herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir; bu nedenle iki yOntemin
karsilastirmasin1 amaclayan ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Farkli tiirlerin ve hatta farkli suslarin biyofilm olusturma yeteneginin ayni olmadigi
unutulmamalidir. Gergeklestirilen ¢alisma sonucunda, tiriner sistem enfeksiyonu etkeni E. coli
izolatlarinin peg igeren plak kapagi temelli yontemler ile biyofilm olusturma verimliliginin
yiiksek oldugu soylenebilir. Bu nedenle, MBEK verilerinin peg iceren plak kapagi temelli
yontemlerle arastirilmasinda, yontem optimizasyonu gergeklestirildikten sonra izolat bazinda
VCC degerlerini belirlemenin sart olmadig1 diisiiniilmektedir. Onemli olan nokta, MBEK
testleri yapilirken calismaya, mikrodiliisyon testlerine benzer bir sekilde biyofilm {ireme
kontrolii, sterilite kontrolii ve standart susun dahil edilmesi gerekliligidir.

MBEK testinin gerceklestirilebilmesi i¢in komplike ve 0Ozellesmis cihazlarin
bulunmasi gerekli degildir (Azeredo ve dig. 2017). Yontemin degerlendirilebilmesi igin,
spektrofotometrik okuma kullanilabilir fakat sart degildir; inkiibasyon sonunda bulaniklik,
MIK belirlemeye yonelik mikrodiliisyon testine benzer bir sekilde degerlendirilebilmektedir
(Reiter ve dig. 2013). Calismamizda, MBEK deney optimizasyonu kisminda MBEK
sonuglarinin okunmasinda spektrofotometrik yontem ve gorsel degerlendirme 6 farkli
antibiyotikte, 5 farkli izolatta ve 2 tekrarla karsilastirilmis olup, belirlenen MBEK
degerlerinde fark goriilmemistir. Bu nedenle, gérsel MBEK degeri okunmaya devam
edilmistir. MIK belirlemeye yonelik mikrodiliisyon testlerinde kullanilan standart laboratuvar
cihazlar haricinde, ultrasonik banyo ve c¢alkalamali etiiv ihtiyact bulunmaktadir (Ceri ve dig.
1999, Harrison ve dig. 2010). Uropatojenik E. coli' nin MBEK verilerine ait sonu¢ verme
sliresi, izolata ait taze kiiltiir elde edildikten sonra 4 giin olarak belirlenmistir. MBEK degeri

MIK degerinden daha diisiik olan bir izolat tanimlanmamustir.
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Sonikasyon islemi MBEK belirleme icin elzemdir. Sonikasyonun uzun siireli
uygulanmasi sonucu, antibiyotik ile fiziksel olarak zayiflamis hiicrelerde yikim ve hiicre
Oltimleri gerceklesebilmektedir (Harrison ve dig. 2010). Buna bagli olarak sonikasyon
sonucunda elde edilen hiicre sayisinda diisiis goriilebilmektedir (Ali ve dig. 2006). Bu nedenle
sonikasyon siiresinin optimizasyonu i¢in ¢esitli ¢calismalar yapilmistir. Ali ve arkadaglarinin
gerceklestirdigi bir calismada siire olarak 10 dakika oOnerilmistir (Ali ve dig. 2006);
calismamizda da bu siire uygulanmistir. Sonug olarak sonikasyon sonrasi yiiksek oranda hiicre
tiremesi elde edilebilmistir.

ST131 izolatlarinin sebep oldugu enfeksiyonlarda yiiksek antibiyotik direnci ve tedavi
basarisizlig, lilkemizde ve diinyada biiyiik bir sorun haline gelmistir (Er ve dig. 2015, Can ve
dig. 2015, Can ve dig. 2016, Demirci ve dig. 2019). Cizmeci ve arkadaslarmin
gerceklestirdigi caligmada, ST131 ve ST131 dis1 izolatlarin toplaminda siprofloksasin direnci
%62,5 ve trimetoprim/sulfametoksazol direnci %69,4 olarak belirlenmistir (Cizmeci ve dig.
2018). Ek olarak Can ve arkadaslarinin kan kokenli izolatlarda yaptiklar1 ¢calismada, ST131
izolatlarinin direncinin bazi antibiyotiklere karsi %98' e kadar ¢ikabildigi goriilmiistiir (Can
ve dig. 2016). Calismamizda, ST131 izolatlarmmin siprfloksasin direnci  %92,3;
trimetoprim/sulfametoksazole direnci ise %69,2 olarak belirlenmistir.

Mevcut c¢alismada ST131 izolatlariin seftriakson, trimetoprim/sulfametoksazol,
amoksisilin/klavulonik asit ve siprofloksasine karsi, ST131 dis1 izolatlardan daha direngli
oldugu goriilmistiir (sirasiyla p<0,001, p=0,007, p=0,037 ve p<0,001). Ayrica, ST131
izolatlarm 36 (%92,3)' s1 c¢oklu ilag direncine sahiptir (p<0,001). Nitrofurantoin ve
gentamisine karsi duyarlilikta ise iki grup arasinda fark bulunmamaktadir (Cizelge 4. 3.).
Beklendigi iizere, calistlan araliktaki MIK degerleri arastirldiginda, seftriakson,
siprofloksasin, trimetoprim/sulfametoksazol ve amoksisilin/klavulonik asitte ST131
izolatlarinda daha yiiksek MIK degerleri goriilmiistiir (sirasiyla p<0,001, p<0,001, p=0,001 ve
p=0,006). Nitrofurantoine direng¢li bir ST131 susu ¢alismamizda belirlenmemistir. Ayrica,
nitrofurantoin MIK degerleri, ST131 dis1 izolatlarda, ST131 izolatlara gore daha yiiksektir
(p<0,001). Daha onceki ¢alismalarda da nitrofurantoin ile ilgili benzer sonuglar elde edilmistir
(Colpan ve dig. 2013, Sanchez ve dig. 2014). Bu gibi nedenlerle, yiiksek dirence sahip
izolatlarin etkin bir bi¢imde tedavisini saglayabilmek amaciyla, alternatif antibiyotik
kombinasyonlarina yonelik ¢alismalar (Johnson ve dig. 2013) haricinde, anti-viriilans ve anti-
biyofilm (Pinkner ve dig. 2006, Cegelski ve dig. 2009, Roy ve dig. 2018) caligmalar1 da

bulunmaktadir. Fakat anti-virtilans veya anti-biyofilm aktivitesi bulunan maddelerden E. coli’
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ye bagli iiriner sistem enfeksiyonu tedavisinde aktif olarak kullanilan bir madde heniiz mevcut
degildir.

MBEK degerleri arastirildiginda ise sadece seftriakson ve siprofloksasin MBEK
degerlerinin ST131 izolatlarinda daha yiiksek oldugu goriilmektedir (sirasiyla p=0,017 ve
p<0,001). Nitrofurantoin, trimetoprim/sulfametoksazol, gentamisin ve amoksisilin/klavulonik
asit icin herhangi bir farklilik belirlenmemistir.

Filogenetik gruplar ile MIK degerlerinin iliskisi arastirildiginda, nitrofurantoine
direngli iki susun birden A filogenetik grubunda oldugu goriilmiistiir. Ayrica, iiriner sistem
enfeksiyonlarinda daha az siklikla goriilen ve 6zellikle diskida bulunan bu filogenetik grubun
nitrofurantoin MIK degerleri, diger filogenetik gruplara gére daha yiiksektir (p<0,001).
Toplam 148 UPEC izolatiyla gergeklestirilen bir c¢alismada, A filogrubunda 4, BI
filogrubunda 2 ve D filogrubunda 2 izolatin nitrofurantoin direngli oldugu goriilmiistiir
(Munkhdelger ve dig 2017).

Filogentik gruplar ile MBEK degerlerinin iliskileri arastirildiginda, gentamisin ve
nitrofurantoinde anlaml fark goériilmiistiir (sirasiyla p=0,014 ve p=0,011). Bu anlaml fark,
gentamisin ve nitrofurantoin MBEK degerlerinin, D filogenetik grubunda B2 filogenetik
grubuna gore daha yiiksek olmasiyla iligkilidir (sirasiyla p=0,009 ve p=0,002). D filogenetik
grubu da B2 filogenetik grubu gibi tiriner sistem enfeksiyonu ile iligkili bir filogenetik gruptur
(Er ve dig. 2015).

MBEK sonuglart EUCAST duyarlilik tablosuna gore degerlendirildiginde, izolatlarin
direngli olarak tanimlanma sikliklarinin 1,5 - 24,5 kat arasinda arttig1 goriilmistiir. Bu durum
ozellikle biyofilm ve biyofilm benzeri hiicre i¢i bakteri topluluklari olusturabilen triner
sistem enfeksiyonu etkeni olan E. coli i¢in énem teskil etmektedir (Anderson ve dig. 2003,
Totsika ve dig. 2013).

Trimetoprim/sulfametoksazol, seftriakson ve siprofloksasin MBEK verileri EUCAST
duyarlilik tablosuna gore degerlendirildiginde, tiim izolatlar direncli hale gelmistir (Cizelge 4.
7.). Benzer bir bi¢imde ¢oklu ilag direnci i¢in degerlendirme gergeklestirildiginde, izoaltlarin
hepsinin c¢oklu ilag direncine sahip hale geldigi goriilmistiir. Standart bir MBEK
degerlendirme yonteminin olmayisi, degerlendirme icin dezavantajdir. Standart MBEK
tablolar1 olusturuldugunda, MBEK sinir degerlerinin MIK smir degerlerinden daha yiiksek
olacag1 asikardir, fakat bazi antibiyotiklerde bu oranin 32000 kata kadar c¢ikabildigi
goriilmiistiir (Cizelge 4. 8.). Bu nedenle, daha fazla 6rnek ile MBEK standart sinir deger

tablolarinin olusturulmasi, ileriki donemlerde 6nem teskil etmektedir.
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MIK ve MBEK verilerine goére direngli izolat sayilari gdéz &niine alindiginda,
nitrofurantoin i¢in MIK verilerine gore direncli izolat sayis1 ikiyken, MBEK verilerine gore
direngli izolat sayist1 49 olmustur. Bu nedenle, en yiiksek direngli izolat sayisi artisinin
nitrofurantoinde (24,5 kat) oldugu sdylenebilir. Fakat MBEK/MIK oraninim en diisiik oldugu
antibiyotigin nitrofurantoin olmasi dikkat cekicidir (Cizelge 4. 8.). Ayrica, direnglilik oranin
artmasina ragmen, izolatlarin %38,7' si nitrofurantoine duyarli olarak kalmistir. Bu oran,
arastirilan antibiyotikler igerisindeki en yiiksek duyarlilik oranidir.

Literatirde MBEK testi gergeklestirilirken, katyon ayarli Mueller-Hinton besiyeri,
antibiyotik diliisyonu ve biyofilmin birlikte inkiibasyonu sonrasi, ortama salinan planktonik
hiicrelerle MIK belirleme isleminin gergeklestirilebilecegi belirtilmistir (Ceri ve dig. 1999).
Calismamizda elde ettigimiz veriler, belirtilen bu durum ile uyumlu degildir. Calismamiza
gore, bu plaklardan MIK verisi dogru bir bigimde elde edilememistir. Bu nedenle, MBEK
testi sistemi hem MIK hem de MBEK' i aym anda belirlemek icin tarafimizca uygun
goriilmemis olup, MiK ve MBEK testleri ayr1 ayr1 ¢alisiimistir.

Gilinlimiizde, triner sistem enfeksiyonu i¢in ampirik tedavi olarak iilkemizde ve
dinyada en sik tercith edilen antibiyotikler siprofloksasin, seftriakson ve
trimetoprim/sulfametoksazol olarak goriilmektedir (Arslan ve dig. 2005, Aypak ve dig. 2009,
Sanchez ve dig. 2014). Bu durumun temel nedeninin mevcut aliskanliklar ve ozellikle
siprfloksasinin genis spektrumlu etkisi oldugu diistiniilmektedir (Sanchez ve dig. 2014).
Ironik olarak, ¢oklu ilag direncine sahip oldugu bilinen ve pandemik bir klonal grup olarak
tanimlanan ST131 izolatlart, cok yiiksek oranda siprofloksasin ve
trimetoprim/sulfametoksazol direnglidir. Yapilan mevcut calismada da toplam 39 STI131
izolatinin sadece 3 tanesi siprofloksasin duyarhdir. Hatta, siprofloksasin direnci, ST131 igin
baz1 bolgelerde bir belirte¢ olarak tanimlanabilmektedir (Rogers ve dig. 2010). Calisilan
izolatlarin tamaminin ve E. coli ATCC 25922 trimetoprim/sulfametoksazol MBEK degeri,
>512 mg/L' dir (Cizelge 4. 9.). Daha 6nce gergeklestirilen ve peritonit etkeni Gram-negatif
bakterilerin biyofilmde duyarliliginin arastirildig: bir ¢alismada, benzer bir sekilde toplam 8
E. coli izolatinin 7 tanesinin biyofilmde trimetoprim/sulfametoksazole direngli oldugu
goriilmistiir (Sepandj ve dig. 2004). Bu nedenle, trimetoprim/sulfametoksazoliin biyofilm
tizerine etkisi olmadig belirtilebilir.

E. coli' nin antibiyotiklere direnci, tedavi basarisizliklarina sebep olmaktadir. Bu
direng potansiyeli ile biyofilm olusturmus susun dogas1 geregi ortaya cikan direng yetenegi,

mevcut direncin dramatik bir bicimde artmasina sebep olmaktadir. Yapilan literatiir
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taramasinda, tiriner sistem enfeksiyonu etkeni E. coli izolatlarinin filogenetik gruplar 1s18inda
MBEK'" inin belirlenmesine yonelik sadece bir g¢alisma belirlenebilmistir. Bu ¢aligsma,
calismamizdan farkli olarak pediatrik popiilasyonda iiriner sistem enfeksiyonu koékenli E. coli
izolatlarin1 kapsamaktadir ve farkli bir yontemle gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen
calismada, izolatlarin sadece %58,6' s1 biyofilm olusturabilmektedir (Gonzalez ve dig. 2017).
Pandemik ST131 izolatlarnin biyofilmde duyarlilig1 hakkinda herhangi bir ¢alisma literatiirde
belirlenememistir.

Nitrofurantoin kullaniminin diinya genelindeki kilavuzlarca ve iilkemizde oOneriliyor
olmasina ragmen, yaygin kullanis trendi saglanamamistir (Arslan ve dig. 2005, Aypak ve dig.
2009, Gupta ve dig. 2011). Calismamizda nitrofurantoin, MBEK/MIK orani en diisiik bulunan
antibiyotiktir. Ayrica, filogenetik ve klonal grup fark etmeksizin, hem MIK hem de MBEK

verilerine gore izolatlarin en duyarl oldugu antimikrobiyal maddedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Uriner sistem enfeksiyonlarmin gelismesinde hem abiyotik yiizeylerdeki biyofilmin
hem de hiicre i¢i biyofilm benzeri bakteri topluluklarmin etkisi bilinmektedir. Iki yap: da
enfeksiyonun rekiirrensi igin konakta bir kaynak saglamaktadir (Flores-Mireles ve dig. 2015).
Rutin  antimikrobiyal duyarlilik testleri, sadece planktonik bakterinin duyarliligimn
belirleyebilmektedir. Rutin antimikrobiyal duyarlilik testi sonucuna gore bakterinin duyarl
olarak belirlendigi antibiyotik ile tedavi sonrasi rekiirrens gelisebilmektedir. Bu nedenle,
biyofilmin karakteristik 6zelliklerini belirlemeye yonelik caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Peg c¢ikintilar1 igeren plak kapaklari ve mikroplak ile gerceklestirilen antimikrobiyal
duyarhilik testi biyofilmin duyarliligini belirlemek i¢in uygulanabilir ve tekrarlanabilir bir
yontemdir. Bu yontemde ¢ok pahali cihazlara ihtiya¢ duyulmamaktadir. Bu nedenle ihtiyag
halinde, klinik laboratuvarlar tarafindan uygulanabilir. Peg temelli sistemlerin otomatize hale
getirilerek mevcut otomatize sistemlerle birlestirilmesiyle, rutin biyofilm duyarlilik sonuglari
elde edilebilecektir. Ayrica, ileriki donemlerde minimum biyofilm eradikasyon
konsantrasyonlari i¢in standart bir degerlendirme tablosunun olusturulmasi gerekmektedir.

Bakteri iiredikten sonra sonu¢ verme siiresi ¢alisilan yontem igin 4 giindiir. Sivi
mikrodiliisyon testinin benzer sartlarda 2 giin aldig1 diisiiniildiiglinde, biyofilmdeki duyarlilig
belirlemek i¢in ¢ok uzun bir siire olmadigi diisiiniilmektedir. Bu siire, ¢aligilan bakterinin
optimum {iireme ve biyofilm olusturma yetenegine gore farklilik gosterecektir. Bu test
yontemi, biyofilm olusturmus bakterinin gercek duyarliligi hakkinda fikir verebilmektedir;
biyofilm varliginda direng, pratikte kullanilan bazi antibiyotikler i¢in 32000 kat gibi dramatik
bir bi¢imde artabilmektedir.

Uriner sistem enfeksiyonu etkeni olan E. coli izolatlarmin filogenetik gruplarma bagl
olarak biyofilm olusturma yeteneginin ve biyofilmde duyarliliginin arastirildig ¢alisma sayisi
stnirhdir. Literatiirde, konuyla iliski sadece bir arastirma belirlenmistir (Gonzalez ve dig.
2017). Farkli bir yontemle gerceklestirilen bu arastirmada, izolatlarin yarisindan fazlasinin
biyofilm olusturmadig goriilmistir. Bu nedenle, yontemleri kiyaslamaya yonelik
caligmalarin gerceklestirlmesi gerekmektedir. Pandemik ve hiperviriilan bir klonal grup olan
ST131'in biyofilmde duyarligin arastiran bir ¢alisma ise literatiirde belirlenememistir.

Mevcut veriler toplu olarak incelendiginde {iriner sistem enfeksiyonlart igin

halihazirda 6nerilmekte olan nitrofurantoinin, biyofilm tizerine de en etkili antibiyotik oldugu
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ortaya ¢ikmaktadir. Calismamizda, nitrofurantoin filogenetik grup ve pandemik klonal grup
farketmeksizin biyofilm {izerine en iyi etkinin alindig1 antibiyotik olarak belirlenmistir. Bu
nedenle, 6zellikle akut komplike olmayan sistitin tedavisi i¢in Onerilen ve kollateral hasari
diisiik olan nitrofurantoinin, ampirik tedavide kullaniminin desteklenmesi gerekmektedir
(Gupta ve dig. 2011).

Anti-biyofilm maddelerden, giiniimiizde heniiz rutin kullanimda yer bulmus bir bilesik
olmamasina ragmen antibiyotik alternatifi olarak umut vaat etmektedir. Fakat E. coli
disindaki bazi bakterilerle gerceklestirilen ve hayvan modellerini kapsayan ¢alismalar,
bakterisidal aktivitesi olmayan iiriinlerle biyofilmin hizli bir bicimde yikiminin sepsis ve
bakteriyemi gibi risklere sebep olabilecegini gostermektedir (Fleming ve Rumbaugh 2018).
Bu nedenle, anti-biyofilm maddeler ile antibiyotik kombinasyonlarina ve bu kombinasyonlara
ait minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyonlarmin (MBEK) belirlenmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Boylelikle, gelecekte anti-biyofilm maddelerin giivenli  kullanimi
saglanabilecektir.

Gelecekteki c¢aligmalarda, c¢esitli antimikrobiyal kombinasyonlarimin MBEK
sonuglariin belirlenmesi, E. coli' ye bagl iriner sistem enfeksiyonlarinin eradikasyonuna
katki saglayacaktir. Bu kombinasyonlarin biyofilm olusturulmus hayvan modelleriyle
denenmesi, in vivo duyarlilik ve enfeksiyon eradikasyonu hakkinda ¢ok daha fazla bilgi

edinilmesini saglayacaktir.
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