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OZET

Amag: Kateter iligkili iiriner sistem enfeksiyonlarina neden
olan onemli etkenlerden biri GSBL pozitif iiropatojen
Escherichia coli’dir. Biyoteknoloji ile iiretilen biyouyumlu
malzemenin  katatere  kaplanarak  kolonizasyonun
engellenmesi enfeksiyonun onlenmesinde onemli bir
asamadr. Sunulan aragtirmada, GSBL pozitif iiropatojen
E. coli izolatlarimin farklt biyouyumlu nanomalzemelerle
kaplannmus mikroplaklardaki biyofilm olusumuna etkisinin
incelemesi amaglanmugtir.

Gereg ve Yontem: Ankara TOBB ETU Hastanesi déhili ve
cerrahi polikliniklere basvuran ayaktan hastalarin idrar
kiiltiiriinden izole toplam 45 GSBL pozitif E. coli izolatinin
plazma polimerizasyon yontemiyle iki farkli monomerle
[2-hidroksietilmetakrilat (HEMA)] ve Etilen glikol
dimetakrilat (EGDM)] kaplanmis mikroplaklarda biyofilm
olusumu arastirilmistir.

Bulgular: Arastirmada kullanilan 45 GSBL pozitif E. coli
susunun 8 tanesi standart yontemler ile bos plaklarda hafif
diizeyde biyofilm olustururken, EGDM ile kaplanmis
mikroplakta 11, HEMA ile kaplannus mikroplakta ise
yalmizca 1 sus biyofilm tabaka olusturmugtur.

Sonug: Monomer yapilarla kaplanmus iiriner kateterlerin
kullanilmasimin  iiriner  sistemde  kateter  iliskili
enfeksiyonlarimi ve buna bagli morbidite ve mortalite
oranlarim azaltabilecegini gosteren in vitro sonuglar elde
edilmigtir.

Anahtar kelimeler: Biyofilm, nanomalzeme, iiropatojen E. coli

SUMMARY

Investigation of Biofilm Formation of ESBL Positive
Uropathogenic Escherichia coli Isolates on (Microplate)
Surfaces Modified with Plasma Polymerization Technique
and Nanomaterials: An Experimental Model

Objective: Extended spectrum beta lactamase (ESBL)
positive urinary pathogen Escherichia coli is one of the
major agents that lead to catheter-associated urinary tract
infection. Prevention of colonization via coating the
catheter with biocompatible materials produced by
biotechnology is an important step in the prevention of
infection. In the presented study, it was aimed to investigate
the biofilm formation of ESBL positive urinary pathogen E.
coli isolates on microplates which were coated with
different bio-compatible nano-materials.

Materials and Methods: Biofilm formation of a total of 45
ESBL positive E. coli isolates identified at urine cultures
of patients who attended to the medical and surgical
outpatient clinics of Ankara TOBB ETU Hospital, on
microplates coated with two different monomers [2-
hydroxyethyl methacrylate (HEMA) and ethylene glycol
dimethacrylate (EGDM)] using plasma polymerization
technique was examined.

Results: Out of 45 ESBL positive E. coli strains used in the
study, 8 were observed to form a slight level of biofilm on
uncoated plates whereas on EGDM coated microplates 11,
and on HEMA coated microplate only 1 strain formed
biofilm.

Conclusion: In vitro results showed that using urinary
catheters coated with monomer material can reduce
catheter associated urinary system infections and morbidity
and mortality rates accordingly.
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GIRIS

Uriner sistem enfeksiyonu (USE) erigkin hasta-
larin hastaneye bagvurma nedenleri arasinda en
yaygin olamdir”. Komplike USE’de etken pato-
jen kisiden kisiye ve hastaneden hastaneye fark-
hiliklar gostermekle birlikte, en sik neden gram
negatif bakterilerdir. Bunlar i¢inde de Escherichia
coli en sik izole edilen mikroorganizmadir®.
Biyofilm tabaka bakterilerin antibakteriyel ajan-
lardan ve viicudun savunma sistemlerinden
korunmasini saglayan ve yiizeye sikica tutunma-
larina olanak veren ekstraseliiler polimerlerden
olugan bir yapidir®. Bu tabaka bakteri, bakteri-
yel glikokaliks, Tamm-Horsfall proteini ve tuz-
lardan meydana gelir®.

Genislemis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL);
sefalosporin grubundaki oksiimino-sefalospo-
rinleri hidroliz edebilen ve genellikle klavulanik
asit, sulbaktam veya tazobaktam gibi beta-
laktamaz inhibitorleri ile inhibe olan enzimler-
dir. GSBLler Klebsiella spp. ve E. coli tiirlerin-
de daha sik olmakla birlikte, Salmonella spp. ve
Shigella flexneri’nin de dahil oldugu enterik
bakterilerde de bildirilmistir®. Geniglemis spek-
trumlu beta-laktamaz iireten mikroorganizmalar
baglica sepsis, iiriner sistem enfeksiyonu ve
solunum yolu enfeksiyonlarina neden olur.
GSBL’lerin ayn1 ve farkli cins bakterilere tagina-
bilmesi hastanelerde 6zellikle yogun bakim iini-
telerinde salginlara neden olabilir. Bu suglarla
gelisen enfeksiyonlarda komplikasyon gelisme
ve mortalite riski yiiksektir. GSBL iireten suglar
ticiincii ve dordiincii kugak sefalosporinlere in
vitro duyarli olsa bile tedavide basarisizlik
goriilebilir®”. Bu nedenle enfeksiyon gelisimin-
den once alinacak koruyucu onlemler, tedavi
seceneginden onde yer almalidir. Biyoteknoloji
ile iiretilen biyouyumlu malzemenin katatere
kaplanarak kolonizasyonun engellenmesi enfek-
siyonun 6nlenmesinde énemli bir asamadir®.

Sunulan aragtirmada, plazma i1simasi ortami
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olusturularak, bu ortamda iki farkli tipte mono-
merin kati yiizey iizerinde film tabakasi formun-
da polimerlesmesi gerceklestirilerek GSBL
pozitif iiropatojen E. coli izolatinin biyofilm
yapmalart iizerine etkileri aragtirilmigtir.

GEREC ve YONTEM

Aragtirmada Ankara TOBB ETU Hastanesi
Dahili ve Cerrahi Poliklinikler’e bagvuran hasta-
larin idrar kiiltiirtinden izole toplam 45 GSBL
pozitif E. coli izolati kullanildi. izolatlarin
tanimlanmasinda konvansiyonel yontemler kul-
lanildi. GSBL varlig1, konvansiyonel yontem ve
otomatize sistemler tarafindan belirlenen mini-
mal inhibitor konsantrasyon (MIK) diizeyleri ile
belirlendi®. E. coli (ATCC 25922) ve GSBL
pozitif Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)
suslar1 kontrol kékenler olarak kullanildi.

Slime olugsumu Christensen ve ark.!? tarafindan
tanimlanmis olan “Kantitatif plak test” yontemi
ile belirlendi. Bakteriler MacFarland 0.5 bula-
niklik derecesinde Triptik Soy Buyyon (Becton
Dickinson, ABD) besiyerinde 24 saat 37°C’de
inkiibe edildikten sonra bakterilerin 1/100 diliis-
yonlar1 yapildi. Diiz tabanl mikroplaklarda bak-
teri icermeyen deney ortamlart negatif kontrol
olarak kullanilirken deney kuyucuklarina 20 ul
bakteri, 180 I deney ortami konuldu ve boylece
1/100 diliisyona ulasildi. Her bir bakteri i¢in
ikiser kuyucuk kullanildi.

Hazirlanan mikroplaklar 37°C’de 24 saat inkiibe
edildikten sonra kuyucuklar bosaltilip steril fos-
fat tampon soliisyonu (pH:7.2) ile 4 kez yikandi.
Fiksasyon i¢in her bir kuyucuk metanol ile mua-
mele edildi. Yiizde 2’lik kristal viyole ile boya-
ma isleminden sonra etanol konuldu. Mikro-
plaklarin 540 nm dalga boyunda optik dansitele-
ri Olciildi.

Her bir bakteri i¢in hazirlanmis olan ikiser kuyu-
cuktan elde edilen optik dansite (OD) degerleri-
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nin ortalamalar1 alindi. Negatif kontrol kuyu-
cuklarindan elde edilen OD degerlerinin 3 SD
tistli sinir deger “cut-off” olarak belirlendi. Buna
gore smur degerin iizerinde olan suslar slime
pozitif olarak kabul edildi. OD degeri sinir
degerle bunun 2 kati arasinda olanlar hafif, 2-4
kat1 arasinda olanlar orta, 4 kati lizerinde olanlar
ise kuvvetli pozitif olarak siniflandirildi?.

Plazma polimerizasyon plazmadaki organik
molekiillerin polimerize oldugu ve bir malzeme
lizerine c¢Oktiigli kaplama yontemidir. Plazma
yiiksek sicakliklarda kuvvetli elektrik veya man-
yetik alanlarin etkisi ile olugur'?. Bu yontem ile
plazma ortaminda tiim organik bilesiklerin kati
malzeme yiizeylere kaplanabilmesi ve boylece
yiizeyin arttiritlmasi
olasidir™. Plazma 1simasi baglica iki tiirdiir:
“Sicak plazma” ve “soguk plazma”¥. Calismada

biyouyumlugunun

kullandigimiz mikroplak yiizeylerin kaplanma-
sinda vakum ortaminda c¢alisan plazma sistemi
kullanilarak soguk plazma yontemiyle iki farkli
monomer [2-hidroksietilmetakrilat (HEMA) ve
Etilen glikol dimetakrilat (EGDM)] kullanildi.

Plazma polimerizasyon teknigi ile 2 farklt mono-
merle kaplanan mikroplaklar ve kaplanmamig
mikroplakta tiim suglarin biyofilm olusturmasi
deneyi eszamanli olarak yukarida anlatildig:
sekilde yinelendi.

Standart yontem ve polimer ile kapli plaklarin
kullanildig1 yontem arasindaki birliktelik SPSS
(ver.16.0, Chicago, IL, ABD) bilgisayar progra-
minda Cohen kappa (k) testi ve buna baglh
Landis Koch siniflandirmas: ile degerlendi-
rildi®.

BULGULAR

Aragstirmada kullanilan 45 GSBL pozitif E. coli
susunun 8’inin (%18) kaplanmamis mikroplakta
hafif (1 SD) biyofilm olusturdugu go6zlendi.
Pozitif kontrol olarak kullanilan K. pneumoniae

ATCC 700603 susu da hafif derecede biyofilm
olusturdu. Kontrol suglar1 da dahil olmak iizere
test edilen mikroorganizmalarin %19’u kaplan-
mamis mikroplakta biyofilm olusturdu.

EGDM ile kaplanmis mikroplakta ise kaplanma-
mis mikroplakta biyofilm olusturan 8 sustan 7
tanesinin hafif, bir tanesinin ise orta derecede (2
SD); aymi zamanda K. pneumoniae ATCC
700603 ve E. coli ATCC 25922 kontrol susglari-
nin da hafif derecede biyofilm olusturdugu
goriildii. Ayrica kaplanmamig plakta biyofilm
olusturmayan 4 susun EGDM kapli plakta hafif
diizeyde biyofilm yaptig1 gozlendi. Kontrol sug-
lar1 da dahil olmak {iizere test edilen mikroorga-
nizmalarin %30’unun EGDM ile kaplanmig
mikroplakta biyofilm yapisi meydana getirdigi
gozlendi. Bu noktada EGDM’nin GSBL iireten
gram negatif bakterilerin biyofilm olusumuna
etkisi anlamsiz olarak degerlendirildi.

HEMA ile kaplanmig mikroplakta ise pozitif
kontrol susu da dahil olmak iizere kaplanmamig
plakta biyofilm olusturan 8 klinik izolatin 7’sinin
biyofilm olusumunun baskilandig1, yalnizca tek
bir biyofilm pozitif susun (%2) hafif diizeyde
biyofilm olusturdugu gézlendi. Bunun sonucun-
da, HEMA’nin GSBL iireten gram negatif bakte-
rilerin biyofilm olusumuna negatif yonlii bir
etkisi oldugu tespit edildi.

Tablo 1°de kaplanmamis ve sirasiyla EGDM ve
HEMA ile kaplanmis mikroplaklardaki biyofilm
pozitiflik ve negatiflik sayilar1 gosterilmektedir.
Standart koken yontem ile karsilastirildiginda
Cohen x degerleri; EGDM icin 0.671 (6nemli

Tablo 1. Kullamlan mikroorganizmalarin kaplanmamus,
EGDM ve HEMA ile kaplanmis mikroplaklardaki (OD degeri-
ne gore) biyofilm diizeyleri.

Biyofilm pozitiflik dereceleri 0 1+ 2+ 3+
Kaplanmamis plak 38 9 -
EGDM kapli plak 33 13 1
HEMA kapli plak 46 1
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derece uyusma) ve HEMA icin 0.168 (6nemsiz
derecede uyusma) olarak bulundu.

TARTISMA

Giintimiizde giderek artan bir saglik sorunu olan
yogun bakim kokenli nozokomiyal enfeksiyon-
lar artmis mortalite, morbidite ve maliyetin en
onemli nedenlerinden biridir. Bu enfeksiyonla-
rin en sik goriilenleri ventilator iligkili pnomoni,
katetere bagli kan dolagimi enfeksiyonlari ve
kateter iligkili lriner sistem enfeksiyonlaridir
(KI-USE). Bu enfeksiyonlarin onlenmesi ile
maliyet, hastanede yatig siiresi ve mortalitenin
azaltilabildigi bildirilmistir!®.

KI-USE hastane enfeksiyonlarinin %40-60‘1n1
olusturur. Urosepsis de kan dolagimi enfeksi-
yonlarmnin en sik ikinci nedenidir. Uriner sistem-
de bulunan kateterler coklu ila¢ direnci gosteren
bakteriler icin bir rezervuar ve Ki-USE icin en
biiyiik risk faktoriidiir’”. Uriner sistem kateteri
bulunan hastalarda bakteriiiri etkeni genellikle
tek bir organizmadir ve en sik izole edilen mik-
roorganizma E. coli’dir. Hastanede yatan hasta-
larin %15-25’inde iiriner sistem kateterleri var-
dir ve bu kateterlerin sistemde kalma siiresi 2-4
giindiir. Diger sistemlerdeki enfeksiyon, uzamig
hastanede yatis siiresi ve altta yatan hastaliklar
nedeniyle kateter takili giin sayis1 uzadikca
KI-USE riski artmaktadir®®.

Kateter yiizeyi bakteri adezyonuna ve bakterinin
biyofilm olusturarak konak savunmasindan kag-
masina neden olur''?. Bakterilerin kati yilizeylere
tutunmasi serbest yiizey enerjisi, hidrofobisite,
ylizey kimyasal yapisi ve yiikii ile yiizeyin
puriizliligi gibi faktorlere baghdir'?. Yiiksek
ylizey enerjisine sahip materyallerin bakteriyel
tutunmaya daha elverigli oldugu bilinmektedir®.
Bu gibi kat1 yiizeylere tutunan bakteri ¢ogalir-
ken hiicre digina bakteriyel glikokaliks salgilar.
Idrar icerigindeki tuz ve proteinler polisakkarit
yapidaki bu glikokaliks ile kompleks bir yapi

184

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 45(4):181-187, 2015

olusturarak bakteriyi antimikrobiyal ajanlardan,
konak savunmasindan ve idrarin mekanik temiz-
leyici 6zelliginden korur®h.

Idrar kateterleri dogal kaucuk, polisopren ya da
silikondan olabilir. Kateterlerinin yapildig:
madde ile enfeksiyon olusumunun siklig1 arasin-
daki baglanti belirlenememistir®>.

Kateter hangi maddeden yapilmis olursa olsun,
kateter yiizeyi liropatojen bakterilerin tutunmast
ve biyofilm olusturarak konak savunmasindan
kacist sonucu enfeksiyon gelisimi i¢in uygun
ortam saglar. Bu enfeksiyonlarin 6niine gecmek
amactyla son yillarda bazi antimikrobiyal ajan-
lar ve biyofilm olusumunu inhibe edici madde-
lerle kaplanmug kateterler kullanima girmigtir®>>.
Giimiis kapli kateter kullanildiginda {iriner
infeksiyon gelisme orani %30’luk bir azalma
gostermistir®. Heparinle kaplanmis kateterler
ile tikanikligin ve biyofilm olusumunun engelle-
nebilecegi gosterilmistir®. Nitrofurazon kaph
kateterlerin iiriner infeksiyon gelismesi tizerine
etkilerinin arastirildig1 ¢aligmalarda kisa siireli
kateterizasyonda enfeksiyon oranlarinin diistiigii
fakat uzun siireli kateterizasyonda fark goriilme-
digi bildirilmigtir®.

Calismamizda, plazma polimerizasyon yontemi
kullanilarak iki fakli monomer ile kapladigimiz
plaklarda iiropatojen E. coli suslarinin biyofilm
yapip yapmadiklari invitro olarak belirlenmistir.
Bu sonuglar kapli olmayan plaktaki sonuglarla
karsilagtirilmigtir. Plaklar1 kaplamada kullandi-
gimiz HEMA monomerinin test ettigimiz gram
negatif bakterilerin biyofilm olusumunu %88.8
oraninda inhibe ettigi saptanmistir. HEMA biyo-
kimyasal ve mekanik karakteristiginden Gtiirii
ozellikle dis hekimliginde, dental restoratif
materyaller icerisinde kullanilan ana kompo-
nentlerden biridir®. HEMA monomerinin strep-
tokok tiirlerinde biyofilm olusumu iizerine etki-
sini inceleyen bir calismada, biyofilm olugumu-
na direk etkisi bulunamamig, fakat artan kon-
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santrasyonlarin planktonik hiicre miktarinin
diislirerek biyofilm formasyonunu indirek ola-
rak azalttigi gozlemlenmistir®. Yine HEMA
monomeri iceren giimiis nanopartikiillerin
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa
biyofilm formasyonu iizerindeki inhibitor etkisi-
ni inceleyen bir ¢alismada HEMA’nin anlaml
derecede inhibitor etkinligi oldugu tespit edil-
migtir. Ayni calismada P. aeruginosa biyofilmle-
rinin bu nanopartikiillerin antimikrobiyal
etkisine S. aureus biyofilmlerinden ¢ok daha
duyarli oldugu tespit edilmistir®”. Degisen oran-
larda HEMA iceren polimerlerle yapilan calig-
malarda, icerdigi hidroksil ucu sayesinde HEMA
orani arttik¢a hidrofobisitenin azaldigi, dolayi-
styla bakteri adezyonunun da azaldigini gdsteren
caligmalar mevcuttur®22?, HEMA monomerinin
ozellikle Enterobacteriaceae iiyesi gram negatif
bakterilere etkinligi iizeride yapilan caligmalar
kisitli sayida olup, bu konuda daha fazla invitro
ve invivo caligmaya gereksinim vardir.

EGDM monomeri genellikle polimer iiretiminde
capraz baglayici olarak kullanilan bir monomer-
dir®». Calismamizda EGDM monomerinin biyo-
film olusumunu inhibe etmedigi, hatta baz1 sus-
larda biyofilm olusumunu pozitif yonde destek-
ledigi sonucuna varilmigtir. Bunun nedeni mono-
merin kimyasal yapisinin gram negatif bakteri-
lerle olusturdugu elektrostatik etkilesim olabilir.
EGDM’nin gram pozitif bakteriler iizerinde
inhibitor etkinligi oldugunu gosteren ¢aligmalar
mevcuttur>29,

Plazma polimerizasyon yontemiyle adezyon,
stirtiinme katsayisi, yiizey enerjisi ve iletkenligi
gibi modifiye edilmemis yiizeylerden tamamen
farkli ozelliklere sahip yeni yiizeyler elde etmek
olasidir®”. Bu yonteminin en énemli avantajla-
rindan biri homojen ve ince kaplamalar elde
edilebilmesidir. Plazma polimerizasyon yonte-
miyle plazma ortaminda bir 6n kosul olmaksizin
tiim organik bilesiklerin (monomer), kat1 malze-
me ylizeylerin {lizerinde polimerlesebilmesi

(kaplama) ve boylece yiizeyin biyouyumlugu-
nun arttirilmasi olasidir. Bu gekilde iiriner sis-
temde kullanilacak kateterlerin yiizeylerinin
kaplanmasi da olasidir.

Sonu¢ olarak, sunulan arastirmada monomer
yapilarla kaplanmis iiriner kateterlerin kullanil-
masinin {iriner sistemde kateter iligkili enfeksi-
yonlarin oranini azaltabilecegini gosteren in
vitro sonuglar elde edilmistir.
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