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OZET

Amag ve Giris: Bu calismada giderek ¢6ziimii zor hale gelen ve hastanemizde de 6nemli bir
nozokomiyal infeksiyon etkeni olarak karsimiza c¢ikan panrezistan Klebsiella pneumoniae
(PRKp)’nin neden oldugu infeksiyonlar ve diren¢ sorununa ¢éziim aranmaya ¢alisilmistir. Yeni
bir antibiyotikle simdilik ¢6ziim yolu olmadig1 bilindigi icin biyofilm tabakasi hedef alinarak
biyofilm tabakasina etkili olmasi beklenen N-asetil sistein (NAC), rifampisin ve ozon gibi
antibiyofilm etkinlikli ajanlarin uygulanmast ve etkili olmalar1 durumunda tedavide
kullanilabilecek antibiyotiklerin etkili olabilmesi ve infeksiyonun tedavi olabilirligini
saglamasi1 beklenmektedir.

Gerec ve Yontemler: Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde 15 Haziran
2017- 15 Temmuz 2018 tarihleri arasinda yatan, >18 yas {istii dokuz hastadan alinan drneklerde
invazif infeksiyon olusturmus K. pneumoniae izolatlar1 klasik biyokimyasal ydntemler
kullanilarak tanimlandi. Bu bakterilerin antibiyotiklere duyarliliklarinin belirlenmesinde
kullanilan disk diflizyon yontemi, gradyan testi ve sivi mikrodiliisyon yontemleri i¢in European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) tarafindan belirlenen zon
¢aplar1 ve minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri kullanildi. Bakterilerin biyofilm
olusturma yeteneklerinin gosterilmesi i¢in mikroplakta kristal viyole boyama yontemi
kullanildi. Kuyucuklarin optik dansiteleri (OD) 6lgtilerek biyofilm olusturma kapasitelerine
gore siiflandirma yapildi. Tek tabaka hiicre kiiltiiriinde hiicre i¢i biyofilm olusturma yetenegi
belirlendi. Biyofilm olusumu ve NAC, rifampisin ve ozonun biyofilm tabakasi lizerine etkinligi
koloni sayma yontemi ve lazer taramali konfokal mikroskopisi yontemiyle gosterildi.
Bulgular: Calismaya dokuz hasta dahil edildi. Bu hastalardan 5 (%55.5)’i Yogun Bakim
Unitesi’nde yatmaktaydi. Hastalarin dordii bakteriyemi, iicii ventilatorle iliskili pnémoni (VIP),
biri protez infeksiyonu, digeri ise komplike idrar yolu infeksiyonu tanisiyla takip edildi. PRKp
infeksiyonu gelisen hastalarin altist meropenem, tigesiklin ve kolistin; ikisi imipenem,
tigesiklin ve kolistin; biri ise meropenem, ertapenem ve kolistin kombinasyonuyla tedavi edildi.
Hastanede kalis siiresi ortalama 50.4 (4-80) giindii. Tedavi baslandiktan ortalama dokuz giin
(4-21) sonra hastalardan 7 (%77.7)’si genis spektrumlu antibiyotik kullanilmasina karsin
kaybedildi. Hayatta kalan hastalardan birisi komplike idrar yolu infeksiyonu tanisiyla
meropenem, ertapenem ve kolistin tedavisi alan ve sondasi degistirilen hasta; digeri ise protez
infeksiyonu tanistyla meropenem, tigesiklin ve kolistin tedavisi alan ve protezi degistirilen
hastayd. Izolatlarmn tiim antimikrobiyal kategorilerde tiim ajanlara direncli olduklar1 gosterildi

ve hepsi denenen tiim antibiyotiklere direncli bakteri (PDR) olarak tanimlandi. Karbapeneme



direngli olan suslarin hepsinde (%100) genotipik yontemlerle karbapenemaz geni saptandi.
Tiim suslarda saptanan karbapenemaz tipi OXA-48 idi, sadece bir susta (12 no’lu) hem OXA-
48 hem de NDM-1 geni birlikte saptandi. Biyofilm olusumu yoniinden tiim K. pneumoniae
suslar1 degerlendirildiginde biyofilm yapanlarin orani1 %100 olarak saptandi. Pozitif ve negatif
kontrole gdre yapilan simiflandirmada izolatlarin hepsinin (%100) yiiksek diizeyde biyofilm
olusturdugu belirlendi. Koloni sayma yontemiyle, biyofilm olusturmus (24 saatlik) bakterilere
son konsantrasyon 2 pg/ml ve 0.1 pg/ml olacak sekilde NAC ve rifampisin uygulanarak 2. saat,
6. saat, 24. saat ve 72. saatlerdeki etkileri incelendi. Kullanilan tiim izolatlarda ortalamalarina
bakilarak kendi kontrollerine gore bakteri sayisinda anlamli bir azalma saptanmadi (sirasiyla
NAC ig¢in p degeri >0.05, >0.05, >0.05, >0.05 ve rifampisin i¢in p degeri >0.05, >0.05, >0.05,
>0.05). Son konsantrasyon 0.6 pg/ml olacak sekilde ozonlu su uygulandiginda belirlenen
zamandaki kendi kontrollerinin ortalamalarina goére 6. ve 24. saatte bakteri sayisinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriilmekle (sirasiyla p degeri <0.05, <0.05) birlikte
logaritmik olarak 2 logio veya lizerinde bir azalma saptanmadigi i¢in etkili olmadig: diistintildii.
Bununla birlikte, 2. ve 72. saatteki incelemede biyofilmdeki bakteri sayisinda anlamli bir
azalma saptanmadi (sirastyla p degeri >0.05, >0.05). Sudaki ozon konsantrasyonu artirilarak
son konsantrasyon 4.78 pg/ml olacak sekilde ozonlu su uygulandiginda 2. ve 24. saatte
biyofilmdeki bakteri sayisinda istatistiksel olarak anlamli azalma goriilmekle (sirastyla p degeri
<0.05, <0.05) birlikte 2 logio lizerinde azalma saptanmadig i¢in etkili olmadig1 disiiniildii.
Bununla birlikte, ayni1 konsantrasyonda 6. saatte istatistiksel olarak anlamli bir azalma
goriilmedi. Ancak, 72. saatteki incelemede biyofilmdeki bakteri sayisinda tiim izolatlarda 2.06-
4.08 logio araliginda azalma saptandigi icin etkili olarak degerlendirildi. Lazer taramali
konfokal mikroskopi yontemiyle, biyofilm olusturmus (24 saatlik) bakterilerde son
konsantrasyon 2 pg/ml, 0.1 pg/ml ve 4.78 png/ml olacak sekilde NAC, rifampisin, ozonlu su
uygulandiginda 2., 6. ve 24. saatlerdeki biyofilm i¢indeki canli ve 6lii bakteriler {izerine etkileri
incelendi. Tiim izolatlarda kendi kontrollerine gore bakteri sayisinda 24. saatte ozonlu suda
istatistiksel olarak anlamli azalma (canli bakteriler icin p degeri 0.05 ve 6lii bakteriler icin p
degeri 0.01) disinda canli ve 6lii bakteri sayisinda anlamli bir azalma saptanmadi. Bununla
birlikte logaritmik olarak 2 logio veya lizerinde bir azalma gosterilmedigi i¢in ozonlu suyun

koloni sayma yontemiyle belirlendigi gibi 24. saatte de etkili olmadig1 diistintildi.

Sonuc¢: PRKp izolatlar1 iilkemizde ve diinya ¢apinda tedavi agisindan sorun olusturan énemli
bir patojendir. OXA-48 ve NDM tipi karbapenemaz iireten ve dzellikle Yogun Bakim Unitesi

hastalarinda kolonize olan bu bakteriler hastanemizde endemik hale ge¢mislerdir. Ancak, bu
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izolatlarin biyofilm olusturma yetenekleri hakkinda bir veri yoktur. Bunun disinda, literatiir
taramas1 yapildiginda panrezistan suglarla ilgili bir ¢alismaya rastlanmamigtir. PRKp’nin
biyofilm olusturma 6zelligini karakterize etmenin yan1 sira, biyofilm olusturan bu izolatlarin
tedavisinde kullanilacak farkli yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Boyle direngli suslarin
tedavisinde NAC (2 mg/lt), rifampisin (0.1 mg/It) ve ozon (0.6 mg/lt ve 4.78 mg/It) gibi diger
ajanlarin belirli konsantrasyonlarda etkinligi ilk defa bu g¢alismada test edilmistir. Test
sonuglarina gére NAC ve rifampisin etkili bulunmamakla birlikte, ozon 4.78 mg/lt
konsantrasyonda bile bakteri sayisinda >2 logio’luk azalmay1 saglamistir. Daha yiiksek ozon
konsantrasyonunun kullanilmasi durumunda tedavi agisindan basarili sonuglarin alinabilecegi
diistiniilmektedir. Daha fazla susla in vitro testlerin yapilmasinin yani sira in vivo deneylerle de
bu antibiyofilm etkinlikli ajanlarin etkinliklerinin gdsterilmesi gerekmektedir. Ayrica,
bakterilerin hem biyofilm olusturma kapasiteleri hem de panrezistan olmalar1 nedeniyle
halihazirda kullanilacak tedavi segeneklerinin bulunmamasi, bu infeksiyonlarin gelisimini

onlemenin yani hastane kontrol 6nlemlerinin 6nemini iyice vurgulamaktadir.

Anahtar kelimeler: Panrezistan Klebsiella pneumoniae, biyofilm, N-asetil sistein, rifampisin,

0ozon.



ABSTRACT

Aim and Introduction: In the present study, we searched for a solution for the infections of
panresistant Klebsiella pneumoniae (PRKp) and the resistance which is difficult to handle and
as a significant nosocomial infection factor in our hospital. We expect to administer the
antibiofilm effective agents such as N-acetyl cysteine (NAC), rifampicin, and ozone by
targeting the biofilm layer, and if they are found effective, to provide the effective antibiotics
to be used in treatment, and to enable the cure of infection because no solution is yet known to
be available with a new antibiotic.

Material and Methods: K. pneumoniae isolates which created invasive infections in the
samples collected from nine patients aged over 18 years who were hospitalized in Istanbul
University Istanbul Faculty of Medicine Hospital between 15 June 2017- 15 July 2018 were
identified using the classical biochemical methods. The zone diameters and minimum
inhibitory concentration (MIC) values determined by the European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) were used for disk diffusion method, gradient
test, and broth microdilution methods in determining the sensitivity of these bacteria to
antibiotics. The crystal violet staining method was used in demonstrating the biofilm forming
capacity of the bacteria. The classification was performed in accordance with the biofilm
forming capacities by measuring the optic density (OD) of the wells. Intracellular biofilm
forming capability was identified in the single layer cell culture. Biofilm formation and the
efficacy of NAC, rifampicin, and ozone on biofilm layer was demonstrated using the colony
counting method, and laser screened confocal microscopy method.

Results: Nine patients were included in the study. 5 (55.5%) patients were hospitalized in the
Intensive Care Unit. Four patients were followed up with the diagnosis of bacteremia, three
were diagnosed with ventilator-associated pneumonia (VAP), one patient had prosthetic
infection, and the other one patient was diagnosed with complicated urinary tract infection. Six
patients who developed PRKp infection were treated with meropenem, tigecycline, and colistin;
two patients were administered imipenem, tigecycline, and colistin; and one patient was
administered meropenem, ertapenem, and colistin combination. The mean hospital stay time
was 50.4 (4-80 days) days. Although broad spectrum antibiotics were used, 7 (77.7%) patients
died in a mean of 9 (4-21 days) days after the initiation of treatment. One of the surviving
patients was received meropenem, ertapenem, and colistin treatment and whose catheter was

replaced with the new one, the other surviving patient was administered meropenem,
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tigecycline, and colistin due to prosthetic infection, and the prosthesis was replaced with the
new one. The isolates were shown to be resistant against all agents in all antimicrobial
categories, and all were described as pan-drug resistant (PDR). Carbapenemase gene was
detected in all (100%) strains resistant to carbapenem with the genotypic methods. The detected
carbapenemase type was OXA-48 in all strains, and both OXA-48, and NDM-1 gene were
detected in only one strain (no. 12). All (100%) the K. pneumoniae strains were detected to
form biofilms. All (100%) isolates were found to form biofilms in high levels according to the
classification in terms of the positive and negative control. NAC and rifampicin were
administered to create a final concentration of 2 pg/mL, and 0.1 pg/mL to biofilm formed (24
hours) bacteria, and their effects at hour 2, hour 6, hour 24, and hour 72 were investigated using
the colony counting method. No significant decrease was detected in the number of bacteria in
all isolates compared with their controls (p value >0.05, >0.05, >0.05, >0.05 for NAC, and p
value >0.05, >0.05,>0.05, >0.05 for rifampicin, respectively). Although there was a statistically
significant decrease in the bacteria count at hour 6, and hour 24 compared with its control in
the indicated time when ozone water was applied as to provide a final concentration of 0.6
pg/mL (p value 0.05, 0.05, respectively), it was considered ineffective because no decrease was
detected logaritmically as 2 logio or over 2 logio. In addition, no significant decrease was
detected in the number of bacteria in the biofilm in the investigation at hour 2 and hour 72 (p
value >0.05 and >0.05, respectively). Although there was a statistically significant decrease in
the bacterial count at hour 2, and hour 24 compared with its control in the indicated time when
ozone water was applied as to provide a final concentration of 4.78 pug/mL (p value <0.05,
<0.05, respectively) by increasing the ozone amount in water, it was considered ineffective
because no decrease was detected logaritmically as 2 logio or over 2 logio. In addition, no
statistically significant decrease was detected in the same concentration at hour 6. However, it
was considered effective in detection of a decrease of 2.06-4.08 logo interval in the bacterial
count in the biofilm at hour 72 in all isolates. The effects of NAC, rifampicin, and ozone water
on the living and death bacteria in the biofilm at hours 2, 6, and 24 were investigated as to
provide the final concentration of 2 pg/mL, 0.1 pg/mL, and 4.78 pg/mL in the biofilm forming
(24 hours) bacteria using the laser screening confocal microscopy method. No significant
decrease was detected in the living and death bacterial count in all isolates compared with their
controls except the statistically significant decrease in the ozone water at hour 24 (p value for
living bacteria was 0.05, and p value for death bacteria was 0.01). Ozone water was regarded

ineffective at hour 24 as no decrease was determined logaritmically at 2 logio or over 2 logio.



Conclusion: Panresistant K. pneumoniae isolates are important pathogens that cause
therapeutic problems in Turkey and worldwide. These bacteria that produce OXA-48 and
NDM-1 type carbapenemase and are particularly colonised in the intensive care unit patients
became endemic in our hospital. However, there is no data on the biofilm forming capabilities
of these isolates. In addition, there is no study on the panresistant strains in the literature. There
is need for different approaches to be used in the treatment of these isolates that form biofilms
in addition to characterising the PRKp biofilm forming characteristics. The efficacy of the
different concentrations of other agents such as NAC (2 mg/L), rifampicin (0.1 mg/L) and ozone
(0.6 mg/L ve 4.78 mg/L) in treatment of such resistant strains was first tested in the present
study. In accordance with the test results; NAC and rifampicin were found ineffective, however,
ozone in a concentration of 4.78 mg/L enabled a decrease of >2 logio in the number of bacteria.
We suggest that more succesful results may be obtained in treatment with the use of higher
ozone concentrations. There is a need for demonstrating the efficacy of these antibiofilm
efficient agents with in vivo experiments with more strains and in vitro test. In addition, due to
the lack of current treatment options owing to the biofilm forming capacities of bacteria and
their being panresistant, emphasizes the prevention of the development of these infections and

thus to the importance of the hospital control precautions.

Key words: Panresistant Klebsiella pneumoniae, biofilm, N-acetyl cysteine, rifampicin, ozone.



1. GIRIS

Hastanelerimizde gelisen infeksiyonlar dnemli morbidite ve mortalite nedenleri olarak
giindemimizde bulunmaktadir. Bu infeksiyonlar ve etkenleri giderek daha da zor tedavi edilir
hale gelmektedir. Bunun sonucunda hastalar uzun siire hastanede yatmak zorunda kalmakta,
hastalarin 6nemli bir kism1 hayatin1 kaybetmekte ve ayrica yatig maliyetleri de artmaktadir.

Bu ¢alismada giderek ¢oziimii zor hale gelen ve hastanemizde de 6nemli bir nozokomiyal
infeksiyon etkeni olarak karsimiza c¢ikan panrezistan Klebsiella pneumoniae (PRKp)
bakterisinin gelistirdigi infeksiyonlar ve diren¢ sorununa ¢oziim aramaya calisilacaktir. Direng
mekanizmalarindan biri olarak biyofilm olusumu sorumlu tutulmaktadir. Biyofilm
infeksiyonlar1 antibiyotik direncine neden olarak tedavi siirelerini uzatmakta, tedavi olasiligin
azaltmakta ve mortaliteyi artirmaktadir (1). Yeni bir antibiyotikle simdilik ¢6ziim yolu olmadig:
ve yakin gelecekte de olmayacagi bilinmekte oldugundan biyofilm tabakasi hedef alinarak ve
biyofilm {iizerinde etkili olmasi durumunda tedavide elimizde bulunan antimikrobiklerin
etkinliginden yararlanma ve hastalarimizi tedavi etme sansimizi1 artiracagimizi diigiinmekteyiz.
Biyofilm tabakasina etkili olmasi1 beklenen N-asetil sistein (NAC), rifampisin ve ozon gibi
antibiyofilm etkinlikli ajanlarin uygulanmasindan sonra tedavide kullanilabilecek
antibiyotiklerin etkili olabilmesi, infeksiyonun tedavi olabilirligini saglamasi, tedavi imkan
sunmast ve sonucunda da morbidite ve mortaliteyle ilgili komplikasyonlarin azalmasi
beklenmektedir.

Bu tezde, birinci asama i¢in farkli hastalarda invazif infeksiyon olusturmus dokuz
PRKp izolat1 ayrilmigtir. Bu hastalarin klinik bilgileri, demografik 6zellikleri kaydedilmisti ve
izole edilmis olan etkenler ilizerinde antimikrobiklerin ‘‘minimum inhibitdr konsantrasyon’’
(MiK)’lar1, biyofilm olusturma ozellikleri, NAC, rifampisin ve ozonun biyofilm {izerine

etkinligini gosteren mikrobiyolojik incelemelerin yapilmasi planlanmistir.

2. GENEL BILGILER

2.1 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella cinsi 1900’lerin sonlarinda yasamis olan Alman mikrobiyolog Edwin Klebs’in
anisina isimlendirilmistir. Carl Friedlander’in siklikla Sliimciil bir 