
181

Alındığı tarih: 03.05.2016
Kabul tarihi: 16.06.2016
Yazışma adresi: Elvan Hortaç, Başkent Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Bağlıca Kampüsü, Etimesgut / Ankara
e-posta: elvanhortac@gmail.com

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

doi:10.5222/TMCD.2015.181

Elvan HORTAÇ*, Gizem KALELİ**, Dilek ÇÖKELİLER***, Şükran YAVUZDEMİR****, 
Mehmet MUTLU**, Müge DEMİRBİLEK EKİCİ*, Jülide Sedef GÖÇMEN*
*Başkent Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı
**TOBB ETÜ Mühendislik Fakültesi Biyomedikal Mühendislik Bölümü
***Başkent Üniversitesi Mühendislik Fakültesi Biyomedikal Mühendislik Bölümü
****Atatürk Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarı

GSBL Pozitif Üropatojen Escherichia coli İzolatlarının 
Plazma Polimerizasyon Tekniği ve Nanomalzemeler ile 
Modifiye Edilmiş (Mikroplak) Yüzeylerde Biyofilm 
Oluşumunun İncelenmesi: Deneysel Model

ÖZET

Amaç: Kateter ilişkili üriner sistem enfeksiyonlarına neden 
olan önemli etkenlerden biri GSBL pozitif üropatojen 
Escherichia coli’dir. Biyoteknoloji ile üretilen biyouyumlu 
malzemenin katatere kaplanarak kolonizasyonun 
engellenmesi enfeksiyonun önlenmesinde önemli bir 
aşamadır. Sunulan araştırmada, GSBL pozitif üropatojen 
E. coli izolatlarının farklı biyouyumlu nanomalzemelerle 
kaplanmış mikroplaklardaki biyofilm oluşumuna etkisinin 
incelemesi amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Ankara TOBB ETÜ Hastanesi dâhili ve 
cerrahi polikliniklere başvuran ayaktan hastaların idrar 
kültüründen izole toplam 45 GSBL pozitif E. coli izolatının 
plazma polimerizasyon yöntemiyle iki farklı monomerle 
[2–hidroksietilmetakrilat (HEMA)] ve Etilen glikol 
dimetakrilat (EGDM)] kaplanmış mikroplaklarda biyofilm 
oluşumu araştırılmıştır.

Bulgular: Araştırmada kullanılan 45 GSBL pozitif E. coli 
suşunun 8 tanesi standart yöntemler ile boş plaklarda hafif 
düzeyde biyofilm oluştururken, EGDM ile kaplanmış 
mikroplakta 11, HEMA ile kaplanmış mikroplakta ise 
yalnızca 1 suş biyofilm tabaka oluşturmuştur.

Sonuç: Monomer yapılarla kaplanmış üriner kateterlerin 
kullanılmasının üriner sistemde kateter ilişkili 
enfeksiyonlarını ve buna bağlı morbidite ve mortalite 
oranlarını azaltabileceğini gösteren in vitro sonuçlar elde 
edilmiştir. 

Anahtar kelimeler: Biyofilm, nanomalzeme, üropatojen 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.

Key words: Biofilm, nanomaterial, uropathogenic E. coli 
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GİRİŞ

Üriner sistem enfeksiyonu (ÜSE) erişkin hasta-
ların hastaneye başvurma nedenleri arasında en 
yaygın olanıdır(1). Komplike ÜSE’de etken pato-
jen kişiden kişiye ve hastaneden hastaneye fark-
lılıklar göstermekle birlikte, en sık neden gram 
negatif bakterilerdir. Bunlar içinde de Escherichia 
coli en sık izole edilen mikroorganizmadır(2). 
Biyofilm tabaka bakterilerin antibakteriyel ajan-
lardan ve vücudun savunma sistemlerinden 
korunmasını sağlayan ve yüzeye sıkıca tutunma-
larına olanak veren ekstraselüler polimerlerden 
oluşan bir yapıdır(3). Bu tabaka bakteri, bakteri-
yel glikokaliks, Tamm-Horsfall proteini ve tuz-
lardan meydana gelir(4). 

Genişlemiş spektrumlu beta laktamazlar (GSBL); 
sefalosporin grubundaki oksiimino-sefalospo-
rinleri hidroliz edebilen ve genellikle klavulanik 
asit, sulbaktam veya tazobaktam gibi beta-
laktamaz inhibitörleri ile inhibe olan enzimler-
dir. GSBL’ler Klebsiella spp. ve E. coli türlerin-
de daha sık olmakla birlikte, Salmonella spp. ve 
Shigella flexneri’nin de dahil olduğu enterik 
bakterilerde de bildirilmiştir(5). Genişlemiş spek-
trumlu beta-laktamaz üreten mikroorganizmalar 
başlıca sepsis, üriner sistem enfeksiyonu ve 
solunum yolu enfeksiyonlarına neden olur. 
GSBL’lerin aynı ve farklı cins bakterilere taşına-
bilmesi hastanelerde özellikle yoğun bakım üni-
telerinde salgınlara neden olabilir. Bu suşlarla 
gelişen enfeksiyonlarda komplikasyon gelişme 
ve mortalite riski yüksektir. GSBL üreten suşlar 
üçüncü ve dördüncü kuşak sefalosporinlere in 
vitro duyarlı olsa bile tedavide başarısızlık 
görülebilir(6,7). Bu nedenle enfeksiyon gelişimin-
den önce alınacak koruyucu önlemler, tedavi 
seçeneğinden önde yer almalıdır. Biyoteknoloji 
ile üretilen biyouyumlu malzemenin katatere 
kaplanarak kolonizasyonun engellenmesi enfek-
siyonun önlenmesinde önemli bir aşamadır(8).

Sunulan araştırmada, plazma ışıması ortamı 

oluşturularak, bu ortamda iki farklı tipte mono-
merin katı yüzey üzerinde film tabakası formun-
da polimerleşmesi gerçekleştirilerek GSBL 
pozitif üropatojen E. coli izolatının biyofilm 
yapmaları üzerine etkileri araştırılmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Araştırmada Ankara TOBB ETÜ Hastanesi 
Dahili ve Cerrahi Poliklinikler’e başvuran hasta-
ların idrar kültüründen izole toplam 45 GSBL 
pozitif E. coli izolatı kullanıldı. İzolatların 
tanımlanmasında konvansiyonel yöntemler kul-
lanıldı. GSBL varlığı, konvansiyonel yöntem ve 
otomatize sistemler tarafından belirlenen mini-
mal inhibitör konsantrasyon (MİK) düzeyleri ile 
belirlendi(9). E. coli (ATCC 25922) ve GSBL 
pozitif Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) 
suşları kontrol kökenler olarak kullanıldı. 

Slime oluşumu Christensen ve ark.(10) tarafından 
tanımlanmış olan “Kantitatif plak test” yöntemi 
ile belirlendi. Bakteriler MacFarland 0.5 bula-
nıklık derecesinde Triptik Soy Buyyon (Becton 
Dickinson, ABD) besiyerinde 24 saat 37°C’de 
inkübe edildikten sonra bakterilerin 1/100 dilüs-
yonları yapıldı. Düz tabanlı mikroplaklarda bak-
teri içermeyen deney ortamları negatif kontrol 
olarak kullanılırken deney kuyucuklarına 20 µl 
bakteri, 180 µl deney ortamı konuldu ve böylece 
1/100 dilüsyona ulaşıldı. Her bir bakteri için 
ikişer kuyucuk kullanıldı.

Hazırlanan mikroplaklar 37°C’de 24 saat inkübe 
edildikten sonra kuyucuklar boşaltılıp steril fos-
fat tampon solüsyonu (pH:7.2) ile 4 kez yıkandı. 
Fiksasyon için her bir kuyucuk metanol ile mua-
mele edildi. Yüzde 2’lik kristal viyole ile boya-
ma işleminden sonra etanol konuldu. Mikro-
plakların 540 nm dalga boyunda optik dansitele-
ri ölçüldü. 

Her bir bakteri için hazırlanmış olan ikişer kuyu-
cuktan elde edilen optik dansite (OD) değerleri-
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nin ortalamaları alındı. Negatif kontrol kuyu-
cuklarından elde edilen OD değerlerinin 3 SD 
üstü sınır değer “cut-off” olarak belirlendi. Buna 
göre sınır değerin üzerinde olan suşlar slime 
pozitif olarak kabul edildi. OD değeri sınır 
değerle bunun 2 katı arasında olanlar hafif, 2-4 
katı arasında olanlar orta, 4 katı üzerinde olanlar 
ise kuvvetli pozitif olarak sınıflandırıldı(11).

Plazma polimerizasyon plazmadaki organik 
moleküllerin polimerize olduğu ve bir malzeme 
üzerine çöktüğü kaplama yöntemidir. Plazma 
yüksek sıcaklıklarda kuvvetli elektrik veya man-
yetik alanların etkisi ile oluşur(12). Bu yöntem ile 
plazma ortamında tüm organik bileşiklerin katı 
malzeme yüzeylere kaplanabilmesi ve böylece 
yüzeyin biyouyumluğunun arttırılması 
olasıdır(13). Plazma ışıması başlıca iki türdür: 
“Sıcak plazma” ve “soğuk plazma”(14). Çalışmada 
kullandığımız mikroplak yüzeylerin kaplanma-
sında vakum ortamında çalışan plazma sistemi 
kullanılarak soğuk plazma yöntemiyle iki farklı 
monomer [2-hidroksietilmetakrilat (HEMA) ve 
Etilen glikol dimetakrilat (EGDM)] kullanıldı.

Plazma polimerizasyon tekniği ile 2 farklı mono-
merle kaplanan mikroplaklar ve kaplanmamış 
mikroplakta tüm suşların biyofilm oluşturması 
deneyi eşzamanlı olarak yukarıda anlatıldığı 
şekilde yinelendi. 

Standart yöntem ve polimer ile kaplı plakların 
kullanıldığı yöntem arasındaki birliktelik SPSS 
(ver.16.0, Chicago, IL, ABD) bilgisayar progra-
mında Cohen kappa (κ) testi ve buna bağlı 
Landis Koch sınıflandırması ile değerlendi-
rildi(15). 

BULGULAR

Araştırmada kullanılan 45 GSBL pozitif E. coli 
suşunun 8’inin (%18) kaplanmamış mikroplakta 
hafif (1 SD) biyofilm oluşturduğu gözlendi. 
Pozitif kontrol olarak kullanılan K. pneumoniae 

ATCC 700603 suşu da hafif derecede biyofilm 
oluşturdu. Kontrol suşları da dâhil olmak üzere 
test edilen mikroorganizmaların %19’u kaplan-
mamış mikroplakta biyofilm oluşturdu.

EGDM ile kaplanmış mikroplakta ise kaplanma-
mış mikroplakta biyofilm oluşturan 8 suştan 7 
tanesinin hafif, bir tanesinin ise orta derecede (2 
SD); aynı zamanda K. pneumoniae ATCC 
700603 ve E. coli ATCC 25922 kontrol suşları-
nın da hafif derecede biyofilm oluşturduğu 
görüldü. Ayrıca kaplanmamış plakta biyofilm 
oluşturmayan 4 suşun EGDM kaplı plakta hafif 
düzeyde biyofilm yaptığı gözlendi. Kontrol suş-
ları da dâhil olmak üzere test edilen mikroorga-
nizmaların %30’unun EGDM ile kaplanmış 
mikroplakta biyofilm yapısı meydana getirdiği 
gözlendi. Bu noktada EGDM’nin GSBL üreten 
gram negatif bakterilerin biyofilm oluşumuna 
etkisi anlamsız olarak değerlendirildi.

HEMA ile kaplanmış mikroplakta ise pozitif 
kontrol suşu da dâhil olmak üzere kaplanmamış 
plakta biyofilm oluşturan 8 klinik izolatın 7’sinin 
biyofilm oluşumunun baskılandığı, yalnızca tek 
bir biyofilm pozitif suşun (%2) hafif düzeyde 
biyofilm oluşturduğu gözlendi. Bunun sonucun-
da, HEMA’nın GSBL üreten gram negatif bakte-
rilerin biyofilm oluşumuna negatif yönlü bir 
etkisi olduğu tespit edildi.

Tablo 1’de kaplanmamış ve sırasıyla EGDM ve 
HEMA ile kaplanmış mikroplaklardaki biyofilm 
pozitiflik ve negatiflik sayıları gösterilmektedir. 
Standart köken yöntem ile karşılaştırıldığında 
Cohen κ değerleri; EGDM için 0.671 (önemli 

Tablo 1. Kullanılan mikroorganizmaların kaplanmamış, 
EGDM ve HEMA ile kaplanmış mikroplaklardaki (OD değeri-
ne göre) biyofilm düzeyleri.

Biyofilm pozitiflik dereceleri

Kaplanmamış plak
EGDM kaplı plak
HEMA kaplı plak

0

38
33
46

1+

9
13
1

2+

-
1
-

3+

-
-
-
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derece uyuşma) ve HEMA için 0.168 (önemsiz 
derecede uyuşma) olarak bulundu. 

TARTIŞMA

Günümüzde giderek artan bir sağlık sorunu olan 
yoğun bakım kökenli nozokomiyal enfeksiyon-
lar artmış mortalite, morbidite ve maliyetin en 
önemli nedenlerinden biridir. Bu enfeksiyonla-
rın en sık görülenleri ventilatör ilişkili pnömoni, 
katetere bağlı kan dolaşımı enfeksiyonları ve 
kateter ilişkili üriner sistem enfeksiyonlarıdır 
(Kİ-ÜSE). Bu enfeksiyonların önlenmesi ile 
maliyet, hastanede yatış süresi ve mortalitenin 
azaltılabildiği bildirilmiştir(16). 

Kİ-ÜSE hastane enfeksiyonlarının %40-60‘ını 
oluşturur. Ürosepsis de kan dolaşımı enfeksi-
yonlarının en sık ikinci nedenidir. Üriner sistem-
de bulunan kateterler çoklu ilaç direnci gösteren 
bakteriler için bir rezervuar ve Kİ-ÜSE için en 
büyük risk faktörüdür(17). Üriner sistem kateteri 
bulunan hastalarda bakteriüri etkeni genellikle 
tek bir organizmadır ve en sık izole edilen mik-
roorganizma E. coli’dir. Hastanede yatan hasta-
ların %15-25’inde üriner sistem kateterleri var-
dır ve bu kateterlerin sistemde kalma süresi 2-4 
gündür. Diğer sistemlerdeki enfeksiyon, uzamış 
hastanede yatış süresi ve altta yatan hastalıklar 
nedeniyle kateter takılı gün sayısı uzadıkça 
Kİ-ÜSE riski artmaktadır(18).

Kateter yüzeyi bakteri adezyonuna ve bakterinin 
biyofilm oluşturarak konak savunmasından kaç-
masına neden olur(19). Bakterilerin katı yüzeylere 
tutunması serbest yüzey enerjisi, hidrofobisite, 
yüzey kimyasal yapısı ve yükü ile yüzeyin 
pürüzlülüğü gibi faktörlere bağlıdır(12). Yüksek 
yüzey enerjisine sahip materyallerin bakteriyel 
tutunmaya daha elverişli olduğu bilinmektedir(20). 
Bu gibi katı yüzeylere tutunan bakteri çoğalır-
ken hücre dışına bakteriyel glikokaliks salgılar. 
İdrar içeriğindeki tuz ve proteinler polisakkarit 
yapıdaki bu glikokaliks ile kompleks bir yapı 

oluşturarak bakteriyi antimikrobiyal ajanlardan, 
konak savunmasından ve idrarın mekanik temiz-
leyici özelliğinden korur(21).

İdrar kateterleri doğal kauçuk, polisopren ya da 
silikondan olabilir. Kateterlerinin yapıldığı 
madde ile enfeksiyon oluşumunun sıklığı arasın-
daki bağlantı belirlenememiştir(22).

Kateter hangi maddeden yapılmış olursa olsun, 
kateter yüzeyi üropatojen bakterilerin tutunması 
ve biyofilm oluşturarak konak savunmasından 
kaçışı sonucu enfeksiyon gelişimi için uygun 
ortam sağlar. Bu enfeksiyonların önüne geçmek 
amacıyla son yıllarda bazı antimikrobiyal ajan-
lar ve biyofilm oluşumunu inhibe edici madde-
lerle kaplanmış kateterler kullanıma girmiştir(23-25). 
Gümüş kaplı kateter kullanıldığında üriner 
infeksiyon gelişme oranı %30’luk bir azalma 
göstermiştir(26). Heparinle kaplanmış kateterler 
ile tıkanıklığın ve biyofilm oluşumunun engelle-
nebileceği gösterilmiştir(27). Nitrofurazon kaplı 
kateterlerin üriner infeksiyon gelişmesi üzerine 
etkilerinin araştırıldığı çalışmalarda kısa süreli 
kateterizasyonda enfeksiyon oranlarının düştüğü 
fakat uzun süreli kateterizasyonda fark görülme-
diği bildirilmiştir(28). 

Çalışmamızda, plazma polimerizasyon yöntemi 
kullanılarak iki faklı monomer ile kapladığımız 
plaklarda üropatojen E. coli suşlarının biyofilm 
yapıp yapmadıkları invitro olarak belirlenmiştir. 
Bu sonuçlar kaplı olmayan plaktaki sonuçlarla 
karşılaştırılmıştır. Plakları kaplamada kullandı-
ğımız HEMA monomerinin test ettiğimiz gram 
negatif bakterilerin biyofilm oluşumunu %88.8 
oranında inhibe ettiği saptanmıştır. HEMA biyo-
kimyasal ve mekanik karakteristiğinden ötürü 
özellikle diş hekimliğinde, dental restoratif 
materyaller içerisinde kullanılan ana kompo-
nentlerden biridir(29). HEMA monomerinin strep-
tokok türlerinde biyofilm oluşumu üzerine etki-
sini inceleyen bir çalışmada, biyofilm oluşumu-
na direk etkisi bulunamamış, fakat artan kon-
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santrasyonların planktonik hücre miktarının 
düşürerek biyofilm formasyonunu indirek ola-
rak azalttığı gözlemlenmiştir(30). Yine HEMA 
monomeri içeren gümüş nanopartiküllerin 
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa 
biyofilm formasyonu üzerindeki inhibitör etkisi-
ni inceleyen bir çalışmada HEMA’nın anlamlı 
derecede inhibitör etkinliği olduğu tespit edil-
miştir. Aynı çalışmada P. aeruginosa biyofilmle-
rinin bu nanopartiküllerin antimikrobiyal 
etkisine S. aureus biyofilmlerinden çok daha 
duyarlı olduğu tespit edilmiştir(31). Değişen oran-
larda HEMA içeren polimerlerle yapılan çalış-
malarda, içerdiği hidroksil ucu sayesinde HEMA 
oranı arttıkça hidrofobisitenin azaldığı, dolayı-
sıyla bakteri adezyonunun da azaldığını gösteren 
çalışmalar mevcuttur(32,33). HEMA monomerinin 
özellikle Enterobacteriaceae üyesi gram negatif 
bakterilere etkinliği üzeride yapılan çalışmalar 
kısıtlı sayıda olup, bu konuda daha fazla invitro 
ve invivo çalışmaya gereksinim vardır. 

EGDM monomeri genellikle polimer üretiminde 
çapraz bağlayıcı olarak kullanılan bir monomer-
dir(34). Çalışmamızda EGDM monomerinin biyo-
film oluşumunu inhibe etmediği, hatta bazı suş-
larda biyofilm oluşumunu pozitif yönde destek-
lediği sonucuna varılmıştır. Bunun nedeni mono-
merin kimyasal yapısının gram negatif bakteri-
lerle oluşturduğu elektrostatik etkileşim olabilir. 
EGDM’nin gram pozitif bakteriler üzerinde 
inhibitör etkinliği olduğunu gösteren çalışmalar 
mevcuttur(35,36).

Plazma polimerizasyon yöntemiyle adezyon, 
sürtünme katsayısı, yüzey enerjisi ve iletkenliği 
gibi modifiye edilmemiş yüzeylerden tamamen 
farklı özelliklere sahip yeni yüzeyler elde etmek 
olasıdır(37). Bu yönteminin en önemli avantajla-
rından biri homojen ve ince kaplamalar elde 
edilebilmesidir. Plazma polimerizasyon yönte-
miyle plazma ortamında bir ön koşul olmaksızın 
tüm organik bileşiklerin (monomer), katı malze-
me yüzeylerin üzerinde polimerleşebilmesi 

(kaplama) ve böylece yüzeyin biyouyumluğu-
nun arttırılması olasıdır. Bu şekilde üriner sis-
temde kullanılacak kateterlerin yüzeylerinin 
kaplanması da olasıdır.

Sonuç olarak, sunulan araştırmada monomer 
yapılarla kaplanmış üriner kateterlerin kullanıl-
masının üriner sistemde kateter ilişkili enfeksi-
yonların oranını azaltabileceğini gösteren in 
vitro sonuçlar elde edilmiştir.
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