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ÖZET
Amaç: Bu çalışmada, ventilatör ilişkili pnömoni (VİP) etkeni olarak izole edilen Klebsiella pneumoniae ve Acineto-
bacter baumanii suşlarında biyofilm üretiminin ve bu suşların meropenem ve amikasine duyarlılıklarının farklı test 
yöntemleriyle değerlendirilmesi amaçlandı. Ayrıca biyofilm üretiminin agar bazlı antibiyotik duyarlılık testleri üze-
rindeki potansiyel etkisi de araştırıldı. 
Yöntemler: Ekim 2019 – Haziran 2021 tarihleri arasında yoğun bakım ünitesinde takip edilmekteyken VİP tanısı alan 
hastalardan alınan trakeal aspirasyon örneklerinden izole edilen A. baumannii ve K. pneumoniae suşları, doku kültür 
plak metodu ile biyofilm üretimi açısından test edildi. Meropenem ve amikasine duyarlılıkları mikrodilüsyon, e-test 
ve disk difüzyon yöntemleriyle belirlendi; test sonuçları arasındaki uyum Kappa testi ile değerlendirildi. 
Bulgular: Çalışmaya dahil edilen, 98 suşun 67’si A. baumanii, 31’i ise K. pneumoniae olarak tanımlandı. K. pneumoni-
ae suşlarının tamamında, 67 A. baumanii suşlarının ise %83.6’sında biyofilm üretimi saptandı. K. pneumoniae olarak 
tanımlanan suşlarda biyofilm üretimi anlamlı düzeyde daha yüksek saptandı (p=0.015). Mikrodilüsyon yöntemiyle 
belirlenen direnç oranları A. baumannii suşlarında K. pneumoniae suşlarına göre meropenem (p=0.003) ve amikasin 
(p=0.042) için istatistiksel olarak anlamlı derecede daha yüksek bulundu. Biyofilm üretimi yapan 31 K. pneumoniae 
suşunda, e-test ve disk difüzyon yöntemleri ile mikrodilüsyon yöntemi karşılaştırıldığında, direnç oranları açısından 
meropenem için amikasine kıyasla daha yüksek bir uyum saptandı (meropenem kappa=0.71, amikasin kappa=0.32). 
Sonuç: Çalışmamızda test edilen örnek sayısı sınırlı olmakla birlikte, biyofilm üreten K. pneumoniae suşlarında disk 
difüzyon, E-test ve mikrodilüsyon yöntemleri arasında meropenem için uyum saptandı. Ancak aynı uyum amikasin için 
gözlenmedi. Mikroorganizmaların agar yüzeyinde biyofilm benzeri yapılar oluşturması ve amikasinin hidrofilik yapısı 
nedeniyle bu yapıya yeterince penetre olamaması, test sonuçlarını etkileyen başlıca etkenlerden biri olarak değerlendirildi.
Anahtar Kelimeler: Biyofilm, antibiyotik duyarlılık testi, mikrodilüsyon, disk difüzyon, E-test
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ABSTRACT
Objective: This study aimed to evaluate the biofilm formation and susceptibility of Klebsiella pneumoniae and Acine-
tobacter baumannii strains, isolated as causative agents of ventilator-associated pneumonia (VAP), to meropenem and 
amikacin using various antimicrobial susceptibility testing methods. Additionally, the study investigated the potential 
impact of biofilm formation on the outcomes of agar-based antibiotic susceptibility tests.
Methods: K. pneumoniae and A. baumannii strains were isolated from tracheal aspirate samples of patients diagnosed 
with VAP between October 2019 and June 2021 in the intensive care unit. Biofilm production was tested using the 
tissue culture plate method. Broth microdilution, E-test, and disk diffusion methods were used to assess susceptibility 
to meropenem and amikacin. The agreement between these methods was evaluated using the Kappa test.
Results: Among 98 isolates, 67 were identified as A. baumannii and 31 as K. pneumoniae. Biofilm production was detected 
in all K. pneumoniae isolates and 83.6% of A. baumannii isolates. Biofilm formation was significantly more frequent 
in K. pneumoniae (p=0.015). Resistance rates determined by the microdilution method were significantly higher in A. 
baumannii isolates for both meropenem (p=0.003) and amikacin (p=0.042) compared to those of K. pneumoniae. In 
biofilm-producing K. pneumoniae, agreement among test methods was stronger for meropenem (kappa=0.71) than 
for amikacin (kappa=0.32).
Conclusion: Although the number of tested isolates in our study was limited, concordance was observed between disk 
diffusion, E-test, and microdilution methods for meropenem in biofilm-producing K. pneumoniae strains. However, the 
same level of agreement was not observed for amikacin. It is considered that the formation of biofilm-like structures 
on the agar surface by microorganisms, combined with the hydrophilic nature of amikacin limiting its penetration into 
these structures, may significantly affect the test results.
Keywords: Biofilm, antibiotic susceptibility test, microdilution, disc diffusion, E-test
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GİRİŞ
Mikroorganizmalar serbest formdan farklılaşarak çok hücreli organizma-
ları taklit eden karmaşık biyofilm yapılarını oluşturmaktadır (1). Biyofilm 
tabakasının %85’ini matriks yapısı oluşturur. Bu matriks, mikroorganiz-
malar tarafından üretilen hücre dışı polimerik maddeler (Extracellular 
Polymeric Substances, EPSs) ve hücre dışı DNA partikülleri ile konağa ait 
immünglobulin ve pıhtılaşma faktörlerini içerir (1-3). Farklı çalışmalarda; 
yaş, cinsiyet, altta yatan komorbiditeler, kateterizasyon süresi, hastanede 
yatış süresi, mikroorganizmanın cinsi gibi faktörlerin biyofilm oluşumu 
ile ilişkisi değerlendirilmiştir (4,5). Entübasyon süresi ve mikroorganiz-
ma cinsinin biyofilm oluşumuna etkisi olduğu düşünülmekle birlikte risk 
faktörleri henüz net olarak tanımlanmamıştır (6-8). 

Biyofilm yapısı, çeşitli mekanizmalarla antibiyotik direncine neden ol-
maktadır (1). Bu mekanizmalardan ilki biyofilm yapısının antibiyotik 
molekülüne karşı bir difüzyon bariyeri oluşturarak antibiyotiklerin mik-
roorganizmalara ulaşmasını engellemesidir (1). Çeşitli antimikrobiyal-
lerin sentetik ve doğal aljinat tabakasından difüzyonunu inceleyen bir 
çalışmada, betalaktam grubu antibiyotiklerin aminoglikozidlere kıyasla 
aljinat tabakasını çok daha hızlı geçtiği saptanmıştır (9). Ayrıca biyofilm 
yapısı, mikroorganizmaların direnç genlerini aktarabilmesi için uygun 
ortam oluşturur. Biyofilm içinde mikroorganizmaların farklı büyüme 
paternleri nedeniyle bazı antibiyotiklere karşı minimum inhibitör kon-
santrasyon (MİK) değerinin 100–1000 kat arttığı gösterilmiştir (10,11). 
Biyofilm içerisindeki mikroorganizmaların tedavisinde kullanılabilecek 
standart MİK değeri henüz belirlenmemiştir (12).

Yoğun bakımda yatan hastalarda hem invazif girişimlerin sık uygulanması 
hem de hasta ilişkili risk faktörlerinin diğer hastalara kıyasla daha yüksek 
olması sağlık bakımı ilişkili infeksiyon riskini de artırmaktadır (13,14). 
Ventilatör ilişkili pnömoni (VİP), sağlık bakımı ilişkili olarak en sık kar-
şılaşılan dört infeksiyon türünden biridir (15). Avrupa’da yapılan bir çalış-
mada, yoğun bakımlarda VİP prevalansı %20.6 olarak bildirilmiştir (16). 
Son yıllarda yabancı cisim ilişkili infeksiyonlar ve biyofilm yapısı üzerine 
yapılan araştırmalar sonucu, VİP gelişiminde endotrakeal tüp yüzeyin-
de biyofilm varlığı en önemli faktör olarak değerlendirilmektedir (10).

Mikroorganizmaların oluşturduğu biyofilm yapısı ilk olarak 1985 yılında 
gösterilmiştir. Yapılan çalışmada, medikal ekipman ilişkili infeksiyona 
sebep olan koagülaz negatif stafilokok suşları kültür plağında çoğaltı-
larak optik dansite ölçümü yapılmış; ölçülen optik dansite değerlerinin 
ekipman yüzeyindeki bakteriyel biyofilm ağırlığı ile korelasyon gösterdiği 
saptanmıştır (17). Christensen ve arkadaşları (17) tarafından geliştirilen 
doku kültür plak metodu, biyofilm varlığını kantitatif olarak değerlen-
direbilmesi nedeniyle farklı suşlarla modifiye edilerek birçok çalışmada 
referans test olarak kullanılmaktadır (18-20). 

Bu çalışmada, VİP tanısı almış hastalardan izole edilen Acinetobacter 
baumannii ve Klebsiella pneumoniae suşlarının biyofilm üretimi ve farklı 
yöntemlerle meropenem ve amikasine duyarlılıklarının değerlendirilme-
si amaçlandı. Ayrıca biyofilm üretimi ile ilişkili olabilecek risk faktörleri, 
farklı antibiyotik duyarlılık test sonuçları ve biyofilm üretim test sonuç-
ları birlikte değerlendirilerek, biyofilm üretiminin agar bazlı antibiyotik 
duyarlılık test sonuçlarına etkisinin ortaya konulması hedeflendi.

YÖNTEMLER
Prospektif gözlemsel olarak planlanan çalışmaya, Ekim 2019–Hazi-
ran 2021 tarihleri arasında hastanemizin yoğun bakım ünitesinde 
(YBÜ’de) yatmakta iken infeksiyon hastalıkları hekiminin rutin vi-
zitlerinde VİP tanısı alan ve tedavisi düzenlenen 18 yaş ve üzerin-
deki hastalar alındı; ventilatör ilişkili olay (VİO) saptanan hastalar 
çalışma dışında bırakıldı. 

Çalışmaya alınan hastalar, trakeal aspirasyon kültürlerinde 105 cfu/ml 
ve üzerinde A. baumanii ve K. pneumoniae üremesi olanlardı. Trakeal 
aspirasyon dışında solunum yolu örneği alınan, trakeostomi ile ventile 
edilen ve değerlendirme sırasında akciğer dışı infeksiyon odağı bulunan 
hastalar ise çalışmaya dahil edilmedi. 

Çalışma için Dokuz Eylül Üniversitesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’n-
dan 12 Haziran 2019 tarih ve 2019/14-41 karar numarasıyla onay alındı.

Ventilatör İlişkili Pnömoni Tanısı 
Ventilatör ilişkili pnömoni, endotrakeal entübasyondan 48 saat ve sonra-
sında gelişen pnömoni olarak tanımlanmış olup etkenin tespit edilmesi 
için trakeal aspirasyon kültürü yapılması önerilmektedir (21). Çalışmamız 
kapsamında, endotrakeal entübasyon sırasında pnömoni kliniği görül-
meyen hastalarda, entübasyondan 48 saat ve sonrasında gelişen akciğer 
radyolojik bulguları ile birlikte aşağıdaki kriterlerden en az ikisinin olması 
durumu VİP olarak tanımlandı:

•	 Ateş yüksekliği veya hipotermi, 

•	 Lökositoz veya lökopeni, 

•	 Solunum sekresyonlarında artış, 

•	 Solunum yolu örneği kültüründe klinik olarak anlamlı üreme.

İzolatların ve Hasta Verilerinin Toplanması 
Ventilatör ilişkili pnömoni etkeni olarak belirlenen A. baumanii ve K. 
pneumoniae suşları pasajlanarak çalışma başlangıcına kadar -20°C’de 
boncuklu stok besiyeri (Orbak, Türkiye) içerisinde saklandı. Hastala-
rın yedi günlük VİP epizodu ve 30 günlük izlemi kaydedildi. Hastaların 
demografik verileri ve risk faktörleri ise hastane kayıt sisteminden elde 
edildi. Toplanan veriler aşağıda sunuldu:

•	 Demografik veriler (yaş ve cinsiyet),

•	 Risk faktörleri [hastanede yatış süresi, invazif medikal ekipman kul-
lanımı, cerrahi öyküsü, travma öyküsü, reentübasyon varlığı, VİP 
epizodu sırasında septik şok gelişimi, VİP epizodu sırasında akut 
solunum stres sendromu (Acute Respiratory Distress Syndrome, 
ARDS) gelişimi, VİP epizodu sırasında hemodiyaliz ihtiyacı, son 
90 gün içinde antibiyoterapi öyküsü, altta yatan hastalıklar ve en-
tübasyondan örnek alımına kadar geçen süre],

•	 Ventilatör ilişkili pnömoni epizodu ve 30 günlük hasta izlemi son-
lanım bilgileri [mortalite, iyileşme, YBÜ yatış süresi (gün), has-
tanede yatış süresi (gün), ekstübasyona kadar geçen süre (gün)]. 

İzolatların Tanımlanması 
-20°C’ de saklanan boncuklu stok besiyerlerinden tek boncuk alınarak 
kanlı agar (Becton Dickinson, Almanya) yüzeyine ekildi ve 35°C’de 24 
saat inkübe edildi. Agar yüzeyinde elde edilen tek koloniler “matrix-as-
sisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry” 
(MALDI-TOF MS) (Biomerieux, Fransa) otomatize sistemiyle tanımlan-
dı. Antimikrobiyal duyarlılık testleri için kontrol suşu olarak Escherichia 
coli ATCC25922 (12,20) ve biyofilm kontrol suşu olarak K. pneumoniae 
ATCC700603 (19,20) kullanıldı. 

Doku Kültür Plak Metodu ile Biyofilm Üretiminin 
Belirlenmesi 
Biyofilm üretimi, Christensen ve arkadaşları (17) tarafından 1985 yılında 
geliştirilen ve modifiye edilen yöntemle değerlendirildi. Kanlı agar yüze-
yinde gelişen koloniden alınan örnek %1 glukoz içeren 5 ml “tryptic soy 
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broth” besiyerine ekilerek 35°C’de 24 saat inkübe edildi. Ardından taze 
besiyeri ile 1/100 oranında dilüe edildi. Bu solüsyondan otomatik pipet 
yardımı ile mikroplaka kuyucuklarına 0.2 ml eklenerek 35°C’de 24 saat 
inkübasyona bırakıldı ve biyofilm oluşumu indüklendi. Mikroplaka ku-
yucuklarındaki sıvı nazikçe boşaltılarak fosfat tamponlu salin (pH 7.3) 
ile üç kez yıkandı. Metanol ile yapılan fiksasyonun ardından kuyucuklara 
oda ısısında 0.2 ml %0.1 kristal viyole çözeltisi eklenerek 15 dk boyandı. 
Kuyucuklardaki sıvı boşaltılarak glacial asetik asit ile fikse edildi. 

ELISA cihazında (Thermo Fisher Scientific, ABD) 570 nm dalga boyun-
da absorbans ölçüldü ve her suş için üç kez ölçüm tekrarlanarak optik 
dansite (OD) değerlerinin ortalaması kaydedildi. Stepanović ve arkadaş-
larının (22) önerdiği formüle uygun olarak, bakteri inokülasyonu yapıl-
mayan negatif kontrol kuyucuklarının OD ölçüm değerlerinin ortalama 
değerine standart sapma değerinin üç katı eklenerek OD “cut-off ” (ODc) 
değeri belirlendi. Her suşun OD ölçüm sonucu ODc ile karşılaştırılarak 
suşun biyofilm üretim kapasitesi tespit edildi; OD ortalaması ODc değe-
rinden büyük olan suşlar biyofilm üreticisi olarak tanımlanırken, ODc 
değerinden küçük ve ODc değerine eşit ölçümler biyofilm negatif olarak 
sınıflandırıldı. Kullanılan formül aşağıda sunuldu:

ODc = Üç negatif kontrol kuyucuğunun OD ortalaması + (3 × standart sapma)

Antibiyotik Duyarlılıklarının Belirlenmesi

Disk Difüzyon Yöntemi

Mueller-Hinton agar (Becton Dickinson, Almanya) yüzeyine 0.5 McFar-
land yoğunluğundaki bakteri süspansiyonları yayılarak 6 mm çaplı kâğıt 
amikasin ve meropenem diskleri (Becton Dickinson, Almanya) yerleşti-
rildi. İnhibisyon zonları Avrupa Antimikrobiyal Duyarlılık Testi Komitesi 
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) 
standartlarına uygun olarak değerlendirildi (12,23).

E-test Yöntemi

Hazırlanan 0.5 McFarland yoğunluktaki bakteri süspansiyonları Muel-
ler-Hinton agar (Becton Dickinson, Almanya) yüzeyine steril bir eküv-
yon yardımıyla tüm yüzeyi kaplayacak şekilde yayıldı. Agar yüzeyine 
meropenem ve amikasin antibiyotiklerinin belli konsantrasyonlarını 
içeren e-test şeritleri (Biomérieux, Fransa) yerleştirilerek 35°C’de 24 saat 
inkübe edildi. Şerit etrafında oluşan inhibisyon elipsinin şerit üzerindeki 
ölçekle kesiştiği nokta kaydedilerek belirlenen MİK değerleri EUCAST 
standartlarına uygun olarak değerlendirildi (12,23).

Mikrodilüsyon Yöntemi

Sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle el ile 96 kuyucuklu U tabanlı mikroplaka 
kullanılarak çalışıldı. Üreticinin önerileri doğrultusunda meropenem (Bi-
osynth Carbosynth, İngiltere) ve amikasin (Sigma Aldrich, ABD) etken 
maddeleri 100 mg tartılarak steril su ile çözüldü. 

Aşağıda verilen formüle uygun olarak test edilecek konsantrasyonun 10 
katı yoğunlukta stok çözeltisi hazırlandı ve hazırlanan stok solüsyonlar 0.1 
ml hacminde ayrılarak steril Eppendorf tüpü içerisinde -80°C’de saklandı.

Sulandırıcı hacmi (V) = Antibiyotik ağırlığı (w) x Antibiyotik potensi / 
İstenilen konsantrasyon (P/c)

Stok solüsyon kullanılarak mikrodilüsyon plaklarındaki Mueller-Hinton 
buyyonunda seri dilüsyonlar hazırlandı (Meropenem için 1–1024 μg/ml, 
amikasin için 0.5–512 ug/ml). İlk kolon, üreme kontrol kuyucuğu olarak 
ayrıldı ve bu kolona antibiyotik solüsyonu eklenmedi. Tüm suşlardan 5×105 

cfu/ml konsantrasyonda bakteri süspansiyonu hazırlandı. Hazırlanan bak-
teri süspansiyonu ilk kolondan başlanarak inoküle edildi. Sterilite kontrol 
kuyucuğu olan 12 numaralı kolona inokülasyon yapılmadı. Mikroplaka 
35°C’de 16 saat inkübe edildi. Her satırda üremenin gözle görülebilir şe-
kilde inhibe edildiği en düşük konsantrasyon MİK değeri olarak belirlendi 
ve EUCAST standartlarına uygun olarak değerlendirildi (12,23).

İstatistiksel Analizler
İstatistiksel analizler, SPSS (“Statistical Package for the Social Sciences”) 
versiyon 26.0 programı (IBM Corp., Armonk, NY, ABD) ile gerçekleştirildi. 
Çalışma verileri değerlendirilirken tanımlayıcı istatistiksel yöntemler (ortalama, 
standart sapma, medyan, frekans, oran, minimum, maksimum) kullanıldı. 
Nicel verilerin normal dağılıma uygunlukları Kolmogorov-Smirnov testi, 
Shapiro-Wilk testi ve grafiksel yöntemlerle değerlendirildi. Normal dağılım 
gösteren nicel verilerin iki grup karşılaştırmalarında bağımsız örneklem T 
testi, normal dağılım göstermeyen verilerin iki grup karşılaştırmalarında 
ise Mann-Whitney U testi uygulandı. Nitel verilerin karşılaştırılmasında 
ise Pearson χ² testi, Fisher Freeman Halton kesin testi ve Fisher kesin test 
kullanıldı. Tüm suşların disk difüzyon, e-test ve mikrodilüsyon yöntemleri 
ile meropenem ve amikasine direnç sonuçları arasındaki uyum McNemar 
testi, McNemar-Bowker testi ve Kappa uyum testi ile değerlendirildi. An-
lamlılık düzeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR
Çalışmaya alınan 98 hastanın 61(%62.2)’i erkek, 37 (%37.8)’si kadındı. 
Tüm hastaların yaş ortalaması 67.5 yıl olarak bulundu. Ventilatör ilişkili 
pnömoni epizodu öncesinde hastaların tamamında 90 gün içerisinde 
antibiyotik kullanım öyküsü mevcuttu. Otuz bir hastada cerrahi girişim 
öyküsü, 27 hastada reentübasyon, 26 hastada immünsupresyon, yedi has-
tada travma öyküsü vardı. Yedi günlük VİP epizodu sırasında hastaların 
56’sı kaybedildi ve 36 hasta iyileşti; üç hastada bakteriyemi, iki hastada 
plevral efüzyon, bir hastada pnömotoraks olmak üzere altı hastada ise 
komplikasyon gelişti. Otuz günlük hasta izleminin sonunda hastaların 65’i 
kaybedilirken 28 hasta taburcu edildi. Otuz günlük sürenin sonunda beş 
hastanın klinik izlemi serviste devam etmekteydi. Hastaların demografik 
verileri, risk faktörleri ve sonlanım bilgileri Tablo 1’de sunuldu. 

Çalışmaya dahil edilen 98 izolatın MALDI-TOF yöntemiyle 67’si A. bauma-
nii, 31’i K. pneumoniae olarak tanımlandı. Tüm suşların 87 (%88.8)’sinde 
biyofilm üretimi saptandı. K. pneumoniae olarak tiplendirilen 31 suşun 
tamamı, A. baumanii olarak tiplendirilen 67 suşun ise 56’sı biyofilm üreti-
cisi olarak tespit edildi. A. baumanii olarak tiplendirilen 11 suşta biyofilm 
üretimi saptanmadı. K. pneumoniae suşlarında biyofilm üretimi anlamlı 
olarak daha sık görüldü (p=0.015). Mikrodilüsyon yöntemiyle tüm bak-
terilerin 95 (%96.9)’inde meropeneme, 88 (%89.8)’inde ise amikasine 
direnç saptandı. Suşların biyofilm üretimi ve antibiyotik duyarlılık test 
sonuçlarını içeren laboratuvar verileri Tablo 2’de sunuldu. 

Antibiyotik Duyarlılık Test Yöntemlerinin 
Karşılaştırılması
Çalışmaya dahil edilen tüm suşların amikasine ve meropeneme direnci 
mikrodilüsyon, e- test ve disk difüzyon yöntemleriyle test edildi. Biyofilm 
üretmeyen 11 A. baumanii, biyofilm üreten 56 A. baumanii ve biyofilm 
üreten 31 K. pneumoniae suşunun antibiyotik duyarlılık test sonuçları mik-
rodilüsyon yöntemi ile karşılaştırılarak değerlendirildi. Yöntemler arasında 
istatistiksel olarak anlamlı düzeyde fark saptanmadı (p>0.05). Test sonuç-
ları arasındaki uyumu değerlendirebilmek için kappa değerleri hesaplandı. 

Biyofilm üreticisi olmayan 11 A. baumanii suşunun tamamı, mikrodilüs-
yon ve e-test yöntemleriyle meropeneme ve amikasine dirençli saptandı. 
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Mikrodilüsyon yöntemiyle amikasine dirençli saptanan bir suş disk di-
füzyon yöntemiyle amikasine duyarlı tespit edildi. Mikrodilüsyon yön-
temiyle duyarlı suş sayısı yetersiz olduğundan bu grupta kappa değeri 
hesaplanamadı. 

Biyofilm üretmeyen 56 A. baumanii suşlarının tamamı mikrodilüsyon 
yöntemiyle meropeneme dirençli saptanırken, e-test ve disk difüzyon 
yöntemleriyle 55 suş dirençli bulundu. Meropeneme duyarlı suş sayısı ye-
tersiz olduğu için bu grupta meropenem için kappa değeri hesaplanamadı. 
Aynı grupta mikrodilüsyon yöntemiyle 54 suş, disk difüzyon yöntemiyle 
52 suş, e-test yöntemiyle 53 suş amikasine dirençli saptandı. Mikrodilüs-
yon yöntemi ile disk difüzyon ve e-test yöntemleri arasında amikasin için 
anlamlı uyum olduğu belirlendi (p=0.687; p=1.000). Biyofilm üreticisi A. 
baumanii suşlarında amikasin için kappa değerleri e-test yöntemi için 0.79 
(p=0.001), disk difüzyon yöntemi için -0.05 (p=0.690) olarak hesaplandı. 

Biyofilm üreticisi olan 31 K. pneumoniae suşunun mikrodilüsyon yönte-
miyle 28’i meropeneme dirençli bulundu. Meropeneme dirençli olarak 
belirlenen 28 suşun 26’sı disk difüzyon yöntemiyle, 27’si ise e-test yönte-
miyle dirençli olarak saptandı. Tüm test yöntemlerinde üç suş merope-
neme duyarlı bulundu. Bu grupta mikrodilüsyon yöntemi ile disk difüz-
yon ve e-test yöntemleri arasında meropenem için anlamlı uyum olduğu 
belirlendi (p=0.500; p=1.000). Mikrodilüsyon yöntemi ile disk difüzyon 
yöntemi arasındaki uyum düzeyi 0.716 (p=0.001), mikrodilüsyon ile e-test 
yöntemi arasındaki uyum düzeyi ise 0.839 (p=0.001) olarak saptandı. 

Biyofilm üreticisi olan 31 K. pneumoniae suşunda mikrodilüsyon yöntemiyle 
amikasine dirençli saptanan 23 suşun 17’si e-test, 15’i disk difüzyon yönte-
miyle dirençli; altısı e-test, sekizi disk difüzyon yöntemiyle duyarlı olarak 
belirlendi. Mikrodilüsyon yöntemi ile amikasine duyarlı olarak saptanan 
sekiz suşun üçü e-test, ikisi disk difüzyon yöntemiyle amikasine dirençli 
bulundu. Mikrodilüsyon yöntemi ile disk difüzyon ve e-test yöntemleri 
arasında amikasin için anlamlı uyum mevcuttu (p=0.109, p=0.508). Bu 
grupta amikasin için mikrodilüsyon ve disk difüzyon yöntemleri arasında-
ki uyum düzeyi 0.323 (p=0.049); e-test arasındaki uyum düzeyi ise 0.324 
(p=0.048) olarak belirlendi. Test yöntemlerinden elde edilen sonuçlar ve 
yöntemler arasındaki uyum Tablo 3 ve Tablo 4’te sunuldu.

Biyofilm üretimi ile demografik veriler, çeşitli risk faktörleri, hasta sonla-
nımları ve mikrodilüsyon yöntemiyle saptanan meropenem ve amikasin 
direnç verilerinin karşılaştırılması için iki farklı gruplama yapıldı: 
1.	 A. baumanii olarak tanımlanan 67 suş: 56 biyofilm pozitif suş ve 11 

biyofilm negatif suş, 

2.	 Biyofilm üreticisi olarak belirlenen 87 suş: 56 A. baumanii suşu ve 
31 K. pneumoniae suşu.

Tablo 1. Hastaların Sosyodemografik ve Klinik Özellikleri

Demografik Veriler n (%)

Yaş, yıl (Ortalama ± SS) 67.48 ± 16.11

Cinsiyet

Erkek 61 (62.2)

Kadın 37 (37.8)

Risk Faktörleri

İmmünsupresyon 26 (26.5)

Cerrahi öykü 31 (31.6)

Travma öyküsü 7 (7.1)

Reentübasyon 27 (27.6)

90 gün içerisinde antibiyotik kullanım öyküsü 98 (100)

VİP sırasında septik şok 46 (46.9)

VİP sırasında HD ihtiyacı 22 (22.4)

VİP sırasında ARDS 40 (40.8)

Entübasyon ile Örnek Alımı Arasında 
Geçen Süre, gün (Ortalama ± SS) 14.6 ± 12.4

VİP Epizodu (7 günlük) Hasta Sonlanımı

Mortalite 56 (57.1)

İyileşme 36 (36.7)

Komplikasyon 6 (6.1)

30 Günlük İzlem Hasta Sonlanımı

Mortalite 65 (66.3)

İyileşme / Taburcu 28 (28.6)

Serviste klinik izlemin devamı 5 (5.1)

Hasta Sonlanımı İlişkili Diğer Veriler, gün (Ortalama ± SS)

YBÜ yatış süresi 29.4 ± 20

Hastane yatış süresi 42.5 ± 36.4

Ekstübasyona kadar geçen süre 9.6 ± 6.5

SS: Standart sapma, VİP: Ventilatör ilişkili pnömoni, HD: Hemodiyaliz,  
ARDS: Akut solunum stres sendromu, YBÜ: Yoğun bakım ünitesi.

Tablo 2. A. baumanii ve K. pneumoniae Suşlarında Biyofilm Üretimi ve Antibiyotik Direnç Oranları

Tüm Suşlar (n=98) A. baumanii (n=67) K. pneumoniae (n=31)

Biyofilm Üretimi, n (%)
Pozitif 87 (88.8) 56 (83.6) 31 (100)

Negatif 11 (11.2) 11 (16.4) 0 (0)

Dirençli Suş, n (%)

Amikasin

Mikrodilüsyon 88 (89.8) 65 (97) 23 (74.2)

E-test 84 (85.7) 64 (95.5) 20 (64.5)

Disk difüzyon 79 (80.6) 62 (92.5) 17 (54.8)

Meropenem

Mikrodilüsyon 95 (96.9) 67 (100) 28 (90.3)

E-test 92 (93.9) 66 (98.5) 26 (83.9)

Disk difüzyon 92 (93.9) 66 (98.5) 26 (83.9)
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Analiz I. 
A. baumannii suşları yukarıda verilen sayılarda biyofilm pozitif ve biyo-
film negatif olmak üzere iki gruba ayrıldı. Gruplar arasında yaş açısından 
anlamlı fark bulunmadı. Toplam 26 kadın hastadan alınan örneklerin 
25 (%96.1)’inde ve toplam 41 erkek hastadan alınan örneklerin ise 31 
(%75.6)’inde biyofilm üretimi saptandı. Kadın hastalardan alınan örnek-
lerde biyofilm üretim oranı daha yüksekti (p=0.040; p<0.05). İncelenen 
risk faktörleri ve hasta sonlanımları açısından biyofilm üreten ve biyo-
film üretimi yapmayan A. baumanii suşları arasında anlamlı farklılık 
saptanmadı (p>0.05). Tüm suşlarda meropeneme direnç saptandığı için 
gruplar arasında istatistiksel analiz yapılmadı. Mikrodilüsyon yöntemi 
ile amikasine direnç açısından da anlamlı fark bulunmadı (p=1.000; 
p>0.05) (Tablo 5). 

Analiz II. 
Biyofilm üreticisi olarak belirlenen 56 A. baumanii suşu ve 31 K. pneu-
moniae suşu arasında yaş, cinsiyet ve risk faktörleri açısından anlamlı 
düzeyde farklılık saptanmadı (p>0.05). Hastaların VİP epizodlarındaki 
ve 30 günlük izlem süreçlerindeki mortalite ve iyileşme oranları, has-
tanede ve yoğun bakımda yatış süreleri ve ekstübasyona kadar geçen 
süreler benzerdi (p>0.05). Mikrodilüsyon yöntemi ile saptanan mero-
penem ve amikasin direnç oranları A. baumannii grubunda K. pneumo-
niae grubuna kıyasla anlamlı derecede daha yüksek bulundu (p1=0.003; 
p2=0.042) (Tablo 6). 

İRDELEME
Çalışmamızda yoğun bakım yatışı sırasında VİP tanısı konulan 96 hasta 
ve hastaların trakeal aspirasyon örneklerinden izole edilen 67 A. baumanii 
suşu ve 31 K. pneumoniae suşu değerlendirildi. Hastaların %62.2’si erkek, 
%37.8’i kadındı ve yaş ortalamaları 67.5 yıldı. Wang ve arkadaşlarının (24) 
Çin’de nozokomial infeksiyon gelişen 3223 hastayı değerlendirdikleri ça-
lışmada, nozokomial infeksiyonların erkeklerde ve ileri yaş grubunda (>60 
yaş) daha sık saptanması çalışmamızla benzerlik göstermektedir. Türki-
ye’den sağlık bakımı ilişkili infeksiyonların değerlendirildiği bir çalışmada, 
pnömoni en sık görülen üç nozokomial infeksiyon arasında yer almakta 
olup yoğun bakımda yatan hastalarda sıklığının arttığı saptanmıştır (25).

Suşların biyofilm üretim kapasitesini etkileyen risk faktörlerini değer-
lendiren çalışmalar olmakla birlikte, bu risk faktörleri henüz net olarak 
tanımlanmamıştır (4,5,7). Çalışmamızda K. pneumoniae suşlarının ta-
mamında, A. baumanii suşlarının ise %83.6’sında biyofilm üretimi sap-
tandı. Ülkemizde yapılan bir çalışmada A. baumanii suşlarında biyofilm 
üretiminin %99’a ulaşabildiği bildirilmiş olsa da çalışmamızda bu oran 
daha düşük bulundu (26). Gunardi ve arkadaşlarının (4) biyofilm üreti-
mine etki eden risk faktörlerini incelediği çalışmasında biyofilm yapısı 
içerisinde K. pneumoniae suşlarının A. baumanii suşlarından daha sık yer 
aldığı gösterilmiştir. Bu veri çalışmamızdaki bulguları desteklemektedir. 
K. pneumoniae suşlarının kapsül, membran proteinleri gibi virülans fak-
törleri sayesinde biyofilm üreterek konak immün yanıtından korunduğu 
bilinmektedir (27). Çalışmamızda biyofilm üretiminin K. pneumoniae 

Tablo 3. Suşların Amikasin ve Meropeneme Duyarlılık Test Sonuçlarının Mikrodilüsyon Yöntemiyle Karşılaştırılması 

Amikasin Meropenem

E-test Disk Difüzyon E-test Disk Difüzyon

R S R S R S R S

M
ik

ro
di

lü
sy

on
 

Yö
nt

em
i S

on
uç

la
rı

Biyofilm negatif A. 
baumanii (n=11)

R 11 0 10 1 11 0 11 0

S 0 0 0 0 0 0 0 0

Biyofilm pozitif  
A. baumanii (n=56)

R 53 1 50 4 55 1 55 1

S 0 2 2 0 0 0 0 0

Biyofilm pozitif K. 
pneumoniae (n=31)

R 17 6 15 8 27 1 26 2

S 3 5 2 6 0 3 0 3

R: Dirençli, S: Duyarlı

Tablo 4. Disk Difüzyon ve E-test Yöntemlerin Mikrodilüsyon Yöntemi ile Uyumluluğu

Antibiyotik Test Yöntemi

Biyofilm Negatif
A. baumanii

Biyofilm Pozitif
A. baumanii

Biyofilm Pozitif
K. pneumoniae

KD (%95 GA) KD (%95 GA) KD (%95 GA)

Meropenem
Disk difüzyon * * 0.71 (0.35–1)

E-test * * 0.84 (0.35–1)

Amikasin
Disk difüzyon * -0.05 (-0.01–0.00) 0.32 (0.01–0.63)

E-test * 0.79 (0.39–1) 0.32 (-0.02–0.67)

GA: Güven Aralığı, KD: Kappa değeri.
* Kappa değeri hesaplanamadı.
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suşlarında anlamlı olarak daha sık saptanmasının kapsül yapısının bi-
yofilm üretimini kolaylaştırmasından kaynaklandığı düşünülmektedir. 

Mikrodilüsyon yöntemiyle tüm örneklerin %96.9’sında meropene-
me, %89.8’inde ise amikasine direnç saptandı. Çalışmamızda suşların 
direnç oranları benzer hasta gruplarında yapılan diğer çalışmalardan 
daha yüksek saptandı (28,29). Çalışmaya dahil edilen hastaların tama-
mında son 90 gün içerisinde antibiyotik kullanım öyküsünün olması-
nın çalışmamızda direnç oranlarının yüksek olmasına sebep olduğu 
düşünülmektedir. Raman ve arkadaşlarının (30) antibiyotik direncine 
neden olan risk faktörlerini belirlemek için yaptıkları meta-analizde 
antibiyotik direnç gelişimine etki eden en önemli faktör hastanın an-
tibiyotik kullanım öyküsü olarak bildirilmiştir. Liu ve arkadaşlarının 
(31) yaptığı çalışmada, karbapenem direncine sebep olduğu belirtilen 
16 risk faktöründen biri hastanın antibiyotik kullanım öyküsü olarak 
bildirilmiştir.

Biyofilm üreticisi 56 A. baumannii suşu ile biyofilm üretmeyen 11 A. ba-
umannii suşu ve bu suşların izole edildiği hastalar incelendiğinde, has-
taların yaşları arasında anlamlı bir fark saptanmadı. Ancak kadın hasta-
lardan alınan örneklerde biyofilm üretim oranı, erkek hastalardan alınan 
örneklere kıyasla anlamlı düzeyde daha yüksek bulundu. Gunardi ve ar-
kadaşlarının (4) biyofilm üretimini etkileyen risk faktörlerini incelediği 
çalışmada, çalışmamızla benzer şekilde kadın cinsiyette biyofilm oluşumu 
erkek cinsiyetten daha sık görülmüştür. Aynı çalışmada, kateterizasyon 
süresi beş gün ve üzeri olan hastalarda biyofilm oluşumu ile anlamlı bir 
ilişki saptanmışken, bizim çalışmamızda kateterizasyon süresi ile biyofilm 
oluşumu arasında benzer bir ilişki gösterilemedi.

Çalışmamızda, biyofilm üreticisi olmayan suş sayısının yetersiz olması 
nedeniyle, biyofilm üretimi ile meropeneme ve amikasine direnç arasın-
daki ilişki değerlendirilemedi. Biyofilm yapısının çeşitli mekanizmalar 
aracılığıyla antibiyotik direncine sebep olduğu ve biyofilm ilişkili infek-

Tablo 5. Biyofilm Üreticisi Olan ve Biyofilm Üreticisi Olmayan A. Baumanii Suşlarının Karşılaştırılması

Toplam (s=67) Biyofilm Negatif (s=11) Biyofilm Pozitif (s=56) P

Yaş, yıl (Ortalama ± SS) 67.18 ± 16.1 64.2 ± 17.6 67.8 ± 15.9 0.402

Cinsiyet, n (%)

Erkek 41 (61.2) 10 (90.9) 31 (55.4)
0.040

Kadın 26 (38.8) 1 (9.1) 25 (44.6)

Risk Faktörleri, n (%)

İmmünsupresyon 14 (20.9) 1 (9.1) 13 (23.2) 0.435

Cerrahi öyküsü 22 (32.8) 2 (18.2) 20 (35.7) 0.316

Travma öyküsü 7 (10.4) 1 (9.1) 6 (10.7) 1.000

Reentübasyon 18 (26.9) 2 (18.2) 16 (28.6) 0.714

90 gün içerisinde antibiyotik kullanım öyküsü 67 (100) 11 (100) 56 (100) -

Vip sırasında septik şok 28 (41.8) 5 (45.5) 23 (41.1) 1.000

VİP sırasında HD ihtiyacı 12 (17.9) 1 (9.1) 11 (19.6) 0.673

VİP sırasında ARDS 27 (40.3) 7 (63.6) 20 (35.7) 0.103

Entübasyon ile Örnek Alımı Arasında 
Geçen Süre, Gün (Ortalama ± SS) 14.3 ± 10.3 14.9 ± 6.1 14.23 ± 11 0.378

7 Günlük İzlem, n (%)

Mortalite 36 (53.7) 7 (63.6) 34 (60.7)
1.000

İyileşme 26 (38.8) 4 (36.4) 22 (39.3)

30 günlük izlem, n (%)

Mortalite 43 (64.2) 7 (63.6) 36 (64.3)
1.000

İyileşme/Taburcu 21 (31.3) 4 (36.4) 20 (35.7)

Diğer veriler, gün (Ortalama ± SS)

YBU yatış süresi 29.9 ± 20.8 39 ± 33.6 28.1 ± 17.1 0.302

Hastane yatış süresi 44 ± 41.5 46.7 ± 36.2 43.5 ± 42.7 0.872

Ekstübasyona kadar geçen süre 9.1 ± 7.2 8.3 ± 8.1 9.23 ± 7.4 0.685

Mikrodilüsyon Sonuçları s (%)

Amikasin 65 (97) 11 (100) 54 (96.4) 1.000

Meropenem 67 (100) 11 (100) 56 (100) *

SS: Standart sapma, VİP: Ventilatör ilişkili pnömoni, HD: Hemodiyaliz, ARDS: Akut solunumsal stres sendromu, YBÜ: Yoğun bakım ünitesi
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siyonların, hastanede ve yoğun bakımda yatış süresini uzatarak mortalite 
oranını artırdığı gösterilmiştir (6,32). Ülkemizde yapılan çalışmalarda, 
biyofilm üreten suşlarda antibiyotik direnç oranlarının yüksek olduğu 
görülmektedir (33,34). 

Biyofilm oluşumunun entübasyondan kısa süre sonra başladığı ve me-
dikal ekipman kullanımı sürdükçe biyofilm matürasyonunun devam 
ettiği gösterilmiştir (10). Çalışmamızda biyofilm üretimi ile entübasyon 
süresi arasında anlamlı ilişki saptanmadı; benzer şekilde entübasyon 
süresi ile biyofilm oluşumu arasında ilişki gösterilemeyen çalışmalar da 
bulunmaktadır (5,7). Bununla birlikte yabancı cisim varlığı biyofilm olu-
şumunu kolaylaştırır. Ayrıca biyofilm ilişkili infeksiyonların tedavisinin 

diğer infeksiyonlara kıyasla daha zor olması nedeniyle infeksiyon kliniği 
bulunmasa bile tüm hastalar için medikal ekipman kullanımı düzenli 
olarak değerlendirilmelidir. Klinik endikasyonu olmayan ekipmanların 
uygun zamanda çıkarılması gereklidir. 

Çalışmamızda biyofilm üreten A. baumanii ve K. pneumoniae suşlarının 
izole edildiği hastalar arasında risk faktörleri ve hasta sonlanımları açı-
sından anlamlı fark saptanmadı. Bununla birlikte, amikasine ve merope-
neme direnç oranları A. baumanii grubunda istatistiksel olarak anlamlı 
düzeyde K. pneumoniae grubundan daha yüksekti. Bu suşlar arasında 
direnç paterni farklılığının, biyofilm dışı antimikrobiyal direnç meka-
nizmalarından kaynaklandığı düşünülmektedir. 

Tablo 6. Biyofilm Üreticisi A. baumanii ve K. pneumoniae Suşlarının Karşılaştırılması

Toplam (s=87) A. baumanii (s=56) K. pneumoniae (s=31) p

Yaş, yıl (Ortalama ± SS) 67.9 ± 15.9 67.77 ± 15.90 68.13 ± 16.36 0.920

Cinsiyet, n (%)

Erkek 51 (58.6) 31 (55.4) 20 (64.5)
0.406

Kadın 36 (41.4) 25 (44.6) 11 (35.5)

Risk Faktörleri, n (%)

İmmünosüpresyon 25 (28.7) 13 (23.2) 12 (38.7) 0.126

Cerrahi öyküsü 29 (33.3) 20 (35.7) 9 (29.0) 0.527

Travma öyküsü 6 (6.9) 6 (10.7) 0 (0) 0.085

Reentübasyon 25 (28.7) 16 (28.6) 9 (29.0) 0.964

90 gün içerisinde antibiyotik kullanım öyküsü 31 (100) 31 (100) 31 (100) -

VİP sırasında septik şok 41 (47.1) 23 (41.1) 18 (58.1) 0.128

VİP sırasında HD ihtiyacı 21 (24.1) 11 (19.6) 10 (32.3) 0.188

VİP sırasında ARDS 33 (37.9) 20 (35.7) 13 (41.9) 0.567

Entübasyon ile örnek alımı arasında 
geçen süre, gün (Ortalama ± SS) 14.52 ± 12.98 14.23 ± 11.01 15.03 ± 16.14 0.453

VİP Epizodu Sonlanım, n (%)

Mortalite 49 (56.3) 29 (51.8) 20 (64.5)

0.431İyileşme 32 (36.8) 22 (39.3) 10 (32.3)

Komplikasyon 6 (6.9) 5 (8.9) 1 (3.2)

30 Günlük İzlem Sonlanım, n(%)

Mortalite 58 (66.7) 36 (64.3) 22 (71.0)

0.745İyileşme / Taburcu 24 (27.6) 17 (30.4) 7 (22.6)

Serviste klinik izlemin devamı 5 (5.7) 3 (5.4) 2 (6.5)

Diğer Veriler, gün (Ortalama ± SS)

YBU yatış süresi 28.18 ± 17.55 28.13 ± 17.14 28.29 ± 18.56 0.986

Hastane yatış süresi 41.91 ± 36.62 43.48 ± 42.74 39.06 ± 21.96 0.740

Ekstübasyona kadar geçen süre 9.84 ± 6.55 9.23 ± 7.38 11.17 ± 4.54 0.291

Mikrodilüsyon Yöntemi Sonuçları, n (%)

Amikasin 77 (88.5) 54 (96.4) 23 (74.2) 0.003

Meropenem 84 (96.6) 56 (100) 28 (90.3) 0.042

SS: Standart sapma, VİP: Ventilatör ilişkili pnömoni, HD: Hemodiyaliz, ARDS: Akut solunumsal stres sendromu, YBÜ: Yoğun bakım ünitesi.
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Çalışmaya dahil edilen tüm suşların meropeneme ve amikasine direnci 
üç farklı yöntemle test edildi. Biyofilm oluşturan K. pneumoniae suş-
larında test sonuçları arasındaki uyumun, meropenem için amikasine 
göre daha yüksek olduğu belirlendi. Bu durumun, amikasinin hidrofi-
lik yapısından kaynaklandığı düşünülmektedir. Biyofilm tabakası içe-
risindeki EPS yapısının, difüzyon bariyeri oluşturarak antibiyotiklerin 
mikroorganizmalara ulaşmasını engellediği bilinmektedir (3,11). P. ae-
ruginosa suşlarında yapılan bir çalışmada, aminoglikozitlerin difüzyon 
bariyerinden karbapenemlere kıyasla daha zor geçtiği, ortama alginat 
liyaz eklenerek biyofilm yapısının bozulması sonrası geçişin hızlandığı 
gösterilmiştir (35). Mueller-Hinton agar yüzeyinde üreyen bakteri ko-
lonileri arasında da benzer difüzyon bariyerinin geliştiği ve bu neden-
le amikasin için disk difüzyon ve e-test yöntemleriyle saptanan MİK 
değerinin mikrodilüsyon yöntemine kıyasla daha yüksek ölçüldüğü 
düşünülmektedir. Ülkemizde yapılan bir çalışmada, farklı antibiyotik 
duyarlılık test yöntemleri karşılaştırılmış ve sonuçlar arasında değiş-
kenlik olduğu gösterilmiştir (36). Bu nedenle, biyofilm üreten suşlarda, 
klinik uyumlu ideal antibiyotik duyarlılık testinin seçimi için daha fazla 
çalışmaya ihtiyaç vardır. 

Biyofilm ilişkili infeksiyon düşünülen hastaların klinik ve laboratuvar ve-
rilerinin birlikte değerlendirilmesi açısından önemli olan çalışmamızda, 
hastaların altta yatan çeşitli risk faktörleri, VİP epizodları ve 30 günlük 
izlem sonlanımları, biyofilm üretimi ve farklı yöntemlerin antibiyotik 
duyarlılık test sonuçları ile birlikte değerlendirildi. 

Bu çalışma bir tez projesi olarak planlandı ve örnek alımı COVID-19 
pandemisi döneminde gerçekleştirildi. Pandemi süreci nedeniyle yeterli 
sayıda hasta dahil edilememesi çalışmanın en önemli kısıtlılığıdır. Ayrıca, 
biyofilm üretimi yapmayan suş sayısının yetersiz olması, istatistiksel olarak 
anlamlı karşılaştırmaların yapılmasını engelledi. 

Çalışmada yer alan hastaların çoğunun yoğun bakım ünitesinde takip 
edilmesi ve önceki antibiyotik kullanım öykülerinin bulunması, anti-
biyotik direnç oranlarının yüksek saptanmasında etkili oldu. Bununla 
birlikte, biyofilm üretimi yapmayan ve antibiyotik duyarlı suş sayılarının 
da yetersiz olması nedeniyle gruplar arasında anlamlı analizler yapılamadı. 
Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farkların ortaya konulabilmesi 
için hasta ve örnek sayısının artırılması gerektiğini düşünüyoruz. Sonuç 
olarak; biyofilm yapısının antibiyoterapiye direnç gelişimine ve tedavi 
başarısızlığına neden olduğu bilinmektedir. Bu nedenle biyofilm üreten 
suşlarda antibiyotik duyarlılık testlerinin standardizasyonu konusunda 
daha fazla çalışma yapılmasına ihtiyaç vardır. 
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