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Parenteral nutrisyon sivilarinin koagiilaz-negatif stafilokok’larin biyofilm olusturmasi
tizerine etkisi: Deneysel bir calisma

Effect of parenteral nutrition solutions on biofilm formation of coagulase-negative

Staphylococci: An experimental study

J. Sedef Gogmen?, Unase Biiyiikkogak?, Osman Caglayan?

OZET

Amag: Calismamizda yogun bakim dnitelerinde (YBU)
kullanilan parenteral nitrisyon (PN) solisyonlarinin koa-
gulaz negatif stafilokok (KNS)larda biyofilm olusumuna
etkisi arastirimistir.

Gereg¢ ve yontem: Deneyde kan kulturlerden izole edil-
mis olan 39 KNS ve ATCC 12228 kodlu referans Staphy-
lococcus epidermidis suslari kullanildi. Bakteri dilisyonla-
riigin Triptik Soy Buyyon (TSB) besiyeri kullanildi. Deney
ortamlari: 1. Glikoz, 2. Amino asit, 3. Lipit, 4. Ucli karisim
(Glikoz, Amino asit, Lipit), 5. Glikoz ve Amino asit, 6. Gli-
koz ve Lipit, 7. Amino asit ve Lipit, 8. Kontrol (TSB) seklin-
de hazirlandi. Biyofilm olugsumu “Kantitatif mikrodilusyon
plak testi” yontemi ile belirlendi. Yapilan degerlendirmede
sinir degerin Gzerinde olanlar biyofilm pozitif, altinda olan-
lar ise negatif kabul edildi. Biyofilmi pozitif olanlar da ken-
di aralarinda hafif, orta ve siddetli olmak tzere 3 gruba
ayrildi. PN sollsyonu iceren 1°den 7’ye deney ortamlarin-
da elde edilen biyofilm pozitif sus sayilari TSB ortaminda
elde edilenlerle ve birbirleriyle karsilastirildi.

Bulgular: Ugli karisim PN sivisi ile ikili karisim PN si-
vilarinin (glikoz+lipit, amino asit+lipit karigsimlarinin) kon-
trol grubuna goére KNS’larin biyofilm olusumunu arttirici
etkilerinin oldugu belirlendi. Biyofilm pozitifligi ortam 1 ve
2’'de kontrole gore anlamli digslkken, 4, 6 ve 7°de anlaml
yuksekti. Ortam 1, 2 ve 3 kendi aralarinda; 4, 5, 6 ve 7 de
kendi aralarinda farksiz sonuglar verdiler.

Sonug: Calismamizda PN yapi taslarindan olan glikoz,
amino asit ve lipit ¢ozeltilerinin tek baslarina biyofilm olu-
sumunu azaltici, bunlarin karigimlarinin ise artirici etkili
olduklari tespit edilmistir. Bu nedenle rutinde tglu karisim
olarak verilen PN solusyonlarinin kateter enfeksiyonu ris-
kini arttirdigini sdyleyebiliriz.

Anahtar kelimeler: Kateter enfeksiyonlari, biyofilm, pa-
renteral nutrisyon

ABSTRACT

Objectives: In our study we investigated the effects of
parenteral nutrition (PN) solutions on Coagulase negative
staphylococci (CoNS) biofilm production.

Materials and methods: Thirty nine CoNS strains isolated
from hemocultures and a reference strain (ATCC 12228
Staphylococcus epidermidis) were included. Bacterial dilu-
tions were made in Tryptic Soy Broth (TSB). The experi-
mental mediums were 1. Glucose, 2. Amino acid, 3. Lipid,
4. Glucose+ Amino acid+ lipid, 5. Glucose+ Amino acid, 6.
Glucose+ Lipid, 7. Amino acid+ Lipid, and 8. Control (TSB).
Biofilm formation was evaluated by “quantitative microdi-
lution plaque test”. The values greater than cut off value
are considered as positive. Biofilm positivity was divided
into 3 groups (mild, moderate and intensive) and all other
strains under cutoff value were accepted as negative. The
numbers of biofilm positive strains derived from 1-7. medi-
ums were compared with each other, and with the results
of control.

Results: The three-component PN solution and two com-
ponent PN solutions containing glucose+ lipid and amino
acid+ lipid were found to increase the biofilm production
activity of CoNS when compared to the control group.
Slime positivity in medium 1 and 2 was lower than con-
trol significantly, in medium 4, 6, and 7 slime positivity was
higher considerably. The indifferent results were obtained
within the mediums 1, 2, 3 and within the mediums 4, 5, 6,
and 7.

Conclusions: In our study, it was found that, glucose, ami-
no acid and lipid solutions which were building structures
of PN decreased the biofilm production when used soli-
tary. However use of the compounds increased the biofilm
production. Therefore, we can conclude that PN solutions
given as mixtures in routine practice increase the risk of
catheter infection. J Clin Exp Invest 2012; 3(4): 505-509
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GiRiS

Normal sartlarda organizma yasamsal fonksiyonlari
ve huicre metabolizmasini sirdurebilmesiigin ihtiyag
duydugu enerjiyi oral beslenme ile karsilar. Yogun
bakim hastalarinda bu yol mimkuin olamayacagin-
dan ihtiya¢c ancak klinik nutrisyon uygulanmasiyla
giderilebilir. Nutrisyon enteral veya parenteral yolla
yapilir. Parenteral nutrisyon (PN) enteral nutrisyon
uygulanamayan hastalarda secilecek bir metottur.
Bu nedenle nutrisyonda amacimiz hasta igin ge-
rekli olan ve hastadan hastaya degisiklik gosteren
beslenme ile ilgili gerekli maddelerin optimum du-
zeyde saglanmasidir. Glikoz parenteral beslenme
solusyonlarinin primer karbonhidrat kaynagini olus-
turur. Yeterli glikozu verebilmek ve volim yukinden
kacinmak amaci ile hipertonik sollsyonlar halinde
hazirlanir. Standart parenteral beslenme sollisyon-
larinin %25-35’i glikoz ihtiva eder. Periferik ven ile
verilebilecek maksimum glikoz konsantrasyonu
%10’dur. Lipitler kalori kaynagi olusturmak ve esan-
siyel yag asitlerini saglayabilmek icin kullanilirlar.
%10’'luk ve %20’lik yag emulsiyonu sekilleri vardir.
Parenteral beslenme ile amino asit kaynagi olarak
kan ve plazma kullanmak uygun degildir. Bunlarda
proteinlerin pargalanimi uzun surer. Ginumuzde
daha ¢ok endojen kullanima hazir olan amino asit-
lerden faydalaniimaktadir." PN metabolik gereksi-
nimi dislk hastalarda periferik yolla uygulanabilir.
Hastalarin ¢cogunda ise santral kateter yardimi ile
uygulanir. Kateterizasyon sirasinda pnémotoraks,
hemotoraks, silotoraks, hidrotoraks, arter ponksi-
yonu, kardiyak tamponat, trombozis gelisebilir. Geg
komplikasyon olarak katetere bagl enfeksiyon ve
sepsis gozlenebilir. PN’e bagli komplikasyonlarin
%75’i katetere baglidir.?

Sepsisin hastalarin %3-8'inde gdzlendigi bildi-
rilmistir.® Blyuk ¢ogunlugu kateter kaynakhdir. PN
verilme suresi ile sepsis gortlme insidansi paralellik
gOsterir. Sepsise neden olan mikroorganizma, ka-
teter trakti, inflzyon soliisyonu kontaminasyonu,
intestinal bakteriyel translokasyon yolu ile girebilir.
Hastalarin %28-45'inde sepsis nedeni mikroorga-
nizmanin kateter kaynakli oldugu belirlenmistir.2®
Enfeksiyon ajanlari en sik Staphylococcus epider-
midis, Staphylococcus aureus ve Candida albi-
cans’dir.*® Elektron mikroskobu ile yapilan invitro
calismalarla kateter yerlestirildikten sonraki ilk 30
dk icinde kateter ylzeyinin dizensiz oldugu alan-
larda koagulaz negatif stafilokoklarin (KNS) koloni-
zasyonu gosterilmistir. Bir saat icinde mikrokoloniler
olugur. 6-12 saatte, bu mikroorganizma 6nce tek kat
halinde sonra ¢ok katli halde kolonize olmaya de-
vam eder. Zamanla koloniler glikokaliks bir tabaka
ile drtllerek biyofilm yapisini olustururlar. Bu yapi

antibiyotik ve fagositer hlicrelere karsi koruyucu bir
bariyer olusturur.®”

Biyofilm tabaka protein, karbonhidrat igeren
hdcre disi bir yapidir ve mikroorganizmanin konak
hlcre ve yapay ylzeylere yapismasindan sorumlu-
dur.” KNS’larda biyofilm pozitifligi ile ilgili gok sayida
¢alisma vardir. Biyofilm pozitifliginin %30-83 arasin-
da degistigi, bakteriyemili hastalardan izole edilen
KNS’larda biyofilm pozitifliginin %93’lere kadar ¢ik-
tig1 bildirilmistir.2®'® Buna gore biyofilm olusumunu
artiran faktorler enfeksiyon riskini artirirken azaltan-
lar ise bu riski dlsurecektir.

Calismamizda yogun bakim tinitelerinde (YBU)
santral kateter yoluyla infliizyon seklinde uygulanan
PN sivilarinin KNS’larda biyofilm olusumuna etkisi
arastiniimistir.

GEREG VE YONTEM

Bu ¢alismada glikoz, amino asit ve lipit ¢ozeltilerin-
den olusan Ggli PN solusyonunun bakterilerin biyo-
film olusturmalari Uzerine olan etkisi incelendi. Kan
kiltirlerinden izole edilmis olan 39 KNS ve Ameri-
can Type Culture Collection (ATCC) 12228 kodlu re-
ferans Staphylococcus epidermidis susu bu amagla
kullanildi. Biyofilm olusumu Christensen tarafindan
tarif edilmis olan “Kantitatif mikrodilisyon plak testi”
yontemi ile belirlendi.

Pasajlari yapilip Uretilen bakterilerin dilisyon-
lari icin Triptik Soy Buyyon (TSB) (Oxoid; England)
besiyeri kullanildi. Bakteri ekimleri yapilarak 24 saat
37°C de inkiibe edildi. Ertesi giin Greme olan be-
siyerlerindeki bakterilerin 1/100 dilusyonlari yapildi.
Duz tabanl mikro plaklarda bakteri icermeyen de-
ney ortamlari (200 pl) negatif kontrol olarak kulla-
nilirken deney kuyucuklarina 10 pl bakteri 190 pl
deney ortami kondu. Her bir bakterinin her bir de-
ney ortami igerisindeki karisimi i¢in Gger kuyucuk
kullanildi.

Glikoz, amino asit ve lipitin ayri elektrolitlerli
sulu ¢ozeltiler halinde oldugu hazir PN solisyonu
kullanildi. PN solusyonu genelde Ugli karigim halin-
de kullanildigindan bu karisim igerisindeki konsan-
trasyonlari deney ortami olusturulurken referans
alindi. Paket icerisinde daha ylksek olan konsan-
trasyonlar TSB kullanilarak deneyde kullanilan de-
gerlere dille edildi. Glikoz, amino asit ve lipit cozelti-
leri ayri ayri, ikili ve GglU karisimlar halinde test edil-
di. Buna gore 1. ortam glikoz (%16), 2. ortam amino
asit (%4), 3. ortam lipit (%8), 4. ortam Ucli karigim
(glikoz %16, amino asit %4, lipit %8), 5. ortam glikoz
(%16) ve amino asit (%4), 6. ortam glikoz (%16) ve
lipit (%8), 7. ortam amino asit (%4) ve lipit (%8), 8.
ortam ise TSB den (kontrol) olusmaktaydi.
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Hazirlanan mikroplaklar 37°C de 24 saat inki-
be edildi. inkiibasyon sonunda kuyucuklar bosaltild
ve steril fosfat tampon solusyonu (pH: 7,2) ile 4 kez
yikandi. Kristal viyole ile boyama isleminden sonra
kuyucuklara 200 er pl distile su konarak 570 nm dal-
ga boyunda plaklarin optik dansiteleri (OD) élguldu.
Her bir karisim i¢in hazirlanmis olan Uger kuyucuk-
tan elde edilen OD degerlerinin ortalamalari he-
saplandi. Negatif kontrol kuyucuklarindan (bakteri
icermeyen) elde edilen OD degerlerinin 3 standart
sapma Ustl o deney ortami igin sinir deger (cut-
off) olarak belirlendi. Deney kuyucuklarindan elde
edilen veriler bu sinira gore degerlendirildi. Buna
gore sinir degerin Uzerinde olanlar biyofilm pozitif,
altinda olanlar ise negatif kabul edildi. Biyofilm po-
zitif olanlar da kendi aralarinda hafif, orta ve siddetli
olmak Uzere 3 gruba ayrildi. Bunun igin OD’si sI-
nir degerle bunun 2 kati arasinda olanlar hafif, 2-4
kati arasinda olanlar orta, 4 kati Gzerinde olanlar ise
kuvvetli pozitif olarak siniflandi."®

Parenteral nutrisyon solusyonu igeren 1-7. de-
ney ortamlarinda elde edilen biyofilm pozitif sus sa-
yilari TSB ortaminda elde edilenlerle ve birbirleriyle
ki kare testi kullanilarak kargilastirildi. Bu karsilas-
tirmalarda p<0,05 degeri anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Elde edilen sonuglar tablo I'de verilmigtir. Buna
gore PN solusyon komponentlerinin tek baslarina
biyofilm geligsimini anlamli oranda azaltirken Uglu
ve glikoz+lipit, amino asit+lipit ikili karigsimlarinin bi-
yofilm olusumunu arttirici yonde etkili oldugu gorul-
mektedir (Tablo 1). Ortam 1, 2 ve 3 kendi arasinda;
4,5, 6 ve 7 kendi arasinda benzer sonug¢ vermistir.
Biyofilm pozitifliginin derecesi de 1. ve 2. ortamda
en dusuk, 4. 7. ve 8. ortamlarda en yuksek bulun-
mustur (Tablo 1).

Tablo 1. Deney ortamlarindaki biyofilm pozitif /negatif bakteri sayisi (n=40)

5. ortam 6. ortam 7. ortam

1.ottam  2.ortam 3.ortam 4.ortam (glikoz+ =, o (glikoz  (aminoasit o;.0rtam
(glikoz) (aminoasit)  (lipit) aminoasit+ lipit) + aminoasit) + lipit) + lipit) (TSB)
Pozitif 7 6 11 27* 24 26* 27* 16
Negatif 33* 34* 29 13 16 14 13 24
p 0,025 0,011 0,236 0,013 0,073 0,024 0,013
Zayif + 7 6 9 17 23 25 17 8
Orta + 0 0 2 5 1 1 2 4
Kuvvetli+ 0 0 0 5 0 0 8 4

*: Kontrol grubundaki (ortam 8) karsiligina gére anlamli yiksek olan degerler
p: Kontrol grubundaki (ortam 8) degerle karsilastirildiginda elde edilen istatistik degeri

TARTISMA

Damar ici kateter modern tibbin vazgecilmez arag-
larindan biridir. Kateterler sivi tedavileri, parenteral
beslenme, yakin izlem, kan ve kan drUnlerinin uy-
gulanmasi, cesitli ilaglarin inflizyonu, hemodiyaliz,
kemoterapi gibi pek ¢ok girisimsel islemde kullanil-
maktadirlar. Ozellikle yogun bakim uniteleri kateter
uygulamalarinin en sik yapildidi birimlerdir. Bu ka-
dar genis uygulama alani olan kateterler, enfeksi-
yon basta olmak lzere pek ¢ok sorunlarinda kay-
nagini olusturur. Hastalarda santral vendz kateter
kullaniimasi sirasinda lokal enfeksiyon, trombofile-
bit, kateter iligkili enfeksiyonlar, endokardit ve farkl
organ ve dokularda enfeksiyonlar gelisebilir.

Pek c¢ok bakteri ylzeye baglanarak ya da ya-
pisarak yasamini surdurdr. Batin bakterilerin en

az %90'1 ylzeye baglanir. Bakterilerin bu yapisma-
s dogal olarak salgiladiklari adesinleri sayesinde
olur.”® Yogun bakimlarda kolonize durumda olan
mikroorganizmanin adezinleri sayesinde gesitli yu-
zeylerde biyofilm yapabilme egilimi, bu mikroorga-
nizmalardan kaynaklanan enfeksiyonlar nedeni ile
tedavi basarisini golgelemektedir.

Biyofilm olusturan bakteriler antibiyotiklerin
etkilerine farkh sekillerde direng gosterirler. Antibi-
yotigin biyofilm igine difiizyonu kisitlanir. Biyofilm
icindeki bakterilerin buylime hizlar da farkhdir. Bi-
yofilm tabaka iginde olusan mikrogevre antibiyotik-
leri olumsuz etkiler.

KNS’lar (Ozellikle S.epidermidis) derinin en
baskin flora bakterilerindendir. Ayrica bu bakterinin
yabanci cisimlere baglanmasini saglayan glikoka-
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liks olusturma yetenegine sahip olmasindan dola-
yI kateter iliskili enfeksiyonlarda en sik karsilasilan
etkenlerdendir."”'® S.aureus, E.coli ve diger enterik
bakteriler de sik rastlanan bakteriler olarak dikkati
cekmektedir. Yogun bakim Unitelerinde bu etkenler
disinda daha az siklikta olmakla beraber 6zellikle
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter bauman-
nii ile gelisen direngli enfeksiyonlar da saptanmak-
tadir. Ayrica son yillarda Candida spp. ve enterekok
enfeksiyonlarinda artis gorilmektedir. Parenteral
lipit soltisyonlari mantarlar ve ozellikle lipofilik bir
etken olan Malessezia furfur igin dnemli risk faktoru
olustururlar.

Tarkiyede 1998 yilindan sonra yapilmis calis-
malarda hastane kaynakl kan dolagimi enfeksiyon-
larinda Gram pozitif mikroorganizmalarin kateter
enfeksiyonlar igindeki orani %58.3- 71 iken bunlar
icinde KNS’ larin neden oldugu enfeksiyonlarin
orani %8-15.8 arasinda degismektedir.2® Calisma-
larda bu etkenin sikhdinda da artis goérilmektedir.
Bu artisin nedeni olarak prostetik ve kalici cihaz-
larin kullaniminin yayginlasmasi gosterilirken o6r-
negin S.epidermidis bakteriyemisi olan hastalarin
%90’'Inda intravaskuler kateter dykusu oldugu sap-
tanmistir.®

Bir biyofilm tabakanin olusmasi igin gerekli olan
ortak bilesenler mikroorganizma, glikokaliks ve yU-
zeydir. Bu bilesenlerden biri olmadiginda biyofilm
olusmaz.” Bir biyofilmin yapisi %97 su olmak uze-
re %2-5 mikroorganizma, %1-2 protein, %1-2 po-
lisakkarid, %1-2 DNA ve iyonlardan olusmaktadir.
Biyofilmler tek bir mikroorganizma tiiri tarafindan
olusturulabildigi gibi birden fazla tirli de yapisinda
bulundurabilir. Birden farkli tlrle olusan biyofilmler-
de her tlr kendi mikrokolonisini olusturur. Bu mikro-
koloniler su kanallari araciligi ile ayrilmistir. Bu su
kanallari icinde devam eden su akisl besin madde-
lerinin ve oksijenin difizyonunu saglar. Sistemin ya-
pisina, mikroorganizmanin tiriine ve gevresel fak-
torlere bagli olarak olgun biyofilmin olugsmasi birkag
saat ile birkac hafta zaman alir.®

Biyofilm olusumu mikroorganizma tirleri ara-
sinda farkhliklar gostermekle birlikte karbonhidrat-
tan zengin glikokaliks olarak da adlandirilirlar.?’ Ya-
pisi tam olarak tanimlanmamis olmakla birlikte biyo-
filmin karbonhidrat igeriginde var oldugu goésterilen
siyalik asitin biyofilmin 6zelligini saglayan en fonksi-
yonel molekil oldugu distinilmektedir.?! Siyalik asi-
tin hlcre yuzeyindeki miktari; hicrenin deformabili-
te, motilite ve adezivligi gibi 6zelliklerinde, dolasan
hdcrelerin immun sistem tarafindan taninmasi ve
kompleman sistemi tarafindan yok edilmesi gibi im-

munolojik olaylarda belirleyicidir. Hlcre yizeyinde
glukokonjugat olarak bulunan siyalik asitin, hiicre-
nin ylzey elektrik yikinin saglanmasi, bulundugu
hlcredeki miktarina goére deformabilite, aderens ve
motiliteyi diizenleme gibi 6zellikleri vardir.?? Siyalik
asit calismalarinda nérominidazin bakteri aderansi-
na herhangi bir etkisi olmazken, biyofilm olusumunu
azalttigi saptamistir. Nérominidazin antibiyotik so-
lusyonlari ile birlikte uygulanmasinda ayni sekilde
biyofilm olusumunu azalttigi gézlenmistir. Biyofilm
olusturma yetenegi mevcut genetik yapi ile diizen-
lenebilecegi gibi, ortamdaki diger patojenlerden ak-
tarilan genler araciligi ile de kazanilabilir.z

Bunlarin disinda son yillarda biyofilm olusu-
munu azaltan biyofilm matriksindeki ekstrasellller
polimerik maddelerden en az etkilenecek, ¢ok hiz-
Ii bakterisidal etki gOsterecek ve etki mekanizmasi
biyofilm htcrelerinin blylime hizindan etkilenme-
yecek antimikrobial ajanlar igeren kateterler kulla-
nilmaktadir.242¢ Bltiin bu 6nlemlere ragmen yogun
bakimlarda katetere baglh enfeksiyonlar 6nemini
korumaktadir.

PN solusyonun komponentlerinden olan glikoz,
lipit ve amino asitler, bakterilerin Uretilmelerinde
kullandigimiz besiyerlerinin de temel maddelerini
olustururlar. Bu nedenle yogun bakim unitelerinde
kateter baglantilh enfeksiyonlarda en sik karsimiza
ctkan KNS’larin biyofilm olusturmalarinda PN sivi-
sinin komponetlerini olusturan glikoz, lipit ve amino
asitlerden tek tek ya da ikili-U¢li karigimlarindan
farkli sekillerde etkilenmesi de dogaldir. Biyofilm
olusumunda protein ve polisakkaritlerin de yer al-
dig1 kompleks bir yapi1 s6z konusudur. PN sirasin-
da parenteral solusyonun komponentlerinden olan
amino asit ve glikoz bakterinin biyofilm olusturma-
sinda yararlandigi protein ve karbonhidrat kaynagi
olarak bakteriler tarafindan biyofilm yapisinda kul-
lanilabilir. Bu maddelerin tek tek etkilerinden (ortam
2 ve 3) ¢ok, bir arada bulunduklarinda biyofilm olu-
sumunu arttirdidini deneyimizde ortam 4, 6 ve 7’de
biyofilm olusumundaki artis bize gostermektedir.
Calismamiz sonucu elde edilen veriler bize paren-
teral nutrisyon sivilarinin rutinde kullanildigi kon-
santrasyonda tek tek kullanildiklarinda biyofilm olu-
sumunu azaltirken karisim halinde kullanimin biyo-
film olusumunu arttirdigini gdstermistir. Ote yandan
bu solusyonlar karisim halinde bakteri Gremesi icin
daha uygun bir besiyeri olustururken tek baslarina
bakterilerin Uremesini daha az destekleyeceklerdir.
Sonug olarak gerek bakteri Gremesine, gerekse bi-
yofilm olusumuna etkileri nedeniyle bu sivilarin kari-
sim yerine ayri ayri verilmesini dnermekteyiz.
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