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ABSTRACT

Chlorhexidine, a topical antiseptic, acts as a cationic biguanide altering the osmotic transport 
of the bacterial cell wall that has been used throughout the world to prevent healthcare-associated 
infections for decades. The routine application of chlorhexidine can result in decreased susceptibility of 
bacteria over time. The aim of this study was to develop Klebsiella pneumoniae strains after exposure to 
chlorhexidine and characterize these adapted strains in terms of their virulence ability both by in vivo 
and in vitro methods. Two clinical strains of K.pneumoniae were included in the study. One strain was 
completely susceptible and the other was resistant to certain antibiotics. Susceptible strain was subjected 
in the exposure assay as parent/wild strain. Exposure was performed by increasing chlorhexidine 
concentrations in agar plates. Chlorhexidine concentrations were gradually decreased reaching a final 
concentration of 0.12 mg/L after five weeks. Chlorhexidine-adapted viable colonies were selected 
and isolated. Minimal inhibitor concentrations of chlorhexidine, sodium hypochloride, benzalkonium 
chloride and triclosan for K.pneumoniae strains were determined using broth microdilution method. 
Reverse transcription-polymerase chain reaction analysis were performed for efflux pumps named cepA, 
kdeA and acrKp expressions. Fluorimetric efflux assay by using Rhodamine 6G was performed. Galleria 
mellonella killing assay and in vitro virulence determinants such as esculin hydrolysis, biofilm production, 
lecithinase, DNase activity, hemolytic activity, lipase production, mucoviscocity, casein hydrolysis and 
complement-mediated serum killing were evaluated. K.pneumoniae strains exposed to chlorhexidine did 
not show any antibiotic resistance. MICs for chlorhexidine, sodium hypochloride, and benzalkonium 
chloride were increased in the adapted strain. Efflux pumps of cepA and kdeA were over-expressed in 
the chlorhexidine adapted strain. Rhodamine 6G assay showed an increased efflux in the adapted strain. 
G.mellonella killing assay showed median virulence score. All strains, were esculin positive, while biofilm 
production, lecithinase, DNase, hemolytic activity, lipase production, mucoviscocity, casein hydrolysis 

Editöre Mektup/Letter to the Editor

İletişim (Correspondence): Prof. Dr. Ayşe Kalkancı, Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, 
Ankara, Türkiye. Tel (Phone): +90 312 202 4629, E-posta (E-mail): kalkanci@gazi.edu.tr, aysekalkanci@email.com

Mikrobiyol Bul 2019;53(1):114-117/doi:10.5578/mb.67793

Geliş Tarihi (Received): 28.06.2018 • Kabul Ediliş Tarihi (Accepted): 12.12.2018

Makale Atıfı: Duman GG, Çuhadar T, Yamak AS, Albakkour K, Çağlar K, Kalkancı A. Düşük Düzeyde Klorhekzidin ile 
Karşılaştırılmış Klebsiella pneumoniae İzolatlarının Karakterizasyonu. Mikrobiyol Bul 2019;53(1):114-117



115MİKROBİYOLOJİ BÜLTENİ

Duman GG, Çuhadar T, Yamak AS, Albakkour K, Çağlar K, Kalkancı A.

were all negative. The susceptible parent/wild strain was susceptible to the complement-mediated 
serum killing, while the chlorhexidine adapted strain showed intermediate susceptibility. Chlorhexidine 
adapted strains of K.pneumoniae showed increased efflux pump expression, enhanced G.mellonella killing 
and raised resistance to serum killing. No difference was determined for other determinants. Minimal 
correlation was found between chlorhexidine resistance and virulence in K.pneumoniae.

Keywords: Klebsiella pneumoniae; chlorhexidine; resistance; virulence; exposed adaptation; Galleria 
mellonella. 

Sayın Editör,

Katyonik biguanid bir ajan olan klorhekzidinin (KHZ) düzenli olarak kullanımı zamanla 
bakterilerin duyarlılığında azalmaya neden olabilmektedir1. Kazanılmış KHZ direncinin 
klinik anlamı olabileceği düşünülmektedir. KHZ’ye dirençli izolatlar literatürde yer almak-
tadır2-4. Fakat bunun sık görülen bir durum olmaması nedeniyle, KHZ altında üreyebi-
len, mutant izolatlar oluşturulması tercih edilmektedir. Çalışmalarda bu mutant izolatlar 
kullanılmaktadır5. Bu ön çalışmada, KHZ ile karşılaştırılmış Klebsiella pneumoniae izolatla-
rından KHZ altında üreyebilen mutant koloniler elde edilmesi ve bu mutant kolonilerin 
virülans özelliklerinin vitro ve in vivo yöntemler ile araştırılması amaçlanmıştır. 

Çalışmada K.pneumoniae türünden biri duyarlı, biri dirençli iki klinik izolat kullanılmış-
tır. Bunlar; duyarlı izolat ve vahşi izolat “wild type” olarak ayrılmıştır. Escherichia coli ve 
Staphylococcus aureus izolatları KHZ’ye duyarlı kontroller olarak çalışmada kullanılmıştır.  
K.pneumoniae izolatları 16 mg/L’den başlayarak azalan konsantrasyonda KHZ içeren  
Mueller Hinton Agar (MHA) besiyerinde sürekli pasajlanmıştır. KHZ konsantrasyonları ka-
demeli bir biçimde azaltılarak 5 haftanın sonunda 0.12 mg/L konsantrasyonuna ulaşılmış-
tır. Bu konsantrasyonda KHZ besiyerinde üreyen koloniler seçilmiş ve izole edilmiştir. KHZ 
altında üreyen koloniler, uyumun kalıcılığının değerlendirilmesi için 10 kez ilaçsız MHA’da 
pasajlanarak üretilmiştir. Bu izolatlar üzerinde virülans çalışmaları yapılmıştır5. Moleküler 
olarak mutasyon analizi yapamadığımız için “mutant” yerine “uyumlu izolat” terimi kul-
lanılmıştır. K.pneumoniae izolatlarının KHZ, sodyum hipoklorit (SHK), benzalkonyum klorit 
(BNZ) ve triklosan (TRK) için MİK değerleri sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle saptanmıştır. 
Atım pompa varlığı için ters transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) gerçekleşti-
rilmiştir. cepA amplifikasyonu için primer zincir 5’-CAA CTC CTT CGC CTA TCC CG-3’ ve 
5’-TCA GGT CAG ACC AAA CGG CG-3’, kdeA atım pompası için 5’-GTT GTT CCC GTT 
ATG TCT GGT GC-3’ ve 5’-CCA GCA GCC ACT GTA AAA ACA TGC-3’ ve acrKp ise, 5’-GCT 
GTC GAC GGT TAA TGA CTT TAC AGA GG-3’ ve 5’-ACA TCC GAG AAT TCC AGC GT-3’ 
primer dizileri kullanılmıştır6-8. Galleria mellonella larvasında virülans deneyi yapılmıştır. 
Günlük larva sayıları kullanılarak “Kaplan-Meier” grafiği oluşturulmuştur. İzolatlarda virü-
lans özelliği olarak, biyofilm, eskülin hidrolizi, lesitinaz üretimi, DNAaz aktivitesi, hemolitik 
aktivite, lipaz aktivitesi, mukoviskozite, kazein hidrolizi, serum öldürme deneyi, atım pom-
palarının Rhodamine 6G (R6G) ile florimetrik analizi yapılmıştır. 

Klorheksidine uyumlu kolonilerin MİK değerleri KHZ, SHK ve BNZ için 2 dilüsyon artmış 
olarak bulunmuştur. TRK için MİK değerleri değişmemiştir. 0.12 mg/L KHZ içeren agar plak-
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larda koloniler gösterilmiştir. Uyum frekansı 10-3 koloni olarak hesaplanmıştır. KHZ uyum-
lu koloniler duyarlı/vahşi izolattan üretilmiştir. Antibiyotiklere duyarlılık KHZ uyumundan 
sonra değişmemiştir. KHZ uyumlu koloniler cepA, kdeA açısından pozitif, acrKp açısından 
negatif bulunmuştur. R6G geri alımı duyarlı/vahşi izolatta 0.072, dirençli izolatta 0.116, 
KHZ uyumlu izolatta 0.138 olarak ölçülmüştür. Duyarlı/vahşi izolat ile KHZ uyumlu izolat 
arasında larva mortalitesi açısından farklılık gözlenmiştir (p< 0.001). Duyarlı/vahşi izolat, 
antibiyotik dirençli izolat ve KHZ’ye uyumlu izolat, bütün Klebsiella cinsinde olduğu üzere, 
eskülin hidrolizi pozitif, biyofilm üretimi, lesitinaz, DNAaz aktivitesi, hemolitik aktivite, lipaz 
üretimi, mukoviskozite ve kazein hidrolizi parametrelerinin tamamı negatif bulunmuştur. 
Duyarlı/vahşi K.pneumoniae izolatı serum öldürme etkisine duyarlıyken, dirençli izolat se-
rum öldürme etkisine dirençli, KHZ uyumlu izolat ise orta duyarlı bulunmuştur. 

Sonuç olarak, klinikte kullanılan KHZ konsantrasyonları genellikle K.pneumoniae’ı inhibe 
etmek için gereken miktarın çok üzerinde olduğu için, biyosit direncinin klinik geçerliliğini 
tartışmak zordur9. Bu yüzden, çalışmamız KHZ altında üremeye uyum sağlamış izolatla-
rın virülans özellikleri ve atım pompası ifadeleri üzerinde hipotezlendirilmiştir. KHZ altın-
da üreyerek uyum sağlayan K.pneumoniae kolonilerinde atım pompa artışı gösterilmiştir, 
G.mellonella larvalarında mortalite oranı artmış ve serum öldürme etkisine karşı direnç ge-
lişmiştir. Gerek fenotipik gerekse genotipik değişimler aracılığıyla bakteri popülasyonunda 
duyarlılığın azalması, dezenfektan direncini anlamamıza yardımcı olmaktadır. Hastane kö-
kenli mikroorganizmaların dirençli ve baskın hale gelmelerini önlemek için “antiseptik ve 
dezenfektan yönetimi” konusunda gündem oluşturulması gerekmektedir10.
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