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Baz Bitkilerden Elde Elde Edilen Ekstraktlarin Hastane izolatlar1 Metisilin Direncli
Staphylococcus aureus ve Acinetobacter baumannii Uzerine Antibakteriyal Etkilerinin

Arastirilmasi
(YUKSEK LiSANS TEZI)

ESRA ARSLAN

OZET

Bu calismada, hastane ve kliniklerin bakteri yogunlugunun fazla olacag: diisiiniilen
cesitli kullannom alanlarindan Acinetobacter baumannii ve MRSA bakterilerinin
izolasyonlar1 yapilmistir. Belirlenen yerlerden siiriintii 6rnekler alinmistir. Karisik bakteri
kiiltiirlindeki organizmalar morfolojik goriiniimlerine gore degerlendirilmistir. Spesifik
Staphylococcus goOriniimiine sahip olan bakteriler Mannitol Salt Agar’a ekilmistir.
A.baumannii oldugu diisiiniilen organizmalar ise Eosin methylene blue agar’a ekilmistir.
Secici bir besiyer olan Mannitol Salt Agar, i¢cindeki yiiksek tuz konsantrasyonu ile
stafilokok disindaki diger bakterilerin iiremesini inhibe eder. S.aureus bu besiyerde sar1
renk verir. A.baumannii Eosin methylene blue agar’da 1-2mm biiytlikliiglinde koloni
olustururlar. Bu yiizden kolay ayirt edilirler. Uretilen bakterilerin saf kiiltiirleri elde edilmis
ve VITEK-2 cihazi ile tanimlanmalar1 dogrulanmistir. Elde edilen bakteriler giincel olarak
kullannmda olan 22 antibiyotik ile direng profilleri saptanmistir. Bakterilerin ¢esitli
virulans faktorleri (MRSA suslari i¢in; metisilin direnci, hemoliz, DNase aktivitesi, slime
faktori, biyofilm olusumu. A4.baumannii suslar1 i¢in; jelatinaz aktivitesi ve hareket testi)
arastirilmistir. Plantago major bitkisinin farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlar1 izole
edilen bakteriler tizerinde test edilmistir. Ayrica Alchemilla vulgaris, Achillea millefolium
ve Olea europaea seed ekstraktlar1 da test edilmistir. P.major bitkisinin
mikroorganizmalara en iyi etki eden ekstrakti metanol ekstraktidir. P.major bitkisinin de
antibiyotiklerle sinerjik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. MRSA ve A.baumannii suslari

iizerinde en fazla etkiye sahip olan diger ekstrakt, Alchemilla vulgaris ekstraktidir.
Anahtar Kelimeler: Plantago major, Antimikrobiyal aktivite, MRSA, Acinetobacter
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Investigation Of The Antibacterial Effect Of Extracts From Some Plants On Hospital
Isolates Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus and Acinetobacter baumannii
(M.Sc. THESIS)

ESRA ARSLAN

SUMMARY

In this study, A.baumannii and MRSA bacteria were isolated from various usage
areas where hospitals and clinics are thought to have a high bacterial contamination. Swab
samples were taken from the designated places. The isolated organisms/pure cultures were
evaluated according to their morphological appearance. The colonies presenting specific
staphylococcus appearance were subcultured to Mannitol Salt agar medium. The
organisms thought to be A.baumannii were transferred to Eosin methylene blue agar.
Mannitol salt agar, a selective medium, inhibits the replication of bacteria apart from
staphylococci with high salt concentration. S.aureus gives a yellow color in this medium.
A.baumannii produce tiny colonies 1-2mm in size in Eosin methylene blue agar. Pure
cultures of the bacteria were approved with VITEK-2 instrument. Antibiotic resistance
profiles were detected with 22 antibiotics currently in use. Various virulence factors of
bacteria (For MRSA strains; methicillin resistance, hemolysis, DNase activity, slime
factor, biofilm formation. For 4.baumannii strains; gelatinase activity and motility test)
were investigated. Extracts of Plantago major plant with different solvents were tested on
isolated microorganisms. Extracts of Alchemilla vulgaris, Achillea millefolium and Olea
europaea seed were also tested. The most effective extract was the methanol extract of

P.major microorganisms.

The synergistic effect of P.major plant with antibiotics has been tested. P.major

was found to have a synergistic effect with antibiotics.
Keywords: Plantago major, antimicrobial activity, MRSA, Acinetobacter
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TESEKKUR

Engin bilgileri ile tez ¢calismami yoneten, ¢aligma siirecim boyunca ilgisini, giiler
yliziinii esirgemeyen, insani ve ahlaki degerleri ile, hayattaki durusu ile 6rnek aldigim ve
yaninda ¢aligmaktan onur duydugum kiymetli danisman hocam saymn; Dog¢. Dr. Ashabil

AYGAN’a verdigi tiim emek i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Manevi destegiyle beni her zaman motive eden degerli ¢alisma arkadasim, doktora
ogrencisi Murat Kirecci’ye, hastanedeki ¢alismalarimda yardimlarin1 esirgemeyen
mikrobiyoloji laboratuvar1 ¢alisanlarma ve manevi destegini esirgemeyen tiim

arkadaslarima tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimimi ekonomik acidan destekleyen, Kahramanmaras Siitcii

Imam Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine tesekkiir ederim.

Hem annem hem babam olan, yasantimi1 anlamlandiran, biricik annem Nuriye
ARSLAN’a, her zaman arkamda giiciinii hissettigim, varligi ile bana kuvvet veren, abim
Ahmet ARSLAN’a ve tiim aileme tez siirecimdeki manevi destekleri i¢cin ¢ok tesekkiir
ederim.
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1. GIRIS

Yasadigimiz diinyay1, gézliimiiziin gérdiigii varliklarin disinda, ancak mikroskoplar
araciligiyla kesfedebildigimiz organizmalarla paylastiZimiz bir gergektir. Bu canlilar
mikroskobik yapida olmalarmna ragmen, yiizyillar boyunca insanoglunun yasamini
etkilemis, kavimlerin, topluluklarin kaderlerini degistirmeyi basarabilmis varliklardir. Bu
mikro canlilar aleminin 6nemli iiyelerinden biri, yerkiirenin neredeyse her bodlgesinde
yasamay1 basaran bakterilerdir. Bu boélgeler arasinda volkanik alanlar, asitli ortamlar,

buzullar, kimyasal atiklarn tizeri gibi olduk¢a ekstrem kosullar da dahildir.

Dogadaki geri doniisiim i¢in 6nemli bir yere sahip olan bakteriler, atmosferden
azot fiksasyonu gibi hayati dongiileri gerceklestirirler. Ayrica endiistriyel alanda da atik
sularin aritilmasi, peynir, yogurt, tursu gibi gidalarin tiretimi, biyoteknoloji, antibiyotik ve
diger kimyasallarin tiretiminde ciddi katki saglarlar. Ancak bakterilerin biiyiik bir kismi1
bagisiklik sisteminin etkisiyle baskilanmis halde, bir kismi bilimsel ¢aligmalarda oldukca
fayda saglar halde bulunurken bir kismi da patojen olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Patojenite ya da virulans faktorii, mikroorganizmanm yerlestigi konakta hastalik
olusturabilme potansiyelidir. Patojen bakteriler insan, hayvan ve bitkilerde hastaliklar

baslatarak 6liimlere sebep olan tek hiicrelilerdir.

Farkli ortam ve kosullarda yasama yetenegine sahip olan bakteriler, yaklasik dort
milyar yildir yeryiiziinde bulunmaktadir (Martingo ve Madigan, 2010). Bu canlilarin uyum
sagladig1 ortamlar arasinda belkide en Onemlisi insan bedenidir. Eger insanin gdérme
duyusu mikroskoplar gibi tek bir hiicreyi bile gorebilecek kadar miilkemmel bir
donanimda olsaydi, aslinda insan viicudunun yasayan tek bir organizma olmadigini, sanki
cok sayida organizmadan olusan adeta biiyiik bir ekosistem gibi yasiyor oldugu gercegini
goriirdiik. Insan viicudunda dogal olarak yasayabilmelerine ve sayi olarak olaganiistii
rakamlara ulasabilmelerine ragmen, son derece karmasik bir yapiya sahip olan bakterilerin

korkung enfeksiyonlara sebep olmasi oldukca tirkiitiictidiir.

Bakterilerin insan viicudunda rekabet baslatarak savunma sistemine dolayli olarak
yardime1 olmalarina ragmen, uzun yillar boyunca bas belast olacak korkung hastaliklarin
sebebi de olmuslardir. Insan viicudunun normal florasinda dogal olarak bulunan
Staphylococcus aureus bunun en giizel 6rnegidir. Stafilokoklar canli veya cansiz ylizeylere

yapisabilir ve buralarda kotii fiziksel sartlara ragmen yasamlarmi siirdirebilirler. Bu



Ozellikleriyle hem dogal c¢evreden hem de canlilarin floralarindan en sik izole edilen

mikroorganizmalar arasinda kendilerinden s6z ettirmektedirler.

Stafilokoklarin bilinen en 1yi yeteneklerinden birisi; klinik olarak yeni kullanima
giren bir kontrol ajanina bile ¢cok kisa bir zamanda, farkli bir direng mekanizmasi ile direng
kazanmas1 ve ciddi enfeksiyonlar olusturabilmesidir (Tekin ve ark., 2016). Toplum ve
hastane kokenli stafilokok enfeksiyonlarinda en biiyiik sorun ise metisiline direngli olan
suslardir. Bakterilerdeki metisilin direnci, stafilokokal casette kromozomu (SCCmec)’ nun
varlig1 ile olusmaktadir. SCCmec kromozomu ise mecA geni tasimaktadir ve bu gen
penisilin baglayici proteinin (PBP) kodunu icermektedir (Hiramatsu ve ark., 2001; Sancak,
2007). Metisiline direncli stafilokoklar tanimlandig1 giinden bu yana hizla artan oranlarda
rapor edilmektedirler. S.aureus’ta goriilen metisilin direnci; stafilokokal enfeksiyonlarin
tedavisini olduk¢a zor bir problem haline getirmektedir. Metisiline direncli olan
stafilokoklarm insana bulagsma ihtimali oldukca yiiksektir. Hastane ve klinik gibi
stafilokoklara agik alan olusturan zeminler ise bu ihtimali daha da arttirmaktadir.
Dolayisiyla hastane ve klinik gibi ortamlarda bulunan insanlarin aslinda biiylik bir risk
altinda oldugunu séylemek yanlis olmayacaktir. Bildirilen bir ¢calismada saglik calisanlar1
(%26,2) ile genel popiilasyon (%26) arasinda burun tasiyiciligi agisindan anlamli bir fark
bulunamadig1 ve saglik ¢alisanlarinin da S.aureus un taginma riskinin daha yiiksek oldugu

belirtilmektedir (Olsen ve ark., 2013).

Salgado ve ark. (2003), MRSA’nin bulagsma agisindan; hastane personelini, kronik
hastaliklari, enjeksiyon ila¢ kullanimini, antibiyotik kullanimini, hasta ziyaretcileri ve
hastaneye yatirilma gibi durumlari risk etkenleri olarak belirlemislerdir. Burun, koltukalti,
cerrahi veya yanik tiniteleri, lilserler, trakeostomi bolgeleri MRSA organizmasinin en ¢ok
kolonize oldugu bolgeler arasinda sayilmaktadir. Oldukga tehlikeli olan bu bakteri, hastane
personelinin ellerinde kisa veya uzun vadede kalabilmeyi basarmaktadir. MRSA, saglik
calisanlarinin ellerine enfekte yaralarin pansumani sirasinda kontamine olabilir ve ellerinde
iic saatten fazla siire ile canli kalmay1 basarabilir (Sancak, 2007). Klakus ve ark. (2008),
stafilokokal izolatlarin hastane i¢inde tasinmasinda, personelin bakterilerle kontamine
olmus elleri, giysileri ve hastalara miidahale esnasinda elleriyle kontamine ettigi ekipmanin
etkin rol oynadigini bildirmislerdir (Garipgin ve Seker, 2013). MRSA bakterisi; toksik sok
sendromu, haslanmis deri sendromu, deri ve mukoza enfeksiyonlari, sepsis ve
endokarditler, stafilokokal besin zehirlenmeleri basta olmak {izere birgok ciddi

enfeksiyonun sebebi olarak bilinirler.



Bilim diinyasmin bir diger biiylik sorunu olan bakteri ise Acinefobacter cinsi
iiyeleri i¢cinde kliniklerden en ¢ok izole edilen Acinetobacter baumannii’dir. A.baumannii
bircok antibiyotige karsi yliksek oranda diren¢ kazanmasi ve son zamanlarda hastane

patojenleri arasindan sikca izole edilmesiyle sohret kazanmastir.

A.baumannii son donemlerde Onemi giderek artan, hastane ve klinik gibi
ortamlardan kolaylikla izole edilen, non fermantatif, gram negatif ve tedavisi olduk¢a zor
olan bir patojendir (Bergogne-Berezin ve Towner, 1996). Ozellikle yogun bakim
iinitelerinden izole edilen bu bakteri buralarda; pndmoni, bakteriyemi, sekonder menenjit,
iriner sistem enfeksiyonlar1 gibi ciddi enfeksiyonlarmin sebebi olarak karsimiza
cikmaktadir (Karageorgopoulos ve Falagas, 2008; Evren ve ark., 2013). A.baumannii
bakterisinin antibiyotiklere oldukca direncli olmasi, kotii fiziksel kosullarda bile uzun siire
canli kalip kolonize olabilmesi, hastane personeli ve cihazlar vasitasi ile yayilarak
epidemilere neden olabilmesi tehlikeli bir mikroorganizma oldugunun kanitidir (Arman,
2009; Goziitok, 2013). A.baumannii’ye bagli olarak gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde
aminoglikozidler, sefalosporinler ve kinolonlar kullanilmaktayken bugiin bu antibiyotiklere
kars1 artan direng profilleri goriilmektedir. Bu durum tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde
de biiyik bir endiseye sebebiyet vermektedir (Ferrara, 2006; Ozseven, 2012).
Viicudumuzun dogal olarak etkilesimde oldugu bakterilerin, kolonize olarak patojen hale
gelmeleri, virulansi arttiran mekanizmalar gelistirmeleri, insan viicudunda oldukca ciddi
hasarlar olusturabilmeleri ve daha da 6nemlisi kullanimda olan bir¢ok kontrol ajanina kars1
da direng kazanarak baslattiklar1 enfeksiyonlar1 siirdiirebiliyor olmalar1 olduk¢a endise

vericidir.

Bakterilerdeki korkutan antibiyotik direncine karsi, bilim diinyasmin aradig:
kuvvetli kontrol ajanlarmin gelistirilmesi bitkilerin varligi sayesinde belkide sanildig:
kadar uzun bir zaman gerektirmeyecektir. Modern tiptan O6nce insanligin, ylizyillar
boyunca hastaliklar1 tedavi etmede bitkileri kullanmis olmalar1 ve daha da 6nemlisi birgok
hastaligi sadece bitkilerle iyilestirebilmis olmalar1 alternatif tibbin Onemini, modern
diinyaya tekrar hatirlatmaktadir. Bu 6zellikleriyle insanoglunun geleneksel kiiltiirdeki sifali
bitkilere olan sarsilmaz giliveni, ¢agimizda halen yerini korumaktadwr. Gliniimiiz
diinyasinda modern tibbin ve sanayinin gelismesi, bitkilere olan ilginin artisin1 da
beraberinde getirmistir. Mikroorganizmalarin sentetik yada yar:1 sentetik yollarla iiretilen
antimikrobiyal maddelere karsi, olaganiistii bir hizda ve c¢ok kuvvetli direng

mekanizmalariyla direng kazanmis olmalari, geleneksel yontemlerle yapilan tedaviye olan
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ilgiyi daha da iist seviyelere ulastirmistir. Bu ilgiden dolayidir ki Melikoglu ve ark.,
(2015), sentetik yollar araciligiyla elde edilen antibiyotiklerin ¢esitli yan etkilerinin
yaninda maliyetlerininde fazla oldugunu savunmuslardir. Biitiin diinyanin gozbebegi haline
gelmeye baglayan tibbi ve aromatik bitkilerin gelecekte hastaliklarin tedavisine yeni bir
soluk olacag: diisiiniilmektedir. Ulkemiz, bulundugu konumu itibari ile bircok tibbi
bitkinin dogal olarak yetisebilecegi zengin topraklardir. Gerekli calismalar yapilirsa, bu
bitkilerin gelecekte yapilacak arastirmalar ve iilke ekonomisi i¢cin umut vaat ettigi de

anlasilacaktir.
1.1. Staphylococcus aureus’un Tarihgesi

Bilim diinyasi stafilokoklar ile ilk kez 1878°de Robert Koch’un onlar1 kesfetmesiyle
tanisti. 1880 yilina gelindiginde ise, stafilokoklar1 sivi besiyerinde iiretmeyi bagsaran bilim
insan1 Pasteur olmus ve bu bakterileri abseden izole ettigini bildirmistir (Peacock, 2005).
Daha sonra Iskogyali bir cerrah olan Alexander Ogston tarafindan 1881 yilinda bugiin
bilimsel adi1 olarakta kabul edilen “staphyle” terimi ilk kez kullanilip, stafilokoklarin
tanimlanmasi1 saglanmustir. Stafilokoklar onlarca yildir ciddi enfeksiyonlarin sebebi olarak
dikkatleri iizerinde toplamis bakterilerdir (Ogston, 1881). Bakteri kokenli tiim
enfeksiyonlar arastirildiginda, gram pozitif olan koklar klinik ortamlarda en ¢ok goriiliip
izole edilen bakterilerden olup; Staphylococcus aureus’lar bu grubun en sik rastlanilan

etken mikroorganizmalaridir (Cengiz, 1999; Boz, 2009).

1928 yilinda Penicillium kiifi ile kontamine olmus agar plaginda stafilokoklarin
iiremesinin inhibe oldugunu goéren Alexander Fleming sayesinde bilim diinyas1 ilk
antibiyotigi olan penisilin ile tanigmis oldu. Bunu takiben 1940’1 donemlerde Forey ve
Chain’in penisilin’i yiiksek oranda elde etmeyi basarmalariyla birlikte stafilokok kdkenli

enfeksiyonlarin tedavisinde o donemlerde 6nemli bir asamaya gelinmistir (Sardan, 2016).

Bilim tarihine kaydedilen bu gelisme insanoglunun bakterilere karsi kazandig: ilk
zafer olmustur. Tedavilerde siklikla kullanilmaya baslanmistir. Ancak penisilinin yaygin
olarak tedavi amagl kullanima girmesiyle birlikte penisilini yok eden stafilokok suslar1 da
gelismis ve bakterilerde penisilinaz enziminin varligir goriilmiistiir. Penisilinaz tiretimi ilk
olarak 1940°ta Abraham Chain tarafindan Escherichia coli’de bildirilirken, ilk penisilinaz
ireten stafilokok ise 1944’te Kirby tarafindan rapor edilmistir. Bu tarihlerden itibaren
stafilokoklarda penisilin direnci giderek artmis, 1950’li yllarda ise penisilinin yanisira

eritromisin, tetrasiklin, streptomisin gibi kullanimda olan diger antibiyotiklere de direng
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gelistigi goriilmistiir (Sardan, 2016). Penisilinaz enzimi ile ortaya ¢ikan antibiyotik
direncine ¢6ziim olarak, 1959 yilinda beta laktamaz enzimine dayanikli ve semisentetik bir
penisilin olan metisilin gelistirilmistir. Ne yazik ki bu ¢6ziim yolu da uzun soluklu olmay1
basaramamis ve 1961 yilinda Jevons tarafindan Ingiltere’de COL izolat1 olarak
isimlendirilen ilk metisiline direngli S.aureus (MRSA) izolat1 bildirilmistir (Stefani, 2010;
Sancak, 2011).

Seksenli yillardan sonra ise S.aureus suslarinda metisilin direnci hizla artmaya
baslamistir. Metisilin direnci, varolan tiim beta-laktam grubu antibiyotiklere kars1 direng
oldugunu gostermektedir (Bannerman ve Peacock, 2007; Ozen ve ark., 2011). MRSA
enfeksiyonlar1 6zellikle yogun bakim {initelerinde olmak iizere giderek artan oranlarda
rapor edilmektedir (Culos ve ark., 2011; Sancak, 2011). Beta laktam grubu antibiyotiklere
direngli olan MRSA suslarmnin artmasi, MRSA kokenli bakteriyemi gibi ciddi
enfeksiyonlarin artmasina da sebep olmustur. Bu enfeksiyonlarla basedilebilmesi i¢in ise
akillara gelen ilk c¢oziim yolu glikopeptidlerin, glikopeptidler icinde’de Ozellikle
vankomisinin kullanimi olmustur. Dolayisiyla bu durum son zamanlarda vankomisine orta
derecede duyarli ve vankomisine direngli suslarin gelisimine zemin hazirlamistir (Cesur,
2012; Zencir ve ark., 2016). Direncli suslarin izole edilmesi yeni tedavi seceneklerinin
arastirilmasi fikrini de beraberinde getirmis ve tedavilerde yeni gelistirilen antibiyotikler

hayatimiza girmistir.

Bilim diinyasinin biitiin cabalarina ragmen bakteriler, gelistirilen birgok
antibiyotige kars1 diren¢ kazanmaya devam etmektedirler. Bu yiizdendir ki bakteriler ile

insanoglu arasindaki bu zor miicadele halen siirmektedir.
1.1.2. Staphylococcus aureus’un Siiflandirilmasi ve Ozellikleri

Stafilokoklar, Micrococaceae familyas1 icinde mikrokoklar, stomatokoklar ve
planokoklarla beraber ayri bir cins olarak sistematik siniflandirmada yerlerini alirlar.
Stafilokok tiirleri arasindan canlida en sik enfeksiyon olusturan tiirler en basta
Staphylococcus aureus olmak Ttzere; Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus
saprophyticus organizmalaridir. Birden fazla diizlemde boliniip ¢ogalan ve boylelikle
iztim salkimi seklinde bir goriiniim ile ireyen stafilokoklar 0,5-1,5 um capindaki
bakterilerdir. Kok tipinde olan ve diizensiz kiimeler olusturan bakteriler aerop ve fakiiltatif
anaerop (Staphylococcus saccharolyticus ve S.aureus subsp.anaerobius hari¢) ortamlarda

6,5°C — 65°C gibi esnek bir 1s1 araliginda iireyebilirler. Ancak iiremeleri i¢in en iyi 1s1
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degeri 30-37°C ve pH 7-7,5 araligidir (Boz, 2009). Ayrica Staphylococcus areus bakterisi
pigmentli, koagiilaz ve hemoliz pozitif, sporsuz ve hareketsiz bir mikroorganizmadir

(Yticel ve Anil, 2011).
1.1.3. Metisiline Direncli Staphylococcus aureus’ta Virulans ve Patojenite

Tanimlandig1 giinden bugiine kadar stafilokoklar icin birgok antibiyotik
gelistirilmis, ancak stafilokok suslarmin direng kazanmasmin ve hastalik yapma potansiyeli
olan virulans faktorlerinin  gelisiminin Oniine bir tiirli gecilememistir. Bu durum
hastaliklarin tedavisi igin gelistirilen yollar1 yetersiz kilmaktadir. S.aureus, konakta
hastaliklar baglatirken yapisinda bulunan enzimleri, toksin ve elemanlar1 yogun olarak
kullanir. Bakteride bulunan virulans faktorlerinden dolayr mikroorganizmalar antibiyotik
ajanlarm etkisinden kacabilir ve konakta yasamini stirdiiriip yayilabilir. Hatta baz1 patojen
ozellikleriyle oliimciil hastaliklara dahi sebep olabilir. S.aureus’un sahip oldugu bazi

virulans 6zellikleri asagidaki gibidir.

1.1.3.1. Hiicre Duvar: S.aureus’ta hiicre duvar1 %50 oraninda peptidoglikan yapidan
olusur. Bir polisakkarit olan peptidoglikan tabaka N-asetilmuramik asit ve N-
asetilglukozamin’den meydana gelmektedir. Aslimda bu basit yap1 birgok
mikroorganizmada goriilmektedir. Ancak capraz baglanmis olan pentaglisin yapisinin
varlig1 sadece S.aureus’ a 6zeldir (Boz, 2009). Varolan peptidoglikan yap1 bakteriyi

lizozimim etkisinden korumakla gorevlidir (Cavusoglu, 2012)

Protein A: S.aureus’a 6zgii olan bir baska yap1 da protein A dir. Identifikasyonlar1 1940
yilinda Wervey tarafindan gerceklestirilmistir (Cengiz, 1999). Protein A genel olarak
peptidoglikan tabakaya kovalent olarak bagli bir halde goriilse de hiicre disma
¢ikabilmektedir. Immiin sistemde insan IgG’lerinin (IgG3 hari¢) Fc kismma baglanir.
Ekstraselliiler olarak salindiginda antikorlara baglanarak immun kompleks bir form haline
dontisen protein A, komplemani (bagisiklik sistemi i¢ginde yapisal ve diizenleyici olan bir

takim proteinler) yikici bir etki olusturur (Waldvogel, 2000).

Teikoik Asit: S.aureus’un hiicre duvarmna bagli bir sekilde bulunabilen bir diger yap1
teikoik asittir. Teikoik asit ribitol fosfat igeren bir polimerdir. Ozgiil olan reseptorleriyle
birleserek organizmanm konaga tutunmasini saglarlar (Boz, 2009). Sadece gram pozitif

olan bakterilerin hiicre duvarinda goriilen bu yapi, hiicre yiizeyine negatif yiik vermektedir.



Olusan bu negatif yiikiin etkisiyle degisik metal iyonlariin, katyonlarmn lokalizasyonu ve

otolitik enzimlerin aktivasyonu islemlerinde karsimiza ¢ikmaktadir (Cavusoglu, 2012).
1.1.3.2. Kapsiil:

Ozellikle mukoid tiirlerde gorillen bu yap1 bakteriyi fagositozdan korumakla

gorevlidir.

Slime Faktorii: Slime faktorii ilk kez Christenses tarafindan 1982°de Staphylococcus
epidermidis igin tanmimlanmustir. Iceriginde basta protein olmak iizere, hekzoaminler, ndtral

sekerler ve fosforlu bilesikler gibi bircok maddeyi bulunduran oldukga karigik bir yapidir.

Virulansta onemli olan bu faktor; %40 oraninda karbonhidrat, %27 oraninda
protein iceren ve glikokaliks yapisinda olan ekstraselliiler bir maddedir. Slime faktorii;
mikroorganizmalarin konak hiicresine yada yapay hiicrelere tutunup burada adhezyon
olusturmasindan sorumludur. Bakteriler slime faktdriiniin yaninda fibrin ve fibronektin ile
birlikte bu alanlarda bir biyofilm tabakasi’da olusturabilir. Bu biyofilmden meydana gelen
mikroorganizmalar ise ¢ogu kez 6liimciil boyutlara ulagan sepsise yol agmaktadir (Orhon

ve ark., 1998; Karaca ve ark., 2001).

Bakteride slime olugmas1 koagiilaz negatif olan stafilokoklarm, kullanilan
biyomedikallere yapismasini kolaylastirmaktadir (Cengiz, 2004; Kotilainen, 1990). Slime
faktorii bakteriyi fagositozdan korudugu gibi, nétrofillerin etkisini onleyip, lenfositlerin
aktivitesini azaltici bir etki de olusturur (Celik ve ark., 2005b). Slime tabakasi olusumu tek
bir hiicreyi kapsamakla kalmayip bir¢ok hiicreyi de c¢evreleyip kolonizasyonlarin artigina
sebep olmaktadir. Bazi g¢aligsmalarda slime faktoriiniin kullanilan antimikrobiyallerin

etkisini engelleyici bir etki olusturdugu bildirilmistir (Fidan ve ark., 2005; Atli, 2007 ).
1.1.3.3. Enzimler

DNase: DNase, enzim niteligi tasir ve DNA’y1 hidrolize edebilir. Koagiilaz pozitif olan
stafilokoklar DNase enzimine sahiptirler. DNase deneyi koagiilaz testi yerine enfeksiyon
etkeni  Staphylococcus aureus’larin  tamimlanmasinda kullanilmaz. DNase deneyi
bilesiminde %0,2 DNA igeren spesifik besiyerinde, stafilokoklarin iiredikleri bolgede ve
cevrelerindeki DNA’y1 eritip eritmediklerini arastirmak igin yapilir (Bilgehan, 1994). S.
aureus’larmn DNase pozitif olmalari, patojen olduklarmma kanit niteligindedir (Bilgehan,

2000).



Katalaz: Oksijene maruz kalan hemen hemen biitiin canlilarda bulunan katalaz, hidrojen
peroksidi suya ve oksijene ¢eviren yaygin bir enzimdir. Hidrojen peroksit, bir konak
savunmasi olarak notrofillerden salgilandigi gibi oksijenli ortamda olusan toksik oksijen
radikallerinden biri olarak’ta bilinir. Ayrica katalaz enziminin varlig1 organizmalarin

virulansi ile iligkili bulunmustur (Boz, 2009).

Koagiilaz: Genellikle patojen stafilokoklar tarafindan sentezlenen ve kanin pihtilasmasina
sebep olan bir tiir enzimdir. Serbest ve bagh koagiilaz olarak iki bashk altinda
incelenebilir. Serbest koagiilaz; ekstraselliiler olarak salgilanabilen bir proenzimdir.
Plazmadaki CRF (coagulase-reacting factor) ile birleserek fibrinojenin fibrine doniistimiinii
uyarir ve plazmayi pihtilastirir. Filtrelerden gecebilen ve 1siya dayanikli olan bir enzimdir.
Bagl koagiilaz ise isminden’de anlasilacagi ilizere hiicre duvarma bagli olarak bulunur.
Burada fibrinojeni fibrine cevirerek hiicrenin yiizeyinde fibrin presipitasyonu olusturur.
Bakterinin {izerini fibrin tabakasinin kaplamasi sonucu fagositoz Onlenerek virulans
arttirilmis olur (Waldvogel, 2000; Boz, 2009). Hiicre disina salman veya hiicre ylizeyine
bagl bir sekilde buluan koagiilaz trombinle birleserek aktiflestirir ve fibrinojenden fibrinin

polimerizasyonunu meydana getirir.

Lipaz: Lipitleri hidrolize ederek stafilokoklarin yagli deriye yerlesmesini saglayan
enzimdir. Deri ylizeyi ve plazmada biriken yagh maddelere karst etkilidir.
Mikroorganizmanin deri ve deri alt1 bolgelerde yerlesiminde yag dokusuna etkileri

nedeniyle 6nemli rolleri bulunmaktadir (Bilgehan, 2000).

Hiyaliironidaz: S.aureus’larin %90’inda bulunur. Bag dokusundaki hiyaliironik asidi

depolimerize ederek Stafilokoklarin dokuda yayilmasi ile gorevlidir (Akdgretmen, 2016).

Stafilokinaz: Streptokoklarda oldugu gibi Stafilokoklardan salinan kinazlar, plazmadaki
plazminogen (profibrinolizin) maddesini aktiflestirerek plazmin (fibrinolizin) meydana

getirirler (Akogretmen, 2016; Bilgehan, 2000).
1.1.3.4. Toksinler

Konagin hiicre yapilarini ve fonksiyonlarii etkiledikleri i¢in toksin ismi ile taninmiglardir.
Bazi1 toksinlerin etkileri enzimatik aktivitelerinden sonra meydana gelirken, bazi toksinler

(enterotoksin ve toksik sok sendromu gibi) ise giiclii sitokin indiiktoriidiirler (Boz, 2009).



Alfa toksin: Lokosit, trombosit, fibroblast gibi bircok hiicre membranina etki etse de en
cok etkilerini eritrositler iizerinde gostermektedir. Ancak monositler bu toksine karsi
direnglidirler. Bu toksin antijenik 6zellik tasimakta ve damarda bulunan diiz kas hiicrelerini
tahrip etmektedir. S.aureus izolatlarinin kanli agarda olusturduklar1 beta hemolizden

sorumludur (Boz, 2009).

Beta toksin: Bagka bir ad1 stafilotoksin olan beta toksin antijenik ve 1s1ya karsi direnglidir.
Insanda bulunan eritrositleri, 16kositleri, ve fibroblastlar1 etkilemektedir. Etkin hale
gelebilmeleri igin Mg™ ve Co'' iyonlarmna ihtiyaglar1 vardir. Alfa toksin ile beraber

stafilokok kokenli enfeksiyonlarda doku hasar1 ve apseye neden olmaktadirlar (Boz, 2009).

Enterotoksinler: Isiya ve mide asidine karsi dayanikli olan enterotoksinler polipeptid
yapidadirlar. Besin zehirlenmelerinin en sik nedenlerinden olan enterotoksinler A’dan F’ye
kadar bes serolojik tipe ayrilmistir. A ve D tipleri besin zehirlenmelerinde, B tipi de
hastane enfeksiyonlarinda en ¢ok rastlanan tiplerdir. Enterotoksin F, TSST-1(Toksik Sok
Sendromu) olarak isimlendirilir (Waldvogel, 2000; Cengiz, 1999).

Epidermolitik toksin: Ekzotoksin 6zelliginde olan bir tiir proteindir. Epidermiste varolan
stratum granulosum tabakasindaki hiicrelerin desmoglein reseptorlerine baglanarak,
desmozom baglarmi kopartir ve haslanmis deri sendromu enfeksiyonunu baglatir.
Epidermolitik toksin A kromozomal kaynaklidir ve 20 dakika da 100°C sicakliga
dayaniklidir. Epidermolitik toksin B 30 dakika 60°C‘lik 1siya dayaniklhidir (Waldvogel,
2000; Cengiz, 1999).

Panton Valentine Lokosidin (Non Hemolitik Lokosidin)(PVL): Panton Valentine
Lokosidin ilk kez Van de Velde ile 1894 yilinda ‘subtance leukocidine’ yani ‘lokositleri
oldiiren madde’ ismiyle bilim diinyasmna tanitilmistir. 1932 yilina gelindiginde ise Panton
ve Valentine adl1 1ki arastirici, bu toksin maddenin deri ve yumusak doku enfeksiyonlari ile
bir iligkisinin oldugunu kesfetmislerdir (Boyle vavra ve Daum, 2007). Bu toksinin sifresini
tastyan gen bakteriye bir bakteriyofaj vasitasiyla tasinmaktadir (Boz, 2009). PVL (Panton
Valentine Lokosidin) yeni tanimlanmis olan sinergohimenotropik toksinler ailesine dahil
edilmistir. S (slow eluted) ve F (fast eluted) olarak bilinen ve aslinda birbiriyle iliskisi
bulunmayan iki grup salgisal proteinin sinerjik etkisi sonucu toksinler, konagin savunma
hiicreleri olan lokositleri, makrofajlar1 ve eritrositer hiicreleri yok ederler. Ancak PVL

eritrositler lizerinde toksik bir etkiye sahip degildir. Savunma sisteminin temel hiicreleri



olan notrofiller, monositler ve makrofajlar lizerinde por olusturmak suretiyle bu hiicrelerin

parcalanip yok olmasina neden olur (Voyich, 2006; Karlibas, 2012).
1.1.4. Metisiline Direncli Staphylococcus aureus’un Sebep Oldugu Enfeksiyonlar

S.aureus’lar insanlarda c¢ok ciddi olmayan deri enfeksiyonlarindan, o6liimciil
boyutlara ulasan ¢ok agir enfeksiyonlara kadar oldukc¢a degisik tipte hastaliklara neden
olabilir. S.aureus’larda goriilen bu cesitli enfeksiyonlar toksinlere bagli, stafilokoklarin
yayilimma bagl ve deri-yumusak doku enfeksiyonlarina bagh olmak iizere ii¢ béliimde

incelemek mimkindiir.

Toksinlere bagli olarak ortaya ¢ikan infeksiyonlar
- Stafilokoksik haglanmis deri sendromu
- Toksik sok sendromu
- Besin zehirlenmesi
Deri ve yumusak doku infeksiyonlari
- Impetigo
- Folikilit
- Furonkiil
- Karbonkiil
- Hidradenitis siiptirativa
- Mastit
- Cerrahi yara infeksiyonlar1
Stafilokoklarin yayilimi ile olusan infeksiyonlar
- Bakteremi-sepsis
- Kardiyovaskiiler sistem infeksiyonlar1
- Solunum sistemi infeksiyonlari
- Kas, iskelet sistemi infeksiyonlar1
- Santral sinir sistemi infeksiyonlar1

1.1.4.1. Toksik Sok Sendromu (Toxic Shock Syndrome) (TSS)

Stafilokoklara baglh gelisen toksik sok sendromu’nun identifikasyonu ilk kez
1978’de Todd ve ark. tarafindan yapilmistir (Mert ve ark., 1997). Staphylococcus aureus
bakterisinin salgiladig1 toksinler nedeni ile kendini gosteren, hayati tehtit olusturabilecek

potansiyelde olan, ciddi bir bakteriyel enfeksiyondur.
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Staphylococcus aureus irettigi toksinler ile enfeksiyona sebep olmaktadir. TSS
olgularinin %75’inden sorumlu olan etken toksik sok sendromu toksini-1(TSST-1) iken
%25 olguda stafilokokal enterotoksin B (SEB) etken olan toksindir. Viicudun birden fazla
sistemini etkileyebilen ancak bulasma riski olmayan bir enfeksiyondur. TSS riski’nin geng
bireylerde goriilme olasilig1 yasl bireylere oranla daha yiiksektir. Hastaligin seyri ¢ok hizli

bir sekilde ger¢eklesip, aniden kendini gosterir ve biiyiik bir hizla ilerler (Mumcu, 2015).

1.1.4.2. Stafilokoklara Bagh Haslanmis Deri Sendromu (Staphylococcal Scalded Skin
Syndrome)

Genellikle bebeklerde ve 4 yasma gelene kadar ¢ocuklarda goriilen stafilokokal
haglanmis deri sendromu, bazende biiyiiklerde goriilebilmektedir. Epidermolitik toksin
olusturma potansiyeline sahip olan stafilokoklar, nazofarinkse veya deriye yerlesir. Bu
toksin, epidermisin Stratum granulosum tabakasinda varolan ve hiicreler aras1 bag olarak

tanimlanan dezmozom baglarmi kirarak derinin soyulmasina yol agar.

Aniden agiz cevresinde kizariklik olusumu ile bas gdsterir ve ardindan 2-3 giin
icinde dokiintli tiim viicuda yayilmis olur. Hastalik baslangi¢ asamasinda sar1 bir kabukla
ortiilii halde goriiliir. Deriye yapilan hafif bir baski ile deri burusarak yerinden kalkar.
Sonrasinda bulunduklar1 bolge sivi ile dolu bir hale gelir ve pargalanarak yerlerini kirmizi
renkli ¢iplak bolgelere birakir. Ug-bes giin igerisinde de soyulan yerler kurur. Zaman

zaman tirnaklarda ve saglarda dokiilmelere de neden olabilir (Bilgehan, 2000).
1.1.4.3. Stafilokokal Besin Zehirlenmesi (Staphylococcal Food Poisoning)

Bakteri kaynakli olan besin zehirlenmelerinde diinya ¢apinda en sik rastlanan
bakteri tiirli stafilokoklardir. Isiya direngli olan stafilokokal enterotoksinlerin iginde
bulundugu besinlerin tiiketilmesiyle enfeksiyon baslar (Bremer ve ark., 2004). Bu besinler
pisirilmis olsa dahi bakterinin enterotoksinleri 1siya dayanikli oldugu i¢in etkilerini
koruyabilirler. Bu tiir durumlar genel olarak salginlara sebep olabilir. Bu salgimnlarda
genellikle siitlii tathilardan, konservelerden, etli yiyeceklerden ve dondurma gibi
besinlerden kaynaklanmaktadir. Bakterinin inkiibasyon siiresi 2-6 saattir. Ani olarak
baslayan bulanti, kusma, tiikiirik miktarinda artis, karm kramplar1 ve ishalle kendini
gosterir (Cengiz, 1999; Waldvogel, 2000; Boz, 2009). Stafiolokokal enterotoksinler
viicuda girdikten sonra bagirsaklardan sivi kaybini baslatirlar ve sivi kaybina bagh olarak

hipotansiyon olusumu goriiliir. Ilging olan ise bakterinin bulastig1 besin maddesinin
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tadinda ve kokusunda herhangi bir farklilik olmamasidir. Bu yiizden besinin zararli
oldugunu anlamak oldukga zordur. Enfeksiyon 8-12 saat i¢cinde kendiliginden bitmektedir

(Bremer ve ark., 2004; Atli, 2007).
1.1.4.4. Sepsis ve Endokarditler (Sepsis And Endocarditis)

Viicudun solunum sistemi, genito-iiriner sistem ve deri gibi bolgelerine yerlesmis
olan stafilokoklarin kana karisip yayilmasiyla meydana gelen agir bir hastaliktir. Usiime,
titreme ve yliksek atesle kendini gosterir. Genellikle diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar
gibi hastaliklar1 olan insanlarda goriilme sikligi artmaktadir. Onemli olan nokta, bu
enfeksiyona sebep olan stafilokoklarin genel olarak hastane ortamlarindan bulasiyor
olmasidir. Bu enfeksiyonlarda kalp kapakgiklar1 yikima ugrar. Oliim oran1 %40-80 gibi
biiyiik bir orana ulasan 6liimciil bir hastalik olarak bilinir (Bilgehan, 2000).

1.1.4.5. Deri ve Mukoza Enfeksiyonlari (Skin and Mucosal infections)

Daha o©ncede vurgulandigi tizere Stafilokoklar, deri ve mukozanin normal
florasinda zaten bulunan mikroorganizmalardir. Normal florada bulunan veya dis kaynakli
olan stafilokoklarin derinin i¢ine girisi iki yolla gerceklesir. Bunlardan ilk yol dogrudan ter
bezi agizlari, kil kokleri olup, ikinci yol ise yasanan travmalar sonucu agilan yaralardan
yapilan giristir. Bu yollardan biri ile derinin i¢ine giren bakteriler, ¢ogunlukla kil kokii
yangisiyla baslayip devaminda bir furunkiil veya apseye sebep olur. Bu tip enfeksiyonlarda
stafilokoklar, toksinleri yardimiyla lokalize olup hiicrelerin erimesine yol acarak irin

meydana getirirler.

Stafilokoklar, hem koagiilaz enzimleriyle hem de kendi etraflarinda olusturduklari
fibrin Ortiisii ile fagositozdan etkilenmeyen suslar haline doniisiirler. Ayrica icinde
bulunduklar1 boslugun etraflarmi da fibrinle sararak konakgisi olduklar1 organizmadan
gelecek olan savunma maddeleri basta olmak iizere ¢esitli antimikrobiyallerin etkisinden
de kurtulmus olurlar. Stafilokoklar bu mekanizma ile konakta apse, furunkiil (sivilce),
hidro-adenit (ter bezi yangisi), sikozis (sakal, kil kokii yangisi), dolama, kan g¢ibani,
arpacik gibi enfeksiyonlar baglatirlar. Ayrica mukozalardan iceriye giren Stafilokoklar,
lokalize olmus apselere de sebep olabilirler. Bademciklerin iltihaplanmasi bu sekilde olan

enfeksiyonlara bir 6rnektir (Bilgehan, 2000; Akogretmen, 2016).
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1.2. Acinetobacter baumannii’ nin Tarihcesi

Acinetobacter cinsi liyeleri ilk kez 1911 yilinda Beijerinck tarafindan topraktan
izole edilip Micrococcus calcoaceticus olarak isimlendirilmis olsalar da giinlimiize gelene
kadar en az 15 farkli isim ile Ozdeslestirilmistir. Bunlardan en ¢ok taninanlari; B.
anitratum, Herellea Vaginicola/Mima polymorpha, Achromobacter, Alcaligenes,
Micrococcus calcoaceticus, B5W, Moraxella glucidolytica ve Moraxella Iwoffii’dir.
A.baumannii son zamanlarda, hastane kdkenli enfeksiyonlarin sorumlusu olarak adin1 sik¢a
duyuran bir bakteridir. Hastane ve kliniklerin c¢esitli birimlerinde (ameliyathaneler,
dogumhaneler, yogun bakimlar vb.) ciddi enfeksiyonlara sebep olan firsatci

patojenlerdendir (Bergogne-Berezin ve Towner, 1996).

A.baumannii dogada nemli olan bdlgelerde kolaylikla sag kalacagi gibi hastane
ortamlarinda da kullanilan ekipmanlarin {izerinde canliligimi siirdiirebilir. Menenjit,
yumusak doku enfeksiyonlari, iiriner sistem enfeksiyonlari, pndmoni, bakteriyemi gibi
cesitli ciddi enfeksiyonlara sebep olurlar (Karageorgopoulos ve Falagas, 2008; Evren ve
ark., 2013). A.baumannii olumsuz cevre kosullarna ve antibiyotiklere yiiksek oranda
direnglidirler ve hastalar arasinda kolaylikla yayilabilir. Kisith sartlarda bile giinlerce canli
kalabildiklerinden salginlara yol acabilecek potansiyele sahip bakterilerdir. Hastane ve
yogun bakim tinitelerinde uzun siireli kalma durumu, yaslilik, immun baskilanma, cerrahi
yaralar ve antimikrobiyal kullanimi1 4. baumannii hastaliklar1 i¢in risk faktorleri arasindadir

(Bergogne-Berezin ve Towner, 1996; Aral ve ark., 2010).
1.2.1. Acinetobacter baumannii’nin Stmflandirilmasi ve Ozellikleri

Debord’un 1939 yilinda iiretral 6rnekten gram negatif kokobasilleri izole etmesi ile
baslayan  arastwrmalar,  Acinetobacter  tiirlerinin  kesfedilmesini  saglamistir
(Schreckenberger, 2000). Saglikli insanlarin yaklasik olarak % 25’1 bu bakteriyi normal
olarak floralarinda tagimaktadirlar. Bu duruma ragmen saglikli insanlardaki tasiyicilik
orani hastaneye yatan insanlara kiyasla olduk¢a azdir. Viicudun nemli olan yerlerinde daha
cok bulunmalarindan dolayi, koltuk altlar1 kasiklar, parmak aralar1 gibi bolgeler normal

olarak bulundugu floralardir (Basustaoglu, 1998; Kiitiik, 2011).

Taksonomik c¢alismalar sonucu Acinetobacter cinsi 1liyeleri gilinlimiizde,
Moraxellacea familyasi iginde yer almaktadir. DNA benzerlikleri baz alinarak yapilan

taksonomik ¢aligmalarda, en son 32 genomik tiir tanimlanmis durumdadir. Yedi genomik
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tire ise Ozel isimler verilmistir. Adlandirilan tiirler; A.baumannii, A.calcoaceticus,
A.haemolyticus, A.junii, A.johnsoni, A.lwoffii, A.radioresistens (Bergogne-Berezin ve
Towner, 1996; Gordebil, 2011). Gram-negatif, aerop, katalaz pozitif, oksidaz negatif olan
Acinetobacter tiirleri kokobasil tipinde olan ve dogada yaygin olarak bulunan bakterilerdir.
Toprak ve sularda bolca bulunan bu organizmalar, en iyi 35-37°C’ de c¢ogalabilen, indol
negatif, nonfermantatif ve genellikle nitrat negatif olan basillerdir. Hareket etmek igin
flajellalar1 yoktur bunun yerine fimbrialar1 vardir. Ug sekerli demirli besiyeri ve oksitatif
fermantatif besiyerlerinde asit olusturmazlar (Palabiyikoglu ve Bengisun, 1999; Kiitiik

2011).

A.baumannii glikozu oksitleyerek, hemoliz yapmayarak ve 44°C’de iireyerek diger
tirlerden aywt edilebilir (Bonomo ve Szabo, 2006). A.baumannii, A.haemolyticus,
A.calcoaceticus, A.johnsonii en ¢ok bilinen ve en cok ¢alisilan Acinetobacter tiirleridir. Bu
tiirler arasinda en sik ve en dnemli klinik problemlere sebep olan patojen A4.baumannii’dir
(Speller ve Humphreys, 1998). A.baumannii kokenli enfeksiyonlarin hastane ve
YBU(yogun bakim iinitesi)’lerinde artis gostermesi, antibiyotik diren¢ durumlarinin
zamanla degismesi, coklu ila¢ direncine sahip izolatlarin goriilmesindendir. Aslina
bakilirsa, 4. baumannii kokenli enfeksiyonlarin 6nemli bir boliimii zayif patojen olmasina
ragmen, cansiz yiizeylerde uzun zaman yasayabilmesi ile bagisiklik sistemi baskilanmig ve
invaziv girisimlere maruz kalmis hastalarda ortaya c¢ikarak enfeksiyon olusturdugu
bilinmektedir. Bu durum gdz oniine alindiginda YBU hastalarinin risk altinda oldugunu

sOylemek miimkiindiir (Kiitiik, 2011).
1.2.2. Acinetobacter baumannii’de Virulans ve Patojenite
1.2.2.1. Siderofor Uretimi

Bakteriler, tremeleri esnasinda demir elementine ihtiya¢ duyarlar. Demir
bakterilerin biliylimesi, ¢ogalmasi ve konakta kalict enfeksiyonlar olusturabilmesinde
onemli bir unsurdur. Bundan dolayr patojen nitelikte olan bakterilerin, konaktaki
proteinlere bagli halde bulunan demiri alabilmek icin ¢esitli yollar gelistirdikler1
bilinmektedir. Bu yollar i¢inde en ¢ok bilinen sistem sideroforlardir. Yiiksek oranda demir
baglama yetenegine sahip olan siderofor mekanizmalari, molekiil agirliklar1 diisiik

bilesiklerdir (Neilands, 1995).
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Bakterilerin tiremeleri esnasinda ihtiyag duyduklar1 demiri konak ile yarisarak elde
edebilmeleri, sebep olduklar1 hastaligin devam edip etmeyecegi acisindan 6nemlidir
(Tomaras ve ark., 2008). Bakteriler ihtiyaclar1 olan demiri, konaginin hemoglobin,
transferrin ve laktoferrininden siderofor mekanizmalar1 vasitasi ile karsilarlar (Kaleli,
2006). Laktoferrin ve transferrin gibi demir baglayan bilesiklerde demir elementi
bulunmaktadir. Hem bu bilesiklerden saglanan hem kendiliginden ortamda bulunabilen
demir aslinda bakterinin liremesi esnasinda ortamda bulunmaz. Bu sebepten dolay1 demire
ihtiyact olan bakteriler konaktaki varligimi devam ettirebilmek adina, Oncii demir
molekiillerini kullanabilme yeteneklerini ortaya koyarlar. Bunu yiliksek baglanma giicline
sahip demir kazanim mekanizmalarin1 kullanarak gerceklestirirler (Tomaras ve ark., 2008).
A.baumannii suslar1 varolan degisik demir kaynaklarina ulagabilme potansiyeline ve
konaga yerlesmeyi saglayan demir kazanim sistemine sahiptirler (Dorsey ve ark., 2003).
Sideroforlar iiretildikten sonra; antibiyotik direncinde goriilen atim pompalarina benzer bir
sistemle hiicre digina atilmaktadir (Asik, 2011). Klinik izolatlarin analizinin sayesinde
farkl tiirlerin farkli demir kazanim mekanizmasi gelistirdikleri ve farkli biyofilm yapilar1

olusturma potansiyelinde olduklar1 ortaya ¢ikmistir (Zimbler ve ark., 2009).
1.2.2.2. Jelatinaz Uretimi

Jelatin protein 6zelliginde bir madde olup, kollagenin hidrolizasyonundan meydana
gelir. Jelatin maddesi biiylik molekiillii bir yap1 oldugundan bakteri hiice duvarindan
gecemez. Bundan dolayr daha kiigiik molekiillere yikilmasi gerekir ki bunu da
ekstraselliiler bir enzim olan jelatinase yapar. Jelatin hidrolize edildigi zaman ise
aminoasitler olusur. Bakterinin iirettigi proteolitik jelatinaz enzimi ile jelatin hidrolize
olarak eski kat1 Ozelligini kaybeder ve sivi hale doniislir. Jelatinaz {retimi testi
mikroorganizmalarm jelatini hidrolize eden jelatinase enzimi sentezleyebilme yetenegini

Olgmede kullanilan bir yontemdir.
1.2.2.3. Quorum Sensing

Uzun zaman boyunca, bakterilerin sadece biiyiimek ve boliinerek cogalmaktan
ibaret olan basit bir yasam tarzina sahip olduklar1 saniliyordu. Ancak giliniimiizde yapilan
bircok calisma ile mikroorganizmalarin hem kendi popiilasyonlariyla hemde bagka
popiilasyonlarla iletisim kurabilen canlilar olduklar1 ortaya ¢ikmistir. Ortamlar1 degistikge
yeni kosullarina uyum saglamay1 daha kolay bir hale getirmek i¢in, hiicreler arasi1 karmasik

iletisim sistemleri kuran topluluklar oldugu anlasilmistir. Bakterilerin sosyal hayatlarinin
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oldugu ilk kez 1970’lerin basinda gram(-) bir deniz bakterisi olan Vibrio fischeri ile
yapilan bir caligmada anlasilmistir. Bu bakterilerde ¢esitli yararlar saglayan
biyoliiminesans(biyoisima) olusmaktadir. Ancak Vibrio fischeri bakterilerinin belli bir
yogunluga ulasmadan 151k tiretmedigi goriilmiistiir. Bu yogunluga ulasilip ulagilmadigi da
quorum sensing ad1 verilen iletisim mekanizmasiyla saglandig1 anlagilmistir. Ilerleyen
zamanlarda ise bu iletisim sisteminin bir¢ok gram(-) ve gram(+) bakterilerde de oldugu
anlasilmistir. Bakteriler bu iletisimi kii¢iik sinyal molekiilleriyle saglamaktadirlar.

Bu sinyal molekiilleri vasitasiyla organizmalar enfeksiyon i¢in yeterli ¢cokluga
ulagip ulagmadiklarmi anlayabilirler. Patojen bakteriler viicuda girdikten sonra yeterli
cogunluga ulagsmadan enfeksiyon etkeni olan virulans 6zelliklerini salgilamaya baslarsa;
immiin sistem aracilifiyla hemen yok edilirler. Bunu engellemek i¢in bakteriler kendi
aralarinda kullandiklar1 bir iletisim ag1 gelistirmislerdir. Boylelikle yeterli ¢cogunluga
ulasilana kadar bakterilerin immiin sistem tarafindan fark edilmemesi saglanir ve basarili

bir enfeksiyon siireci baslamis olur.

Bir bakterinin patogenezi agisindan olduk¢a 6nemli ve gerekli olan kriterlerden
biridir yeni girdigi bir ¢evreye uyum saglayabilmek ve ayni zamanda da o ¢evrede olusan
uyartilar1 algilayarak cevap olusturabilmek. Organizma i¢inde bulundugu ortamin pH,
ozmolarite, besin kaynagi ve populasyon yogunlugu gibi ¢evresel degiskenlerini birgok
farkli mekanizma araciligiyla algilayabildiginde, metabolizmasinda bazi degisiklikler
yaparak yeni g¢evre sartlarmna kendini adapte etmeye calisir. Organizmanin etrafindaki
populasyonun yogunlugunu algilamasin1 saglayan, “Minimum popiilasyon birimini
algilama” olarak ifade edilen “Ouorum Sensing (QS)” mekanizmas1 ile bakterinin, bircok
genin regiilasyonunu kontrol edebilmesi saglanir. Bu 6nemli sistem sayesinde organizma
davranislarini kolaylikla koordine edebilir ve besin kaynaklarina adaptasyon gelistirebilir.
Ortamda varolan ve ayn1 besin kaynagi i¢in yarigan diger organizmalarla miicadele edebilir

ve en dnemlisi de konak¢inin immiin cevabindan kagabilir (Donabedian, 2003).

1.2.2.4. Polisakkarit Kapsiil: L-ramnoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-glukronik asitten
olusan tabaka; bakteri ylizeyinin hidrofilik ozelliklerini saglar. Bu o6zellik sayesinde

bakteriyi fagositozdan korur (Gordebil, 2011).

1.2.2.5. Lipopolisakkarit ve Lipit A: Dokularda varolan lipitleri yikacak enzimler
diretirler. Hiicre duvarinda bulunan lipid A ise potansiyel toksik unsurudur ve patojeniteyi

arttirir (Gordebil, 2011).
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1.2.3. Acinetobacter baumannii’nin Sebep Oldugu Enfeksiyonlar
1.2.3.1. Solunum Yolu Enfeksiyonlar: (Respiratory Tract Infections)

A.baumannii bakterisi genellikle hastanede yatan hastalarin solunum yollarindan
izole edilmektedir (Kiitlik, 2011). Hastalarin hastaneye yatis yaptiklarindan en az 48 saat
sonra goriilen pnomoniler hastane kaynakli pndmoni olarak tanimlanmistir (Ferrara, 2006).
Pnoémoni enfeksiyonu, Acinetobacter kdkenli bakterilerin en sik sebep oldugu hastane
kaynakli hastaliktir (Prashanth ve Badrinath, 2006; Keskin, 2012). Amerikada yapilan
genis ¢apli bir siirveyans analizi sonucuna gore yogun bakimda kazanilmis pnomonilerin
% 5-10" una sebep olan patojenin A.baumannii oldugu bildirilmistir. Ancak YBU’ de
A.baumannii’ye bagli olarak goriilen pndmoni enfeksiyonlarinin ¢ok daha yiiksek

oranlarda oldugu diisiiniilmektedir (Garnacho-Montero ve ark., 2005; Kiitiik, 2011).
1.2.3.2. Yumusak Doku Enfeksiyonlar:1 (Soft Tissue Infections)

Yumusak doku enfeksiyonlarma genel olarak bakteriler sebep olmaktadir. Kendini
cilt iltihab1 seklinde gdsteren enfeksiyonun tedavisi antibiyotiklerle miimkiin olmakla
birlikte 6liimle sonuclanan vakalarda mevcuttur. Siirekli dis ¢evre ile temasta olan deri,

yumusak doku enfeksiyonlarmin baslamasi ve yayilmasi i¢in olduk¢a uygun bir zemindir.

A.baumannii hastanelerin yanik {initelerinde siklikla goriilebilen patojenlerden
olmasina ragmen, bu tiir hastalardan izole edilmesi zordur (Trottier ve ark., 2007). Irak ve
Afganistan’da gorev yapan askerlerin atesli silahla yaralanma vakalarinda A4.baumannii

patojenine siklikla rastlandig1 goriilmiistiir (Johnson ve ark., 2007; Keskin, 2012).
1.2.3.3. idrar Yolu Enfeksiyonlar1 (Urinary Tract Infections)

Normalde immiin sistemin aktivitesi sonucu viicuttan hemen atilabilen bakteriler,
bazi durumlarda immiin sistemin mekanizmasini bozarak enfeksiyon olusumuna neden
olabilir. Idrar yolu dendiginde, bobrekler, mesane, idrar kanallari, iiretra aynmi anda
degerlendirilmektedir. Bu kanallara bakterilerin gelip yerlesmeleri sonucunda enfeksiyon

kacmilmaz bir hale gelmektedir.
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A.baumannii ¢ok sik olmasa da idrar yolu enfeksiyonlarina sebep olabilen
patojenlerdendir. Yogun bakim iinitelerinde goriilen idrar yolu enfeksiyonlarinin %1.6°s1
A.baumannii kokenlidir (Gaynes ve Edwards, 2005 ). Acinetobacter tiirlerinin, hastanedeki
personelin %15-30’unun ellerinde kolonize olduklar1 ve buna bagl olarak bu bakterilerin
hem direkt olarak hastalara hemde cihazlara, tasindigi1 rapor edilmistir (Giindes ve

Vahaboglu, 2003; Kiitiik, 2011).
1.3. ANTIiBiYOTIKLER

Bakterilerin neden oldugu hastaliklar1 tedavi etmek i¢in bir¢ok antimikrobiyal
kesfedilmistir. Ancak bakterilerin antibiyotiklere kars1 olaganiistii hizlarla direng
kazanmalar1 yeni antimikrobiyal arayislarmi baglatmistir. Dolayisiyla bu  sorun
antibiyotiklerde ¢esitli eradikasyon mekanizmalarinin dogmasini saglamistir. Giiniimiizde
yeni antimikrobiyal ajan gelistirme caligmalar1 yapilmaktadir. Bazi antimikrobiyal

ajanlarin etki sekilleri ¢izelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. Antibiyotiklerin Etki Sekilleri

Hiicre Duvar Sentezini Inhibe Protein Sentezini Niikleik Asit Antimetabolik Etki
Edenler Engelleyenler Sentezini Gosterenler
Engelleyenler
B-Laktam
B-Laktam Halkas1 Aminoglikozidler Kinolonlar Sulfonomidler
Antibiyotikler Icermeyen
Antibiyotikler
Penisilinler Basitrasin Tetrasiklinler Nitrofuranlar Trimetoprim
Sefalosporinler Vankomisin Makrolidler Rifamisinler
B-Laktamaz
inhibitorleri Teikoplanin Linkozamidler
Karbapenemler Sikloserin Oksazolidinonlar
Monobaktamlar Fosfomisin
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IIk antibiyotigin kesfinden giiniimiize kadar varolan kontrol ajanlar1 yiiksek oranda

tiirevlendirilmistir. Bunlardan bazilari ¢izelge 1.2°de verilmistir.

Cizelge 1.2. Baz1 Antibiyotik Gruplar1

p-Laktam Antibiyotikler Aminoglikozitler | Makrolidler | Tetrasiklinler | Siilfonomidler
Penisilinler | Sefalosporinler Streptomisin Eritromisin | Oksitetrasiklin Stilfatiyazol
Penisilin G Sefoksitin Dihidrostreptomisin | Oleandomisin | Klortetrasiklin Siilfadiazin
Penisilin V Sefuroksim Neomisin Spiramisin Tetrasiklin Stilfadimidin
Fenetisilin Seftazidim Kanamisin Tilozin Stilfometaksazol
Azidoslin Seftriakson Gentamisin Josamisin Stilfomerazin
Ampisilin Sefaksazol Tobramisin Tilmikosin Stilfasitin
Amoksisilin Sefotaksim Amikasin Karbomisin Siilfatenazol
Oksasilin Sefradin Netimisin Stilfasomizol
Metisilin Sefaleksin Paromomisin
Nafsilin Sefaloglisin Lividiisin Polipeptidler | Florokinolon | Linkozamidler
Hetasilin Sefadroksil Spektinomisin Polimiksin Ofloksasin Linkomisin
Rivampisilin Sefaklor Apramisin Basitrasin Norfloksasin Klindamisin
Bakampisilin Sefatrazin Sisomisin Tirotrisin Siproflaksasin
Talampisilin Sefalotin Viyomisin Avoparsin Pefloksasin
Episilin Sefalozin Framisetin Amifloksasin | Rifamisinler
Siklasilin Sefapirin Enroflaksasin Rifampisin
Mezlosilin Sefasetril Sinoksasin Rifamisin
Piperasilin Sefamandol Nalidiksik asit Rifamid
Karbenisilin Sefaloridin Oksolinik asit
Tikarsilin Sefotetan Enoksasin
Kloksasilin Sefoperazon Danofloksasin
Dikloksasilin Sefalonium
Karindasilin | Moksalaktam

1.3.1. PENISILLINLER

Ingiliz bir bilim adami olan Alexander Fleming tarafindan kesfedilen penisilinler
bir fungus tiirli olan Penicillium chrysogenum’dan izole edilmis ve B-laktam antibiyotik
penisillin G olarak tanimlanmistir. Penisillin G klinik olarak etkili olan ve gelistirilen ilk
antibiyotiktir. Howard florey ve meslektaglar1 II. Diinya savasinin baslamasi sebebiyle
1939 yilinda penisillin’in biiyiik Olgeklerde iiretimini saglamak icin o6zel bir islem
uygulayip yiiksek oranda penisillin elde etmeyi basarmiglardir. Askeri personel arasinda
oldukca yaygim olan stafilokokal ve pneumokokal enfeksiyonlarin kontroliinde tiretilen bu

yeni antibiyotik oldukca etkili olmus bircok enfeksiyonu sonlandirmistir (Martingo ve
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Madigan, 2010). Penisilinler 1940’larda kullanima girmis ancak 1944’lerde direngli
suslarin saptanmasi sonucu yeni penisilinler gelistirme ihtiyact dogmustur. Bu ihtiyacin
giderilmesi i¢in ilk adim1 Batchelor ve ark. atmis, Penicillum chrysogenum’dan penisilin
cekirdegi olan 6-amino-penisilanik asidi izole etmis ve sentetik penisilinler {iretmislerdir

(Batchelor ve ark., 1959).

Penisillin G esasen gram pozitif bakterilerin kontroliinde etkilidir. Ancak
gelistirilen pek cok yar1 sentetik penisillinlerin gram negatif bakterilere karsi’da oldukca
etkili oldugu goriilmiistiir. Penisillin G yapisinin modifiye edilmesiyle elde edilecek
antibiyotiklerin 6zellikleri’de onemli 6lclide degisecektir (Martingo ve Madigan, 2010).
Penisilinler mikroorganizmalarin eradikasyonlarint  hiicre duvarma etki ederek;
transpeptidasyon’un inhibe olmasmi saglar. Penisilin zincirine izoksazolil gen zinciri
eklenerek elde edilen benzil penisilinler penisilinaz iireten mikroorganizmalara karsi
kullanilan penisilinler olarak 1960’larda bilim diinyasindaki yerlerini almislardir. Bunlar
ozellikle stafilokokal kokenli enfeksiyonlarm tedavisinde tercih edildikleri i¢in
antistafilokokal penisilinler olarakta bilinirler (Boz, 2009). B-laktam antibiyotikleri giiglii
bir hiicre duvar1 sentezi inhibitériidiir. Hiicre duvar1 ve onun sentez mekanizmasi
bakterilere spesifik oldugundan B-laktam grubu antibiyotikleri yiiksek hassasiyet tasirlar ve
konak hiicresine toksin degillerdir (Martingo ve Madigan, 2010).

1.3.2. SEFALOSPORINLER

Ik defa 1940’ta bir mantar tiirii olan Cephalosporium acremonium’dan izole
edilerek bilim diinyasina kazandirilmistir (Boz, 2009). B-laktam halkas1 iceren ve klinikte
onemli olan bir antibiyotik grubudur. Sefalosporinler penisillinlerden yapisal olarak
farklilik gosterirler (Martingo ve Madigan, 2010). Penisilinlerin yapisindan farkli olarak
bes tiiyeli tiazolidon halkasi yerine alt1 lyeli dihidrotiazin halkas1 (sefem c¢ekirdegi)
bulundurur. Bu farklilik sefalosporinler’e betalaktamazlara karsi daha saglam, daha
direncli bir antimikrobiyal ajan olmasini saglamistir (Boz, 2009). Sefalosporinlerin’de etki
mekanizmasi tipki penisilliler gibidir. Ancak Sefalosporinler penisillinlerden daha genis bir
antibiyotik aktivite prevelansina sahip yari sentetik antibiyotiklerdir. Direngli bakterilerde
goriilen B-laktamaz enzimine karsi genelde daha dayanikhidirlar (Martingo ve Madigan,

2010).
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1.3.3. AMINOGLIKOZIiDLER

Klinik olarak onemli olan aminoglikozidler arasinda; Streptomyces griseus
tarafindan tretilen streptomisin, kanamisin, neomisin, gentamisin, topramisin, netilmisin,
spektinomisin ve amikasin gibi tiirevleri olan antibiyotikler vardir. Bu gruba dahil olan
antibiyotikler ribozomun 30S alt iinite birimine baglanarak protein sentezine engel olurlar
ve gram negatif bakterilere karsi oldukca etkilidirler. Yar1 sentetik penisillinlerin ve
tetrasiklinlerin kesfinden bu yana gram negatiflerin eradikasyonunda aminoglikozidlere
olan talep azalmaktadir. Aminoglikozidlerin hepsi, Ttretilen ve tlketilen tiim

antibiyotiklerin tamaminin sadece %3’ilinli olusturmaktadir (Martingo ve Madigan, 2010).

Bakterisidal etkilerini, RNA’daki sifrelerin okunusunu en aza indirerek ve tRNA
kodonlarindaki sifrelerin ribozomlarda yanhs okunmasi saglayarak gosterirler. Bu etkinin
sonucunda proteinler yanlis kodlanmis olur. Bu islemin dogal sonucu olarak bakteri protein
sentezi durur. Streptomyces ve Micromonospora cinsi mantarlardan izole edilen
aminoglikozidler dogal yada yar1 sentetik yollarla iiretilen antibiyotik grubudur (Gordebil,
2011).

1.3.4. KINOLONLAR

Mikroorganizmalarin eradikasyonlarini, DNA giraz enzimini inhibe ederek saglar.
Sentetik olarak tiretimi yapilan kinolonlar’m 1960’11 yillardan beri kullanimi devam
etmistir. Bu grup kemoterapotiklerin ilk tiyesi nalidiksik asittir. Antimalaryal bir ajan olan

klorokinin saflastirilmasiyla elde edilmislerdir (Boz, 2009).
1.3.5. KARBAPENEMLER

Bu grubun penisilinlerden farki, C1 atomuna bir kiikiirt atomunun ve buna da bir
tizolidin halkasmnin baglanmis olmasidir. Bu gruptaki kontrol ajanlar1 basta PBP2 olmak
iizere PBP1A, PBP1B, PBP3, PBP4, PBP5’e baglanip hiicre duvari sentezini engelleyerek
etki ederler. Beta laktam grubu antibiyotiklerden olan karbapenemler bu grubun en genis
spektrumlu antibiyotikleri sayilabilirler. Genis spektrum’a sahip olmasmin nedeni, hem
gram-negatif hem gram-pozitif koklarim hemde anaeroplarin iizerinde etkili oldugu i¢indir.
Acinetobacter kokenli enfeksiyonlarm tedavisinde kullanimda olan imipenem bu gruba
dahildir. Imipenemin penisillerden ve siilfonomidlerden farki beta laktam yapismmn o
halkasindaki siilfiir atomunda metilen bulunmasidir. Bu yap1 sayesinde bakterinin sahip

oldugu hedef proteinlere baglanmasi kolaylasir (Chambers, 2000; Gordebil, 2011).
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1.3.6. GLIKOPEPTIiDLER

Glikopeptid grubu kontrol ajanlar1 hiicre duvar sentezini durdurarak eradikasyonu
saglarlar. Giiniimiizde klinik alanda kullanimda olan glikopeptidlerden vankomisin,
Streptomyces orientalis’ten, teikoplanin ise Actinoplanes teichomyceticus’tan elde
edilmistir (Shorr, 2007; Sancak, 2011). 1956 yilinda kullanima girmis olmalarma ragmen
metisilin’in gelistirilmesiyle 6nemini yitirmistir. Ne varki MRSA’larin hizla bir yayilim
gostermesine bagli olarak yeniden glindemdeki yerlerini almislardir. Glikopeptidlerin en
onemli ve kullanilmakta olan iiyeleri vankomisin ve teikoplanindir. Bu antibiyotikler
birbirine benzer sekilde etki ederler ve hatta birbirinin alternatifi olarak bile kabul edilirler.
Glikopeptidler gram negatif olan mikroorganizmalarda lipit membranindan penetre

olamadiklar1 i¢in etkili olamazlar (Boz, 2009).

1958 yilinda klinikte kullanima giren vankomisin, sadece gram pozitif bakterilere
kars1 etkili bir antibiyotiktir ve 1989 yilina kadar bu antibiyotige kars1 direng
gozlenmemistir. 1989 wyilma gelindiginde ise vankomisine direngli enterokoklar
bildirilmistir. Vankomisine orta derecede duyarli S. aureus susu ise 1996°da bildirilmistir
(Shorr, 2007). Bunu takiben ilk kez 1996 yilinda Japonya’dan Hiramatsu ve ark.(1997),
vankomisine orta derecede duyarli MRSA saptamistir (Hiramatsu ve ark., 1997; Sancak,
2011). Nihayetinde 2002 yilinda ise ilk kez Michigan’da bir diyaliz hastasindan
vankomisine direncli S.aureus suslar1 saptanmustir (Gould, 2011). ilk kez ABD’de
rastlanilan vankomisine direngli S.aureus’larin yayginlasmasi tiim diinyada endise

uyandirmistir.
1.3.7. TETRASIKLINLER

Yapilarinda dort halkaya sahip olduklari i¢in bu isim ile tanimlanmislardir.
Mikroorganizma hiicresinde ribozomlarin 30 S alt {initelerine baglanarak protein sentezinin
durmasini saglarlar (Gordebil, 2011). Tetrasiklinler ilk kez 1948 yilinda Streptomyces
aureofaciens’ten izole edilmistir. Dort halkali hidronaftasen ¢ekirdegi tetrasiklinlerin ana
yapisini olusturur. Mikroorganizmalarin 30S ribozomal alt {initesine baglanip tRNA’nin
ribozomal alic1 bdlgeyle birlesmesini engeller. Neredeyse varolan tiim gram-pozitif ve
gram-negatif bakterileri kontrol altima alan genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Genis
spektruma sahip olmalarina ragmen yiliksek yan etkileri oldugu icin kullanimlari
sinirlandirilmistir. Insanlarda enfeksiyona sebep olan bakterilerin diren¢ kazanmasinda

hayvan yemlerine karistirilan tetrasiklinlerin etkisi vardir (Peacock, 2005). Ciinki
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tetrasiklinler bazi iilkelerde verimi arttwrmak adina domuz ve kiimes hayvanlar1 i¢in

besinsel destek olarak yaygin bir sekilde kullanima sahiptir.
1.3.8. OKSAZOLINIDON;

Bakterisidal etkilerini, protein sentezini baslangic asamasindayken inhibe ederek
gosterir. Yeni bir antibakteriyal sinif olan oksazolinidonlarm i¢inde yer alan ve bakteriyel
kontrolde oldukca 6nemli bir yeri olan linezolidler de organik sentez yoluyla elde edilen
oksazolidinon grubu kontrol ajanlarindandir. Aerop, anaerop gram pozitif bakterilere karsi
olduke¢a etkilidirler. Bunun yaninda bazi gram negatif bakterileri de eradikasyona ugratirlar
(Boz, 2009). Linezolidler de antimikrobiyal etkilerini, hiicre protein sentezini baslangi¢

asamasinda iken inhibe ederek gosterir.
1.3.9. DAPTOMISIN;

Essiz etki mekanizmasma sahip olan lipopeptid bir antibiyotiktir. Streptomyces
roseosporus’tan izole edilir. Bakterinin stoplazmik membranina geri doniisiimsiiz olarak
baglanip burada kalsiyuma bagimli olarak hiicre depolarizasyonunu baslatir. Olusan bu
etki DNA, RNA ve protein sentezini durdurur. Dolayisiyla yasamsal faliyetler durmus olur
ve hiicre 6liimii gerceklesir (Moise ve ark., 2009). Daptomisin direnci saptanan S.aureus
suslarinin bazilarinda birgok genetik degisiklikler oldugu da goézlemlenmistir. Genlerde
meydana gelen bu degisiklikle daptomisin hassasiyeti ise simdilik anlagilamamistir (Gould,
2011).

Ciddi enfeksiyonlarin sebebi olarak karsimiza ¢ikan MRSA ve Acinetobacter
baumannii kokenli enfeksiyonlarin tedavilerinde, bugiine kadar bir¢ok antimikrobiyal
ajan kullanilmistir. Ancak mikroorganizmalarin ¢ok hizli bir sekilde bulunduklar1 ortama
adapte olup, yasamlarin1 devam ettirebilmek adina antimikrobiyal ajandan cesitli kacis
yollar1 ve diren¢ mekanizmalar1 gelistirmeleri, bilim adamlarin1 yeni kontrol ajanlari
kesfetmeye sevk etmistir. Giiniimiizde halen degisik yontemler ile mikroorganizmalarin
eradikasyon’larmi1 (yok olmalarmi) saglayacak yeni antimikrobiyal ajanlar arama

calismalar1 devam etmektedir.
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1.4. Metisiline Direncli Staphylococcus aureus’ta Antibiyotik Direnci

Staphylococcus aureus’larda direng gelisimi 1930’1u yillarda, o donemlerde biiylik
umutlarla uygulamaya konulan siilffonomid grubu antibiyotiklere karsi baslamis olup,
glinimiize gelene kadar’da bir¢cok diren¢ mekanizmasi ile karsilagilmistir. Nihayetinde
bugiin eradikasyonda 6nemli bir rolii olan metisiline kars1 da direngli Staphylococcus

aureus suslar1 bildirilmis ve halen de bu bildirimler artarak rapor edilmektedir.

Ulusal Hastane Enfeksiyonlar1 Siirveyans Agi1 (UHESA) raporlarina gore
ilkemizde 2011-2013 yillar1 arasinda bildirilen hastane enfeksiyonlar1 arasinda MRSA
suslarmin oram %3.5-5.2 arasinda degisen bir degerdedir (UHESA, 2015). Metisiline
direngli  Staphylococcus aureus (MRSA) suslar1 genel olarak hastane ve klinik
enfeksiyonlardan izole edilmekteyken, yapilan g¢aligmalara gore son yillarda toplum
kaynakli enfeksiyonlarda da artik sikc¢a rastlanmaktadir (Hanci ve ark., 2013; Zencir ve

ark., 2016).

Antibiyotiklere karsi hizla diren¢ kazanan suslarin saptanmasi, yeni tedavi
yollarinin gelistirilmesi zorunlulugunu giindeme getirmis ve bu amacla son déonemlerde
daptomisin, linezolid, kinopristin, telitromisin ve tetrasiklin gibi yeni antibiyotikler tedavi

amaciyla gelistirilmis ve kullanima girmistir (Ding ve ark., 2011).

MRSA enfeksiyonlarmin tedavisinde en sik tercih edilen ilaglara bakildiginda basta
vankomisin ve teikoplanin olmak tizere glikopeptid grubu antibiyotikler listenin basinda
gelmektedir. Glikopeptidler ile birlikte linezolid, daptomisin ve tigesiklin gibi yeni
antibiyotiklerde kullanima girmis ancak stafilokoklarda antibiyotiklere karsi goriilen hizli
direng gelisimi, hem glikopeptid grubu ilaglarda hemde yeni gelistirilen kontrol ajanlarinda
da kendini gostermistir. Beta laktam grubu antibiyotiklere direngli olan MRSA
izolatlarinin artismma bagli olarak bakteriyemi, septisemi gibi ciddi enfeksiyonlarin
bildirimide artmistir. Bu hastaliklarin tedavisinde ise glikopeptidlerin, ozellikle de
vankomisinin kullanim1 yayginlagsmistir (Cesur, 2012). Ancak bakterilerdeki hizli direng
gelisimi nedeniyle glikopeptid grubu antibiyotiklere karsi da direng saptanmaya baslanmis
ve 1996 yilinda VISA (Vankomisine Orta Derecede Duyarl) izolatlari, 2002 yilinda ise
VRSA (Vankomisine Direngli Staphylococcus aureus) izolatlar1 bildirilmeye baslanmistir.
Yeni gelistirilmis antibiyotiklerden olan linezolid ise ilk defa 2000 yilinda klinik olarak
kullanima girmis olmasina ragmen bundan sadece bir yil gibi ¢ok kisa bir siire sonunda

linezolide direngli MRSA susu bildirilmistir (Tsiodras ve ark., 2001). Linezolidin
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hikayesine benzer bir sekilde daptomisinde ilk defa 2003 yilinda klinik olarak kullanima
girmis olup bundan sadece iki yil gibi kisa bir siire sonrada daptomisine karsi direng

saptanmistir (Mangili ve ark., 2005; Sancak, 2011).
1.4.1. Acinetobacter baumannii’de Antibiyotik Direnci

A.baumannii, hastane kokenli enfeksiyonlarin tehlikeli patojeni olarak yetmisli
yillarm basinda tanimlanmustir. Ik izole edilen klinik suslarda, kullanimda olan
antimikrobiyallere karsi direng saptanmamasma ragmen giiniimiizde tedavi secenekleri
icinde son care olarak basvurulan antibiyotiklere dahi direngli suslar bildirilmektedir.
Direng gozlenen antibiyotikler arasnda genis spektrumlu sefalosporinler, bir¢ok
aminoglikozid grubu antibiyotikler, iireidopenisilinler, kloramfenikol, kinolonlar,
tetrasiklinler gibi bircok antibiyotik tiirii dahildir (Ciftci ve Asik, 2011; Atasoy ve ark.,
2014).

Antibiyotige duyarli Acinetobacter tiirlerinin tedavisinde B-laktam antibiyotikleri
en etkili olan kontrol ajanlaridir. Ciddi seyreden Acinetobacter enfeksiyonlarinda ise
kombine ilag¢ tedavileri tercih edilmektedir. En sik kullanilan kombinasyon, diisiik direng
oranlarindan ve sinerjik etkiye sahip olduklarindan dolayr imipenem ve amikasindir.
Karbapenemler, direncgli Acinetobacter tiirlerinin tedavisinde genellikle ilk secenek olarak

akillara gelmektedir (Kiitiik, 2011).

A. baumanii kokenli enfeksiyonlarin 6nlenmesinde ve tedavisinde karsilasilan en
biiylik zorluk; bakterinin hastane, klinik gibi ortamlarda ve tibbi cihazlarda ¢ok kisith
kosullarda dahi yasayabilme yetenegine sahip olmasidir (Asik, 2011). A.baumannii
enfeksiyonlarinin tedavisindeki diger biiylik problem karbapenemler de dahil olmak iizere
goriilen yiiksek direnctir (Savci, 2015). Bu durum coklu ilaca direngli izolatlarin meydana

gelmesine sebep olmustur.

A.baumannii bakterilerinin antibiyotiklere olan direngleri, hastaneden hastaneye
gore ve hatta ayn1 hastanenin farkli klinikleri arasinda bile farklilik gostermektedir
(Goziitok ve ark., 2013). Bu nedenle hastanelerde siirveyans analizlerinin siklikla
yapilmast 6nem tasimaktadir. Giincel olarak A4.baumannii bakterisinden kaynaklanan
hastaliklarin tedavisinde kullanilan aminoglikozidler, sefalosporinler, kinolonlar gibi
antibiyotiklere kars1 goriilen ve giin gectikce artan direng orani, biitiin diinyada oldugu

gibi iilkemizde de dnemli bir sorun haline gelmistir (Ozseven ve ark., 2012; Ferrara 2006).
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Karbapenemler 6nemli kontrol ajani olarak kullanimdayken ilk kez, New York’ta
1991 yilinda, hastane ¢apinda karbapenem direngli ve A.baumannii kdkenli enfeksiyon
salgimlar1 bildirilmistir. O yillardan beri Arjantin, Belgika, Hong Kong, Kuveyt, Brezilya,
Kiiba, Ingiltere, Fransa, Singapur, Ispanya gibi diinyanmn bir¢ok yerinden karbapenem
direngli 4.baumannii bildirileri artarak devam etmistir. Su anda da direngli organizmalar
hastane ortamlarinda yayilmakta ve diinya capinda biiylik bir endiseye sebep olmaktadir.
Son zamanlarda yiiriitiilen arastirmalar 4A.baumannii’nin daha direngli ve virulans faktori
daha yiiksek olan bir tehdit unsuru haline geldigini gostermektedir (Go ve ark., 1994;
Urban ve ark., 1993).

1.5. Bitkilerin Kontrol Ajam Olarak Kulanilmasi

Hastaliklar1 bitkilerle iyilestirme fikri neredeyse insanin varoldugu dénemden beri
giindemdedir. Insanlhik tarihi boyunca bitkilerden cesitli yollarla yararlamilmistir. Bu
yararlanma bazen bitkiyi kaynatip suyundan istifade edilerek, bazen direkt gida halinde
tilketilerek ve bazen de agik yaralara siiriilerek saglanmistir. Bitkilerin ¢ok eski
zamanlardan itibaren kullanildigini destekler nitelikte olan kesif ise altmis bin yil dnce
yasamis olan neandertallerin bugiin Irak bdlgesinde bulunan “hollyhock™ bitkisini

kullandiklaridir (Cowan, 1999).

Bitkilerin tedavi amacli kullanildigina ait bir¢ok kanit mevcuttur. Bunlardan biri de
milattan 6nce 2600 tarihlerine ait oldugu disiiniilen ve ¢ivi yazisi ile yazilmis olan kil
tabletlerdir (Karau ve ark., 2007). Milattan sonra birinci yiizyilda yazilan Dioskorides’in
De Materia Medica eseri ise modern farmakoloji bilimine alt yapi1 sunan en eski
yapitlardandir (Cowan, 1999). Aradan yiizyillar ge¢se de giiniimiizde halen bu bitkiler ve
yeni tiirler geleneksel tedavilerde kullanimdadir. Hastaliklarin tedavisinde kullanilan
bitkiler ve ekstraktlari, kimyasal bilesenleri ve etkilerine olan bilimsel merak

etnofarmakoloji alaninin da dogmasma neden olmustur (Raza, 20006).

Dogadaki bitkilere yonelim ve onlardan yararlanma istegi giderek artmaktadir.
Buna bagh olarak tibbi ve aromatik bitkiler; tarima dayali sanayi basta olmak {izere
alternatif veya tamamlayici olarak tedavide olduk¢a 6nem kazanmistir (Yaldiz ve ark.,
2010; Giil, 2014). Modern endiistrinin gelisimine bagli olarak son dénemlerde 6zellikle
gelismis lilkelerde bitki kokenli ilaglarin iiretimine olan ilgi artmistir (Ceylan 2017).
Bitkiler, tedavisi olduk¢a zor olan ve her gegen giin daha direngli organizmalar haline

dontisen izolatlarla miicadelede yeni alternatif ajanlarin kesfi icin umut vaat etmektedir.
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1.5.1. Plantago major L. (Sinirli ot)

Halk arasinda “Sinirli ot” olarak ta bilinen Plantago major bitkisinin bilimsel
siniflandirmasi su sekildedir:

Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta

Alt Sinif: Magnoliidae

Aile: Plantaginaceae

Cins: Plantago

Tiir: Plantago major L.

Sekil 1.1. Plantago major

Bitkinin polenleri ile yapilan ¢alismalar sonucunda, bu bitkinin kuzey Avrupa
iilkelerine ilk kez ilkel tarim alanlarinin kurulusu doneminde ve yaklasik 4000 y1l dnce tas
devrinde geldigi bildirilmektedir (Jonsson, 1983; Samuelsen, 2000). Birgok yerde
kolaylikla yetisebilen bir bitki olarak bilinir. Kizilderililer, gittikleri her yerde Avrupalilar
ile karsilastiklarindan dolay1 P.major’a “beyaz adamin ayak izi” adin1 vermislerdir. Bu
basit adlandirma, bitkinin bilimsel ad1 olan Plantago’ya dnciiliik etmistir; ‘planta’ kelimesi
Latince’de “ayak tabami” anlamma gelmektedir. Iskandinavya’da yara iyilestirici
ozelligiyle taninan P.major’un , Norveg’ce ve Isve¢’cede ortak olarak kullanilan adi

(groblad) ‘iyilestirici yapraklar’ anlamima gelmektedir (Samuelsen, 2000; Oktay, 2014).

Geleneksel olarak yaralari iyilestirme amaciyla kullanilmasi oldukea eski bir tarihe
dayanan P.major’a birinci ylizyilda Antik Yunanli bir doktor olan Dioscorides de ‘De
materia medica’ adl1 eserinde yer vermistir. Bu bitkinin yapraklar1 tedavi amaci ile kopek
isiriginin iyilestirilmesinde tavsiye edilmistir (Roca-Garcia, 1972). Oniigiincii yiizyila ait

bir eser oldugu bilinen Volsung’larin destan1 (Volsunga saga)’nda Vikinglerin, Plantago
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major bitkisinin yapraklarinin yaralar1 iyilestirmek iizere kullandiklar1 belirtilmistir
(Nielsen, 1969). 12-13. yiizyilda yasayan endiiliislii bir botanik¢i ve ayni zamanda
farmakolog olan [bn El Baytar da Plantago major’dan bahsetmistir (Fleurentin ve ark.,
1983). Danimarkali Henrik Harpestreng 13. yiizyilda ele aldig1 ‘Liber Harbarum’ adini
verdigi tip kitabinda Plantago major’un balla karistirilmasiyla elde edilecek macunun
yaralar1  1iyilestirmede kullanilabilecegini, tereyagi ile kaynatilarak yendiginde ise
viicuttaki herhangi bir organi 1iyilestirebileceginden s6z etmistir (Nielsen, 1969;

Samuelsen, 2000; Oktay, 2014).

Yapilan c¢aligmalar P.major’un neredeyse diinyanin heryerinde cilt hastaliklari,
enfeksiyon hastaliklari, timorler, sindirim sistemiyle ilgili olan ¢esitli hastaliklar, solunum,
dolasim ve iirogenital sistem problemleri gibi durumlarda ve ayrica agr1 kesici amaci ile
geleneksel olarak kullanilmakta oldugu yoniinde bilgiler ortaya koymaktadir (Samuelsen,
2000). Kimyasal bilesiminde karbonhidratlar, lipitler, alkoloidler, kafeik asitler ve
tiirevleri, flavonoidler, iridoid glikozitler, terpenoidler, vitaminler ve bazi organik asitler
bulunmaktadir (Oktay, 2014). Bitkinin su ve metanol ekstrakt: ile yapilan farmakolojik
calismalarda antienflamatuar, antibakteriyel, antioksidan gibi birgok etkiye sahip oldugu

bildirilmistir (Samuelsen, 2000).
1.5.2. Achillea millefolium L. (Civan percemi)

Latince anlami1 binbir yaprak, bilimsel ad1 Achillea millefolium olan Civan per¢emi

bitkisinin bilimsel siniflandirmasi su sekildedir:

Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta
Alt Stif: Magnoliidae
Aile: Asteraceae

Cins: Achillea

Tiir: Achillea millefolium

Sanidar magarasinda yapilan kazi ¢alismalarinda civanpercemi, kanarya otu, mor
siimbiil, peygamber ¢icegi, giil hatimi, ebegiimeci ve efedra gibi bircok bitki tiirliniin
bulundugu bildirilmistir (Kendir ve Giiveng, 2010; Giil, 2014). Achillea millefolium bitkisi
halk arasinda bircok yoresel isimle anilmistir. Anavatan1 Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika

olmasina ragmen Ingiltereden Cin’e kadar uzanan genis bir cografyada bulunabilmektedir.
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Achillea admi Yunan mitolojisinden koken almaktadir. Efsanevi Yunan
mitolojisinden Asil’in savasta yaralanan askerlerin iyilestirilmesinde Achillea millefolium
bitkisinin kullanilmasin1 emrettigine inanilmaktadir. Geg¢misi antik Yunanlara kadar
uzanan bitkinin, insanoglunun kullandig1 ilk medikal bitki oldugu sanilmaktadir.
Antimikrobiyal, antienflamatuar, antiseptik ve agr1 kesici gibi ¢ok yonlii 6zelliklere sahip
olmasindan otiirti birgok farkli alanda kullanimi da miimkiindiir (Basogul, 2017).
Melikoglu ve ark.(2015), yaymladiklar1 derlemede halk arasinda astim hastaliginin
alternatif tedavisinde kullanilan bitkisel materyallerin bir listesini ¢ikarmislardir.
Olusturulan listede bulunan Achillea millefolium bitkisinin Anadolunun pek ¢ok

bolgesinde astim tedavisinde kullanildigi da belirtilmistir.

Sekil 1.2. Achillea millefolium

1.5.3. Olea europaea seed L. (Zeytin tohumu)
Zeytin bitkisinin bilimsel siniflandirmasi su sekildedir:

Sube: Magnoliophyta
Alt Sinif: Magnoliidae
Aile: Oleaceae

Cins: Olea

Zeytin tohumunun saglik iizerine etkisini arastiran bilimsel ¢aligmalar neredeyse
yok denecek kadar az oldugu i¢in bu konu hakkindaki bilgiler de sinirlidir. Ancak, kendi
deneyimleriyle fayda goren insanlar bazi hastaliklara iyi geldigini savunmaktadir.
Hiiseynov (2017)’un bildirdigine gore igerik bakimindan zeytin yagindan daha zengin
icerige sahip zeytin tohumu gii¢lii bir antioksidandir. Ancak kirildiktan sonra elde edilen
zeytin tohumu yagi ise yilksek miktarda vitamin ve minerallere sahiptir. Tiimorlerin
tedavisinde ve 6nlenmesinde etkili olduguna inanilan zeytin tohumu hemoroid tedavisinde,

gastrit agrilarinda ve bagirsak yaralarinin iyilestirilmesinde halk arasinda kullanilmaktadir.
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Sekil 1.3. Olea europaea seed

1.5.4. Alchemilla vulgaris L. (Aslan pencesi)

Sifali bitki olarak bilinen ve geleneksel olarak halk arasinda kullanilan bir diger

bitki ise Alchemilla vulgaris (Aslan pengesi) bitkisidir. Bilimsel siniflandirmasi su
sekildedir:

Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta
Alt Sinif: Magnoliidae
Aile: Rosaceae

Cins: Alchemilla

Tir: Alchemilla vulgaris

Bitkinin yapraklarmin aslan pengesine benzemesinden dolay1 bu ismi almistir. Sap
kism1 oldukca saglam olan bitkinin yaprak alti1 yiizeyleri hafif tiiyliidiir. Bitki iizerinde
yeterli bilimsel arastirma olmadigi i¢in heniiz iiretilmekte olan ilaglarin iceriginde yer
almaz. Halk arasinda diyareye, mide ve hazimsizlik sorunlarina iyi geldigi, kanamalar1

durdurdugu ve yara iyilestirici 6zelliklerinin oldugu kabul edilir (Toptas, 2017).

Sekil 1.4. Alchemilla vulgaris
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1.6. Arastirmanin Amaci

Calismamizda hastane ortamlarindan metisiline direngli Staphylococcus aureus ve
Acinetobacter baumannii bakterilerinin izolasyonu ve identifikasyonu yapilarak bazi
virulans faktorlerinin tespiti amaclanmistir. Bu bakterilerin antibiyotik duyarliliklari
belirlenerek Plantago major (Sinirli ot) basta olmak tlizere Achillea millefolium (Civan
percemi), Alchemilla vulgaris (Aslan pengesi), Olea europaea seed (zeytin tohumu)

ekstraktlari’nin antimikrobiyal etkilerinin arastirilmasi da hedeflenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Bakteriler yeryiiziiniin neredeyse heryerinde yaygin olarak bulunabilen en kiigiik
yasam formlaridir. Hastane ve klinikler ise bakterilere daha agik bir alan olmaktadir.
Hastaneden hastaneye bakteri yogunlugu ve tiir cesitliligi degismekle birlikte; ayni
hastanenin farkl kliniklerinde bile bakteri tiirii ve orani degiskenlik gosterebilmektedir.
Hastane ve klinik ortamlarindan sikc¢a izole edilen bakteri tiirleri ise belirli periyotlarda

daha 0zenle incelenmelidir.

Erol ve ark. (2002), hastanelerin cesitli iinitelerinden izole ettikleri toplam 60
Acinetobacter cinsi izolatin %56’°sinn Acinetobacter baumannii, %4 iniin Acinetobacter

Iwoffi oldugunu saptamiglardir.

Atalan ve ark. (2012), Hastane yogun bakiminda 72 saatten fazla tedavi géren 189
hastadan enfeksiyon etkenleri arasinda en sik rastlanan hastane enfeksiyonu %27.3’liik bir

oranla Acinetobacter baumannii olarak bildirmislerdir.

Atalan ve ark. (2012), izole edilen hastane enfeksiyonlar1 arasinda Staphylococus

aureus kokenine rastlama orani’ni1 %18.2 olarak bildirmislerdir.

Zencir ve ark. (2016), degerlendirmeye aldiklar1 51 MRSA susunun %60.8’ini
yogun bakim, %19.6’sin1 dahili servislerden, %11.8’ini cerrahi servislerden, %7.8’ini ise

polikliniklerden elde etmislerdir.

Linezolid son zamanlarda MRSA enfeksiyonlarinda sik¢a kullanilmaya baglanan
oksazolidinon grubu bir antibiyotiktir. Etki mekanizmas: diger protein sentez
inhibitorlerinden farkli oldugundan linezolide in vitro direng gelisimi ender goriilmektedir.
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda 2010 yilina kadar linezolide karsi bir direng gelisimine

rastlanmamistir (Bozkurt ve ark, 2010; Ding, 2011).

Erol ve ark. (2002), %56’s1 Acinetobacter baumannii oldugu bilinen 60
acinetobacter susu ile yaptiklar1 calismada bakterilerin direng oranlarin1 imipenem’e
%6.7, tikarsilin’e %52.7, sefaperazon’e %58.3, ampisilin’e %65, siproflaksasin’e %66.7,
amikasin’e %75, TMP/SMX’e %75, sefepim’e %93.3, seftazidim’e %95 ve aztreonam’a
%100 olarak bildirmislerdir. Sonuglarinda en etkili antibiyotigin imipenem oldugunu,

sefalosprorinlere ve aztreonam’a yiiksek oranda direng goriildiigiinti de kaydetmislerdir
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Celik ve ark. (2005a), yaptiklar1 calismaya 118 hastane personelinden alinan
siriintii ornekleri dahil edilmistir. Tanimlanan suslarin 37°si Staphylococcus —aureus
oldugu, ve bunlarin %35.1’inin de metisiline direngli oldugu tespit edilmistir.

Staphylococcus aureus suglarinda slime olusturma orani %73 oraninda tespit edilmistir.

Zer ve ark. (2007), 62 A.baumannii susunun amikasine % 45.16, gentamisine %
37.9, topramisine % 12.90, seftazidime % 90.32, sefotaksime % 93.54, sefepime % 53.22,
kolistine %0, ampisilin/sulbaktama % 79.03, piperasillin/tazobaktama % 70.96,
aztreonama % 96.77, imipeneme % 38.70, siproflaksasine % 82.25, trimetoprim-

sulfametoksazole % 75.80 olarak bildirmislerdir.

Bacakoglu ve ark. (2009), iki y1l hastane solunumsal yogun bakim {initesinde takip
ettikleri 218 olgudan 37’sinde ¢oklu antibiyotik direncli 4.baumannii’ye bagli pndmoni
ve/veya bakteriyemi gelistigini gormiislerdir.  A.baumannii suslarimin  %62.2’sinde
kullanilan tiim antibiyotiklere karsi direng tespit edilmis olup, en yiiksek direng %100
oranlar1 ile piperasilin-tazobaktam, ampisilin-sulbaktam ve siproflaksasin’e , en diisiik
direng oranlar1 %35.1 oranla netilmisin ve %43 oranla da sefoperazon-sulbaktam’a ait
oldugu bildirilmistir. Kontrol ajani olarak kullanilan diger antibiyotiklere ise direng
oranlari; meropenem ve seftazidim i¢in %355, imipenem ve sefepim i¢in %78 olarak rapor

etmislerdir.

Bozkurt ve ark. (2010)’nin yiiriittiikleri calismada 111 MRSA susunun daptomisine

in vitro duyarli oldugu bulunmustur.

Celikbilek ve ark. (2011), tarafindan elde edilen 67 MRSA izolatinin tamaminin
teikoplanin, linezlid ve daptomisine duyarli oldugu bildirilmistir. izolatlardan biri ise e-test
yonteminde vankomisine orta derecede duyarli olarak saptanmistir. Her bir antibiyotik igin
belirlenen mik araliklarmdan m90 degerleri baz alindiginda daptomisinin vakoisine gore
8kat, teikoplanine gore 16, linezolide gore 4 kat daha etkili oldugu bildirilerek;

daptomisinden sonra en etkili antibiyotigin linezolid oldugu belirtilmistir.

Tiurk Dagi ve ark. (2011), 224 A.Baumannii susu ile yaptiklar1 calismada; kolistine
herhangi bir diren¢ gézlenmezken, tetrasikline % 67, imipenem, sefoperazon-sulbaktam ve
siprofloksasine % 75, amikasine % 59, tetrasikline % 67, gentamisine % 79, seftazidime %
80, piperasilin-tazobaktama % 81, sefepime % 86 ve sefotaksime % 96 oraninda direng

oldugunu bildirmislerdir.
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Atalan ve ark. (2012)’nin bildirdigi arastirmaya gore izole ettikleri MRSA
suslariin antibiyotik diren¢lerini amikasin i¢in %100, gentamisin i¢in %90, piperasilin
icin %100, TMP/SMX i¢in %70, ampisilin/sulbaktam i¢in %100, sefoperazon i¢in %90,
teikoplanin i¢in %10, linezolid i¢cin %30 olarak bulunurken vankomisin’e direng

gozlenmemistir.

Cesur ve ark. (2012), iilkemizde ytriittiikleri ¢cok merkezli bir ¢alismada toplam

260 MRSA susu arasindan sadece bir susta daptomisin direnci saptandigini bildirmislerdir.

Atalan ve ark. (2012), calismalarindan elde ettikleri sonuglara goére Acinetobacter
baumannii i¢in en etkili antibiyotiklerin amikasin ve imipenem oldugunu bildirmislerdir.
Diger antibiyotiklere olan direng oranlar1 ise; Amoks/Klavulan’e %100, sefazolin’e %100,
sefoksitin’e %100, sefuroksim’e %100, seftazidim’e %100, sefiriakson’a %100,
siproflaksasin’e %95, ofloksasin’e %95, levoflaksasin’e %90.2, sefoperazon/sulbaktam’a
%100, meropenem’e %94, gentamisin’e %96, trimetoprim’e %84.5, piperasilin’e %91.2

olarak tespit edilmistir.

Ozseven ve ark. (2012), tarafindan Acinetobacter baumannii oldugu bilinen 237
izolat degerlendirmeye alinmis ve arastiricilar acinetobacter baumannii’ye bagl gelisen
hastaliklarin tedavisinde kullanilan 11 antibiyotigin diren¢ durumlarini incelemislerdir.
Arastirmaya gore calismaya dahil edilen izolatlarin sefepim’e %99.6, sefotaksim’e %99.6,
seftazidim’e  %98.7,  siproflaksasin’e = 92.4,  piperasilin/tazobaktam’a  %489.5,
trimetoprim/siilfametoksazol’a %85.7, amikasin’e %83.1, ampisilin/sulbaktam ve
gentamisin’e %81.4, meropenem’e %71.7 son olarak imipenem’e ise %60.8 oranlarinda

diren¢li oldugu bulunmustur.

Iraz ve ark. (2012), 136 A.baumannii 7’s1 A.Iwoffi olan 143 Acinetobacter susunun
antibiyotik duyarliliklar1 incelenmis ve buna gore direng oranlari; kolistin’e %99,
netilmisin’e %385, tigesiklin’e %53, gentamisin’e %46, trimetoprim/sulfametaksozol’e
%35, amikasin’e %31, topramisin’e %13, sefoperazon-sulbaktam’a %9, levoflasasin’e %9
siproflaksasin’e %8, imipenem’e %8, meropenem’e %8, sefepim’e %7, piperasiin-
tazobaktam’a %7, seftazidim’e %6, ampisilin-sulbaktam’a %6, piperasilin’e %4 olarak

belirtilmistir.
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Goziitok ve ark. (2013), 161 A.baumannii susu ile yaptiklar1 calismaya gore
izolatlarin antibiyotiklere olan in vitro duyarhliklar1 sonucunda kolistine direng
saptanmazken tigesikline % 11, gentamisine % 54, amikasine % 59, meropenem ve
imipeneme % 91, sefoperazon-sulbaktam ve siprofloksasine % 92, levofloksasine % 94,
sefepime % 95 ve piperasilin-tazobaktama % 97 oraninda direng saptandigini

bildirmislerdir.

Yolbas ve ark. (2013), 270 hastanin c¢esitli Ornek tiirlerinden izole ettikleri
Acinetobacter  baumannii  suglar’'nin  antibiyotik direnglerini amikasin’e %76,
ampisilin/sulbaktam’a %94, aztreonem’e %96, sefepim’e %95, sefotoksim’e %98,
seftazidim’e %95, sproflaksasin’e %93, kolistin’e %6, gentamisin’e %94, imipenem’e
%87, levoflaksasin’e %87, meropenem’e %87, piperasilin/tazobaktam’a %92,
trimetoprim’e %82 olarak bildirmis, kolistin disindaki tiim antibiyotiklere kars1 yliksek

oranda diren¢ oldugunu rapor etmislerdir.

Evren ve ark. (2013), arkli orneklerden c¢aligmaya aldiklar1 50 Acinetobacter
baumannii izolatlarinm mik sonuglar1 antibiyotiklere gore degerlendirildiginde suslarin
%92’s1 imipeneme, %96’s1 meropeneme, %86’°s1 amikasine fosfomisine ise tiim izolatlarin
direngli oldugu sdylenmistir. kars1 diren¢li oldugunu bildirmislerdir. En etkili antibiyotigin
kolistin oldugunu belirtirlerken sadece iki izolatin kolistine diren¢ gosterdigini de rapor

etmislerdir.

Giiltekin ve ark. (2014), 82 A.baumannii izolatinin antibiyotik duyarhliklarini
arastirmiglar ve buna gore suslarn %73,2’si imipeneme direngli olarak kaydedilirken
imipenem diren¢li olan A.baumannii susunun tamamimin kolistine duyarli oldugunu
bildirmislerdir. Diger antibiyotiklere olan diren¢ ise amikasin i¢in % 67.1, gentamisin i¢in
%76.8, topramisin i¢in %37.8, seftriakson %85.4, sefotaksim i¢in %84.1, seftazidim i¢in %
86.6, trimetoprimy/siilfametaksazol i¢in %350, sefepim i¢in %82.9, piperasillin i¢in %84.1,
siproflaksasin icin %84.1, piperasilin/tazobaktam i¢in %81.7, ampisilin/sulbaktam igin

%76.8 olarak bildirilmistir.

Erag ve ark. (2014) tarafindan degerlendirmeye alinan 65 Acinetobacter baumannii
susunun siproflaksasin, imipenem, TMP/SXT, sefepim ve ampisilin/sulbaktam’in yan1 sira
meropenem ve sefaperazon-sulbaktam’a birer izolat diginda tiim suslarin direngli oldugunu
saptamislardir. Incelenen antibiyotikler arasinda en etkili kontrol ajani’nm kolistin oldugu,

bunu netilmisin ve tigesiklin’in takip ettigi de belirtmislerdir.
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Aktas ve ark. (2014), 111 MRSA susu ile gerceklestirdikleri arastirmada
daptomisinin etkisini arastirmislardir. Calisilan 111 MRSA susunun tamami daptomisine

duyarl olarak bulunmustur.

Altunok ve Ko¢ (2014), 2008-2012 yillar1 arasmnda yogun bakim ve klinik
mikrobiyoloji  laboratuvarlarna gelen 385 A.baumannii izolatmin antibiyotik
direncliliginin yillara gore degisimi arastirilmis ve sonuc¢ olarak kolistine direng
goriilmemistir. Bunu takiben suslarin en duyarli oldugu antibiyotiklerin amikasin ve
tigesiklin oldugu da belirtilmistir. Karbapenem direncinin ise %90’ iizerinde oldugu

belirtilmistir (imipenem %93 meropenem %92.7).

Kiregci ve ark. (2014), bildirdikleri ¢alismada 2012-2013 tarihleri arasinda izole
edilen 47 A.baumannii susunun kolistine %100, netilmisine % 21.3, imipeneme %19.2 ,
tigesikline %14.9 , sefepim ve meropeneme %12.7 , piperasilin-tazobaktam ve
levoflaksasine %10.6 , gentamisin, siproflaksasin ve sefoperazon-sulbaktama %8.5,

ampisilin-sulbaktam ve seftriaksona %6.4 oranlarinda duyarl oldugunu bildirmislerdir.

Savci ve ark.’nin (2015), 170 Acinetobacter baumannii susu ile yaptiklar1 ayrintilt
bir arastirmada izolatlarin direng oranlarini; kolistin %3, topramisin %8, tigesiklin %15,
amikasin %65, ampisilin-sulbaktam %95, sefepim %93, sefotaksim %97, seftazidim%93,
gentamisin %90, imipenem %66, meropenem %65, tetrasiklin %62, trimetoprim-
sulfametaksazol %66,piperasilin-tazobaktam %93 ve siproflaksasin %92 olarak
saptanmislardir. Bu ¢alismada 2009 yilina kadar imipeneme olan direng %0 olarak, 2011
yilinda ise direng oranlarinin %88.57 ye yiikseldigini ve 2012 yilinda da kolistine direngli
ilk sus saptandig1 bildirmislerdir.

Sirin ve ark. (2015), 2011 ve 2014 yillar1 arasinda yaptiklar1 genis capli arastirmada
A.baumannii suglariin yillara arasinda elde ettikleri sonuglara gore; gentamisin, amikasin
ve trimetoprim-sulfametaksazol’e karst anlamli bir direng¢ azalmasi saptanirken
sefoperazon-sulbaktam ve tigesikline karsi anlamli bir diren¢ artisi oldugu bildirilmistir.
2012 ile 2013 yillar1 arasinda meropenem ve imipenem’e karsi bir direng saptanmasina
ragmen 2011 ile 2014 yillar1 arasindaki direng degisiminde istatiksel olarak anlamli

olmadigi da bildirilmistir.
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Beris ve ark. (2016), 2011-2012 yillar1 arasinda 12 ildeki farkli hastanelerden elde
edilen 519 klinik A.baumannii suslarinin antibiyotik duyarhiliklarmi incelemislerdir.
Calismada izolatlarin; seftazidim’e %89.4 imipenem’e %87.5 siproflaksasin’e %82.9
levoflaksasin’e %81.1  meropenem’e %78.6 trimetoprim-siilfametaksazol’e %77.5
amikasin’e %71.1 piperasilin’e %69.2 sefepim’e %67.8 tetrasiklin’e %66.3 ampisilin’e
%61.8 gentamisin’e %59.5 piperasilin-tazobaktam’a %48.6 seftriakson’a  %23.9
topramisin’e %22.9 sefoperazon/siilbaktam’a %?21.0 amoksasilin/klavulanik asit’e %15.2
siilbaktam/ampisilin’e %11.9 tigesiklin’e %2.7 ve kolistin’e kars1 ise %0.6 oraninda

direng tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Zencir ve ark. (2016), bildirdikleri ¢caligmada izole ettikleri 51 MRSA susunun
hastane enfeksiyonu etkeni olarak kabul edilmis oldugunu ve degerlendirilen tiim suslarin

vankomisine, teikoplanine, linezolide ve daptomisine duyarl oldugunu tespit etmislerdir.

Tekin ve ark. (2016), ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 93’1 metisiline direncli
staphylococcus aureue, 71°1 metisiline direngli koagiilaz negatif staphylococcus aureus
olmak iizere 164 klinik stafilokok tiirlerinin vankomisin direnci arastirilmistir. izolatlarin
CLSI standartlarma gore vankomisine azalmig hassasiyetli ya da direngli susa
rastlanilmadigi, EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Test)
kriterlerine gore ise Brain-Heart inflizyon agarda iireyen 6 metisiline direncli stafilokok
izolatinin 3’7, 7metisiline direncli koagiilaz negatif stafilokok izolatinin 1’1 vankomisine

direncli oldugu bildirilmistir.

Bakterilerin hastalik yapabilme potansiyelleri, onlarin virulans faktorleri ile
ilgilidir. Enfeksiyon etkeni olan patojenlerin degisik sekillerde sahip oldugu virulans

faktorleri mevcuttur.

Kantarcioglu ve Yiicel (2002)’in yaptiklari ¢alismada metisilin direncini belirlemek
icin NCCLS onerilerine gore 1ug oksasilin diski ile disk diflizyon yontemi uygulanmis ve

137 kokenin %31°1 metisiline direngli %69°u metisiline duyarli oldugu bildirilmistir.

Kantarcioglu ve Yiicel (2002), izole ettikleri bakterilerin slime olusturma faktoriini
kongo kirmizili agar yontemine gore degerlendirmisler ve 137 kdkenin %48°1 slime pozitif,
%352’s1 slime negatif oldugunu belirtmislerdir. Metisiline direngli suslarin %88’1 slime

pozitif, metisiline duyarli suslarin ise %30’u slime pozitif olarak saptanmustir.
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Yasar ve ark. (2011), ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilmis %24’i metisiline
direngli, %76’s1 metisiline duyarlh olan 139 staphylococcus aureus ve 94 KNS susu olmak
iizere toplam 233 sus ile yaptiklar1 ¢alismada metisilin direncini belirlemede sefoksitin
disk difiizyon testini kullanmiglardir. Calismay1 olusturan 233 stafilokok susunda metisilin
direnci %27 bulumustur. KNS suslarinda metisilin direncinin Staphylococcus aureus
suslarina gore daha yiliksek oldugu diisiiniilse de yapilan bu ¢alismada 139 Staphylococcus

aureus’un metisiline diren¢ oran1 KNS suslarinda ki orana yakin bulunmustur.

Ayni calismada Yasar ve ark. (2011), slime faktorii belirlemede kongo kirmizili
agar yontemini kullanmiglardir. Bildirdiklerine gore; caligmaya alinan suslar i¢inde toplam
slime olusturma orani %35.2 olarak belirtilirken bu oran Staphylococcus aureus suslarm da
%38.9 KNS suslarinda ise %29.8 olarak belirlenmis ve S.aureus suslarinda slime

olusturma potansiyeli daha yiiksek bulunmustur.

Atalan ve ark. (2012), c¢alismalarinda izole ettikleri 14 (%18.2) Staphylococcus

aureus susu’nun metisiline direng¢ oranlarini %71.4 olarak rapor edilmistir.

Shakibaie ve ark. (2014), bildirdikleri calismada 30 adet Staphylococcus aureus
susu ile yaptiklar1 caligmada izolatlarin %26.7°si metisiline direngli bulunurken MSSA
sular1 ile karsilastirildiklarinda %75°1 lesitinaz, %96.7’s1 proteaz ve DNaz aktivitesinin
pozitif oldugu bildirilmistir. Suslardan % 66.7’s1 kuvvetli, %23.3’ii orta ve %10’u zayif

biyofilm olusturmustur.

Demir ve Inang (2015), calismalarinda 127 stafilokok susu ile yaptiklar:
arastirmada standart tiip yontemini kullanmiglar ve % 62.9 izolat1 biyofilm pozitif olarak

degerlendirmislerdir.

Hastaliklarin bitkilerle tedavi edilmesi ise neredeyse insanin tarihi ile beraber
baslar. Insanoglu’nun hastaliklarla olan smavinda, bitkiler herzaman tedavi edici olmustur.
Bitki yada bitkilerden elde edilen ekstraktlar, bitkisel triinler ¢ok sayida bilimsel
arastirmaya konu olmustur. Calismamizda kullandigimiz Plantago major bitkisinin’de
geleneksel olarak yara iyilestirmede kullanildigr bilinmektedir. Bu durum bitkinin

bakterilere etki ettigini gostermektedir.

Samuelsen (2000), bildirdigi ¢alismada metanollii P.major Oziitlerinin MRSA

iizerinde zayi1f bir etkinlik gosterdigini saptamistir.
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Citoglu ve Altanlar (2003), ¢alismalarinda etanollii Plantago major ekstraktinin,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Candida albicans, Candida galabrata, Candida krusei tirlerinde test edilmistir. Calisma
sonucuna gore Plantago major etksraktinin B.subtilis disindaki biitiin bakterilere yliksek

oranda etki gosterdigi saptanmustir.

Stanisavljevic ve ark. (2008) kurutulmus plantago major yapraklarmin %70’lik
etanolle ekstrakte etmisler ve bazi bakteriler iizerindeki antimikrobiyal aktivitesini
arastirmislardir. Bildirilen caligmada bitkisel ekstraktin bakteriler iizerinde olusan zon

caplar1 “mm” olarak hesaplanmuistir.

Razik ve ark. (2012), ¢oziiciisii metanol olan kurutulmus Plantago major bitkisinin
ekstraktlarindan; 1000-250(mg/ml) oraninda /lactobacillus sp. Dbakterilerine, 1000-
125(mg/ml) konsantrasyonun da Staphylococcus aureus’a karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdigi saptanmustir. Gram negatif bakterilerden; Pseudomonas aeruginosa’ya 1000-
125(mg/ml), Proteus sp ve E.Coli’ye 1000-250(mg/ml), Enterococcus sp’ye ise 1000-
500(mg/ml) konsantrasyonda etki ettigi bildirilmistir. 1000(mg/ml)’de olusan zon c¢aplari;
lactobacillus sp. i¢in yaklasik 25mm, S.aureus i¢in yaklasik 20mm, proteus sp. igin
yaklasik 20mm, P.aeruginosa ic¢in yaklasik 24mm E.Coli i¢in yaklasik 18mm,

Enterococcus sp. i¢in yaklasik 12 mm olarak gézlemlenmistir.

Metiner ve ark. (2012), gerceklestirdikleri calismada Plantago major
yapraklarindan elde edilen aseton ve etanol ekstraktlarinin, 9 farkli bakteri tiirii (Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia
coli, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Salmonella
enteritidis) lizerinde testte tabi tutmuslardir. Etil alkol kullanilarak elde edilen ekstraktmn,
E.coli ve B. Cereus disindaki diger bakteri tiirlerine etki gostermedigi, aseton kullanilarak

elde edilen ekstraktin ise farkli konsantrasyonlarda etki gosterdigi saptanmustir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Bakteri Izolasyonu ve Teshisinde Kullanilan Besiyerleri

3.1.1.1. Mannitol Salt Agar

Karisik bakteri kiiltiiriinden Staphylococcus aureus’un teshisi ve izolasyonu igin

kullanilmistir. Secici bir besiyer olan Mannitol Salt Agar (MSA) (MERCK 1.05404),

icindeki yiiksek tuz konsantrasyonu ile stafilokok disindaki diger bakterilerin liremesini

inhibe eder.

Bilesimi
Et 6ziiti
Pepton
NaCl

D-mannitol

Fenol kirmizisi

Agar

3.1.1.2. Eosin Methylene Blue Agar

gL
1

10
75
10
25mg
15

Izole edilen A.baumannii bakterilerinin tek koloni olarak elde edilmesi icin Eosin

Methylene Blue (EMB) agar (MERCK 01347) kullanilmistur.

Bilesimi
Pepton
K>;HPO4
Laktoz

Stikroz

Eosin Y
Metilen mavisi

Agar

0,4
0,07
13,5
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3.1.1.3. Nutrient Broth

Bakterinin s1vi1 kiiltiirde tiretilip gliserinli ortamda stoklanmasi i¢in Nutrient Broth

(NB) (MERCK 1.05443) kullanilmastir.

Bilesimi
Et 6zuta

Pepton

NaCl

3.1.1.4. Mueller Hinton Agar

g/L
10

10

Izole edilen bakteri kolonilerinin iiremesi ve antibiyogram testlerinin yapilmasi i¢in

MHA (Mueller Hinton Agar) (MERCK 1.05437) besiyeri kullanilmistir.

Bilesimi

Et ozutu

Kazein asid

hidrolizati
Nisasta

Agar

g/L
2
17,5

1,5
17

3.1.2. Virulans Faktorleri’nin Belirlenmesinde Kullanilan Besiyerleri

3.1.2.1. Kongo Red Agar

Patojenitede 6nemli olan slime faktorii, Freeman ve ark., (1989)nin bildirdigi

yontem referans almarak MRSA izolatlar1 lizerinde arastirilmistir. Besiyeri bilesenleri olan

beyin-kalp infiizyon soliisyonu, siikroz, agar ve kongo kirmizisi kimyasallar1 asagida

belirtilen miktarlarda tartilmig, ayr1 ayr1 otoklavda steril edilmis ve daha sonra

birlestirilmistir. Besiyeri ve boya karisimi yeterince soguduktan sonra steril petrilere

dokiilmiis ve katilasana kadar bekletilmistir.
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Bilesimi g/L

Beyin-kalp inflizyon 37
soliisyonu

Stikroz 50
Agar 10
Kongo kirmizisi 0,8

(Freeman ve ark., 1989).
3.1.2.2. Trimetilterazolyum Klorid iceren Mueller Hinton Agar

Mueller Hinton agar besiyerine %1 oraninda Trimetiltetrazolyum Klorid (TTC)
(MERCK 1.08380) c¢ozeltisi eklenerek  A.baumannii suslarmmda hareket varligimin
saptanmasi i¢in kullanilmistir (Eijkelkamp ve ark., 2011; Erag ve ark., 2014).

3.1.2.3. Kanh Agar
MRSA suslarinda B hemolitik hemoliz zonlarinin arastirilmasi i¢in kullanilmistir.
3.1.2.4. DNase Besiyeri

MRSA izolatlarinda bakteri patojenitesini saglayan DNase enziminin varligmin

arastirilmasi icin DNase (MERCK 1.10449) besiyeri kullanilmistir.

Bilesimi g/L
Pancreatic  digest of 15
casein

Papaic digest of 5
soybean meal

Deoksiribontikleik asit 2
NaCl 5
Agar 15
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3.1.2.5. Jelatin Iceren Nutrient Broth Besiyeri

Yukarida anlatildigi sekilde hazirlanan Nutrient Broth besiyeri ortamina %10
oraninda jelatin (MERCK 1.04070) eklenerek hazirlanan besiyerden 5’er mL tiiplere
dagitilarak otoklavda 121°C’ de 15 dakika steril edilip jelatinaz testi i¢in kullanilmistir.

3.1.3. Kullamilan Soliisyonlar
3.1.3.1. Metanol (MERCK 1.06009)

Savaroglu ve ark. (2011)’nin bildirdigi konsantrasyona goére metanol ¢oziiciisii %80

oraninda seyreltilerek bitki ekstrakte etmede kullanilmistir.
3.1.3.2. Etanol (MERCK 1.00971)

Citoglu ve Altanlar (2003)’m bildirdigi konsantrasyona uygun olarak etanol
coziiciisii %75 oraninda seyreltilerek ekstraksiyon isleminde kullanilmistir (Citoglu ve

Altanlar, 2003).
3.1.3.3. Aseton (MERCK 1.00013)

%380 oraninda elde edilen aseton ¢oziiciisii bitki ekstrakte etmekte kullanilmastir.
3.1.3.4. Distile Su

Bitki ekstraksiyonu isleminde kullanilmak iizere distile su kullanilmastir.
3.1.3.5. Fosfat ile Tamponlanmis Tuzlu Su (PBS)

MRSA izolatlar1 i¢in biyofilm testinde kullanmak iizere hazirlanmistir

NaCl 8,0
KCl 0,2
Na,HPO4 1,44
KH,PO4 0,24

43



200mL tampon hazirlamak i¢cin uygun miktarlarda tartilan kimyasallar 190mL
distile su icinde, manyetik karistiricida ¢oziiniinceye kadar karistirilmistir. Tamamen
cOziindiikten sonra 200mL’ye tamamlanmis ve daha sonra +4 derecede saklanmistir

(Derin, 2015).
3.1.4. Antibiyogram Testi I¢cin Kullanilan Antibiyotikler

Calismamizda antibiyogram testinde kullanilmak iizere seg¢ilen antibiyotikler c¢izelge

3.1°de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Antibiyogram testi i¢in kullanilan antibiyotikler

Disk igerigi (ng) Uretici Firma
Daptomisin 30 Bioanalyse
Vankomisin 30 Bioanalyse
Linezolid 30 Bioanalyse
Sefoksitin 30 Bioanalyse
Penisilin G 10 Bioanalyse
Eritromisin 15 Bioanalyse
Klindamisin 2 Bioanalyse
Siproflaksasin 5 Bioanalyse
Gentamisin 10U Bioanalyse
Tetrasiklin 30 Bioanalyse
Oksasilin 1 Bioanalyse
Tigesiklin 15 Bioanalyse
Ertapenem 10 Bioanalyse
Teikoplanin 30 Bioanalyse
Imipenem 10 Bioanalyse
Kolistin 10 Bioanalyse
AMP/sulbaktam 20 Bioanalyse
Sefepim 30 Bioanalyse
Seftazidim 30 Bioanalyse
Tri/sulfametaksazol 25 Bioanalyse
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Amox/klavulanik asit 30 Bioanalyse

Levoflaksasin 5 Bioanalyse
Seftriakson 30 Bioanalyse
Amoksisilin 25 Bioanalyse

3.2. Metod

3.2.1. Bakteri Izolasyonu ve Tanimlanmasi

3.2.1.1. Hastane Ortamindan MRSA ve Acinetobacter baumannii Suslarinin

izolasyonu

Calismaya hastane ve kliniklerin bakteri yogunlugunun fazla oldugu diisiiniilen
hasta ve refakat¢i odalarindan, hastane personeli’nin temas ettigi ekipman ve bazi kullanim
alanlarindan (yogun bakim finiteleri, ameliyathane, dogumhane ve laboratuvar kapilari,
merdiven korkuluklari, hasta yatak basliklar1 vb.) steril ekiivyonlar yardimiyla aseptik
kosullar gozetilerek 6rnekler alinmis ve hemen laboratuvara getirilmistir. Elimizde bulunan
mikroorganizmalarin Once kanli agara ylizeysel ekimleri yapilip 37°C de 24 saat

inkiibasyona birakilarak tiremeleri saglanmstir.
3.2.1.2. Bakteri Teshisi

Bir gece kanli agar’a ekim yapilarak iremesi saglanan karisik bakteri kiiltiirlerinden
tek diismiis koloniler morfolojik yapilarina gore degerlendirilmistir. Karakteristik
Staphylococcus aureus goriniimiine sahip (Stafilokoklar 0,5-1,5 pm capinda birden fazla
diizlemde boliinilip ¢ogalarak tiziim salkimi seklinde iireyen, diizensiz kiimeler olusturan,
kok tipinde bakterilerdir) bakteriler stafilokoklar i¢in spesifik bir besiyeri olan Mannitol
Salt Agar (MSA)’a, morfolojik olarak Acinetobacter baumannii goriiniimiine sahip olan
(gram negatif, sporsuz, aerobik kokobasil tipinde) bakteri kolonileri ise Eosin methylene
blue (EMB) agara ekimleri yapilarak 37°C' de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Elde
edilen bakterilerin VITEK-2 cihazi yardimiyla identifikasyonlar1 yapilarak dogrulanmastir.
Identifikasyonlar1 tamamlanan izolatlar daha sonraki arastirmalarda kullanilmak iizere
steril bijo siselerde hazirlanmis %30°luk gliserol i¢cinde stok kiiltliir olarak -20°C de

muhafaza edilmistir.
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3.2.2. Virulans Faktorlerinin Arastirillmasi
3.2.2.1. Metisiline Direncli Staphylococcus aureus’un Bazi1 Virulans Faktorleri
3.2.2.1.1. Metisilin Direncinin Belirlenmesi

Staphylococcus aureus izolatlarmm metisilin direnci sefoksitin disk difiizyon
(SDD) test yontemi kullanilarak saptanmistir. McFarland 0.5 bulanikligina ayarlanan
bakteri siispansiyonlar1 petri kutularinda hazirlanan MHA plaklarina alinmig ve steril hale
getirilen drigalski yardimi ile yayma ekimleri yapilmistir. Bakteri inokiile edilmis olan
besiyerlerin yiizeyine 30ug sefoksitin diski yerlestirilmis ve inkiibasyona birakilmistir.
Sonuglar CLSI (Clinical and Laboratory Standarts Institute) standartlarina gore
degerlendirilmis olup 21mm ve daha altinda zon cap1 olusturdugu goriilen izolatlar
metisiline direngli, 22mm ve daha fazla zon ¢api olusturdugu goriilen izolatlar ise

metisiline duyarl olarak kabul edilmistir (CLSI, 2014; Horhag ve ark., 2016).
3.2.2.1.2. DNase Aktivitesinin Belirlenmesi

Hastane ortaminin ¢esitli boliimlerinden izole edilen ve MRSA olarak tanimlanan
izolatlarda DNase varligmin tespiti igin DNA igeren DNase (MERCK 1.10449) besiyerine
ekimleri yapilip 37°C de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda iireyen kolonilerin {izeri 1M HCI ile kaplanmis ve
daha sonra petrilerden HCI ¢6zeltisi uzaklastirilmistir. Bu islemin sonunda bakteri kolonisi
etrafinda olusmas1 beklenen seffaf zon takip edilmistir. Seffaf zon olusturan suslar DNase

pozitif, olusturmayan suslar DNase negatif olarak degerlendirilmistir.
3.2.2.1.3. Slime Faktorii

MRSA izolatlarinda slime faktoriiniin varligini belirlemek i¢in izolatlarm Kongo
Red Agara tek koloni diisecek sekilde ekimleri yapilmustir. Izolatlar 37°C de 24 saat
siireyle inkiibasyona birakilmig ve inkiibasyon sonunda pembe renkli koloni olusturan
suslar slime negatif, koyu kirmizi-siyah koloni olusturan suslar ise slime pozitif olarak

kabul edilmistir (Freeman ve ark., 1989).
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3.2.2.1.4. Hemoliz Testi

Test edilecek MRSA izolatlar1 %5 kan igeren kanli agar petrilerine alimarak ekimi
yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda bakteri kolonisi olan
bolgede hale olusumu gozlemlenerek kaydedilmistir. Bakteri kiiltiiri etrafinda hale

olusumu, hemoliz aktivitesinin gostergesi olarak kabul edilmistir.
3.2.2.1.5. Biyofilm Olusumu

Standart tiip yontemiyle biyofilm {liretiminin saptanmasi Christensen ve ark. (1982)
tarafindan bildirilen metoda gore arastirilmistir. Test edilecek MRSA suslarinin kanl
agarda tireyen tek kolonilerinden tek bir koloni alinarak bir gece NB besiyerinde 37°C’de
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra tiip ierikleri bosaltilarak %1’lik safranin
ile boyama islemi uygulanmis, daha sonra oda isisinda 30 dakika bekletilmistir. Boya
dokiilerek tiipler steril PBS ile yikanmis ve ters ¢evrilerek kurumaya birakilmistir. Tiipiin
yilizeyindeki renkli film tabakasinin yogunluguna gore biyofilm dereceleri belirlenmistir.
Olgiimler tiipiin i¢ yiizeyinde ki boyanma derecesine gore negatif (-), zayif (+), orta
dereceli (++) ve kuvvetli (+++) olarak degerlendirilmistir (Stepanovic ve ark., 2000).
Negatif kontrolii saglamak amaciyla; bakteri ekimi yapilmamis ancak yukarida belirtilen

tiim islemler aynen uygulanmis olan bir tiip kontrol tiipii olarak hazirlanmastir.
3.2.2.2. Acinetobacter baumannii’nin Bazi1 Virulans Faktorlerinin Arastirilmasi
3.2.2.2.1. Jelatinaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Jelatin igerikli NB besiyeri ortamina aktiflestirilen A.baumannii izolatlarindan
kontrol tiipii hari¢ her tiipe %0,1’lik bakteri inokiilasyonlar1 yapilmistir. Kiiltlirler 48 saat
siireyle 37°C’ de inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda biitiin kiiltiirler ile kontrol
besiyeri ortami buzdolabinda iki saat siireyle bekletilmistir. Stire sonunda tiim kiiltiirler
katilasan kontrol tiipli ile kiyaslanmistir. Sivilagmanin goriildigi tiipler pozitif (jelatin

hidrolize eden), sivilasmanin goriilmedigi tiipler ise negatif olarak degerlendirilmistir.
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3.2.2.2.2. Hareket Testinin Belirlenmesi

Elde ettigimiz A.baumannii izolatlarinin hareket edebilme potansiyelleri
Eijkelkamp ve ark. (Eijkelkamp ve ark., 2011)’nmn kullandig1 yontem modifiye edilerek
aragtirtlmistir (Era¢ ve ark., 2014). MHA besiyerine %1’lik trifeniltetrazolyum klorid
(TTC) ¢ozeltisi eklenerek bakteri iliremesi olan bolgelerin daha rahat goriilmesi
saglanmigtir. Suslar, hazirlanan steril besiyerlerine asilanarak 37°C’ de inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda zon ¢ap1 >10mm olan izolatlar i¢in “twitching” zon ¢ap1
>20mm olan izolatlar i¢inse “swarming” hareketi pozitif olarak kabul edilmistir (Era¢ ve

ark., 2014).
3.2.3. Antibiyotik Duyarhlik Testleri
3.2.3.1. MRSA Suslarinin Antibiyotik Diren¢ Profili

Arastirma disk difiizyon metoduna gore incelenmistir (Collins ve ark., 1989). Elde
edilen izolatlarin aktivasyonu’nu saglamak icin, kanli agarda tlireyen bakterilerden tek
diismiis koloniler alinarak NB sivi besiyerinde ekimleri yapilmis, 37°C’de 24 saat
inklibasyona birakilmistir. Steril serum fizyolojik suda 0.5 Mc Farland skalasina denk
gelen yogunlukta bakteri slispansiyonlar1 hazirlanmig ve her bir MHA plagina bakteri
siispansiyonlardan 10ul alinarak steril hale getirilen drigalski yardimiyla homojen olarak
ekimleri yapilmistir. Plaklarin yiizeyine, giincel olarak kullanimda olan antibiyotik diskleri
steril kosullarda alinip, hafif¢e lstiine bastirilarak yerlestirilmistir. Petriler daha sonra
37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakimigtir. Siire sonunda olusan zon ¢aplar1 “mm”

olarak olgiiliip, CLSI kriterlerine gore degerlendirilerek rapor edilmistir.

Sekil 3.1. 0.5 Mc Farland Skalas1
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3.2.3.2. Acinetobacter baumannii Suslarinin Antibiyotik Diren¢ Profili

Duyarlilik testi yapilacak bakteri suslari, taze kati plak kiiltiirlerindeki tek diismiis
kolonilerinden birer koloni alinarak NB igeren steril tiiplere ekimleri yapilmistir. Tiipler
37°C’de  bir gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda  bakteri
siispansiyonlarmmm bulanikligi 0,5 McFarland bulanikligima esdeger olacak sekilde
hazirlanmistir. Tiiplerdeki bakteri silispansiyonlar1 steril drigalskilerle taze MHA
plaklarmin yiizeylerine homojen olarak yayilmistir. Hazirlanan besiyeri plaklarma ticari
antibiyotik diskleri yerlestirilerek 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Olusan zon

caplar1 cetvel yardimiyla “mm” olarak 6l¢iiliip sonuglar rapor edilmistir.
3.2.4. Bitki Ekstraktlar’’nin Elde Edilmesi

K.maras Avsar Kampis’liinden toplanan  Plantago major bitkist hemen
laboratuvara getirilmis ve Flora of Turkey’den yararlanilarak tanimlamasi yapilmigtir
(Cullen, 1966). Alchemilla vulgaris (Aslan pengesi) ve Achillea millefolium (Civan

percemi) ise sehir merkezindeki aktarlardan temin edilmistir.

P.major bitkisinin yapraklari 151k gormeyen, nem almayan ve hava akiminin oldugu
bir ortamda kurutulduktan sonra blenderda toz haline gelinceye kadar iyice parcalanmis ve
S’er gr tartilarak erlenmayerlere alinmistir. Hazirlanan metanol (%80), etanol (%75),
aseton (%80), distile su ¢oziiclilerinden 50°ser mL almarak erlenmayerlere eklenmis ve
iizeri parafilm ile kapatilmistir. Ultrasonik su banyosunda 20 dakika ekstrakte edildikten
sonra ekstraktlar siizlilmiistiir. Bitki materyali tekrar ¢oziiciileri ile yikanip ekstraktlar

birlestirilmistir (Bruni ve ark., 2002; Diken, 2009).

Alchemilla vulgaris ve Achillea millefolium bitkileri toz haline gelinceye kadar
blenderda, Olea europaea seed ise havanda toz haline gelinceye kadar ezilmis ve bu
materyallerin’de ayn1 yontem takip edilerek sadece metanol (%80) c¢oziiciisiinde
ekstraksiyonlar1 saglanmistir. Tim bitkisel materyaller ii¢ paralel’de calisilarak

antimikrobiyal testlerin giivenilirligi arttirilmistir.

Elde edilen ekstraktlarin ¢oziiciileri rotary evoporator’de 37°C sicaklikta vakum
altinda son hacim 10 mL oluncaya kadar ugurulmustur. Ekstraktlar steril bijo siselerde
+4°C’de saklanmistir. Coziiciisii ucurularak hazirlanan bitki ekstraktlarindan mikropipet
yardimiyla 10mm ¢apindaki steril bos disklere her bir diskte 250ul olacak sekilde

yiliklemeler yapilarak ekstrakt diskleri hazirlanmistir. Negatif kontrolii saglamak amaciyla
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ekstraksiyon isleminde kullanilan herbir ¢6ziiciiden ayni miktar ve konsantrasyonda, ayni

captaki steril bos disklere yiiklemeler yapilip hazirlanmistir.
3.2.5. Bitki Ekstraktlar’’nmin Antimikrobiyal Aktivitesi

Calismada kullanilacak test bakterileri’nin aktivasyonu’nu saglamak icin kanh
agarda lreyen bakterilerden tek diismiis koloniler steril 6ze yardimiyla tek bir koloni
almarak tiiplerde hazirlanan NB sivi besiyerine asilanmig ve 37°C’de 24 saat siireyle
aktivasyonlar1 saglanmistir. Inkiibasyon sonunda NB’de iireyen bakterilerin, steril serum
fizyolojik su i¢inde 0.5 McFarland skalasma denk gelen yogunlukta siispansiyonlari
hazirlanmigtir. Mueller-Hinton agar plaklarinin yiizeyine hazirlanan siispansiyonlardan

10l aktarilarak steril drigalski yardimiyla ekim yapilmastir.

Yukarida anlatildig1 gibi hazirlanan bitkisel ekstrakt diskleri, bakteri asilanmis olan
besiyer plaklarinin iizerine hafifce bastirilarak yerlestirilmistir. Negatif kontrol ig¢in
hazirlanan disklerde ayni1 sekilde MHA plaklarina alinmistir. Bu sekilde hazirlanan petri
kutular1 4°C’de bir saat bekletildikten sonra 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir
(Collins ve ark., 1989; Bagc1 ve Digrak, 1996; Esen ve Digrak, 2009). Inkiibasyon siiresi
sonunda olusan inhibisyon zonlar1 disk ¢aplarida dahil olmak {izere “mm” olarak

Olctilmiistiir.

3.2.6. Bitki Ekstrakti ile Antibiyotiklerin Sinerjik Etkisi

Antibiyotiklerin bazi tiirlerinin beraber kullanilmasi durumunda sinerjik etki
goriilmesinden yola cikilarak, antibiyogram testleri sonucunda bakteriler {izerinde
aktivitesi olmayan antibiyotikler tespit edilmistir. Bu antibiyotiklerle bitki ekstraktlarmin
sinerjik etkisi olup olmadig1 arastirmustir. A4.baumannii bakterileri lizerinde tek baslarma
etkisi olmayan amoksisilin/klavulanik asit (AMC), ampisilin/sulbaktam (SAM),
trimetoprim/sulfametoksazol (SXT), seftriakson (CRO), seftazidim (CAZ), siproflaksasin
(CIP) gibi antibiyotikler ekstraktlarla birlikte tekrar test edilmek {lizere secilen
antibiyotiklerdir. Bakteriler iizerinde tek basina etkisi olmayan bu antibiyotik disklerine
hazirlanan Plantago major ekstraktindan 100’er pl yiikleme yapilarak test tekrar edilmistir.
Diger yandan ayni miktarda ve konsantrasyonda steril bos disklerede bitki ekstrakti

yiiklenerek test i¢in hazirlanmistir.
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McFarland 0.5 bulaniklifina denk gelecek sekilde hazirlanan bakteri
siispansiyonlari, Mueller-Hinton agar plaklar1 tizerine homojen bir sekilde yayma ekimleri
yapilarak plaklara inokiile edilmistir. Hazirlanan ekstrakt diskleri, antibiyotik diskleri ve
ekstrakt emdirilmis antibiyotik diskleri plaklarin ylizeyine hafifce bastirilarak
yerlestirilmistir. Test giivenilirligi agisindan 3 diskin de (ekstrak emdirilmis bos disk,
antibiyotik diski ve ekstrakt emdirilmis antibiyotik diski) aymi plak i¢inde yer almasini
saglayan bu yontem ile bitkisel ekstraktlar ve antibiyotikler arasindaki sinerjik
etkinin(varsa) daha net goriilmesi saglanmistir. Hazirlanan plaklar 37°C’de inkiibasyona

birakilmis ve 24 saat sonra degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Hastane ortamindan MRSA ve Acinetobacter baumannii Suslarmm izolasyonu ve

Tanimlanmasi

Hastane ortaminda bakteri yogunlugunun fazla olacagi diisiiniilen bazi kullanim
alanlarindan (hasta odalarindaki yatak basliklari, yogun bakim, laboratuvar, dogumhane ve
ameliyathane kapilari, hastane personelinin ve hasta refekatc¢ileri’nin sikca kullandigi
yerler, merdivenler, laboratuvarlarda kullanilan araglar vb.) steril ekiivyonlar yardimiyla
siriintii 6rnekleri almmis, orneklerin hemen laboratuvar ortamina getirilip kanl agar’a
ekimlerinin yapilmasi saglanmistir. Plaklar iizerinde cesitli bakteri tiirlerinin iiredigi
goriilmiistiir. Ancak koloni morfolojilerine gore ilk degerlendirmeler yapilip, S.aureus
goriinlimiine sahip koloniler Mannitol Salt Agar besiyeri ortamina ortamma tek koloni
disecek sekilde ekilmistir. Segici bir besiyer olan MSA, ig¢indeki yiiksek tuz
konsantrasyonu ile stafilokok disindaki diger bakterilerin iiremesini inhibe eder. Gozle
goriilebilir biiyliklige ulasarak hafif konveks ve S-tipli koloniler olusturarak {ireyen
S.aureus MSA’da mannitoliin fermentasyonuna bagli olarak sar1 renk veren izolatlardir
(Garipgin ve Seker, 2013). Secilen hedef bolgelerden genel olarak 45 adet Staphylococcus
aureus susu izole edilmistir. Elde edilen Staphylococcus aureus suslarindan 16 tanesinin

metisiline direncli Staphylococcus aureus oldugu saptanmistir.

Ayni sekilde karisik bakteri kiiltiirlinden Acinetobacter baumannii morfolojisine
sahip koloniler ise EMB agar besiyeri ortamia tek koloni diisecek sekilde ekilerek bir
gece daha 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. A.baumannii bakterisi EMB agar’da 1-2mm
biiylikliigline ulasarak koloni olusturan bakteriler olup, morfolojik olarak bakteri
goriinimiinii netlestiren bir besiyeridir. Bu besiyerlerde iireyen bakterilerden tek koloni
almarak saf kiiltiirleri elde edilmistir. Calismamizda genel olarak 31 adet Acinetobacter

baumannii susu tanimlanmigtir.

A.baumannii bakterisi daha ¢ok yogun bakim iinitelerinden ve hastane personelinin
sikca temas ettigi cihazlardan izole edilirken, MRSA bakterileri ise laboratuarlarin kap1
kollarindan, hastane personelinin sik¢a kullandiklar1 odalarin kapt kollarindan ve
kiyafetlerinden yogun olarak izole edilmistir. Izole edilen bu bakterilerden ¢alismamizda
kullanilmak iizere 10 tane MRSA susu ve 10 tane Acinetobacter baumannii susu

sec¢ilmistir.
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4.2. Bakterilerin Virulans Faktorleri
4.2.1. MRSA Suslarinin Baz1 Virulans Faktorleri
4.2.1.1. Metisilin Diren¢ Profilleri

Arastirmamizda kullandigimiz 10 Staphylococcus aureus susunun tamaminin
sefoksitin disk difiizyon testi sonunda metisiline diren¢li oldugu saptanmigtir. MRSA
suslarinda metisilin direncinin belirlenmesi igin sefoksitin antibiyotiginin kullanimi

mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan bir yontemdir.

Cizelge 4.1. MRSA Suslarma Ait Metisilin Direnci Sonuglar1

Metisilin Direnci

MRSA 1 +
MRSA 2 +
MRSA 3 -
MRSA 4 +
MRSA 5 +
MRSA 6 +
MRSA 7 +
MRSA 8 +
MRSA 9 +
MRSA 10 +

Sekil 4.1. MRSA 7. Sus’ta Metisilin Direnci
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Sefoksitin diski ozellikle mecA diizenleyici sistemin potent indiikleyicisi olarak
kabul edilmekte ve bildirilen ¢aligsmalar sefoksitin diskinin molekiiler yontemlere alternatif
olabilecegini belirtmektedir (Swenson ark., 2005; Broekema ve ark. 2009; Horhag ve ark.,
2016). Arastrrmalara gore bir sefamisin tlirevi olan sefoksitinin mecAd genini diger
antibiyotiklere gore daha iyi eksprese ettigi, mecA gen varligi ile cok daha uyumlu oldugu
bildirilmistir (Swenson ve ark., 2005).

Baska bir calismada 125 S.aureus dahil edilmis ve PBP2a lateks agliitinasyon
yonteminin, metisilin direncini belirlemede referans yontem olarak alindigi ¢alisma dort
antibiyotik diski ile gerceklestirilmistir. Bu arastirmada disk diflizyon yOnteminin
duyarhliklari, 6zgiillik degerleri belirlenmistir. SDD testi i¢in duyarlilik ve 6zgiillitk
degeri ise %94.3 ve %100 olarak bildirilmistir (Ozel ve ark., 2011).

Vural ve ark. (2011), ise sefoksitin disk diflizyon testinin duyarliligin1 ve 6zgiilliigiini

%100 olarak bildirmislerdir.

Bu nedenle calismamizda metisilin direncinin belirlenmesi i¢in sefoksitin disk
difiizyon (SDD) yontemi kullanilarak arastirilmis ve sonucglar CLSI standartlarina goére
degerlendirilmistir. Arastrmamizda sefoksitin disk diflizyon testi sonuglarinda zon
caplarinin; 13-15mm araliginda oldugu saptanmistir. Literatiir bilgilerine gére 21mm’den
daha diisik zon cap1 olusturan izolatlarin metisiline direngli olduklar1 belirtilmistir
(Horhag ve ark., 2016). Bu bakimdan ¢alismamiza dahil ettigimiz stafilokok suslarinin

tamami1 metisiline direngli olarak bulunmustur.
4.2.1.2. DNase Aktivitesi Sonuclar

MRSA izolatlarinin DNase aktivitesi DNA igeren besiyerinde arastirilmistir.

Calismaya ait sonuglar ¢izelge 4.2’de sunulmustur.
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Cizelge 4.2. MRSA Suslarma Ait DNase Aktivitesi Sonuglar1

DNase Aktivitesi
MRSA 1 +
MRSA 2 +
MRSA 3 +
MRSA 4 +
MRSA 5 +
MRSA 6 +
MRSA 7 +
MRSA 8 +
MRSA 9 +
MRSA 10 +

Caligmalarimiza dahil ettigimiz 10 MRSA susunun HCI ile muamelesinden sonra,
tamaminin DNase besiyeri ylizeyinde berrak aktivite zonu olusturdugu saptanmustir.

Olusan bu berrak zonlarmn varligi izolatlarin DNase pozitif oldugunun gostergesidir.

Sekil 4.2. MRSA 5. Sus DNase Aktivitesi

4.2.1.3. Slime Faktorii Sonuclan

Slime faktorii Kongo Red Agar besiyerinde Freeman ve ark. (1989)’nin bildirdigi
yonteme gore arastirilmistir. Slime faktoriinlin arastirilmasina ait bulgular ¢izelge 4.3’te

sunulmustur.
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Cizelge 4.3. MRSA Izolatlarina Ait Slime Uretimi Testi Sonuglar1

Slime Uretimi

MRSA 1 +++
MRSA 2 ++
MRSA 3 +++
MRSA 4 -
MRSA 5 ++
MRSA 6 ++
MRSA 7 +++
MRSA 8 +++
MRSA 9 -
MRSA 10 +++

Sekil 4.3. Slime Pozitif Olan MRSA 7. Izolat1
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Sekil 4.4. MRSA Izolatlarinda Slime Faktorii Sonuclari

Arastirmada kullanilan 10 MRSA izolatmin kuvvet derecesi Freeman ve ark.
(1989)’nin belirledigi kritere gore degerlendirilmistir. Bu kriterlere gore arastirmada
kullaniln 10 adet MRS A susunun 5 tanesinin kuvvetli, 3 tanesinin orta derecede kuvvetli, 2
tanesinin ise slime ireticisi olmadigi goriilmiistiir. Slime olusumunun pozitif olarak

degerlendirildigi izolatlarin ayn1 zamanda biyofilm iireticiside oldugu kaydedilmistir.

Celik ve ark. (2005a), yaptiklar1 calismada S.aureus suslarinda slime pozitiflik
oranin1 % 73 olarak rapor etmislerdir. Ayrica metisiline direngli stafilokoklarda slime

olusturma potasiyeli’nin oldukca yiiksek oldugunu da belirtmislerdir.

Yasar ve ark. (2011), calismalarinda S.aureus suslarinda slime pozitiflik oranint %
39 oraninda bildirmislerdir. Bunun yaninda ¢alismada slime olusturan suslarin beklenenin
aksine antibiyotik direnci daha yiiksek bulunmamis, slime olusturmayan suslarin metisilin
direnci ve buna bagli olarakta antibiyotik diren¢ oranlarmin daha yiliksek oldugunu

saptanmiglardir.
4.2.1.4. Hemoliz Testi Sonuclar

Kanli agar plaklarina tek koloni diisecek sekilde ekimler yapilarak inkiibasyona
birakilan MRSA izolatlarinin beta hemolitik zon olusumu goézlemlenmistir. Test ettigimiz
tiim MRSA izolatlarinin kanli agarda  hemolitik zonlar olusturdugu gézlemlenmistir. Bu

zonlarin varligi hemoliz aktivitesinin pozitif oldugunu gdstermektedir.
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Cizelge.4.4. MRSA Izolatlarina Ait Hemoliz Testi Sonuglari

Hemoliz Zonu Olusumu

MRSA 1 +
MRSA 2 +
MRSA 3 +
MRSA 4 +
MRSA 5 +
MRSA 6 +
MRSA 7 +
MRSA 8 +
MRSA 9 +
MRSA 10 +

Sekil 4.5. MRSA 1. Sus’ta Hemoliz Aktivitesi

——
Sekil 4.6. MRSA 2. Sus’ta Hemoliz Aktivitesi
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4.2.1.5. Biyofilm Testi Sonuclar

MRSA izolatlarinda biyofilm olusumu Christensen ve ark., (1982)’nin bildirdigi
yonteme gore arastirilmistir. Tiip ylizeyinde olusan renkli tabakanin yogunluguna gore
biyofilm derecesi belirlenmistir. Biyofilm olusumu incelemesine ait bulgular ¢izelge 4.5°te

sunulmustur.

Cizelge 4.5. MRSA Izolatlarina Ait Biyofilm Sonuglar1

Biyofilm Uretme
Derecesi

MRSA 1 -+
MRSA 2 ++
MRSA 3 -+
MRSA 4 -
MRSA 5 +
MRSA 6 +
MRSA 7 -+
MRSA 8 ++
MRSA 9 -
MRSA 10 ++

Sekil 4.7. MRSA Izolatlarinda Biyofilm Olusumu. K: Negatif Kontrol Tiipii
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Sekil 4.8. MRSA Izolatlarinda Biyofilm Sonuglar1

Calismamizda test edilen 10 MRSA susunun 5 tanesinin kuvvetli, 3 tanesinin orta
derecede kuvvetli biyofilm iireticisi oldugu ve 2 tanesinin de biyofilm iireticisi olmadig1
goriilmiistiir. Demir ve Inang (2015), bildirdikleri ¢alismalarinda 127 S.aureus izolatinin
mikroplak, standart tiip ve kongo red yontemi kullanilarak biyofilm olusumunu
incelemislerdir. Standart tliip yontemi sonuglarma gore izolatlarn % 62.9’unun pozitif

oldugunu belirtmiglerdir.
4.2.2. Acinetobacter baumannii’nin Baz1 Virulans Faktorleri
4.2.2.1. Jelatinaz Aktivitesine Ait Sonuglar

Calismamiza dahil ettigimiz 10 A.baumannii izolatim1 kapsayan jelatinaz aktivitesi
testi, jelatin igeren NB besiyeri ortaminda incelenmistir. 48 saat siiren inkiibasyondan
sonrasinda bakteri kiiltlirleri iki saat buzdolabinda birakilmistir. Kiiltiirler test sonunda
katilasan kontrol tiipii ile kiyaslanmistir. Sivilagsmanin goriildiigii suslar jelatinaz pozitif
olarak kabul edilmistir. Calismamizdaki 10 A.baumannii izolatindan 3 susun jelatinaz

pozitif, 7 susun ise negatif oldugu gorilmiistiir.
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Cizelge 4.6. A.baumannii 1zolatlarma Ait Jelatinaz Aktivitesi Sonucu

Jelatinaz Aktivitesi

A.baumannii 1 -
A.baumannii 2 -
A.baumannii 3 +
A.baumannii 4 -
A.baumannii 5 -
A.baumannii 6 -
A.baumannii 7 +
A.baumannii 8 -
A.baumannii 9 +

A.baumannii 10 -

Sekil 4.9. Jelatinaz Pozitif Olan A.baumannii Susu
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Sekil 4.10. Jelatinaz Pozitif Olan 4.baumannii 7.Susu
4.2.2.2. Hareket Testine Ait Sonuclar

TTC ¢ozeltisi (%]1) igeren MHA besiyerlerine ekimleri yapilmig bakteri kiiltiirleri
zon ¢aplarma gore degerlendirilmistir. Zon ¢ap1 >10 mm olan izolatlar i¢in “twitching” zon
¢ap1t >20mm olan izolatlar i¢in “swarming” hareketi pozitif olarak kabul edilmistir.

A.baumannii izolatlara ait hareket testi sonuclari ¢izelge 4.7°de sunulmustur.

Cizelge 4.7. A.baumannii 1zolatlarma Ait Hareket Testi Sonuglari

Twitching Swarming Hareketsiz
A.baumannii 1 - +
A.baumannii 2 - - +
A.baumannii 3 + -
A.baumannii 4 - - +
A.baumannii 5 - +
A.baumannii 6 - - +
A.baumannii 7 - +
A.baumannii 8 + -
A.baumannii 9 - - +
A.baumannii 10 - +
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Sekil 4.11. 4.baumannii 3.Susta Twitching Hareketi

Arastirmamizdan elde edilen verilere gore klinik izolatlardan dort A.baumannii
izolatmin swarming, iki izolatin twitching hareketini ger¢eklestirdigi ve kalan dort izolatin

ise hareketsiz oldugu goriilmistiir.

Arastirmamiza referans olan Era¢ ve ark.(2014), bildirilerinde sadece bir tane
A.baumannii susunda twitching, yedi tane A.baumannii susunda ise swarming hareketi

saptamiglardir.
4.3. Antibiyotik Direnc Profilleri
4.3.1. MRSA Suslarimin Antibiyotik Diren¢ Profili Sonuc¢lar

On adet MRSA izolat1 ile 13 antibiyotik tiiriiniin dahil edilerek gerceklestirildigi
antibiyogram c¢aligmasinin sonuglart hem CLSI hemde EUCAST kriterlerine gore
degerlendirilmistir. MRSA izolatlarina ait antibiyogram sonuglar1 ¢izelge 4.8’de rapor

edilmistir.
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Cizelge 4.8. MRSA Suslarina Ait Antibiyogram Sonuglar1

Kullanilan MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA

Antibiyotikler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Daptomisin 12 15 21 19 20 20 21 17 21 22
Vankomisin 17 20 22 20 21 24 22 19 23 21
Linezolid 25 28 32 34 32 40 34 32 28 33
Penisilin G - 13 16 11 18 14 19 10 17 11
Eritromisin - - 22 - - 34 - 20 - 24
Klindamisin 27 23 30 25 25 30 22 30 31 25
Siproflaksasin 26 25 30 31 30 34 18 31 26 21
Gentamisin 17 12 20 23 18 19 17 15 20 17
Tetrasiklin - 10 27 12 - 26 - 9 - 22
Oksasilin 9 - - 8 9 - 10 - - 11
Tigesiklin 18 17 22 20 21 20 20 24 20 19
Teikoplanin 16 21 20 20 20 20 18 22 17 20
Ertapenem 18 15 21 24 20 18 21 21 22 20

*Olusan zon ¢aplart mm olarak 6lgiilmiistiir. (-): zon yok

Izolatlarm; Linezolid ve klindamisin’e hem CLSI hem EUCAST kriterinde tiim
suslarin duyarli, penisilin’e hem CLSI hem EUCAST kriterinde tiim suslarin direngli,
eritromisin’e 6 susun hem CLSI hem EUCAST kriterinde direngli, 2 susun orta derecede
direngli, 2 susun ise duyarl oldugu saptanmistir. Gentamisin’e CLSI kriteri i¢in 1 susun
direngli, 9 susun duyarli oldugu, EUCAST kriteri i¢in 5 susun direngli, 5 susun duyarh
oldugu saptanmistir. Siproflaksasin’e her iki kriter (CLSI, EUCAST) i¢in de 9 susun
duyarli, 1 susun CLSI degerinde orta derecede duyarli, EUCAST degerinde direngli
oldugu, tetrasiklin’e iki kriter degerinde de 3 susun duyarli,, 7 susun ise direngli oldugu

goriilmistiir (UMS, 2016).
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Cizelge 4.9. Hastane Izolatlarinin Baz1 Antibiyotiklere Kars1 Direng Durumu

Kullanilan MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA

Antibiyotikler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Linezolid S SO SO S(S) SGS) SO SO SCS) SO S
Penisilin G RR RMER RER RER) RR RE®R RE®R RE®R R@E®R R(@®R
Eritromisin R(R) R(R) 1) R@R) RME® S R(@R 1) R@®R) S(S)

Klindamisin SCS) S(S) S S S S S S S  S(S
Siproflaksasin =~ S(S)  S(S) S(S) S(S) S5 S IM® S S S
Gentamisin S(R) R(M® S(S) S() S S S® S® SO S{®
Tetrasiklin R(R) R@® SG) RE® R® S R® RE® R® S

*CLSI kriterlerine gore degerlendirilen direng durumu.
*Parantez i¢inde belirtilen degerler EUCAST kriterinde belirlenen direng degerleridir.

Sekil 4.12. MRSA 2. Susuna Ait Antibiyogram Sonucu

4.3.2. Acinetobacter baumannii Suslarinin Antibiyotik Diren¢ Profili Sonug¢lar

Calismamiza dahil edilen 10 A.baumannii izolatinin antibiyogram testi 12
antibiyotik tiirti kullanilarak gerceklestirilmistir. antibiyogram testi sonuglar1 c¢izelge

4.10’da verilmistir.
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Cizelge 4.10. Acinetobacter baumannii Suslarina Ait Antibiyogram Sonuglari

Kullanilan 1. 2. 3. 4. S. 6. 7. 8. 9. 10.
Antibiyotikler SUS SUS SUS SUS SUS SUS SuUS SuS Sus Sus
Imipenem - - - 16 19 - 20 - - 15
Kolistin 12 15 16 16 21 22 18 21 17 23
Gentamisin - - 14 - - 16 14 - - -
Amp/ sulbaktam - - - 12 - - 11 - - -
Sefepim - - - - - - - 11 - 13
Seftazidim - - - - - - - 18 - -
Tri/sulfametaksazol - - - - - - 10 - - -
Amox/klavulanik asit - - - - - - - - - -
Siproflaksasin - - - - - . - - - -
Levoflaksasin - 13 17 - 10 - - - 11 -
Seftriakson - - - - E h - - - -
Tigesiklin 11 15 15 14 11 17 16 - 15 12

* Olusan zon ¢aplart mm olarak Sl¢iilmiistiir. (-): zon yok

Sekil 4.13. A.baumannii 1. Sus Antibiyogram Sonuglar1
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Sekil 4.14. A.baumannii 5. Sus Antibiyogram Sonuglar1

Sekil 4.15. A.baumannii 3. Suguna Ait Antibiyogram Sonuglar1

Calismamizda, test ettigimiz izolatlar arasinda imipenem, Amp/ sulbaktam,
sefepim, seftazidim, Amox/klavulanik asit, Siproflaksasin, Tri/sulfametaksazol,
Seftriakson gibi antibiyotiklere kars1 biiyiik bir direng oldugu saptanmistir. Bulgularimizin,
simdiye kadar gergeklestirilen ve bildirilen (Beris ve ark. (2016), Savct ve ark. (2015),
Giltekin ve ark. (2014), Evren ve ark. (2013), Yolbas ve ark. (2013)) bir¢ok calisma ile

uyumlu oldugu saptanmustir.

Bu durum A.baumannii tedavisinde bu antibiyotiklerin uygun bir segenek
olmayacagmi diisiindiirmektedir. Arastirma sonucunda yogun bakim {initelerindeki
aletlerden ve yogun bakim {initesinde calisan personelin sikg¢a temas ettigi kullanim

alanlaridan izole edilen suslarin antibiyotiklere kars1 daha direncli olduklar1 goriilmiistiir.
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4.4. Bitkisel Ekstraktlarin Bakteriler Uzerindeki Antimikrobiyal Aktivitesi

Plantago major bitkisinin, metanol (%80), etanol (%75), aseton (%80) ve su gibi
farkl ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen ekstraktlarinin, hastane ortamlarindan izole edilen
MRSA ve A.baumannii izolatlar1 lizerinde ylksek bir antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu tarafimizca saptanmistir. Ekstrakt konsantrasyonu’nun azalmasma bagli olarak
antimikrobiyal aktivitenin de azaldig1 belirlenmistir. Negatif kontrol olarak kullandigimiz
¢oziicii disklerinin (%80 metanol, %75 etanol, %80 aseton, distile su) hi¢cbirinde zon
olusmadig1 gozlenmistir. P.major bitkisinin farkl ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlarmin

MRSA bakterileri tizerindeki antibakteriyel etkisi ¢izelge 4.11°da sunulmustur.

Cizelge 4.11. P.major Bitkisinin Farkli Coziiciilerdeki Ekstresinin MRSA izolatlar1
Uzerindeki Antimikrobiyal Etkisi

Bakteri P.major P.major P.major P.major

izolatlan (%80 Metanol) (%75 Etanol) (%80 Aseton) (Distile Su)

MRSA 1 40 33 29 35
MRSA 2 35 40 39 35
MRSA 3 40 40 37 36
MRSA 4 36 33 33 34
MRSA 5 35 35 30 34
MRSA 6 38 36 32 35
MRSA 7 38 35 29 31
MRSA 8 37 34 30 37
MRSA 9 35 36 35 32
MRSA 10 40 40 38 36

*Sonuc¢lar mm olarak 6l¢iilmiistiir.

Hazirlanan ekstraktlardan 10mm capindaki bos disklere her bir diskte 250u1 olacak
sekilde ekstrakt yiiklemesi yapilmis ve test bakterileri lizerinde calisilmak {izere
hazirlanmistir. Disk cap1 dahil olmak iizere; bitkisel materyalin metanol(%80) ¢oziiciilii

ekstresinin  MRSA izolatlar1 iizerindeki antimikrobiyal aktivitesi 35-40mm arasinda,
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etanol ¢oziiciilii (%75) ekstresinin 33-40mm arasinda, aseton (%80) ¢oziiciilii ekstresinin
29-39mm arasinda, distile su c¢oziiciili ekstresinin ise 31-37mm arasinda oldugu
goriilmistiir. Literatlir verilerinde P.major bitkisinin metanollii 6ziitiiniin  125-1000
(mg/mL) konsantrasyonlarinda S.aureus’a duyarli oldugu bildirilmistir. Caligmada
500mg/mL  konsantrasyonda  S.aureus’a  15+£0.7 mm  arasinda, 1000mg/mL
konsantrasyonda ise 20 £0.9 mm arasinda zon ¢ap1 goriildiigii de bildirilmistir (Razik ve
ark., 2012). Arastirmamizda ise; P.major bitkisinin metanollii 6ziitiiniin 10 MRSA izolat1
iizerinde 250ul konsantrasyonda ortalama 37mm zon capi olustugu goriilmiistiir. Elde
ettigimiz tiim sonuglara ii¢ paralelde ¢alistigimiz ekstraktlarin ortalama zon c¢aplar1 alinarak

ulagilmastir.

Sekil 4.16. Plantago major Bitkisinin Etanol, Aseton ve Su Coziiciilii Ekstraktinim
MRSA 3. Sus Uzerindeki Antimikrobiyal Aktivitesi

Sekil 4.17. Plantago major Bitkisinin Etanol, Aseton ve Su Coziiciilii Ekstraktinim
MRSA 4. Sus Uzerindeki Antimikrobiyal Aktivitesi
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Sekil 4.18. Plantago major Bitkisinin Etanol, Aseton ve Su Coziiciilii Ekstraktinin
MRSA 6. Sus Uzerindeki Antimikrobiyal Aktivitesi

Calismamizda  Plantago major bitkisi'nin  10mm’lik  disklerde  250pul
konsatrasyonda hazirlanan ekstraktlari 10 A.baumannii izolat1 tizerinde test edilmistir. Disk
cap1 dahil olmak iizere bitkisel materyalin metanollii(%80) ekstresinin antimikrobiyal
aktivitesi 23-28mm arasinda, etanollii(%75) ekstresi 22-26mm arasinda, asetonlu(%80)
ekstresi 18-25mm arasinda, sulu ekstresi ise 18-22mm arasinda zon ¢ap1 olusturdugu

goriilmistiir. Sonuglar ¢izelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. P.major Bitkisinin Farkli Coziiciilerdeki Ekstresinin A.baumannii

Izolatlar1 Uzerindeki Antimikrobiyal Etkisi.

Bakteri P.major P.major P.major P.major

izolatlan (%80 Metanol) (%75 Etanol) (%80 Aseton) (Distile Su)

A.baumannii 1 23 26 21 22
A.baumannii 2 23 23 23 21
A.baumannii 3 26 25 21 18
A.baumannii 4 27 26 18 20
A.baumannii 5 25 22 25 22
A.baumannii 6 28 24 18 20
A.baumannii 7 28 22 18 18
A.baumannii 8 25 26 23 21
A.baumannii 9 27 23 21 19
A.baumannii 10 24 25 24 22

*Olusan zon ¢aplart mm olarak Sl¢iiliip rapor edilmistir.
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Sekil 4.19. Plantago major Bitkisinin Etanol, Aseton ve Su Coziiciilii Ekstraktinin
Acinetobacter baumannii 1. Sus Uzerindeki Antimikrobiyal Aktivitesi.
1) etil alkol, 2) su 3) aseton

Samuelsen (2000), %50 oranindaki etanol ile elde edilen P. major ekstraktinin
S.aureus lizerine yiiksek etkili olmasmin yaninda, %70 oranindaki etanol ekstresinin ise
daha zayif etkisi oldugunu bildirmistir. Ayn1 ¢aligmada arastirici, metanollii ekstraktin
metisiline direngli Staphylococcus aureus’a karsi zayif aktiviteye sahip oldugunu

belirtmistir.

Bagka bir calismada Plantago major yapraklarinin etanol ve asetonlu ekstrelerinin
MIK (Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu) oranlar1 belirlenmis, her iki ¢dziiciiniin
ekstrakt1 9 farkli bakteri tizerinde test edilmistir. Etil alkol ekstraktinin S.aureus lizerine
antimikrobiyal etkisinin saptanmadigi, aseton ekstresinin ise farkli konsantrasyonlarda etki
gosterdigi bildirilmistir (Metiner ve ark., 2012). Calismamizda ise hem etil alkol
ekstresinin hem de aseton ekstresinin her iki bakteri tiirliniin tiim suslar1 lizerinde yiiksek
bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bunlara ek olarak coziisiiciisii
metanol ve su olan P. major ekstraktlarmin da MRSA suslar1 iizerinde oldukca yiliksek
aktiviteler gosterdigi saptanmistir. Citoglu ve Altanlar (2003), Plantago major bitkisinin
etanollii ekstresini standart S.aureus bakterisi lizerinde test etmislerdir. 133 mg/mL
konsatrasyonda gergeklestirilen ¢aligmada, olusan zon ¢apmi 13mm olarak bildirmislerdir.
Elde ettigimiz sonuglar, test edilen konsantrasyon dikkate alindiginda Citoglu ve

Altanlar’n bildirdikleri ¢aligma ile paralel sonuglardir.

Biitiin bu bilgilere ek olarak P.major bitkisinin tabletler halinde kullanimini test
eden ¢alismalar da mevcuttur. Literatiir taramalarinda; Nyunt ve ark. (2007), P.major’un
insanlarda hipertansiyona etkilerini arastiran bir bildiri sunmuslardir. Calismada bu amagla

tim bitki kisimlarinin kurutularak tabletler halinde ve giinde 9g miktarinda, 12 hafta
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boyunca kullanildig1 bildirilmektedir. Siire sonunda oOlclilen degerlerde sistolik ve
diyastolik kan basmci degerlerinin 150 + 2,58 /98 + 1,33 mmHg seviyelerinden 129 +
2,77/86 = 1,63 mmHg (p<0,001) seviyelerine diistiigii gézlenmistir. Bu calisma sirasinda
bildirilen miktarda ve kullanim siiresinde P.major bitkisinin oral yoldan alinmasimnin
karaciger ve bobrek fonksiyonlar1 tlizerinde herhangi bir toksik etki olusturmadigi da

bildirilmistir (Oktay, 2014).

Bu verilere gore, ¢alismamizda belirlenen konsantrasyonda goriilen zon caplari,
literatiir bilgileri ile karsilastirildiginda arastirmamizda daha yiiksek bir antimikrobiyal
aktivitenin oldugu goriilmektedir. Calismamizda  P.major bitkisinin farkl coziiciilerle
elde edilen ekstraktlarinin her birinin iki farkli bakteri tiiriiniin tiim izolatlarinda yiiksek
aktiviteye sahip olmasi, daha onceki caligmalarda bildirilen konsantrasyon araliklarinda
beklenen degerlerden daha yiiksek aktivite oranlari ile karsilasilmasi, test bakterilerinin ise
standart degil hastane ortamlarindan izole edilmis ¢oklu antibiyotik direncine sahip ve
virulans: yiiksek bakteriler olmasi; ¢alismamizin literatiir bilgilerinden daha iyi verilere
ulasmis oldugunu gosterir. Ilaveten P.major bitkisinin sulu ekstresinin gayet iyi derecede

antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasi da ayrica 6nem arz etmektedir.

Arastrmamizda P.major’un yaninda Alchemilla vulgaris, Achillea millefolium,
Olea europaea seed gibi malzemelerin ekstraktlar1 da izolatlar {izerinde test edilmistir.
Metanol(%80) ¢oziiciisii ile hazirlanmis ekstraktlar, her bir diskte 250ul olacak sekilde
10mm ¢apindaki steril bos disklere yiiklenerek hazirlanmistir. Calismamiza dahil olan
MRSA ve A.baumannii suslar1 lizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.
Sonuglar, ii¢ paralelde ¢alisilmig olan ekstraktlarin ortalama zon c¢aplar1 alinarak
sunulmustur. Alchemilla vulgaris, Achillea millefolium ve Olea europaea seed

ekstraktlarmin MRSA izolatlar1 izerindeki aktivitesi ¢izelge 4.13’de sunulmustur.
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Cizelge 4.13. Achillea millefolium, Alchemilla vulgaris ve Olea europaea seed

Ekstraktlarmin (%80 Metanol) MRSA Uzerindeki Antimikrobiyal Aktivitesi.

Bakteri izolatlar Achillea Alchemilla vulgaris Olea europaea seed
millefolium
MRSA 1 26 36 -
MRSA 2 23 31 -
MRSA 3 25 38 -
MRSA 4 23 30 18
MRSA 5 25 31 -
MRSA 6 26 36 20
MRSA 7 28 38 -
MRSA 8 24 35 -
MRSA 9 26 31 -
MRSA 10 27 30 -

*Sonuglar mm olarak Ol¢iilmiistiir. (-): zon yok

Test sonucunda, Achillea millefolium ekstresinin MRSA izolatlar1 iizerinde 23-
28mm arasinda, Alchemilla vulgaris ekstresinin 30-39mm arasinda Olea europaea seed
ekstresinin ise test edilen bakterilerden sadece 2 susta 18-20mm arasinda antimikrobiyal

aktivite zon ¢aplar1 olustugu gorilmiistiir.

Sekil 4.20. %80 Metanol Coziiciilii Ekstraktlarin 2. MRSA Susu Uzerindeki
Aktivitesi. A) Achillea millefolium, B)P.major, C) Alchemilla vulgaris
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Sekil 4.21. %80 Metanol Coziiciilii Ekstraktlarin 4. MRSA Susu Uzerindeki
Aktivitesi. A) Achillea millefolium, B)P.major, C) Alchemilla vulgaris

Calismamizda Achillea millefolium ve Olea europaea seed ekstrelerinin
A.baumannii izolatlar1 tizerinde zon ¢ap1 olusturmadigi gozlenirken, Alchemilla vulgaris
ekstresinin 20-27mm c¢ap araliginda aktivite sagladigi saptanmistir. Bu arastirmaya ait

veriler ¢izelge 4.14’te sunulmustur.

Cizelge 4.14. Achillea millefolium, Alchemilla vulgaris ve Olea europaea seed

Ekstraktlarmin(%80 Metanol) 4.baumannii Uzerindeki Antimikrobiyal Aktivitesi.

Bakteri izolatlan Achillea Alchemilla vulgaris  Olea europaea seed
millefolium
A.baumannii 1 - 20 -
A.baumannii 2 - 21 -
A.baumannii 3 - 22 -
A.baumannii 4 - 21 -
A.baumannii 5 - 20 -
A.baumannii 6 - 25 -
A.baumannii 7 - 20 -
A.baumannii 8 - 27 -
A.baumannii 9 - 21 -
A.baumannii 10 - 22 -

* Olusan zon ¢aplart mm olarak dlgiilmiistiir. (-): zon yok.
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Sekil 4.22. %80 Metanol Coziiciilii Ekstraktlarin 6. A.baumannii Susu Uzerindeki
Aktivitesi. A) Achillea millefolium, B)P.major, C) Alchemilla vulgaris

4.5. Bitkisel Ekstrakt ile Antibiyotiklerin Sinerjik Etkisi

Calismaya dahil edilen antibiyotikler ile hazirlanan ekstraktlar birlikte kullanilarak
sinerjik etki arastirilmistir. Coklu antibiyotik direncine sahip olan Acinetobacter
baumannii’de tek basina etkili olmayan antibiyotikler bitki ekstraktlar1 ile birlikte
kullanildiginda aktivite gostererek zon c¢ap1 olusturdugu gorilmiistir. Bu durum

antibiyotiklerle ekstraktlarin sinerjik bir etkisi oldugunun gostergesidir.

Sinerjik etkinin degerlendirilmesi, ekstrakt yiiklemesi yapilmig antibiyotik diskinin
olusturdugu zon c¢ap1 ile sadece bitkisel ekstrakt yiiklemesi yapilmis olan disk’in
olusturdugu zon c¢apmin kiyaslanmasiyla yapilmistir. Ekstrakt yiiklenmis antibiyotik
diskinin, sadece ekstrakt yiiklenmis olan diskten daha fazla zon olusturmasi, sinerjik etki
olarak kabul edilmistir. Bu anlamda c¢alismamiza dahil edilen antibiyotiklerle P.major
ekstraktlarinin sinerjik bir etki olusturdugu ve A.baumannii izolatlarmin gelisimini

durdurdugu saptanmustir.

Sekil 4.23. AMC (amoksisilin/klavulanik asit) antibiyotigi ile metanol ¢oziiciili P.major
ekstresinin 4.baumannii 3.sus tizerindeki sinerjik etkisi.
A) ekstrakt yiiklii antibiyotik, B) ekstrakt diski, C) antibiyotik diski
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Sekil 4.24. SAM (ampisilin/sulbaktam) antibiyotigi ile su ¢oziiciilii P.major ekstresinin
A.baumannii 4. susundaki sinerjik etki.
A)ekstrakt yiiklii antibiyotik, B)ekstrakt diski, C)antibiyotik

Calismamizda ozellikle AMC (amoksisilin/klavulanik  asit) ve SAM
(ampisilin/sulbaktam) antibiyotikleri ile ¢oziiclisii su olan P.major ekstraktinin sinerjik
etkisi daha net bir sekilde goriilmiistiir. Calismaya dahil edilen tiim 4.baumannii suslarinin
AMC antibiyotigi ile gdzlenen sinerjik etkisinde (ekstrakt yiiklenmis antibiyotiklerin,
sadece yiiklenmis ekstrak disklerine gore) net zon gapi artisinin ortalama 4mm oldugu
goriilmiistiir. A.baumannii 1 susunda ise ekstrakt diskinde ve antibiyotik diskinde zon

olugsmazken, ekstrakt yliklenmis AMC antibiyotiginin 13mm zon olusturdugu goriilmiistiir.

Sekil 4.25. AMC(amoksisilin/klavulanik asit) antibiyotigi ile su ¢oziiciilii P.major
ekstresinin 4.baumannii 1 1zolat1 lizerindeki sinerjik etkisi.
A) antibiyotik, B)ekstrakt yiiklii antibiyotik, C) ekstrakt diski,
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Sekil 4.26. CRO (seftriakson) antibiyotigi ile su ¢oziiciilii P.major ekstresinin 5.
A.baumannii izolat1 lizerindeki sinerjik etkisi.

Antibiyotiklerle bitkilerin arasinda sinerjik bir etki goriilmesi, varolan ancak
antimikrobiyal etkisini kaybeden antibiyotiklerin P.major ekstreleri ile giiclendirilebilmesi
fikrini muhtemel kilmistir. Arastirmamiz sonucunda elde ettigimiz veriler, kullandigimiz
bitkilerin suan tercih edilen antibiyotiklere alternatif olarak ya da hizli gelisen antibiyotik
direncliligini azaltabilmek adina antibiyotiklerle kombine olarak kullanilabilecegini

diistindiirmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bakteriler bulunduklar1 ortama adaptasyon saglarlarken; yasamlarmi devamli hale
getirmek, metabolizmalarmi siirdiirebilmek ve ¢ogalmak icin bazi patojenik 6zelliklerde
kazanwrlar. Gelistirdikleri bu patojen karakterleri ile insan ve hayvanlarda tedavisi zor
enfeksiyonlarin etkeni haline doniisebilirler. Bakterilerin agir enfeksiyon sebebi haline
gelmesi, antimikrobiyal ajanlara karsi siirekli direng mekanizmalar1 olusturmalariyla

iliskilidir.

Antibiyotikler, mikrobiyal (bakteriyel ve fungal) enfeksiyonlarla miicadelede tercih
edilen temel tedavi yontemi olmasina ragmen giiniimiiz diinyasinda bir¢ok antibiyotik tiirii
beklenen bu talebi karsilayamamaktadir. Bakterilerde antibiyotik direng gelisiminin
gozlenmesi neredeyse ilk antibiyotigin kesfi kadar eskidir. Mikroorganizmalar olaganiistii
bir hizda ve karmasik bir mekanizmada antibiyotiklere karsi direng gelistirmeye devam
etmektedir. Giiniimiizde de bu diren¢ oranlar1 her gegen giin biraz daha artarak rapor
edilmektedir (Atalan, 2012; Ozseven, 2012; Savci, 2015; Beris ve ark. 2016).
Antibiyotiklerin bilingsizce ve asir1 derecede kullanilmasi, tedavilerde artik tek bir
antibiyotigin yetersiz kalmasma sebep olmus ve bircok mikroorganizma grubunun c¢oklu
antibiyotik direnglerine sahip olmasi sorununu giindeme getirmistir. Coklu ila¢ direncine
sahip olan bakteriyel enfeksiyonlar, hastanede kalma siiresinin uzamasina, tedavi siiresi
boyunca daha yiiksek maliyet tablolarinin olusmasma ve daha da Onemlisi hasta
kayiplarinin artmasma neden olmaktadir. Bu agir enfeksiyonlara yol agan, tedavi siiresinde
en ¢cok sorun olan bakteriler: Acinetobacter baumanni, metisiline direncli Staphylococcus
aureus (MRSA), genis spektrumlu B- laktamaz iireten Escherichia coli (ESBL-EC),
Klebsiella  pneumoniae (ESBL-KP), karbapeneme direngli Enterobacteriaceae,
Pseudomonas aeruginosa ve vankomisine direngli Enterococcus’tur (Marasini ve ark.,

2015; Avsar ve ark., 2016).

Bilim diinyasinin biitiin cabalarina ragmen bakterilerde goriilen bu direng
gelisiminin Oniine bir tiirlii gecilememektedir. Bu durum tedavisi zor ve pahali hastaliklar1
dogurmakla birlikte iilke ekonomisini de zarara ugratmaktadir. Bilim diinyasindaki
arastiricilar bakterilerin bu hizli direng kazanimlar1 karsisinda ¢6ziimii, stirekli yeni kontrol
ajanlar1 gelistirme arayisinda bulmuslardir. Bakteriler yasamlarinin ve nesillerinin devami
icin miithis bir hizla antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanirken, insanoglu’da enfeksiyonlarin

etkisinden kurtulmak i¢in ayn1 hizla kontrol ajanlar1 gelistirme arayisindadir.
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Bakterilerin yeryiiziiniin neredeyse her bodlgesinde, her kosesinde varolduklari
disiiniiliirse hastane ve kliniklerin, bakteriler i¢in kolonize olmak adina acik alanlar haline
geldigini sdylemek yanlis bir yaklasim olmaz. Bu durumda bakterilerin bulunduklari
hastane ve kliniklerden insanlara kolayca bulasabilmeleri biiylik oranda muhtemeldir.
Salgado ve ark., (2003)’nin bildirdigine gore hastane ortamindan bulasabilecek riskli
faktorler arasinda hastane personelinden hasta ziyaretcilerine kadar risk alanmi genis bir
yelpazededir. Boyle bir tehlike karsisinda; hastanelerin kullanim alanlarmi diizenli
araliklarla dezenfekte etmek, diizenli araliklarla bakteri popiilasyonunu ve cesitliligini
takip etmek, hastane personeline ciddi bir egitim vermek, hasta ziyaretgilerini ve
refakatcilerini  bilinglendirmek gibi etkinlikler, alinmasi gereken tedbirler arasinda
sayilabilir. Bu ¢alisma ile hastane personelinin, hastaneye yatan hastalarn ve onlarin
refakatcilerinin, ziyaretgilerinin de i¢inde bulundugu riskli durum analiz edilmistir.
Bakterilerin bu insanlara gecisi ve enfeksiyon baslatmasi yiiksek oranda ihtimaldir. Bu
ihtimal eger gerekli tedbirler alinmazsa korkulan epidemilerin baslamasma yol

acabilecektir.

Hastalik etkeni bakterilerle insanlar arasinda ylizyillardir siiren bu savasta,
insanoglunun tedavi i¢in bagvurdugu ilk secenek bitkiler olagelmistir. Giiniimiizde dahi
hem kirsal kesimlerde hem’de biiyiik sehirlerde gerek hastaliklarin tedavisi i¢in gerekse de
hastaliklardan korunmak ic¢in bitkilerden ve bitkisel materyallerden yararlanma tercihi
yiiksek oranlara ulasmaktadir (Gilirhan ve Ezer, 2004). Tim diinyada oldugu gibi
iilkemizde de tibbi bitkilere ve bunlardan elde edilen materyallere olan ilginin artmasinda;
kolay ve ucuz elde edilebilir olmalari, bitkisel materyallerin dogal oldugu diisiincesiyle yan
etkilerinin daha az olacagma olan inang, bazi materyallerin sentetik ilaglarla
kiyaslandiginda daha kolay elde edilebilir olmasi ve bitkisel droglarin sentetik ilaclara gore

birden fazla etkiye sahip oldugu diistincesi sayilabilir (Siitlipinar, 2016; Saginda, 2014).

Giil, (2014)’ iin de bildirdigi gibi bilim ve teknolojinin gelismesiyle ortaya ¢ikan
yeni yontem ve teknikler bitkilerin etken maddelerinin 6nemini ve kullanim potansiyelini
artirmistir.  Stiphesiz  bu arastirilar yeni tedavi metodlarinda ¢ok daha giivenilir

materyallerin liretimini saglayacaktir.
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Hastane ortamlarindan insana kolaylikla bulagabilme ihtimalleri olan MRSA ve
A.baumannii bakterileri ¢alismamiza dahil edilmek lizere izole edilmistir. Bu bakteriler
kullanimda olan birgok antibiyotige karsi direngli, virulanslar1 yiiksek olan formlardir.
Mikroorganizmalarin ilk izolasyon ¢alismalar1 gerceklestirildikten sonra saf kiiltiirleri elde
edilmis ve VITEK-2 cihazi yardimiyla tanimlanmalar1 yapilmistir. Elde edilen izolatlarin
patojenitelerini saglayan virulans faktorleri arastirilmis ve bu izolatlarin antibiyotik direng

profilleri belirlenmistir.

Calismamiza tedavi edici 6zelliginin oldugu bilinen ve bir¢ok yerde rahatlikla
yetisebilmesi miimkiin olan P.major bitkisinin farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlari’da
dahil edilmistir. Farkl ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen ekstraktlarin herbirinin MRSA ve
A.baumannii izolatlarinin tamaminin iizerinde oldukca yiiksek bir antibakteriyel etkiye
sahip oldugu tarafimizca saptanmistir. P.major bitkisine ilaveten Olea europaea seed,
aktarlardan kolaylikla elde edilebilecek olan Alchemilla vulgaris ve Achillea millefolium
bitkilerinin ekstraktlar1 da izole ettigimiz klinik suslar {izerinde test edilmistir. Aslan
pengesi bitkisinin her iki bakteri tiiriiniin tiim izolatlarina kars1 yiiksek antibakteriyel etki
gosterdigi belirlenmistir. Ancak hazirlanan ekstraktlarin bu antibakteriyel etkiyi nasil

saglandigi, bakterileri hangi yolla yada yollarla yok ettigi bulunamamaistir.

Bu caligmalar sonucunda elde edilen bulgular; kullanilan bitki ekstraktlarinin
standart bakteri kiiltiirlerine gore son derece tehlikeli virulanslara sahip olan hastane
patojenlerine kars1 oldukca yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunun kanitidir.
Kullanilan bitki materyallerinden elde edilen sonuglar, bu bitkilerin geleneksel tipta
kullanimin1 destekler nitelikte bulgulardwr. Calismamiz {ilkemizin 6nemli zenginlik
kaynaklarindan olan tibbi bitkilerin, 6zellikle Plantago major bitkisinin daha ciddi

boyutlarda 6nemsenerek degerlendirilmesi gerektigi konusunda fikir vermektedir.
Sonug olarak;

1) Hastane patojenlerinden olan ve siklikla izole edilen MRSA ve 4. baumannii’ye
bagli olarak gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde c¢esitli kemoteropotik ajanlar
kullanilmaktadir. Antibiyotiklerin elde edilmesi oldukca pahali olup mikroorganizmalarin
coklu antibiyotik kullannomina bile direngli olduklar1 bilinmektedir. Bu durum iilke

ekonomisine ciddi boyutlarda zarar vermektedir.
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2) Bakterilerin oldukca kisa zamanlarda antibiyotiklere yiliksek oranda direng
kazaniyor olmalar1 g6z Oniine alindiginda in vitro duyarlilik profili ¢ikarma ¢aligmalarinin
sirekli giincellenmesi gerekmektedir. Bu uygulama ile akile1 antibiyotik kullanimi

projesine oldukca katki saglanacaktir.

3) Test edilen Plantago major, Alchemilla vulgaris, Achillea millefolium, Olea
europaea seed materyallerinin 5’er gr gibi ¢ok az miktarlarda kullanilmasma ragmen
yiiksek oranda bir antimikrobiyal etki olusturdugu goriilmiistiir. Bu bakimdan ulasilan

sonu¢ oldukc¢a 6nemlidir.

5) Plantago major bitkisinin farkli ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen

ekstraktlarinin, her iki bakteri tiiriiniin tiim suslar1 tizerinde etkili oldugu saptanmastir.

6) P.major bitkisinin 6zellikle su ¢oziiciisii ile elde edilen ekstraktinda yiiksek
oranda antibakteriyel etkinin goriilmesi bu bitkinin 1yi bir kemoterapétik madde igerigine
sahip oldugunun kanitidir. Ayrica endistriyel iiretim i¢cin maliyet diisiirticii bir etkisi

vardir.

7) Ulkemiz tibbi bitkiler envanterindeki yeri agisindan bu bitkilerin durumu
desteklenmistir. Yetistiriciligi hakkinda gerekli diizenlemelerin ve tesviklerin yapilip
hayata gecirilmesi durumunda, iilkenin biiyiik sorunlarindan olan istihdam problemine

kars1 bir ¢6ziim kapis1 olacagi diisiincesindeyiz.

8) Biitiin bu kriterleriyle; kullandigimiz bitkiler 6zellikle P. major antibiyotik
materyali olarak iizerinde calisilmasi gereken giizel bir malzemedir. Bu bitkiler bilim

diinyasmin uzun siiredir aradig1 yeni kontrol ajanlarinin kriterlerini tagimaktadir.

Bugiin yapilan bircok antibiyogram testinde kontrol ajanlarma karsi
mikroorganizmalarda biiylik bir direng oldugu goriilmektedir. Bu durum tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de ¢6ziim bekleyen ciddi sorunlar arasindaki yerini almistir. Bu
calisma ile rapor edilen bitkisel sonuglar bakterilerdeki diren¢ sorunu igin bir alternetif

yaklagim olabilir.
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