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OZET

Acinetobacter baumannii, dunya genelinde hastane enfeksiyonlarinin en sik
etkenlerinden biridir. Ozellikle yogun bakim Unitelerinde (YBU) gelisen goklu
antibiyotige direngli A.baumannii enfeksiyonlarinin klinik 6neminin bilinmesine
karsin, bakterinin virulans Ozelliklerine dair bilgimiz henuz temel dizeydedir.
Acinetobacter baumannii’nin kapsul, lipopolisakkarit tabaka ve dig membran proteini
Omp A disinda, peptidleri hidrolize ederek doku hasari olusumunda etkili olan
jelatinaz enzimini Uretebildigi ve demirin sinirh oldugu enfeksiyon bdlgelerinde
siderofor ureterek Ureme yetenegine sahip oldugu bilinmekte, cansiz ylzeylerde
uzun sure hayatta kalabilme 6zelligi biyofilm Gretimi ile iligkili bulunmaktadir.

Calismamizda 2005-2010 yillari arasinda yogun bakim dnitesinde yatan
hastalardan izole edilen A. baumannii kokenleri ile iki galisma grubu olusturulmustur.
Derin trakeal aspirat (DTA) ve kan kulturlerinde Greme olan 41 hastanin DTA ve kan
kokenleri ile sadece DTA'da ureme olan 40 hastanin kokenleri antibiyotik
duyarlliklan ve virulans faktor Uretimleri (biyofilm Gretimi, jelatinaz uretimi ve sinirl
demir iceren ortamda Ureme yetenegi) bakimindan kargilastirilmis; ayni hastaya ait
kokenler  Repetitive  Extragenomic  Palindromic  PCR  (REP-PZR) le
genotiplendirilerek hastalarin DTA ve kan kokenleri arasinda klonal iligki
arastinimistir. Tium kokenler ¢oklu ilaca direngli olup, sinirli demir iceren ortamda
ureyebilmislerdir. Kan kokenlerinde biyofilm dretimi (%61), DTA kokenlerinden
(%47.5-51) daha yUksek oranda saptanmakla birlikte, bu fark istatistiksel olarak
anlaml bulunmamigtir. Kokenlerin sadece %11’inde jelatinaz dretimi saptanmis
olup, ornek cinsine gore bir farklilk gézlenmemistir. Kirk bir hastada DTA ve kandan
izole edilen kokenlerin (n=82) bant profilleri birbirleriyle kargilastirildiginda 32
hastada kokenlerin birbiriyle ayni, 9 hastada ise kokenlerin farkli profil sergiledigi
gozlenmigtir. REP-PZR ile ayni bant profilini sergiledigi halde, 4 hastanin DTA ve kan
kokenlerinde, biyofilm ve jelatinaz uretimi farkl saptanmistir.

Sonug olarak ¢alismamiz, kan ve DTA drneklerinden izole edilen A. baumannii
kokenlerinin virulans faktorleri Uretimi agisindan anlamli bir farklilik gostermedigini
ortaya koymustur. Ayrica REP-PZR ile elde ettigimiz sonuglar A. baumannirnin
YBU’de poliklonal enfeksiyona yol agabilecegini disiindiirmektedir.

Anahtar sézctikler: A. baumannii, REP-PCR, biyofilm, jelatinaz, siderofor



ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is one of the most frequent pathogen triggering hospital
acquired infection, worldwide. Although the clinical importance of A.baumannii
multidrug resistant infection in intensive care unit (ICU) has been well known, the
knowledge of Acinetobacter virulence factors is still at an elemantary stage. In
addition to already known properties of A.baumannii such as the capsule,
lipopolysaccharide and outer membran protein, A. baumannii’s ability to produce the
gelatinase enzyme which is effective in tissue damage by hydrolising peptides, ability
to grow under iron-deficient conditions, are also defined as virulence factors. Ability
of A. baumannii to survive on dry surfaces for prolonged periods has been explained
with its ability to form biofilms.

In this study A.baumannii strains isolated from patients in the intensive care
unit during the period 2005-2010 were divided into two groups. First group included
patients (n:41) with A. baumannii strains isolated from both deep tracheal aspirate
(DTA) and blood cultures and the second group (n:40) where A. baumannii was
isolated from DTA only. Two groups have been compared to each other in terms of
their antibiotic susscebtibility and virulence factors (biofilm production, gelatinase
production and the ability of growth under iron limiting conditions), furtherly
A.baumannii strains of the same patient have been genotyped in order to search the
clonal relationship between DTA and blood isolates in the first group. All isolates
were multi drug resistant and were able to grow under iron-deficient condition. Even
though the biofilm production rate of blood isolates has been found higher than that
of DTA isolates either from same patients or from patients with DTA isolates only,
the difference was not statistically significant. Gelatinase production has been
detected only in 11% of isolates and there was no difference by type of specimen.
When band profiles of DTA and blood strains from 41patients (n=82) were compared
to each other; 32 patients strains from different samples were same, whereas 9
patients strains different profile were exhibited. Although in 4 patients DTA and blood
strains were exhibiting the same band profile, biofilm formation and gelatinase
production were different. As a result this study found no statistically significant
difference in virulence factors between DTA and blood isolates. Furtherly REP-PCR
results suggest that A. baumannii could lead to policlonal infections in ICU.

Key words: Acinetobacter baumannii, REP-PCR, biofilm, gelatinase, siderophore iii
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1. GIRIS VE AMAG

Acinetobacter baumannii 6zellikle yogun bakim Unitelerinde (YBU) hastane
kaynakli enfeksiyonlardan izole edilen ve en sik solunum yolu enfeksiyonu
olmak uzere; kan dolagimi, idrar yolu enfeksiyonlari, menenijit, deri ve
yumusak doku enfeksiyonlarina yol agabilen firsatgi bir patojendir [1].

Acinetobacter baumannii, merkezlere goére degismekle birlikte,
hastane kaynakli pndmoni etkenleri arasinda Staphylococcus aureus ve
Pseudomonas aeruginosa ile birlikte ilk siralarda izole edilen turlerden biridir
[2]. Ulkemizde 12 hastanede yapilan ¢ok merkezli bir calismada,
Acinetobacter turlerinin solunum cihazi iligkili pnédmoni etkenleri arasinda ilk
sirada yer aldigi gosterilmigtir [3].

Acinetobacter baumannii’ye bagh alt solunum yolu enfeksiyonu
gelisiminin ilk basamagi, orofarengeal bdlgenin kolonizasyonudur. YBU'lerde
tedavi goren hastalarin bagisik yanitindaki yetersizlik, mukosiliyer etkinligin
bozulmasi ve genis spektrumlu antibiyotik kullanimi gibi etkenler,
orofarengeal floranin silinmesine yol agarak, bu bolgenin gram negatif
bakteriler ile kolonizasyonunu kolaylagtirmaktadir. Orofarengeal bolgede
kolonize olan mikroorganizmalarin aspirasyonu sonucu alt solunum yolu
enfeksiyonlari gelismektedir [4].

Acinetobacter baumannii enfeksiyonlari arasinda ikinci siklikta gorulen
kan dolasimi enfeksiyonlarinin en sik kaynaklarindan biri, solununum yolu
enfeksiyonlaridir [5]. Pnoémoni sirasinda alveolar alanda ¢ogalan bakteriler
doku hasarina yol agarak kan dolagimina yayilabilmektedirler [6].

Acinetobacter  baumanniinin  1970°li  yillardan beri  hastane
enfeksiyonlarina yol actigi bilinmesine karsin, virulans o6zelliklerine iliskin
literatirde yer alan veriler sinirlidir. Acinetobacter turlerinin yaklasik Ugte biri
bakteriyi fagosit ik hucrelerin sitotoksisitesinden koruyan eksopolisakkarit
yapida bir kapsul Uretmektedir. Lipopolisakkarit tabaka ile birlikte
eksopolisakkarit kapsul, bakterinin komplemanin litik etkinligine direng
gostermesinden sorumludur [1]. Bir dis membran porin proteini olan OmpA
Acinetobacter baumannii patogenezinde epitel hiucreleri ile etkilesim, konak
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hdcrelerinin apopitozunun tetiklenmesi ve kan dolasimina yayilim gibi ¢ok
yonllu etkilere sahip oldugu bilinmektedir [7]. Bakterinin salgiladigi
enzimlerden fosfolipaz C epitel hiucrelerine sitotoksik etki gostererek, esteraz
enzimi ise lipit dokulara hasar vererek virulansta etkili olmaktadir [1].
Acinetobacter baumanniinin hastane enfeksiyonlarina yol agmasinda etkili
olan cansiz yuzeylerde uzun sure hayatta kalabilme 6zelligi, biyofilm tretimi
ile iligkili bulunmaktadir [8]. Bakterinin peptidleri hidrolize ederek doku hasari
olusumunda etkili olan jelatinaz enzimini Uretebildigi ve demirin sinirli oldugu
vucut bolgelerinde, siderofor molekulleri sayesinde demir alim yetenegine
sahip oldugu bilinmektedir [1].

Biyofilm Gretiminin kistik fibroz hastalarinda gozlenen Pseudomonas
aeruginosa kolonizasyonunda, jelatinaz uretiminin Ozellikle enterokok ve
P.aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezinde 6nemli oldugu bilinmektedir
[9-12]. Ancak klinik A. baumannii kokenlerinde biyofilm ve jelatinaz uretimi ile
sinirli demir iceren ortamda Ureme yetenegi sikligi ve bu virulans faktorlerinin
enfeksiyon bolgeleri ile iliskisi henuz netlik kazanmamisgtir.

Calismamiza; 2005-2010 yillari arasinda Marmara Universitesi
Hastanesi dahili ve cerrahi yogun bakim Gnitelerinde yatan hastalardan izole
edilen A. baumannii kokenleri dahil edilerek iki ¢alisma grubu
olusturulmustur:

i. Ayni hastanin derin trakeal aspirasyon(DTA) ve kan kultirinde Ureyen
kokenler
ii.Sadece DTA orneginde Ureyen kokenler

Birinci gruptaki kokenler Repetitive extragenomic palindromic PCR
(REP-PZR) ile genotiplendirilerek ayni hastalara ait solunum yolu ve kan
orneginden izole edilen kokenler arasinda klonal iligki arastirnimistir. Her iki
grupta yer alan kokenlerin  antibiyotik duyarliliklari ve virulans faktor
uretimleri incelenmigtir. Tum kokenlerde biyofilm Uretimi, jelatinaz Uretimi ve
sinirll demir igeren ortamda Ureme yetenegi arastirilarak, bu virulans
faktorlerinin oranlari ve enfeksiyon bolgesi ile virulans faktor dretimi iligkisinin

belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge ve Siniflandirma

Acinetobacter cinsinin kesfi 19.ylzyilin sonlarinda Morax ve Axenfeld adli iki
bilim insaninin konjunktivit etkeni olarak gram negatif diplobasiller izole
etmelerine dayanmaktadir. Bir sure Morax-Axenfeld diplobasilleri olarak
anilan bu mikroorganizma, ilerleyen yillarda pek ¢ok farkli adla aniimistir.
Morfolojik ve biyokimyasal Ozellikleri g6z 6nunde bulundurularak; boyutu
nedeniyle Micrococcus, diplokok gorunumu ile Neisseria gonorrhoeae’ye
benzedigi icin taklitgi anlaminda Mima, seffaf kolonileri nedeniyle renksiz
anlamina gelen Achromobacter ve nitrati indirgememesi nedeniyle Bacterium
anitratum bakteriye verilen adlardan bazilardir [13].

Yunanca akinetos sozcugunden turetilen, hareketsiz anlamina gelen
gunimuzdeki adina ise 1954’de Brisou ve Pre’votin Achromobacter
cinsinde yer alan hareketsiz mikroorganizmalari, hareketli olanlardan
ayirmasi sonucu kavugsmustur [1].

Renkli bir taksonomik gec¢mise sahip olan Acinetobacter cinsinde,
Acinetobacter  calcoaceticus bir donem  Neisseriaeceae ailesinde
siniflandinimistir. Hibridizasyon galismalarinin sonucunda ise Acinetobacter
cinsi, cins iginde yer alan tum turleri ile birlikte Moraxella, Psychrobacter ve
iligkili mikroorganizmalari iceren yeni bir ailede, Moraxellaceae ailesinde
siniflandinimistir [14].

Bakterinin tarihgesinde 1986 yilinda Bouvet ve Grimont'un bu cins
icinde DNA-DNA hibridizasyonuna dayali olarak 12 DNA grubu, bir bagka
deyisle genomik tur tanimlamasi, bir diger kirilma noktasini olusturmustur
[15]. Jeanjean, Tjenberg, Ursing ve Nishimura isimli arastirmacilar da 31’'e
ulasan genomik tur kesfine katkida bulunmuslardir. Bu tirlerden 18 tanesi
adlandirilmig, gerisi sadece numaralandiriimistir.

Acinetobacter cinsi iginde A. calcoaceticus ve A. baumanni ile
genomik tur 3, 13TU, 13TU benzeri tur ve 1 ile 3 arasindaki tur genotipik ve
fenotipik Ozellikleri bakimindan benzerlikleri nedeniyle  A.calcoaceticus-

baumannii complex adi altinda siniflandinimistir [16].



Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex; hastane ve toplum
kaynakli enfeksiyonlardan en sik izole edilen A. baumannii, genomik tur 3 ve
genomik tur 13TU ile birlikte toprak ve sudan izole edilen A.calcoaceticus
turintd  de icermektedir. Kompleks udyelerinin  epidemiyolojik ve
antimikrobiyallere duyarlilik fark.larini gézardi eden bu tanim, klinik anlamda
yaniltici bulunmakta, kompleks tanimi yerine klinik 6nemi olan 3 taran dahil
oldugu A. baumannii grup tanimi 6nerilmektedir [17].

GUnumuzde bu cins iginde yer alan bakterilerin tur adlari ve
numaralari tabloda gosterilmistir [17].

Tablo 1. Acinetobacter cinsi icinde yer alan bakterilerin tur adlan ve
genomik tiir numaralari.

Tiir adi Genomik tiir Tiir adi Genomik tiir
A.calcoaceticus 1 A.ursingii -

A. baumannii 2 A.venetianus -
A.haemolyticus 4 - 1 ile 3 arasindaki tur
A.junii 5 - 3
A.johnsonii 7 - 6
A.Iwoffii 8,9 - 10
A.radioresistens 12 - 11
A.baylyi - - 13TU=
A.bouvetii - - 13TU benzeri
A.gerneri - - 14BJ==, 14TU
A.grimontii - - 14BJ
A.parvus - - 15BJ
A.schindleri - - 15TU
A.tandoii - - 16
A.tjenbergiae - - 17
A.towneri -

*TU: Tjenberg ve Ursing **BJ: Bouvet ve Jean Jean

2.2. Acinetobacter baumanniinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Acinetobacter turleri sporsuz, kimi zaman kapsullu, 35-37°C’de ureyen,
hareketsiz, karbonhidratlari fermente etmeyen gram negatif bakterilerdir [13].

ideal olarak aerop ortamda Urerler. Oksidaz negatif, indol negatif
katalaz pozitif ve nitratlari indirgemeyen mikroorganizmalardir. Acinetobacter

calcoaceticus-baumannii complex iginde yer alan tirler, diger turlerin aksine



sakkarolitiktir ve Hugh Leifson oksidasyon fermentasyon buyyonda yer alan
karbonhidratlarin gogundan asit olusturabilirler [18].

Bakterinin gram boyama morfolojisi yagsam dongusundeki evresine
gére degiskenlik gosterir. Uremenin logaritmik evresinde basil, duragan
evresinde ise kokobasil-diplokok seklinde gorular. Bu nedenle ilk
izolasyondan elde edilen kulturler ile sivi besiyerinde bulunan taze kulturler
kok-kokobasil, subkulturler ile kati besiyerindeki eski kultirler ise basil
gorunumuandedir [13].

insandan izole edilen Acinetobacter tiirleri Klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda siklikla kullanilan koyun kanli agar, triptik soy agar gibi
zengin besiyerlerinde 37°C isida inkubasyon ile Urerler. Acinetobacter cinsi
bakteriler koyun kanli agarda 24. saatin sonunda 0,5-2mm g¢apinda saydam
veya mat, yuzeyden kabarik S tipi koloniler olusturur. Acinetobacter
haemolyticus koyun kanli agarda hemolize neden olurken, digerleri hemoliz
yapmaz. Acinetobacter Iwoffii disindaki Acinetobacter turlerinin g¢ogu
MacConkey agarda ureyebilir ve hafif pembemsi renkte koloniler olustururlar.
Glikozdan asit olusturabilen A. baumannii gibi tarler tirozin iceren kalp
infuzyon agarda ve glukoz katkili kanl agarda kahverengi koloniler
olustururlar [18].

Acinetobacter turlerinin ayriminda kullanilan fenotipik tanimlama
semas! Ureme derecesi, hemoliz olugturma, jelatin hidrolizi, glukozdan asit
olusturma ve farkl karbon kaynaklarinin asimilasyonuna dayanmaktadir [15].
Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarlarinda zahmetli ve uzun surede sonug¢
veren bu geleneksel fenotipik testlerin yerini, karbon kaynaklarinin
asimilasyonuna dayanan ticari otomatize ve yari otomatize tanimlama
sistemleri almigtir.  Acinetobacter turlerinin  genotipik yontemler ile
tanimlanmasinda ise tum genomun Amplified Fragment Lenghts
Polymorphism (AFLP) analizi, tRNA parmak izi, 16SrDNA dizisinin
Restriction Fragments Lenghts Polymorphism (RFLP) ile analizi, ribotipleme,
oligonukleotid probu ile hibridizasyon ve 6zgul bolgelerin DNA dizi analizi
(16S rDNA, 16-23S rDNA, gyr B, rec A, rpo B, efp) kullanilabilmektedir [1].



2.3. Acinetobacter baumannii Enfeksiyonlarinin Epidemiyolojisi ve
Klinik Onemi

Acinetobacter cinsi bakteriler; 1970 oncesinde Ozellikle cerrahi girigsim
sonrasi enfeksiyonlara ve YBU'de vyatan hastalarda idrar yolu
enfeksiyonlarina yol acgiyor iken, gunumizde tum hastane kaynakli
enfeksiyonlarin ~ %5-10'undan sorumlu olup siklikla solunum yolu
enfeksiyonlarina yol agmaktadirlar [1, 19].

Amerika Birlesik Devletleri'nin surveyans verilerinin incelendigi bir
calismada; hastane kaynakli pndmoniden izole edilen Acinetobacter tirlerinin
oraninin 1986’da %4 iken, 2003 yilinda %7’ye yukselerek anlamli oranda
artig gosteren tek gram negatif bakteri oldugu bildirilmektedir [19].

Acinetobacter baumannii, hastane kaynakli pnomoni  etkenleri
arasinda ilk siralarda izole edilen tirlerden biridir [2]. Ulkemizde yapilan gok
merkezli bir ¢alisma Acinetobacter cinsinin Ozellikle solunum cihazi iligkili
pnomonide en sik etken oldugunu gostermektedir [3].

Acinetobacter baumannii YBU’lerde endemik enfeksiyonlara yol
acmasinin yanisira salginlara da yol agabilmektedir. Bakterinin salginlara yol
acabilmesi kuru ortamlarda uzun sure canliligini sirdurebilmesi ve antibiyotik
direnci ile iligkili bulunmaktadir. Acinetobacter baumannii salginlarina yol
acmis kanitlanmis bazi kaynaklar arasinda hasta yataklari, resustasyon
cantalari, solunum cihazi borulari, eldivenler, yastiklar, bilgisayar klavyeleri,
tansiyon aleti manseti, cep telefonlari ve parenteral beslenme soltsyonlari
sayilabilir [20].

Acinetobacter baumannii ile kolonizasyon ve enfeksiyon igin risk
faktorleri uzamis hastanede yatis siiresi, YBU'de yatis, mekanik solunum
cihazi destegi, enteral beslenme, 3.kusak sefalosporin kullanimi, santral
venoz kateterizasyon gibi girisimsel uygulamalar ile gegirilmis cerrahi ve eslik
eden ciddi hastaliklardir [5].

Acinetobacter baumanniinin etken oldugu pnomoni diger bir cok gram
negatif bakterinin etken oldugu pndémonilerden klinik olarak ayirdedilemez.
Multilobar karakterde, efuzyon ve bronkoplevral fistul ile komplike olabilen
pnomonilere yol acar. Ates, lokositoz, purulan balgam, radyografi veya
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bilgisayarli tomografide yeni gelisen enfiltrat etkenin mikrobiyolojik
incelenmesini gerektirmektedir. Pnomoninin en ciddi formu eglik eden
hastaliklar, genel durum bozuklugu ve genis spektrumlu antibiyotik tedavisi
gibi risk faktorleri olan hastalarda sok ve sepsise yol agabilen bakteriyemik
pnomonidir [1].

Acinetobacter baumannii solunum yolu enfeksiyonlarindan sonra en
stk kan dolasimi enfeksiyonlarina yol agmaktadir. Bu enfeksiyonlar
polimikrobiyal olabilmekte, bakteriye en sik olarak koagulaz negatif
stafilokoklar ve enterokoklar eslik etmektedir [21].

Acinetobacter baumannii ile diger gram negatif etkenlere bagh kan
dolagimi enfeksiyonlari karsilastirildiginda YBU'de tedavi gérme ve mekanik
ventilasyon A. baumannii ile enfekte hastalarda anlamli olarak daha sik
gorulmustar [22]. Acinetobacter baumannii bakteriyemisinin kaynaklarinin en
sik intravenoz kateterlerler ve solunum sistemi oldugu belirtiimekte ancak
bakteriyemilerin gogunda kaynak belirlenememektedir [5].

Bakteriyemi hastane enfeksiyonlari arasinda en yuksek mortaliteye
sahip olan enfeksiyondur. Acinetobacter baumannii ile gelisen enfeksiyonun
ciddiyeti, enfeksiyon bolgesi ve hastanin altta yatan hastaliklar ile iligkili
olarak bagisiklik sisteminin durumuna baghdir. P.aeruginosa ve Candida
turleri ile gelisen bakteriyemilerin mortalitesinden daha dugsuk olmakla
beraber A. baumannii bakteriyemisinin mortalitesi ¢esitli calismalarda %26-
68 oraninda bildirilmistir. Ancak Acinetobacter enfeksiyonlari altta yatan ciddi
hastaliklara sahip hastalarda gozlendigi icin, bu enfeksiyonun bagimsiz bir
risk faktoru olup olmadigi konusunda farkli gorusler ortaya konmaktadir [23].

Acinetobacter baumannii en sik hastane enfeksiyonlarina yol agmakla
birlikte, 1990’ yillardan beri toplum kaynakli enfeksiyon olgulari
bildirilmektedir. Bu olgular 6zellikle Glkemiz de dahil olmak Gzere Avustralya,
Kuveyt, Tayvan, Tayland, Papua Yeni Gine gibi tropikal veya subtropikal iklim
kugsaginda yer alan Uulkelerde gorulmektedir. Bu enfeksiyonlarin ¢ogu
pnémonidir. Ozellikle diabetes mellitus, alkolizm, kronik obstruktif akciger
hastaligi gibi eslik eden hastaliklarin ve agir sigara igiciliginin varliginda

geligtigi bilinmektedir. Enfeksiyonlar ayni zamanda yilin en sicak ve nemli
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aylarinda Ozellikle nisan-ekim aylari arasinda yogunlagsmaktadir. Hastane
kaynakli enfeksiyonlardan daha yuksek mortaliteye sahiptir, mortalitesi %40-
64 arasinda degismektedir. Suregelen kuresel iklim degisikligi nedeniyle
toplum kaynakli Acinetobacter enfeksiyonlarinin, diunyanin diger bolgelerinde
daha sik ortaya ¢ikma tehlikesi oldugu bildiriimektedir [24].

Acinetobacter baumannii YBU’lerde salginlara yol agmasi, toplum
kaynakli mortalitesi yuksek enfeksiyonlara neden olmasi ve afetler sirasinda
sikh@min artmasinin yanisira ¢oklu antibiyotik direnci ile de buyuk bir klinik
onem kazanmaktadir. Coklu ilaca direngli kokenler son on yilda belirgin bir
bicimde artmistir. Coklu ilag direnci i¢in kullanilan standart bir tanim
olmamakla beraber, en sik tercih edilen tanim aksi halde tedavi secenedi
olabilecek 5 antimikrobiyal siniftan 3 veya daha fazla sayida antimikrobiyal
sinifa direng bulunmasidir. Antipseudomonal sefalosporinlerden seftazidim
ve sefepim, karbapenem grubundan imipenem ve meropenem, beta
laktamaz inhibitori ampisilin-sulbaktam, florokinolonlardan siprofloksasin ve
levofloksasin ile aminoglikozidlerden gentamisin, tobramisin, ve amikasinin
bulundugu antibiyotik siniflar direng bakimindan degerlendirilir [24-25].

Avrupa antimikrobiyal direng surveyans sistemi verileri 2000-2003
yillari arasinda Turkiye’den izole edilen 779 A. baumannii kokeninde
antimikrobiyal diren¢ sikliklarini seftazidim igin %84, sefepim icin %76,
siprofloksasin i¢cin %79, piperasilin icin %82, tobramisin igin %57,
meropenem %42, imipenem igin %48 olarak bildirmektedir [26].

Dunyanin pek cok ulkesinden toplanan kokenlerin dahil edildigi
antimikrobiyal suUrveyans programi Meropenem Yearly Susceptibility Test
Information Collection (MYSTIC) 1997-2000 verilerine gore A. baumannii
enfeksiyonlarinda degerli bir tedavi segenegi olan meropenem ve imipenemin
duyarhligi genel olarak yuksek (%97-100, %93-100) saptanirken Turkiye'nin
(%66, %62) en dusuk duyarlilik oranina sahip oldugu ortaya konmustur [27].
12 ulkenin katildigi 2006 yili MYSTIC verileri ise meropenem ve imipenem
direncinin Avrupa genelinde (%43.4, %42,5) arttigini gostermektedir [28].
Tarkiye'de gram negatif hastane kaynakli kokenlarin beta-laktam
antibiyotiklere direncinin arastirildigi cok merkezli HITIT ¢alismasi 2005



verileri A. baumannii kokenlerinin en duyarli bulundugu sefaperazon-
sulbaktama %41.3, imipeneme %52.2 direng saptanmistir; 2007 yili HITIT 2
verileri SCF direncinin %52, imipenem direncinin ise %55’e yukseldigini
gOstermektedir [29-30].

2.4. Acinetobacter baumannii Enfeksiyonlarinin Patogenezi

Acinetobacter baumannii ile kolonizasyon ve enfeksiyon cerrahi girisim ve
tibbi alet kulanimi ile yakindan iligkilidir. Bu nedenle endotrakeal tip, damar
igi, ventrikiler veya Uriner kateter kullanimi gibi iglemlerin uygulandigi
YBU’lerde daha sik gériilmektedir [31].

Acinetobacter baumanniinin en sik enfeksiyona neden oldugu vicut
bdlgesi olan alt solunum yollarinda normal konak direnci anatomik hava yolu
bariyerleri, Ust solunum yolundaki silyali mukoza ve oksuruk refleksinin dahil
oldugu mekanik savunma ile alveolar makrofajlar, polimorf nuveli |0kositler,
immunglobulin, laktoferrin, kompleman gibi hlcresel ve humoral bagisiklik
sistemi elemanlarindan olusur [32-33].

Alt solunum yolu enfeksiyonu en sik orofarengeal mikroorganizmalarin
aspirasyonu sonucu geligir. Plevral bir enfeksiyondan devamli yayilim,
kontamine tibbi cihazlar ile aerosolerin inhalasyonu ve kateter iligkili
bakteriyemiden hematojen yol ile yayillim bakterilerin alt solunum yollarina
diger ulasma mekanizmalaridir [32].

Acinetobacter baumannii ye baglh solunum yolu enfeksiyonlarinda ilk
basamak orofarengeal boélgenin kolonizasyonudur. YBU'lerde tedavi géren
hastalarin yaridan fazlasi gram negatif bakteriler ile kolonize olmaktadir.
Yuksek oranlardaki bu kolonizasyondan patojenlerin  temizlenme
kapasitesindeki azalma ile mikroorganizmalarin artmig aderansi sorumludur
[32].

Konagin bagisiklik yanitindaki azalma, epitel hucrelerinde hasar,
mukosiliyer etkinligin bozulmasi ve fibronektinin azalmasi bakterinin
aderansinin artmasina yol agmaktadir. Fibronektin agizda normal flora Gyesi
gram pozitif bakteriler icin bir reseptor gorevi gorurken, gram negatif
bakterilerin kolonizasyonunu o6nlemektedir. Bu glikoproteinin azalmasi ve
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YBU'lerde genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, orofarengeal floranin
silinmesine yol acgarak, antibiyotiklere direncli patojenlerin kolonizasyonunu
kolaylastirmaktadir [32-33].

invaziv mekanik solunum destegi alan hastalarda uygulanan
endotrakeal entubasyon bakterilerin alt solunum yollarina ulagsmasi igin bir
kanal olusturmasinin yani sira, hastanin 6ksuruk refleksinin baskilanmasina,
mukosiliyer etkinligin ve trakeal epitel yuzeyinin bozulmasina yol acarak
pnémoni gelisimine zemin hazirlamaktadir. Ek olarak YBU’'de yatan pek ¢ok
hastada gorulen azalmis mide asit sekresyonu asiri bakteriyel Uremeye
neden olarak mide igeriginin reflusu ile mikroorganizmalarin orofarenksten
aspire edilmesine yol agabilmektedir [34].

Akcigerlere notrofil gogu ,nitrik oksit artisi ve IgA salgilanmasi solunum
yolu enfeksiyonlarina kargi konak savunmasini baslatmak icin onemli
mekanizmalardir. Hayvan modellerinde yapilan ¢aligsmalar A. baumanniinin
intranasal veya intratrakeal yolla verilmesinin ardindan akcigerlere hizli
notrofil gogu gelistigini gostermistir. Notropenik hastalarda enfeksiyon daha
akut ve letal seyretmektedir. Notrofilerin A. baumannii pndmonisine karsi
konak yanitinda oynadiklari 6nemli rol, enfeksiyonun bagisikligi
baskilanmis hastalardaki sikligini ve siddetini agiklamaktadir [35].

Hayvan calismalari CD14 ve Toll benzeri reseptor 4 eksikliginin
bakteriyemi gelisimine yol actigini gostermistir. Acinetobacter baumannii
patogenezinde CD14 ve TLR 4’Un lipopolisakkarit (LPS) tabakaya karsi
olusan duyarlihikta onemli rol oynadigi ve bakterinin akcigerlerden etkin
temizlenmesinde etkili oldugu bilinmektedir [36].

Acinetobacter baumannii ile gelisen kan dolasimi enfeksiyonlarinin en
sik kaynag@i solunum sistemi ile damar i¢i kateterlerdir. Cerrahi yara, yanik ve
idrar yollari daha az siklikta, endokardit ise nadir saptanan kaynaklardir.
Bakteriyemi episodlarinin %21-70’inin kaynagi ise belirlenememektedir. Bu
bakteriyemilere tani konamamig vaskuler kateter enfeksiyonlari veya
barsaktan bakteriyel translokasyonun yol ac¢tigi dugsunulmektedir [5].
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2.5. Acinetobacter baumannii’nin Virulans Faktorleri

Acinetobacter baumannii YBU’lerde 1970’li yillarda salginlara yol agmaya
baglamasina ve son 20 yilda giderek artan bir 6neme sahip olmasina karsin,
virulans faktorlerine dair bilgiler sinirlidir [1].  Acinetobacter baumannii
genel olarak dusuk virulansh bir mikroorganizma olarak kabul edilmekle
birlikte, toplum kaynakli, yuksek mortalite ile seyreden pnomoniler bu
organizmanin bazen yuksek patojeniteye sahip olabilecegini de
gOstermektedir [31].

Kolonizasyon ve enfeksiyonun ilk basamagi konak savunmasini agsan
bakterinin epitel hucresine tutunmasidir. Bu asamada bakterinin fimbriyalari
ve biyofilm olugturabilme yetenegdi onemli bir rol oynar. Enfeksiyon sureci
bakterinin cogalarak dokulara yayilmasi ve dokularda hasar olusturmasi ile
devam eder.

Acinetobacter baumanniinin virulans faktorlerinin bir kismi hucre
yuzeyi ile iligkili ve hucre disina salgilanan virulans faktorleri olmak Uzere iki

grupta incelenebilir.

2.5.1. Hucre yuzeyi ile iliskili virulans faktorleri

PiLi (Fimbriya): Bakterinin hedef dokulardaki hiicrelere bagdlanmasini
saglayan kisa ve duz yuzey yapilardir. Ayrica nemli yuzeylerde gerceklesen
segirme(twitching) hareketinden sorumludur.

Acinetobacter cinsi bakteriler hareketsiz olarak kabul edilip buna gore
adlandiriimig olmalarina kargin, aslinda segirme hareketi kavrami ilk defa
1961 yilinda, o zamanlar Bacterium anitratum adiyla bilinen A.baylyinin
yuzey hareketini tanimlamak igin kullaniimigtir.

Acinetobacter baumannii ATCC 19606 referans kokeninde swimming,
swarming, sliding ve twitching hareketlerinin olmadigi bildirilmistir [8]. Ancak
yeni calismalar, bazi klinik kokenlerde yuzey iligkili sedirme hareketinin
varligini ortaya koymaktadir [37].

Bakterilerin fimbriyalar1 araciligi ile ylzeylere tutundugu bilinmekle

birlikte A. baumanniinin tutunma mekanizmalari tam olarak bilinmemektedir.
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Bakterinin trakeal epitel hucrelerine tutunmasinda fimbiyalarin etkili olmadigi
gosterilmigtir. Bakterinin eritrositlere ise ince ve uzun fimbriyalar ile
baglandigi gosterilmistir [38]. Eritrositler fimbriya benzeri yuzey reseptorleri
icerdigi icin fimbriyal ve afimbriyal adezinler eritrositleri aglutine etme
yetenegine sahiptir. Adezinlerin hemaglutinasyon etkinligi ortama mannoz
eklenmesi ile engelleniyorsa mannoz direngli, devam ediyorsa mannoz
duyarli hemaglutinasyon olarak adlandirilir. idrar yolu enfeksiyonlarina yol
acan E.coli kdkenlerinin uroepitelyal hicrelere tutunmasinin mannoz direncli
hemaglutinasyon vyetenegi ile iligkili oldugu bilinmektedir. Acinetobacter
baumannii  kokenlerinin  fimbriya yapisi elektron mikroskopisi ile
incelendiginde kokenlerin hemaglutinasyon aktivitesinin mannoz veya
galaktoz ile inhibe olmadigi gosterilmigtir [39]. Braun tarafindan mannoz
direncli hemaglutinasyon dogrulanmis fakat P,Dr ve S adezinlerini kodlayan
genler PCR ile saptanamamistir. Ne var ki, kobay mesane dokusunda
yapilan bir galismada eksopolisakkarit sentezinin inhibe edilmesi aderansi
degistirmemistir, bu fimbriyalarin ve eksopolisakkaritin aderans ile iligkisi
gOsterilmemigtir [39-40].

EKSOPOLISAKKARIT: Acinetobacter tiirlerinin yaklasik %30'u bakteriyi
fagositik hucrelerin sitotoksisitesinden koruyan ve ramnoz, mannoz, glukoz
ve glukuronik asitten olugan eksopolisakkarit kapsul Uretir. Bakteri konakta
tutunduktan sonra kapsuler polisakkarit, mikroorganizmanin hucre duvarina
komplemanin ulagmasini engeller ve alternatif kompleman aktivasyonunu
onler. Humoral bagisiklik sisteminden kagan bakteri, hucreleri istila ederek
yayllmaya ve ¢ogalmaya baslar. Yayillimda kapsul ile fagositozdan korunma
da onemli bir yer tutmaktadir [1].

Deneysel calismalarda eksopolisakkarit Ureten Acinetobacter turlerinin
uretmeyenlere gore daha patojen oldugu ve daha yuUksek virulansa sahip
bakteriler ile polimikrobiyal enfeksiyonlara neden oldugu gosterilmigtir [31].
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LIPOPOLISAKKARIT: Dis membranin en dis yiizeyinde yer alan
lipopolisakkarit tabaka; endotoksin etkisinden sorumlu lipit A, tum gram
negatif bakterilerde ortak polisakkarit yapi olan kor a ve ture 6zgu somatik O
antijeninden olusur.

Acinetobacter baumannii tarafindan uretilen lipopolisakkarit (LPS),
diger gram negatif bakteriler tarafindan Uretilenler gibi letal toksisiteden ve
septisemi sirasinda endotoksini saptayan pozitif amebosit-lizat testinden
sorumludur. LPS tabakasinin lipit A bileseni, CD14 ve TLR4/MD-2’ye
baglanarak proenflamatuvar sitokinlerin salinimini tetiklemekte ve sepsis
patogenezinde onemli yer tutmaktadir.

Bakteriyemik hastalardan izole edilen gram negatif bakterilerin
komplemanin litik etkinligine direng gosterme dereceleri ile vucut sivilarinda
canli kalabilme yetenekleri arasinda iligki oldugu ortaya konmustur.
Acinetobacter baumannii kdkenlerinde saptanmig serum direnci adi verilen
bu 6zellige kapsuler eksopolisakkarit ile birlikte LPS yol a¢gmaktadir [41].
LPS’nin mitojenik Ozellikleri ve TNF alfayr indikleme potansiyeli
patojenitesine ayrica katkida bulunmaktadir [42].

DIS MEMBRAN PROTEINi OmpA: Bir porin olmasinin yanisira OmpA
Acinetobacter baumannii patogenezinde epitel hiucreleri ile etkilesim, konak
hdcrelerinin apopitozunun tetiklenmesi, kan dolasimina yayilim gibi gok yonli
etkilere sahiptir [43].

Acinetobacter baumannii dis membran proteinin poliakrilamid jel
elektroforezindeki major bandi 38 kDA olan bir porin proteinidir ve AbOMP 38
olarak adlandirilir. AbOMP 38 mitokondride yerleserek, sitozole sitokrom c ve
apopitoz indukleyici faktor salinimini saglar. Acinetobacter baumanniinin
insan larengeal Hep-2 hucrelerinde sitotoksik etkileri arastiriimigtir, bulgular
bakterinin in vitro hem caspas bagimli caskad, hem de apopitoz indukleyici
faktor yolu ile Hep 2 hucrelerinin apopitozunu indukledigini gostermistir.
Epitel hdcrelerinin apopitozu mukozal butinlagun bozulmasina neden olarak
bakteri ve bakteri Granlerinin derin dokulara gegmesini saglamaktadir [1].

Solunum yolundaki epitel hdcrelerinde bulunan A. baumannii dig

membran proteini reseptorunun (rAbOmp A) baglama kapasitesi, diger epitel
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hlcrelerinden daha yuksektir. Bu nedenle solunum yolu epitel hicreleri diger
epitel hucrelere gore A. baumannii yayilimina daha duyarlidir. Brongial epitel
hicrelerine invazyonda dig membran proteinlerinin dnemli bir rol oynadigi ve
pnomoni gelisiminde etkili oldugu dusunulmektedir. Hayvan modelinde
yapilan bir galismada sokak tipi koken ve dis membran proteini mutant koken
ile geligtirlen pnomonide farkli akciger patolojilerinin gelistigi gorulmustir.
Ayrica mutant kokenlerin kan dolagsimina yayilim kapasitesinin azaldigi
gosterilmistir [7].

2.5.2. Hiucre disina salgilanan virulans faktorleri

JELATINAZ: Jelatin, kollojen, kazein, hemoglobin ve diger peptidleri
hidrolize edebilen bir proteazdir. Doku hasari olusumunda etkilidir. Enzimin
patogenezdeki onemi Ozellikle Enterokok enfeksiyonlarinda ortaya
konmustur. Hayvan modellerinde ve in vitro translokasyonda Enterococcus
faecalis’e bagli peritonit, endokardit ve endofitalmit enfeksiyonlarinda
virulansi etkiledigi gosterilmistir.

Jelatinaz, bakteri hicre duvarini yanhg katlanmis proteinlerden
temizleyerek ve otolizini aktive ederek E.faecalis kokenlerinin yuksek
dansiteli ortamda yayilimini kolaylastirmaktadir [44]. Serumdaki komplemana
kargi etkinlik gOstererek opsonizasyon ve membran atak kompleksinin
olusumunu engelleyebilmektedir. Serum direncine yol agmasinin yani sira
enzim Cb5a’ya baglanarak proteoliz olusturmakta ve bolgeye noétrofil gelisini
azaltmaktadir. Enterokok cinsi bakterilerin yol actigi kan dolagimi ve
endokardit enfeksiyonlarinda jelatinazin bu mekanizmalar ile etkili oldugu
gOsterilmigtir [10, 45].

Enterococcus facealis koOkenlerinde ¢ogunluk algilama  sistemi
tarafindan duzenlenen jelatinaz enziminin biyofilm olusumuna dahil oldugu
iddia edilmig ancak c¢ok sayida koken ile yapilan bir baska calismada
biyofilm olugsumu ile jelatinaz Uretimi arasinda anlaml bir iligki olmadigi
gOsterilmigtir [46-47].

Cesitli  P.aeruginosa kokenlerini virulans ozellikleri bakimindan
kargilagtiran bir ¢alismada; kistik fiboroz hastalarinin mukoid, non mukoid
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pnomoni kokenleri ile ekstrapulmoner enfeksiyon gelisen hastalarin kokenleri
arasinda jelatinaz uretimi bakimindan anlamli bir fark olmadigi gosterilmigtir.
Bu bulgu pek ¢ok P.aeruginosa kokeni tarafindan uretilen jelatinaz enziminin
mukoid fenotip icin genel bir virulans faktori olmadigr ancak patogenezde
yardimci rolunun olabileceg@i seklinde yorumlanmigtir. Enzimin kolonizasyon
surecinde bakterinin konak dokularinda hayatta kalmasinda etkili oldugu one
surulmektedir [48]. Pseudomonas aeruginosa’nin etken oldugu kontakt lens
iligkili keratit enfeksiyonlarinda ise jelatinaz Uretiminin patogenezde onemli bir
rol oynadigi dusunulmektedir [11].

Enterokok ve P.aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezinde onemi
ortaya konmus jelatinaz enziminin A. baumannii kOkenlerindeki sikligi, dnemi
ve diger virulans Ozellikleri ile iligkisi ise net olarak bilinmemektedir.
Literattirde klinik A. baumannii kokenlerinde jelatinaz Gretiminin ¢aligildigr iki
yayinda Sechi ve ark. inceledikleri klinik kokenlerde jelatinaz aktivitesi
saptanmadigini, Cevahir ve ark. ise %14 siklikta jelatinaz aktivitesinin
varhgini bildirmislerdir [49-50].

FOSFOLIPAZ C: Fosfolipitleri parcalayan bir enzimdir. Acinetobacter
baumannii kdkenlerinde Plc1 mutanti ile yapilan ¢alismalar fosfolipaz C’nin
virulansda onemli oldugunu gdstermistir. Mutant kokenin epitel hucreleri

uzerinde sitotoksik etkisinin azaldigi saptanmigtir [51].

ESTERAZ: Kisa zincirli yag asitlerini hidrolize eden bir enzimdir.
Acinetobacter baumannirnin gugclu esteraz aktivitesinin lipit dokulara verdigi

hasar ile iligkili oldugu dusunulmektedir [52].
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2.6. Acinetobacter baumanniide Demir Alim Mekanizmalari

Demir; elektron transportu, metabolizma, oksidatif hasardan korunma, DNA
metabolizmasi ve gen ekspresyonlarinin duzenlenmesinde kritik bir rol
oynamaktadir. Hemen tum organizmalar, metabolizma ve Ureme igin demire
intiyagc duyduklarindan bu degerli kaynagin kontroli patojen ile konak
arasinda mucadeleye neden olmaktadir. Kan; demir i¢in zengin bir kaynak
olmakla birlikte, demir bu vlcut sivisinda bakterinin kullanimina hazir sekilde,
serbest olarak bulunmaz. Kanda bulunan demirin ¢ogu, ya eritrositlerde
hemoglobine ya da plazmada transferrine bagli haldedir. Benzer bir sekilde
gOzyasi, bronsiyal mukus, safra ve gastrointestinal sivida da demir
laktoferrine bagli halde bulunur [53].

Bakteriler konakta buyuk kismi proteinlere bagli halde bulunan demire
ulasabilmek igin karmasik yontemler gelistirmislerdir [53]. Demirin bakteriler
tarafindan alinmasi, demir veya demir baglayan proteinlere dogrudan
baglanma veya demir selatorleri Gretimi gibi farkli mekanizmalar yolu ile
gerceklesmektedir. Pek ¢ok patojen, demiri dogrudan transferrin ve
laktoferrin gibi demir baglayan proteinlerden veya hemoglobinden dolayli
olarak hem vyoluyla saglamaktadir. Cozinmeyen ferrik iyonu Ozellikle
anaerobik ortamda bakterilerin Urettigi reduktazlar yardimi ile indirgenmis
formu olan ferr6z halinde de bulunabilmektedir. Boylelikle bakteri ¢ozunmus
demire dogrudan ulasabilmektedir. Bir diger yontem ise demiri yuksek afinite
ile baglayabilen siderofor molekullerinin Gretimidir. Siderofor demir ile gelat
olusturarak demir iyonlarinin gézunmesini saglayan ve demiri bakteri hicresi
icine aktif transport ile tagiyan bilesiklerdir. Demirin sinirli oldugu ortamlarda
siderofor uretimi  Uzerindeki baskilama kalkar ve bakteri siderofor
molekdullerini htcre disina salgilar. Demire kuvvetle baglanan siderofor, 6zgul
dis membran protein reseptorlerine baglanarak hicre igine tasinir [33].

Bakteriyemi ve Uriner sistem enfeksiyonlarindan izole edilen E.coli
kokenlerinde siderofor dretiminin ylksek oranda saptanmasi, siderofor
sentezleme yetenegini yitiren Salmonella mutantlarinin virulansinin

azalmasi, bu molekullerin bakteriyel patogenezdeki Onemine isaret
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etmektedir [54].

Akciger, kan dolasimi, idrar yollari gibi  demirin sinirli oldugu
bolgelerde enfeksiyon gelisimine yol agmasi Acinetobacter tirlerinde bir
demir alim mekanizmasi oldugunu gostermektedir. Echenique ve ark.
tarafindan A. baumannii supernatanlarinda katekol yapida sideroforlarin
varhgi gosterilmigtir [55]. Yamamoto ve ark. ise A. baumannii ATCC 19606
referans kokeninde hem katekol, hem de hidroksamat fonksiyonel gruplarini
iceren siderofor saptamiglardir. Kimyasal yapisi Vibrio anguillarum tarafindan
uretilen anguibactin demir selatorine benzeyen siderofor Acinetobactin
olarak adlandiriimistir [56].

Acinetobacter = baumannii  kOkenlerinde  c¢evresel tarler ile
karsilastirildiginda gok sayida demir alim geninin yer aldigi gosterilmistir [57].
Demir alimini duzenleyen ferric iron uptake regulator (fur) proteini ve fur
benzeri proteinlerin, diger bakterilerde virulansi belirleyen genleri duzenledigi
bilinmektedir. A. baumannii fur benzeri proteinlerinin de patogenezde 6nemli

rol oynayan genleri dizenliyor olabilecedi dusunulmektedir [1].

2.7. Biyofilm ve Acinetobacter baumannii Enfeksiyonlarindaki Yeri

Mikroorganizmalar, cevresel uyaranlara bagli olarak serbest planktonik
hlcreler veya yuzeye tutunmus sesil hicreler halinde bulunurlar. Biyofilm
olusumu; bir bakterinin gogebe, tek hucreli bir yasamdan, yerlesik, ¢ok
hdcreli bir yagsama gegisini ifade etmektedir [9].

Biyofilm, mikroorganizmalar tarafindan olusturulup iginde goémulu
olarak bulunduklari ve bir yuzeye, ara yuzeye veya birbirlerine yapismalarini
saglayan bir kaliptir. Hucredigi polimerik maddeden olusan bu kalip iginde
yer alan sesil hucreler blyume oranlari ve gen transkripsiyonlari bakimindan
biyofilm digindaki planktonik hucrelerden farkli bir fenotip sergilerler [58].

Bu korunakli yap1 baglica mikrobiyal hucreler ve hiucredigi polimerik
maddeden olusur. Biyofilmin organik karbonlarinin %50-90’in1 olusturan
ekstraseluler polimerik madde kalibin ana maddesidir. Hiucre digi polimerik
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madde polisakkaritlere ek olarak c¢esitli proteinler, glikoproteinler, glikolipid ve
hdcre disi DNA igermektedir [59].

Biyofilmin olugsum sureci, ylzeylere geri donusumlu tutunma, geri
donusuimsuz tutunma ve olgunlasma asamalarindan olugur. Bakteri hucresi
ile yuzeyin etkilesimi sirasinda, yuzey alaninda fiziksel, kimyasal ve biyolojik
surecler isler. Bakterinin cansiz yuzeylere tutunmasini elektrostatik,
hidrofobik ve Van der Waals gibi 6zgul olmayan kuvvetler yonlendirirken;
canli yuzeylere tutunma adezin, lektin gibi 6zgul molekuler kenetlenme
mekanizmalari ile gergeklesir. Planktonik hucreler rastlantisal olarak veya
kemotaksis ve motilite ile ylzeylere temas ederler. Aragtirmalar
bakterilerinadezyon  oraninin, bakteri yuUzey iligkili protein tarafindan
belirlenen hidrofobisite gibi yuzeyin fiziksel ozelliklerinden etkilendigini ortaya
koymaktadir. Ayrica motilitenin planktonik hudcrelerin cansiz yuzeylere
temasinda ve bakterinin yuzeye yayilliminda ¢gok dnemli oldugu gdsterilmistir.
Twitching (segdirme) olarak bilinen yuzey iligkili hareketten sorumlu olan tip 4
pili, Okaryotik hucre yuzeylerine adezyondan sorumludur. Flagella
olusturamayan, mutant P.aeruginosa kokenlerin plastik yuzeye zayif da olsa
tutunabildikleri, ancak tip 4 pili olusturamayan mutantlarin plastikte tek
katman olugturabildikleri halde mikrokoloni gelistiremedikleri gosterilmistir
[60]. Genel olarak gram negatif organizmalarda motilite, yuzeylere
kolonizasyonda o©nemli olmakla birlikte Acinetobacter ile stafilokok,
streptokok, mikobakteri gibi hareketsiz mikroorganizmalarin da biyofilm
olusturabilmesi, hareket yeteneginin biyofilm olusumu agisindan bir 6n kosul
olmadigini gostermektedir [61].

Bakteri hucreleri yuzeye baglandiktan sonra geri gonusumsuz olarak
tutunma, c¢ogalma, c¢ok katmanh hiacre kimeleri halinde birikme sureci
gerceklesir. Kovalent baglar ve hidrojen baglari ile ylzeye geri donusimsuz
olarak tutunan hucreler fenotipik degisikliklere ugrarlar ve biyofilmin
olgunlasma asamasi baglar. Bakteri, tutunan hucrelerin kimelenmesi ile
hdcre bolunmesi veya planktonik hucrelerin bir araya gelmesi ile mikrokoloni

olusumuna baglar [60].
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Olgunlagmig biyofilmin U¢ boyutlu yapisi incelendiginde mercan
kayaliklar Uzerinde, birbirlerinden su kanallari ile ayrilmis mantar benzeri
yapilar gorulmektedir. Mikrokoloniler biyofilmin temel yapisini olusturmakta,
biyofilm iginde yer alan su kanallari ise yuksek organizmalardaki yapilari
taklit eden bir dolagim sistemine benzemektedir.

Bakterilerin bir sagkalim stratejisi olarak gelistirdikleri bu ¢ok hucreli
topluluklar icinde yer alan sesil bakteriler serbest planktonik hucreler ile
kiyaslandiginda pek ¢ok avantaja sahiptir. Biyofilm toplulugunda birarada
yasayarak kaynaklarini paylasan bakteriler; hem besinlere daha kolay
ulasmakta, hem de kuruluga, bagisiklik sistemine ve antibiyotiklere daha
direncgli hale gelmektedirler. Opsonik antikorlar ve makrofajlar planktonik
hlcrelere etkili iken, biyofilm igcine gomulu bakterilere ulasamadiklari igin
yeterli etkinlik gosteremezler. Antibiyotik direnci gelisiminde ise; biyofilmin
filtre gorevi gormesi, biyofilm icindeki bakterilerin reme hizlarinin planktonik
hlcrelere kiyasla daha yavas olmasi, biyofilm olusumunda etkili mikrogevre
degiskenlerinin antibiyotiklerin etkisini azaltmasi, biyofilm icinde antibiyotik
direng genlerinin  saliniminin  ve plazmid transferinin artmasi ve
hipermutasyonlarin gelismesi etkili olmaktadir [60].

Mikroorganizmalarda biyofilm aretimi cesitli yontemler  ile
saptanabilmektedir. Mikrotitrasyon plak yontemi bakteriyel tutunmayi, plaga
tutunan biyofilm kltlesinin boyanarak Olgulmesi yolu ile saptar. Mikroplaklar,
¢cok sayida kokenin caligiimasina imkan verir. Air liquid interface deneyi ise
plaga tutunan kuatlenin mikroskopik incelenmesini saglar. Koloni biyofilm
deneyi, 6zellikle antimikrobiyal ajanlar ile muamele edilen biyofilm igindeki
hdcrelerin 0lumunu monitorize edebilmektedir. Kokenlerin inokule edildigi
kabinlere devamli taze besiyeri akisinin saglandigi flow cell kabin sistemi
biyofilm gelisimini gergek zamanli olarak saptayabilmektedir. Biyofilm
uretimini saptamakta kullanilan yontemler arasinda altin standart olarak
degerlendirilen bir ybntem olmamakla birlikte yontemlerin birbirini
tamamladigl dusunulmektedir [9, 62].

Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC)
verileri bakteriyel ve fungal biyofiimler ile gelisen enfeksiyonlarin tum
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enfeksiyonlarin %65-80'ini olusturdugunu gostermektedir. Biyofilm, yabanci
cisim enfeksiyonlari bagta olmak Gzere pek ¢ok kronik enfeksiyonda 6nemli
bir rol oynamaktadir. Dogal kapak endokarditi, otitis media, osteomyelit,
kronik tonsilit ve kronik bakteriyel prostatitin yanisira kistik fibrozlu hastalarda
P.aeruginosa ile gelisen alt solunum yolu enfeksiyonlarinin biyofilm ile iligkisi
gOsterilmistir. Santral vendz kateterler, Uretral kateterler, yapay kalp
kapakgiklari, periton diyaliz kateterleri, ortopedik protezler, endotrakeal ttpler
gibi yabanci cisimler biyofilm iligkili enfeksiyonlara zemin hazirlamaktadir
[58, 60].

Acinetobacter baumannii kokenlerinin uzun sure cansiz yuzeylerde
yasamini surdurebildigi bilinmektedir [63]. Bakterinin hastane ortaminda
aylarca hayatta kalabilmesine; biyofilm Uretimi sayesinde, dehidratasyona
direng gosterebilmesinin neden olabilecegi ongorulmus ve biyofilm Uretimini
inceleyen az sayida calisma olmakla birlikte A. baumanniinin biyofilm
olusturabildigi kanittanmistir. Vidal ve ark. tarafindan 1996 vyilinda bir
solunum yolu kdkeninde biyofilm Gretimi gosterilmistir [64].

Klinik A. baumannii kdkenlerinde biyofilm Uretimini inceleyen az sayida
calisma yapilmigtir. Bir ¢caligmada tum kateter iligkili Griner ve kan dolagimi
enfeksiyonlari ile sant iligkili menenjit kokenlerinin biyofilm Urettigi
gOsterilmigtir  [65]. Biyofilm dretiminin bakterinin virulansina katkisini
degerlendiren Wroblewska ve ark. biyofilm Uretimi ile hastaligin ciddiyeti
arasinda iligki olmadigini bildirmistir [66].

Beij ve ark. A. baumannii kokenleri ile daha az siklikla enfeksiyona yol
acan Acinetobacter turlerini  solunum yolu epiteline tutunma, biyofilm
olusumu ve enflamatuvar sitokin yanitt bakimindan karsilastirdiklan
calismalarinda, A. baumanniinin konagin solunum yolu epitelinde varligini
koruyabilmesinde, epitele tutunma ve biyofiim olugsumundan ¢ok, bu tare
karsi gelisen enflamatuvar sitokin yanitinin zayif olmasinin anahtar rol

oynadigini savunmustur [67].
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2.8. Acinetobacter baumannii’de Antibiyotik Direng Mekanizmalari

Acinetobacter baumanniinin pek c¢ok antibiyotige karsi sergiledigi dogal
dirence, genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin ve yanhs kullanimi da
eklendiginde, bakterinin tUm dlnyada, Urkatlicu oranlarda ¢oklu ilag direnci
kazanmasi sagirtici bulunmamaktadir [68].

Acinetobacter baumannii aminopenisilinlere, 1.kusak ve 2.kusak
sefalosporinler ile kloramfenikole dogal direnglidir. Acinetobacter baumannii
antibiyotik direncinde rol alan mekanizmalar, diger bakterilerde oldugu gibi
ilacin enzim ile etkisizlestiriimesi, baglanacagi reseptorlerin degismesi ve
hlcreye taginmasinin engellenmesi veya hucre digina atilmasidir.

ilacin enzim ile etkisiz hale getirimesi A. baumannirnin beta laktam
antibiyotiklere direng gelistirmesinde ana mekanizmadir. Bakteri kromozom
veya plazmid tarafindan kodlanan bir dizi beta laktamaz uretir. TEM-1 ve
TEM-2 gibi dar spektrumlu beta laktamazlarin yanisira VEB-1, PER-1, PER-
2, SHV-12, CTX-M-2 gibi geniglemis spektrumlu beta laktamazlar ile
karbapenem direncinden sorumlu OXA cinsi (oksasilinaz) karbapenemazlar
ve IMP, VIM ve SIM gibi metallobetalaktamazlar 6rnek verilebilir [69].

Genislemis spektrumlu bir beta laktamaz olan PER-1’in bir virulans
faktort oldugu gosterilmigtir. Vahaboglu ve ark. PER 1 Uretiminin bagimsiz
bir kotu prognostik faktor oldugunu gostermiglerdir [70]. Lee ve ark. ile Sechi
ve ark. galigmalarinda PER 1 Uretimi ile epitel hicrelerine tutunma arasinda
anlamli iligki saptamiglar ancak enzimin biyofilm Uretimi ile iligkisi konusunda
farkl gorugler bildirmiglerdir [50, 71].

Ayrica tum A. baumannii  kOkenleri  Acinetobacter derive
cephalosporinase (ADCs) olarak adlandirilan kromozomal Amp C enzimine
sahiptir. Ancak diger gram negatif bakterilerin aksine, induklenebilir enzim
aretimi gerceklesmez. Acinetobacter = baumannirde kromozomal
sefalosporinaz  Amp C’nin yuksek duzeyde salinmasinin beta laktam
antibiyotiklere direncte nemli bir rol oynayabilecegi ortaya konmustur.

Acinetobacter kokenlerinde beta laktamaz enzimlerinin disinda
aminoglikozid modifiye edici enzimlerin her Ugu de (asetiltransferaz,

nukleotidiltransferaz, fosfotransferaz) saptanmistir [69].
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DNA giraz veya topoizomeraz 4 yapisindaki dedgigiklikler ile
florokinolonlara, ribozomal protein degisikligi ile aminoglikozidlere direng
gelisimi, penisilin  baglayan proteinlerde olusan degisiklikler ile beta-
laktamlara ve sulbaktama karsi gelisen direng bakterinin hedef reseptorlerde
degisiklige yol acarak gelistirdigi direng ornekleridir.

Bakteri, dis membran gecirgenligini azaltarak ilacin htcre igine
alinmasini engeller. Ozellikle beta-laktam antibiyotiklere direngte énemli bir
ek mekanizmadir.

ilacin hiicreden atiimasinda etkili olan aktif pompa mekanizmasi ise A.
baumanniide ¢oklu ilag direncinde asil mekanizma olarak islev gormektedir.
RND ailesine ait kromozomda kodlanan AdeABC pompasi karbapenemler
dahil beta laktam antibiyotikler, aminoglikozidler, kloramfenikol, tetrasiklin,
tigesiklin, florokinolonlar ve trimetoprim’e etkili bulunmustur [24].

2.9. Molekuler Tiplendirme Yontemleri

Epidemiyolojik ¢alismalarda Acinetobacter turlerinin tiplendiriimesi amaciyla
biyotipleme, faj tipleme, serotipleme gibi fenotipik yontemler yillar boyu
kullanilmig ancak ayrim gugclerindeki yetersizlik nedeniyle yerini genotipik
yontemlere birakmistir.

Bir kokene 0zgu genetik profil parmak izi (fingerprint) olarak
adlandiriimaktadir. Ayni ture ait kOkenler arasindaki klonal iligkiyi ortaya
koymak amaciyla uygulanan molekuler tiplendirme yontemlerinde, kokenlerin
DNA parmak izleri tur iginde degisken ancak kokenlerde sabit olan belirli bir
genetik gosterge kullanilarak belirlenmektedir. DNA parmak izleri ayni olan
kokenlerin klonal yonden iligkili olduklari ve bu kdkenlerin ortak bir kaynaktan
koken aldiklari kabul edilmektedir [72].

Bakteri kokenlerini en dogru bigcimde tiplendirmek igin kullanilabilecek
yontem, kokene ait tUm genomun dizi analizini gikartmaktir. Zahmetli ve
pahali olan bu yontem vyerine, kromozomal DNA polimorfizmine dayali
yontemler kullaniimaktadir. Ture 6zgu ve korunmus bolgelerin gogaltiimasina
dayanan Repetitive extragenomic palindromic PCR (REP-PZR) ile rastgele
secilmis primerlerin kullanilarak reaksiyonun gergeklestirildigi Randomly
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Amplified Polimorphic DNAs PCR (RAP-D PZR) ve Arbitrarily Primed PCR
(AP-PZR), restriksiyon fragmanlarinin spesifik amplifikasyonuna dayanan
AFLP gibi polimeraz zincir reaksiyonu bazli genotipleme yontemleri ile pulse
field-gel elektroforezi ile makro-restriksiyon (PFGE) ve ribotipleme A.
baumannii  kokenlerinin  tiplendiriimesinde  uygulanan  yontemlerdir.
Tiplendirme yontemlerini  karsilagtiran c¢alismalarda A.  baumannii-
calcoaceticus kompleksi Uyelerinin %20-30’'unun saptanabilir plazmid DNA's|
icermedigi goOsterilmis ve plazmid analizi yonteminin ancak diger yontemler
ile birlikte uygulanabilecegi belirtilmistir [1].

Tiplendirme  yoOntemleri;  yontemin  bir  tir icindeki  tum
mikroorganizmalari tiplendirebilme yetenegini gosteren tiplendirebilirlik, bir
turan farkli kokenleri arasinda ayrim yapabilme yetenegine isaret eden ayrim
gucu, ayni klondan gelen kodkenlerin hep ayni tipi gosterebilme olasiligini
tanimlayan stabilite ile tekrarlanabilirlik, teknigin kullanim kolayligi, fiyati,
sonu¢ verme suresi, sonuglarin kolayca yorumlanabilir olmasi gibi kriterlere
gore karsilagtirimakta ve kullanim alani bulmaktadir. PZR bazli genotipleme
yontemlerinden biri olan REP-PZR diger genotipleme yontemleri ile
kargilastirildiginda; stabilitesi mukemmel, ayrim gucu yuksek, laboratuvar igi
tekrarlanabilirligi iyi, uygulamasi ve yorumlamasi kolay, ayni gun iginde
sonu¢ verebilmesi nedeniyle hizli ve test basi maliyeti duguk bir yontem
olarak degerlendiriimektedir. Ancak bu yontemin tiplendirebilirligi degigken ve
laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirligi orta duzeydedir [73].

Makro-restriksiyon endonukleaz enzimleriyle olusturulmus
kromozomal DNA pargalarinin PFGE ile agarozda ayristirilmasindan elde
edilen DNA parmak izi, genel olarak tum turlerde kokenlerin klonal iligkisini
degerlendirmede referans yontem olarak kabul edilmektedir [72].
Acinetobacter baumannii kokenlerinin molekuler epidemiyolojisinde ise
PFGE ile birlikte AFLP yontemi de altin standart olarak kabul gormektedir.
Acinetobacter turlerinin tanimlanmasi amaciyla 1990’1 yillarda gelistiriimis bu
yontem, genomik DNA’nin kesimi sonucu olugan DNA pargalarinin segici

amplifikasyonuna dayanan bir genotipleme yontemidir [1].
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1. Standart kokenler

Acinetobacter baumannii ATCC 19606
Escheria coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Enterococcus faecalis ATCC 29212

3.1.2. Besiyerleri

1. MacConkey Agar (bioMérieux)

2. Luria Bertani Sivi Besiyeri (Sigma)

3. Luria Bertani Agar (Sigma)

4. Mueller-Hinton Agar (Oxoid)

5. Mueller-Hinton Sivi Besiyeri (Oxoid)

6. Beyin Kalp infuzyon Agar(Oxoid)

7. Stok besiyeri (Cryobank, Mast Diagnostics)

8. Agar agar (Oxoid)

3.1.3. Kimyasal maddeler

1. Kristal Viyole (Merck)
2. Tris-HCI (Sigma)

3. CaCl, (Merck)

4. Saf Etanol (Merck)

5. MgSOg4 (Merck)

6. Ko2HPO4 (Merck)
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7. HCI (Merck)

8. NaCl (Merck)

9. NH4CI (Merck)

10. FeCls (Merck)

11. Glikoz (Merck)

12. Jelatin (Sigma)

13. 2,2- Dipiridil (Sigma)

3.1.4. Antibiyotik diskleri

1. Amikasin (30 ng) (Oxoid)

2. Seftazidim (30 ng) (Oxoid)

3. Sefepim (30 ng) (Oxoid)

4. Sefotaksim (30 ng) (Oxoid)

5. Piperasilin/Tazobaktam (100/10 pg) (Oxoid)

6. Siprofloksasin (5 ug) (Oxoid)

7. Tetrasiklin (30 ug) (Oxoid)

8. Ampisilin-sulbaktam (30 ng) (Oxoid)

9. Trimetoprim-sulfometoksazol (1.25/23.75 ug) (Oxoid)

10. imipenem (30 pg) (Oxoid)

3.1.5. PZR malzemeleri

1. Oligonukleotid primerler (Fermentas)

2. dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Fermentas)
3. PCR buffer (Fermentas)

4. Taq polimeraz (Fermentas)

5. Agaroz (Prona)
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6. Beyaz pipet ucu, DNaz ve RNaz icermeyen (USA-Scientific)
7. Sari ve mavi pipet ucu, DNaz ve RNaz icermeyen (Axygen)

8. PZR tupu, DNaz, RNaz ve pirojen icermeyen, 0.2 ml (Axygen)
9. Mikrotip, DNaz, RNaz ve pirojen icermeyen, 1.5 ml (Axygen)
10. Lambda DNA (Fermentas)

11. Trizma Base (Sigma)

12. EDTA (Sigma)

13. Etidyum bromur (Merck)

3.1.6. Cihazlar ve laboratuvar malzemeleri

-

. Manyetik karistirici (Yellow Line)
2. Kaba terazi (Scaltec)

3. Hassas terazi (Sartorius)

4. EtGv (Memmert)

5. Sogutmali santrifuj (Hettich Universal)

6. Buzdolabi (Arcelik)

7. Derin Dondurucu (lIshin)

8. pH Metre (WTW Wissenschaftlich)

9. Otoklav (HV-85 Hirayama)

10. Pastor Firini (Elektro-Mag)

11. Cam petri kutusu (MedLab)

12. Cam pipetler (1, 2, 5 ml dlgekli) (MedLab)

13. Cam deney tupleri (12x75 mm ve 16x100 mm) (MedLab)
14. Otomatik pipetler (10, 20, 50, 200, 1000 pl) (Finnpipette,
Pipetman)

15. Polistiren 96 kuyucuklu plak (TPP)

16. ELISA plak okuyucu (Labsystems Multiskan MS)

17. UV Lamba (Vilbert Lourmant)
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18. Elektroforez tanki ve gu¢ kaynagi (Biometra)
19. Vorteks karigtirici (Yellow Line)

20. Termal dongu cihazi (Techne)

21. Mikrodalga Firin (Beko)
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3.2. Yontemler

3.2.1. Calisma kokenleri

Calismamizda, 2005-2010 yillari arasinda Marmara Universitesi Hastanesi
dahili ve cerrahi YBU’ de yatan hastalardan izole edilen A. baumannii
kokenleri iki grup olarak ¢aligiimistir:

i. Ayni hastaya ait DTA ve kan orneklerinden izole edilen kokenler (n:82)
ii. Sadece DTA orneklerinden izole edilen kdkenler (n:40)

Ayni hastaya ait DTA ve kan kultara érneklerinin es zamanli veya 6nce DTA
ornegi olmak kaydiyla en fazla bir hafta arayla gonderilmis olmasi ve her iki
gruptaki DTA orneklerinde, direk incelemelerinde I16kosit gorulmesi ve en az
100 000 kob/ml Greme olmasi kosulu aranmistir.

Calisma hasta kaynakli kokenler kullaniimasi sebebiyle Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu'ndan onay alinarak
gerceklestiriimistir (06.06.2008, MAR.YC.2008.0127). Kokenlerin tanimlama
igslemleri Phoenix (Becton Dickinson) veya Vitek 2 (bioMérieux) otomatize
sistemleri ile gerceklestiriimigtir. Kokenlere ait hasta bilgileri (hasta yasi ve
cinsiyeti, ornegi gonderen birim, drnegin alinig tarihi, klinik bilgiler hastane
bilgisayar sistemi kullanilarak elde edilmigtir (CorTTex Entegre Hastane Bilgi
Yonetim Sistemi, Stirim 4.4.19, Tepe Teknolojik Servisler A.S.).

Gliserollii skim milk stok besiyerinde -20°C’de saklanan kdékenler
calisma oncesi MacConkey agara pasajlanmig ve ikinci pasajin ardindan ilgili
deneyin gerektirdigi islemler yapilmigtir.
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3.2.2. Jelatinaz iiretiminin belirlenmesi

Jelatinaz Uretiminin saptanmasi amaciyla, kodkenler dnce beyin kalp infizyon
agara pasajlanarak 37°C’de bir gece inkibe edilmistir. Jelatin dnce distile
suda karistirilarak 56°C’de eritilmis, ardindan %3 oraninda Luria Bertani
agara ilave edilip, otoklavda 121°C’de 15 dakika sure ile sterilize edilmigtir.
Beyin kalp inflzyon agarda Ureyen kolonilerin jelatin iceren Luria Bertani
agara nokta ekimi yapilmis ve petriler bir gece 37°C’de inkiibasyonu takiben,
4°C’de 5 saat slreyle sogumaya birakilmistir.

Cevresinde bulaniklik olugsan koloniler jelatinaz Uretimi bakimindan
pozitif, halo olusturmayan koloniler ise negatif kabul edilmigtir. Calismada
pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 25923, negatif kontrol olarak ise E. coli
ATCC 25922 kullaniimistir [49-50, 74].

Sekil 1. Jelatinaz uretiminin jelatin iceren LB agarda saptanmasi.

1; Escheria coli ATCC 25922 jelatinaz Uretmeyen negatif kontrol kdkeni.

2; Staphylococcus aureus ATCC 25923 jelatinaz Ureten pozitif kontrol kokeni.
3; Klinik Acinetobacter baumannii kdkeni jelatinaz pozitif.

4; Klinik Acinetobacter baumannii kbkeni jelatinaz negatif.
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3.2.3. Sinirli demir iceren ortamda iireme yeteneqinin belirlenmesi

Sinirli demir igeren ortamda Uremeyi saptamak amaciyla, kdkenler Luria
Bertani agara pasajlanarak 37°C’de bir gece inkibe edilmistir.Bir demir
selatért olan 2,2-dipiridil (DIP) etanolde ¢ozllerek distile su iginde 20mM
stok sollisyon olarak hazirlanmig ve -20°C’de saklanmistir.

Minimal agar besiyerini hazirlamak igin 1 litre distile suya 22 mM
KoHPO4 8.5 mM NaCl, 17 mM NH4CI, 48 mM NaHPO,4 15 gr agar-agar
eklenerek otoklavda 121°C’de 15 dakika sure ile sterilize edilip benmaride
sogumaya birakilmistir. Besiyeri sicakhdi 50°C’ye indiginde 10 uM FeCl;, 2
mM MgS0O,4.7H20, 0.1 mM CaCl,.2H,0, 20 gr glikoz ve 50 uM DIP filtreden
gegcirilerek besiyerine eklendikten sonra petrilere dokulmusgtur.

Tam klinik kdkenler demir selatori 2,2-dipiridil (DIP) igeren M9 minimal
agar besiyerine ekilmis, 37°C’de bir gece inkibe edilmigtir. Besiyerinde
ureyen kokenler sinirli demir iceren ortamda ureyebilen kokenler olarak
degerlendirilmigtir [40, 55].

‘\o.'. ' |
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Sekil 2. Sinirh demir iceren minimal agar besiyerinde 8 klinik A.
baumannii kokeninin Uremesi.
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3.2.4. Biyofilm uretiminin belirlenmesi

Biyofilm Uretiminin saptanmasi amaciyla MacConkey'de Uremig olan A.
baumannii kokenleri (n:122) ile kontrol kokenlerinden birer koloni alinip, 5 mi
Luria Bertani (LB) sivi besiyeri igeren tiiplere ekim yapilarak, 35 C'de 24 saat
etivde inklbe edilmistir. LB sivi besiyerinde Ureyen kokenler taze LB sivi
besiyeri iginde 1:100 oraninda sulandirilip vortekslenmis ve her bir kokene ait
sulandirimdan 100’er ul alinarak duz tabanli 96 kuyucuk igeren mikroplakta 3
kuyucuga dagitilmistir. Plaklar 24 saat 35°C’de inkube edildikten sonra 3 kez
distile su ile yikanmistir. Yikama isleminin ardindan her kuyucuga %0.1’lik
kristal viyole gozeltisinden 100’er pl eklenerek plaklar oda isisinda 10 dakika
bekletilmistir. Ardindan plaklar tekrar 3’er kez distile su ile yikanarak serbest
boya c¢o6zeltisi uzaklastirimistir. Olusan biyofilmin kantitasyonu amaciyla
kuyucuklara 200 ul %95’lik etanol eklenmis, 5 dakika bekledikten sonra
absorbans degerleri 550 nm’de optik okuyucu ile dlguimustir. Her kdken igin
3 kuyucugun absorbans degerlerinin ortalamasi alinmis ve deney 3 defa
tekrarlanmistir [62-75]. Calismada pozitif kontrol olarak A. baumannii ATCC
19606 kokeni, negatif kontrol olarak ise steril LB sivi besiyeri kullaniimistir.
Pozitif ve negatif kontrol absorbans degerleri arasindaki fark %100 aktivite
olarak degerlendirilerek kokenler aktivitelerine gbre 4 gruba ayriimigtir.
%20’nin altinda aktivite gdsteren kdkenler negatif, %20’ye esit ve %40’a
kadar aktivite gosteren kokenler zayif pozitif, %40’a esit ve %70’e kadar orta
pozitif, %70 ve Uzerinde aktivite gOsterenler ise gugli pozitif olarak
siniflandiriimistir [76].

Sekil 3. Biyofilm uretiminin mikroplakta saptanmasi.

A1-3; Acinetobacter baumannii ATCC 19606 biyofilm Ureten pozitif kontrol
kokeni. A 4-6; Negatif kontrol olarak kullanilan sadece LB igeren kuyucuklar .
A7-9; Biyofilm uretimi negatif klinik A. baumannii kokeni. A10-12/B1-3;
Biyofilm Ureten klinik Acinetobacter baumannii kokenleri. A4-6; Biyofilm
uretmeyen klinik Acinetobacter baumannii kOkeni. B7-9/B10-12; Biyofilm
ureten klinik Acinetobacter baumannii kokenleri.
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3.2.5. REP-PZR ile genotiplendirme

Ayni hastalara ait DTA ve kan kulturlerinden izole edilen A. baumannii
kokenleri (n=82) REP-PZR ile genotiplendirilerek, ayni hastadan izole edilen
kokenlerin klonal iligkisi arastirilmigtir.

Bakteri DNA’sI kaynatma yontemi ile ayristiriimistir. MacConkey’den 1
koloni 50 ul steril distile su iceren ependorf iginde slUspanse edilmis, IsI
blogunda 95°C’de 10 dakika bekletilmistir. Stspansiyon daha sonra 6000
rom devirde 60 saniye santrifijlenmis ve supernatani atilarak dipte kalan

cokelti -20°C’de saklanmigtir.

REP-PZR, icinde 5ul 10xPCR buffer (Fermentas), 0.25 ul taq
polimeraz, 200 uM (5 wl) dNTP, 0.5 ul forward primer (100 pmol ), 0.5 ul
reverse primer (100 pmol ), 5 pl bakteri DNA’ si ve 34 ul steril distile su
bulunan 50 pl reaksiyon karigimi iginde gercgeklestiriimistir. PCR reaksiyonu
94°C’de 2 dakika baslangi¢c denatlrasyonunun ardindan, 94°C’de 1 dakika,
40°C’de 1 dakika ve 65°C’de 8 dakikadan olugan 30 doéngu ve son uzama
icin 65°C’de 16 dakika olarak gercgeklestiriimistir. PZR Urtnleri ayni hastaya
ait kokenler yan yana gelecek sekilde 65 voltta 1 saat sureyle elektroforezde

yuratildukten sonra %1’lik agaroz jelde incelenmistir.
Asagida galismada kullanilan oligonukleotid primerlerinin nukleotid dizilimleri
verilmigtir:
REP-1 51l GCG CCG ICA TCA GGC -3
REP-2 5-ACG TCT TAT CAG GCC TAC -3'.

PZR urUnlerinin agaroz jel elektroforezini takiben olugsan bant profilleri
kargilagtirilarak kokenlerin klonal iligkisi belirlenmigtir. En az 8 bant elde
etmek kosulu ile ayni veya 1 farkli bant profili gosteren kdkenler ayni, 2 ve

Uzeri sayida farkli bant profili gosteren kdkenler ise farkli klon olarak
degerlendirilmigtir [77-79].
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3.2.6. Antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi

Acinetobacter  baumannii  kdkenlerinin  sefalosporinlere  (seftazidim,
sefotaksim, sefepim), imipeneme, aminoglikozid grubundan amikasine,
florokinolonlardan siprofloksasine ve beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorla
kombinasyonlardan piperasilin/tazobaktam ile ampisilin-sulbaktama
duyarhliklari disk difuzyon yontemi ile CLSI kriterlerine gore belirlenmis,
E.coli ATCC 25922 kdkeni kontrol olarak kullaniimigtir [80].

3.3. istatistiksel degerlendirme

Calisma verilerinin analizinde enfeksiyon bolgesi (DTA ve kan) ile virulans
faktorlerinin Uretimi (biyofilm Gretimi, jelatinaz Uretimi) arasindaki iligki Fisher
exact ve ki-kare testleri ile degerlendiriimis ve p < 0.05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir.
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4 BULGULAR

Danhili ve cerrahi yogun bakim unitelerinden 2005-2010 yillari arasinda
pnomoni ve bakteriyemi On tanisiyla laboratuvara gonderilen DTA ve kan
orneklerinden izole edilen toplam 122 kdkenin tumu ¢oklu ilag direngli olup,
ornek tdrlerine gore test edilen antibiyotiklere direng oranlari Tablo 2'de
verilmigtir.

Tablo 2. Acinetobacter baumannii kokenlerinin antibiyotik direng
oranlari.

DTA ve Kanda Sadece
Ureyenler DTA'da
Ureyenler

Antibiyotik DTA Kan DTA
n: 41 n: 41 n: 40

n(%) n(%) n(%)

CAZ 40(98) 40(98) 39(98)
CTX 41(100) 41(100) 40(100)
FEP 39(95) 39(95) 39(98)
SAM 38(93) 39(95) 37(93)
TZP 41(100) 41(100) 39(98)
CIP 41(100) 41(100) 39(98)
AK 36(88) 36(88) 35(88)
SXT 40(98) 40(98) 38(96)
TE 37(90) 33(80) 39(98)
IMP 37(90) 35(85) 29(73)

CAZ:Seftazidim CTX: sefotaksim FEP: Sefepim SAM: Ampisilin-Sulbaktam,
TZP: Piperasilin-Tazobaktam CIP: Siprofloksasin AK: Amikasin SXT:

Trimetoprim-Sulfometoksazol TE: Tetrasiklin IMP: imipenem

Kokenlerin virulans faktor dretimleri Tablo 3 ‘de verilmistir. Sinirli demir
iceren ortamda tum kokenlerde siderofor Uretimi saptanmistir. Kokenlerde
biyofilm Uretimi %53 olup, %18 gulglu pozitif olarak degerlendiriimigtir.
Jelatinaz Uretimi % 11 oraninda kalmigtir (Tablo 3-Tablo 4). Virulans
faktorlerinin Uretimi ile Ornek cinsi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki

saptanmamistir (p>0.05).
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Tablo 3. Derin trakeal aspirat (DTA) ve kan orneklerinden izole edilen

Acinetobacter baumannii kokenlerinin gesitli virulans faktor uretimleri.

Ornek Biyofilm Jelatinaz Sinirli demir
Tiirleri Pozitif | Negatif | Pozitif | Negatif Pozitif Negatif
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
DTA 1° (n=40) 19(47,5)| 21(52,5) | 5(12,5) | 35(87,5) 40(100) 0(0)
DTA 2" (n=41) 21(51) 20(49) 4(10) 37(90) 41(100) 0(0)
Kan (n=41) 25 (61) 16(39) 2(5) 39(95) 41(100) 0(0)
Toplam 65 (53) | 57(47) 11(9) | 111(91) 122(100) 0(0)

a: Kan orneklerinde A. baumannii Gremesi saptanmayan hastalara ait DTA
kokenleri
b: Kan d6rneklerinde A. baumannii tremesi saptanan hastalara ait DTA

kokenleri

Kokenlerin  biyofilm absorbans degerleri %100 aktivite Uzerinden
degerlendirilerek biyofilm Uretimi negatif, zayif pozitif, orta pozitif ve guglu
pozitif olarak siniflandiriimigtir (Tablo 4). Calismada klinik A. baumannii
kokenlerinde; en 0.048, en 0.872,

ortalamazstandart sapma 0.248+0.02, A.baumanni ATTC 19606 absorbans

dusuk deger yuksek deger

degeri ise 0.637 olarak saptanmigtir.

Tablo 4. Acinetobacter baumannii kokenlerinin biyofilm absorbans
degerleri.

Biyofilm Absorbans degerleri
Negatif Zayif pozitif Orta pozitif Guglii pozitif
<0.176 0.176-0.291 0.292-0.464 >0.464
n (%) n (%) n(%) n(%)
57(47) 18(15) 25(20) 22(18)
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Kirk bir hastada DTA ve kandan izole edilen kokenler (n = 82) REP-PZR
yontemi ile birbirleriyle karsilastinldiginda; 32 hastada (%78) farkh
orneklerden izole edilen kokenlerin (n = 64) birbiriyle ayni, 9 hastadan (%22)
izole edilen kokenlerin (n = 18) ise farkli bant profili sergiledigi gozlenmistir
(Sekil 4).

Hasta no: 10 Hasta no: 12 Hasta no: 36 Hasta no: 41
DTA Kan DTA Kan DTA Kan DTA Kan

Sekil 4. Dort hastaya (Hasta no 10, 12, 36, 41) ait DTA ve kan
orneklerinden izole edilen A. baumannii kokenlerinin REP-PZR
elektroforez goruntiisu.

Hasta no 10; DTA ve kan kokenlerinin farkli bant profili gorunumleri.

Hasta no 12; DTA ve kan kokenlerinin ayni bant profili goranamleri.

Hasta no 36; DTA ve kan kokenlerinin farkli bant profili gorunumleri.

Hasta no 41; DTA ve kan kokenlerinin farkli bant profili gorunumleri.

Tablo 5'de ayni hastalara ait DTA ve kan kokenlerinin virulans faktorleri ve
klonal iligkilerine ait veriler gorulmektedir. REP-PZR ile ayni bant profilini
sergiledigi halde, 4 hastada DTA ve kan kokenlerinin (Hasta no: 15, 19, 25,

31) biyofilm ve jelatinaz tretimleri birbirinden farkl saptanmistir.
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Tablo 5. Ayni
kulturlerinden izole edilen Acinetobacter baumannii kokenlerinin (n=82)
virulans faktorleri ve genotipleri.

hastalara ait derin trakeal

Hasta |Koken Ornek Biyofilm Jelatinaz Genotip

no no tiri
1 DTA Zayif Pozitif Negatif

1 2 Kan Orta Pozitif Negatif Farkl
3 DTA Zayf Pozitif Pozitif

2 4 Kan Orta Pozitif Pozitif Ayni
5 DTA Negatif Pozitif

3 6 Kan Negatf Negatif Farkl
7 DTA Guglu Pozitif Negatif

4 8 Kan Guglu Pozitif Negatif Ayni
9 DTA Guglu Pozitif Negatif

5 10 Kan Guglu Pozitif Negatif Ayni
11 DTA Orta Pozitif Negatif

6 12 Kan Guglu Pozitif Negatif Ayni
13 DTA Guglu Pozitif Negatif

7 14 Kan Glclu Pozitif Negatif Farkl
15 DTA Orta pozitif Negatif

8 16 Kan Orta pozitif Negatif Ayni
17 DTA Glclu Pozitif Negatif

9 18 Kan Guglu Pozitif Negatif Ayni
19 DTA Guglu Pozitif Negatif

10 20 Kan Orta pozitif Negatif Farkl
21 DTA Glglu Pozitif Negatif

11 22 Kan Orta pozitif Negatif Ayni
23 DTA Guglu Pozitif Negatif

12 24 Kan Guglu Pozitif Negatif Ayni
25 DTA Guglu Pozitif Negatif

13 26 Kan Guglu Pozitif Negatif Ayni
27 DTA Guglu Pozitif Negatif

14 28 Kan Guglu Pozitif Negatif Ayni
29 DTA Negatif Negatif

15 30 Kan Orta pozitif Negatif Ayni
31 DTA Orta pozitif Negatif

16 32 Kan Zayf Pozitif Negatif Ayni
33 DTA Negatif Negatif

17 34 Kan Negatif Negatif Ayni
35 DTA Negatif Negatif

18 36 Kan Negatif Negatif Ayni
37 DTA Negatif Negatif

19 38 Kan Orta pozitif Negatif Ayni
39 DTA Guglu Pozitif Negatif

20 40 Kan Guglu Pozitif Negatif Ayni
41 DTA Negatif Negatif

21 42 Kan Negatif Negatif Ayni

aspirat (DTA) ve kan
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Tablo 5 Devam. Ayni hastalara ait derin trakeal aspirat (DTA) ve kan
kulturlerinden izole edilen Acinetobacter baumannii kokenlerinin (n=82)

virulans faktorleri ve genotipleri.

Hasta |Koken Ornek Biyofilm Jelatinaz Genotip

no no tiri
43 DTA Negatif Negatif

22 44 Kan Negatif Negatif Ayni
45 DTA Negatif Negatif

23 46 Kan Negatif Negatif Ayni
47 DTA Orta pozitif Negatif

24 48 Kan Orta pozitif Negatif Ayni
49 DTA Negatif Pozitif

25 50 Kan Negatif Negatif Ayni
51 DTA Negatif Negatif

26 52 Kan Negatif Negatif Ayni
53 DTA Negatif Negatif

27 54 Kan Negatif Negatif Ayni
55 DTA Negatif Negatif

28 56 Kan Negatif Negatif Ayni
57 DTA Negatif Negatif

29 58 Kan Orta pozitif Negatif Farkl
59 DTA Orta pozitif Negatif

30 60 Kan Orta pozitif Negatif Ayni
61 DTA Negatif Pozitif

31 62 Kan Orta pozitif Negatif Ayni
63 DTA Negatif Negatif

32 64 Kan Negatif Negatif Ayni
65 DTA Negatif Negatif

33 66 Kan Negatif Negatif Ayni
67 DTA Negatif Negatif

34 68 Kan Negatif Negatif Ayni
69 DTA Zayf Pozitif Negatif

35 70 Kan Zayf Pozitif Negatif Ayni
71 DTA Zayf Pozitif Negatif

36 72 Kan Zayf Pozitif Negatif Farkl
73 DTA Zayf Pozitif Negatif

37 74 Kan Zayf Pozitif Negatif Ayni
75 DTA Zayf Pozitif Negatif

38 76 Kan Negatif Negatif Farkl
77 DTA Negatif Negatif

39 78 Kan Negatif Negatif Ayni
79 DTA Negatif Negatif

40 80 Kan Orta pozitif Negatif Farkli
81 DTA Negatif Negatif

41 82 Kan Negatif Pozitif Farkl
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5. TARTISMA VE SONUC

Acinetobacter baumannii enfeksiyonlari, dinya genelinde hastane kaynakli
enfeksiyonlarin en dnemli nedenlerinden biridir. Kuruluga ve dezenfektanlara
gosterdigi direng nedeniyle; hastane yluzeylerinde ve tibbi cihazlarda uzun
sure canliligini koruyabilmesi, karbapenem direnci dahil olmak Uzere goklu
antibiyotik direncinin giderek artan oranlarda kargsimiza ¢ikmasi ve ozellikle
yogun bakim birimlerinde salginlara yol agabilmesi, A. baumannirnin surekli
giindemde olan bir patojen olmasina neden olmaktadir. imipenem, direncli
kokenlerde en etkili antibiyotiklerden biri olmakla birlikte, karbapenemlerin
yaygin kullanimi sonucu karbapenem direnci de Urkatucu boyutlara varmistir.
Avrupa antimikrobiyal direng surveyans sistemi verileri 2000-2003 vyillari
arasinda Turkiye'den izole edilen 779 A. baumannii kokeninde imipenem
direncini %48 olarak bildirmektedir [26]. Antimikrobiyal surveyans programi
Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection (MYSTIC)
1997-2000 calismasinda dunyanin pek c¢ok Ulkesinde A. baumannii
kokenlerinin imipenem direnci %0-7 arasinda degisirken, ayni c¢alismada
Tarkiye'de izole edilen kokenlerde imipenem direnci %38 olarak
saptanmigtir. Bu oran ¢alismada elde edilen en yuksek direng oranidir [27].
Tarkiye'de gram negatif hastane kaynakli kokenlerin beta laktam
antibiyotiklere direncinin arastirildigi ¢ok merkezli HIiTIT calismasinda da, A.
baumannii kokenlerinin imipeneme direng oranlarinin 2005°de %52.2,
2007°de ise %55 oldugu saptanmistir [29-30].

Calismamizda yogun bakim unitelerinden izole edilen A. baumannii
kokenlerinin antibiyotik duyarlilik profilleri incelendiginde, imipenem disindaki
diger antibiyotiklere direng oranlari %88-100 araliginda degisirken,
imipeneme direng orani %82 olarak bulunmustur. Kokenlerimizin buyuk bir
cogunlugunun (%82) imipenem direncine sahip olmasi, c¢alisma
kdkenlerimizin timinin YBU'de tedavi géren, dolayisiyla; mekanik solunum
cihazi destegi, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, girisimsel uygulamalar,
gegcirilmis cerrahi ve eglik eden ciddi hastaliklar gibi ¢oklu ilaca direngli A.
baumannii ile kolonizasyon ve enfeksiyon geligimi i¢in risk faktorlerini tagiyan
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hastalardan izole edilmis olmasina baglanabilir [23]. Ayrica bu bulgunun
baskin bir veya birka¢c klondan kaynaklanma olasiligi da gozardi
edilmemelidir.

Literatirde, A. baumannii kOkenlerinin virulans faktorlerine iligkin az
sayida galisma yer almaktadir. Bir bagka hastane enfeksiyonu etkeni olan ve
Ozellikle kistik fibroz hastalarindaki kalici kolonizasyonun biyofilm Gretimiyle
iligkili oldugu bilinen P. aeruginosa’nin aksine A. baumannii kdkenlerinde
biyofilm dretimi ile enfeksiyon sikligi ve enfeksiyon bolgesi arasindaki iligki
net degildir. Eveillard ve ark. tarafindan deney hayvanlarinda pnomoni
modelinin olusturuldugu bir ¢alismada, A. baumannii kokenlerinin virulansinin
konak yanitindan bagimsiz olarak mortaliteyi etkiledigi gosterilmistir [81].
Arastirmacilar, klinik kokenlerin virulansinin bilinmesinin; yuksek virulansh
kokenler ile gelisen enfeksiyonda antibiyotik tedavisinin baglanmasini
saglayabilecegini, dusuk virulansh kokenlerde ise gereksiz antibiyotik
kullanimini sinirlayabilecegini belirtmiglerdir.

Calismamizda ayni hastaya ait DTA ve kan kokenlerinin biyofilm
uretimleri deg@erlendirildiginde kan kokenlerinin (%61) DTA kokenlerinden
(%51) daha yuksek oranda biyofilm Urettigi gorulmektedir. Kan kulturlerinde
ureme olmayan hastalarin DTA kokenlerinde ise biyofilm dretim sikligi
%47.5'dir. Biyofilm, bir invazyon faktor olmamasina ragmen uygun ortam
sa@layarak gerekli invazyon faktorlerini salgilayacak kokenlerin toplanmasina
yol agarak bakteriyemi gelisiminde etkili bir faktor olabilir. Ayrica biyofilm
toplulugunda yasayan bakterilere opsonik antikorlar ve makrofajlar ile
antibiyotiklerin yeterli etkinlik gosterememesi sonucu solunum yolundaki
bakterilerin kan dolagimina yayilma olasihigi artabilir [60, 82]. Ne var ki;
calismamizda iki hasta grubuna ait DTA kokenlerinin biyofilm Uretimlerinde
saptadigimiz fark, istatistiksel agidan anlamli bulunmamis, biyofilm Uretiminin
kokenlerin solunum yollarindan kan dolagimina yayilliminda etkili olmadigi
belirlenmistir.

Bano ve ark. tarafindan klonal iligkili olmayan 92 A. baumannii
kokeninde biyofilm Uretimi %63 olarak saptanmig ve tum kateter iliskili

enfeksiyon kokenlerinin biyofilm uUrettigi ancak solunum yolu kokenlerinin
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biyofilm negatifligi ile iligkili oldugu bildiriimigtir [65]. Can ve ark. 17 kokende
%52.9, Sechi ve ark. 20 kokende biyofilm Uretimini %80 olarak raporlamigtir.
Cevahir ve ark. 86 kokende biyofilm udretimini %74 olarak saptamis ve
biyofilm dretimi ile enfeksiyon bolgesi arasinda bir iligki olmadigini
belirtmiglerdir [49-50, 83]. Calismamizda ise tum kokenlerden ayni hastaya
ait, ayni klon oldugu bilinen DTA veya kan kokenleri ¢ikarildiginda, 90 A.
baumannii kdkeninde %52-%55 oraninda biyofilm Uretimi saptanmis olup,
enfeksiyon bolgesi ile biyofiim Uretimi arasinda anlamh bir iligki
saptanmamigtir.

Calismamizda 5 hastanin DTA ve kan kokenlerinde biyofilm Gretiminin
farkli oldugu, hastalarin DTA kokeninde biyofilm Uretimi negatifken; kan
kokenlerinde pozitif saptandigi gorulmugtur. Hastalardan 2’sinde DTA ve kan
koOkenleri ayni genotipte saptanmistir. Calisma verilerimiz ile uyumsuz olarak
Bano ve ark. caligmalarinda say! vermeksizin ayni genotipte olan tim A.
baumannii kokenlerinin  biyofilm aktivitelerinin de ayni saptandigini
belirtmislerdir. Wroblewska ve ark. ise Acinetobacter baumannii Kklinik
kokenlerinin biyofilm Uretimini inceledikleri galismalarinda 1 hafta - 1 ay ara
ile alinan orneklerden izole edilen ayni genotipteki kokenlerin biyofilm
uretiminde artis saptanmig, daha ge¢ izole edilen kokenlerin biyofilm
uretiminin guglu pozitif oldugu belirtiimigtir. Arastirmacilar ayni hastalardan
daha ge¢ izole edilen 6rnegin biyofilm pozitifliginin zamanla artmasini,
biyofilm Uretiminin zamana bagh olarak artigi ile aciklamiglardir [66].
Literatirde ayni genotipe sahip olan kokenlerin biyofilm Gretimlerinin farkl
saptandigi bir diger ¢calismada, kistik fibrozlu ¢ocuklarin balgamlarindan izole
edilen P. aeruginosa kokenlerinin ayni genotipte olmasina kargin farkl
derecelerde biyofilm pozitifligi sergileyebildigi, twitching ve swimming motilite
Ozelligi gosteren kokenlerin daha kalin biyofilm drettigi gosterilmigtir [84]. Lee
ve ark. kistik fibrozlu hastalardan, hastalik suresince izole edilen ayni
genotipe ait P. aeruginosa kokenlerinin virtlans o6zelliklerinin Uretiminin
zamanla azaldigini belirtmiglerdir [85]. Hastaligin kronik doneminde
motilitenin kayboldugu, biyofilm Uretimi ve proteaz ile piyosiyanin Gretiminin

azaldigr saptanmistir. Motilitenin  kaybir ve virllans faktor Uretiminin
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azalmasinin  minimal doku invazyonu saglayarak enfeksiyonun
kroniklesmesine katkida bulundugu belirtilmistir. Bazi c¢alismalar
Acinetobacter baumannii kokenlerinin twitching motilite sergileyebildiklerini
gOstermektedir [37]. Twitching motilite biyofilm Gretiminin baslangi¢
basamaginda Ozellikle P.aeruginosa kokenlerinde dnemli olmakla birlikte A.
baumannii kokenlerinde bu hareket turlu ile biyofilm dretiminin iligkisi
incelenmemigtir.

Enfeksiyon surecinde tutunma ve yayilmanin ardindan bakteri gesitli
enzim ve toksinler ile doku hasarina yol agmaktadir. Jelatin,kollajen, kazein,
hemoglobin ve diger peptitleri parcalayan hicre digi bir metalloendopeptidaz
olan jelatinaz bu enzimlerden biridir. Jelatinazin bazi E.faecalis ile
P.aeruginosa enfeksiyonlarinda patogenezdeki dnemi gosterilmis olmasina
karsin, literatirde klinik A. baumannii kokenlerinde enzimin virulansa etkisinin
arastinldigi az sayida ¢alisma bulunmaktadir [10-12].

Cevahir ve ark. 86 A. baumannii kokeninde jelatinaz uretimini 12 (%13)
kOkende pozitif saptarken, Sechi ve ark. 20 kokenin higbirinde jelatinaz
uretimi saptayamamistir [49-50]. Calismamizda 122 kokenin 11’inde (%9)
jelatinaz Uretimi pozitif bulunmus ancak bu pozitiflik 6rnek turane gore farklilik
gOstermemistir.

Demir, mikroorganizmalarin metabolizma ve c¢ogalabilme igin ihtiyag
duyduklari en onemli elementlerden biridir. Ancak enfeksiyon surecinde
konakta gelisen akut faz yanit;; serumda demirin saturasyonunun azalmasi
ve transferrinin artmasina yol acgarak bakterinin kullanabilecedi demirin
sinirlandiriimasini saglar. Ayrica laktoferrinin yogunlugu hem kanda, hem de
IOkositlerden fagositoz sirasinda apolaktoferrinin  salinimi ile enfeksiyon
bolgesinde artmaktadir [86]. Bununla birlikte pek ¢ok bakterinin, sinirli demir
iceren vucut bolgelerinde g¢esitli demir alim mekanizmalari ile ¢gogalabildigi
bilinmektedir. Acinetobacter baumannii ATCC 19606 referans kokeninin
acinetobactin urettigi bilinmekle birlikte ¢alismalar klinik kdkenlerin timunin
acinetobactin  Uretmedigini, farkli yapida sideroforlar Uretebildigini
gostermektedir [56, 87]. Klinik orneklerden izole edilen A. baumannii

kokenlerinin sinirli  demir iceren ortamda Ureme yetenegini sinayan
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calismalarda kokenlerin timunun sinirlh demir igeren ortamda ureyebildigi
gOsterilmistir [87-89]. Calismamizda kullandigimiz yontemde, besiyerine
eklenen sentetik bir demir selatort olan dipiridil, ortamdaki demir ile selat
olugturarak besiyerinde bakterinin kullanabilecegi demiri sinirlandirmakta,
sinirl demir igeren bu ortamda A. baumannii kdkenleri siderofor molekulleri
ile metabolizmalari igin gerekli demiri saglayarak Ureyebilmektedirler [88].
Calismamizda tum kokenler sinirli demir iceren ortamda ureyebilmistir. Bu
bulgu kokenlerimizin tumunun siderofor drettigini gostermekle birlikte,
ekstraseluler bilegiklerin Uretimi incelenmedigi igin Uretilen siderofor
molekullerinin kimyasal yapisi kesin olarak bilinememektedir.

Acinetobacter =~ baumannii  enfeksiyonlarinin epidemiyolojisini
arastirmak amaciyla yaygin olarak uygulanan molekuler yontemlerden biri
REP-PZR'dir. Bakteri DNA’sinda tekrarlayan bolgelere yodnelik primerlerin
kullanilarak, dusik baglanma derecesinde PZR amplifikasyonunun
gerceklestirildigi bu  yontemde, tekrar elementlerinin  sayr ve
lokalizasyonundaki farklliklar tipe 6zgu bant profillerini olusturmaktadir.
Mikroorganizmalar arasinda klonal iligkilerin belilenmesinde PFGE yontemi
altin standart olarak kabul edilmekle birlikte REP-PZR ayrim gucu yuksek,
uygulamasi ve yorumlamasi kolay ve PFGE’ye gbre ucuz bir genotipleme
yontemidir [77-79]. Genotipleme yontemlerinin karsilastinldidi g¢alismalarda
REP-PZR’nin PFGE ile iyi korelasyon gosterdigi bildiriimektedir [79].

Calismamizda 41 hastaya ait DTA ve kan orneklerinden izole edilen
toplam 82 A. baumannii kokeni REP-PZR ile genotiplendirilerek ayni
hastalara ait kokenlar klonal iligki bakimindan kargilastinimistir. Bant
profillerine gore 32 hastanin her iki 6rneginden izole edilen kokenlerin ayni, 9
hastanin kokenlerinin ise farkli klonlara ait oldugu saptanmisgtir.

Hastalarin DTA ve kan kokenlerinin ayni genotipe sahip olmasi,
solunum sisteminin giris kapisi oldugu bir bakteriyemiyi dustundirmektedir.
Orofarenkste kolonize olan bakteriler mukozal veya submukozal kan
damarlari yolu ile dogrudan veya bolgesel lenf nodlarina taginarak lenfatikler
yolu ile kan dolasimina yayilabilmektedir [90]. Alt solunum yolu enfeksiyonu
gelisiminde ise alveolar alana yayilan bakteriler intra-alveolar kapiller veya
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diger pulmoner damarlardan dogrudan veya pulmoner lenfatikler yoluyla kan
dolagimina gecgebilmektedir [6]. Bakterinin pnomoni gibi bir odaktan kan
dolagsimina yayilmasi mikrobiyal virulansin artmasi veya lokal antimikrobiyal
mekanizmalarin  kaybr veya bu iki mekanizmanin Dbirlikteligi ile
gerceklesmektedir [91]. Bakteriyemik pnomoni ile bakteriyemiye yol agmayan
pnomoni olgularinin karsilastirnldigi ¢cok merkezli bir galismada, hastane
kaynakli pnomoni sirasinda bakteriyemi gelisimi icin A. baumannii
etyolojisinin bagimsiz bir risk faktort oldugu belirtilmigtir [92].

Calismamizda 41 hastanin Qunda (%22) DTA ve kan kokenlerinin
farkli genotiplerde oldugu gozlenmistir. Bu bulgu; bakteriyeminin, solunum
yollarindan farkli bir odaktan kaynaklandigini veya solunum yollarinda birden
fazla genotipin  bulunabilecegini dusundirmektedir. Dokuz hastanin
dosyalari incelendiginde, 3 hastanin farkli vicut bolgelerinde A.
baumannii’ye bagh enfeksiyonlar gelistigi saptanmigtir. Bir hastanin DTA ve
kan kudltiri alinmasindan u¢ hafta oOnce kateter iligkili Uriner sistem
enfeksiyonu, bir hastanin iki hafta once kateter iligkili kan dolagimi
enfeksiyonu, bir diger hastanin ise iki hafta dnce cerrahi girisim sonrasi
gelisen intraabdominal enfeksiyon tanisi aldigi goérulmustir. Bu hastalarda
diger vucut bolgelerinde gelisen enfeksiyonlarin bakteriyemiye yol acmis
olmasi olasi gorinmektedir. Kalan alti hastanin ise bagka bir enfeksiyon
kaynagi saptanmamis ancak santral ven6z kateterleri oldugu belirlenmigtir.
Acinetobacter baumannii bakteriyemilerine solunum yollarindan sonra en sik
neden olan kaynaklar damar i¢i kateterlerdir. Santral venoz kateterler ise
kateter enfeksiyonlarina en sik yol agan kateter tiridir. Ote yandan A.
baumannii bakteriyemilerinde  %20-%70 sikhikta odagin belirlenemedigi
bildiriimekte ancak odagin saptanamadigi bakteriyemi olgularina yine kateter
enfeksiyonlarinin yol ac¢tigr dusunulmektedir [5]. Wendt ve ark. tarafindan
gram negatif basiller ile gelisen bakteriyemi etkenlerinin klonal karakterinin
arastirildigi bir calismada 153 bakteriyemik hastanin %6.5'inde etkenin
poliklonal oldugu belirtiimig ve tum poliklonal enfeksiyonlarin fermentasyon
yapmayan bakteriler ile olustugu gozlenmistir [93]. Bu nedenle arasgtirmacilar
fermentasyon yapmayan gram negatif bakterilerin poliklonal bakteriyemi
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gelisimi i¢in bir risk faktoru oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda DTA ve
kan kokenleri farkli genotip sergileyen hastalarda; DTA’da birkag¢ farkl
kOkenin bulunmasina ragmen, birinin saptanmis olmasi ve bir klonun
digerlerine Ustin gelerek kan dolagimina yayilmasi olasidir. Poliklonal
enfeksiyonlara yol agan kokenlerin antibiyotik duyarliliklarinin birbirinden
farkli olmasinin tedavi basarisizliklarina yol acgabilece@i bilinmektedir [93].
Calismamizda ayni hastalara ait farkli genotipe sahip kokenlerin antibiyotik
duyarhlk profilleri incelendiginde; 4 hastada kandan izole edilen kdkenler,
DTA kokenlerine goére daha direngli bulunmustur. Bu bulgu DTA’da
saptanamayan direngli bir klonun, uygun olmayan antibiyotik tedavisi altinda
segilerek bakteriyemiye yol agma olasiligi ile uyumlu gorunmektedir.
Calismamizin sonuglari ile uyumlu olarak Martin-Lozano ve ark. farkli
klinik 6rneklerden A. baumannii kdkeni izole edilmis 30 hastanin %29’unda
kan kulturinden izole edilen koken ile diger bolgelerden izole edilen
kokenlerin genotipik olarak birbirinden farkli oldugunu gostermigtir [94].
Arastirmacilar, hastane kaynakli A. baumannii bakteriyemilerinin;
enfeksiyonun endemik oldugu birimlerde poliklonal karakterde iken, A.
baumannii salginlarinin genellikle baskin bir klondan kaynaklandigini
belitmigler ve hastalarin %29unda poliklonal A. baumannii kokenleri ile
enfeksiyon gelismesini birimlerinde enfeksiyonunun endemik olmasina
baglamislardir. Acinetobacter baumannii salginlarini arastiran ve sonugclari
tek bir klonun hastadan hastaya gecgerek olusturdugu klasik salgin hipotezi ile
uyumlu pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. New York’da 15 hastanede yapilan
cok merkezli bir caligmada kokenlerin %62’'sinin tek bir klona ait oldugu
belirlenmistir [95]. Avrupa’da ise genel olarak salginlardan sorumlu 3 major
klonun bulundugu bilinmektedir [96-97]. Ancak A.B.D’de poliklonal salginlar
da bildirilmis ve salgin olgusu ile celigkili gérinen bu durum endojen
enfeksiyon ile faj, plazmid, transpozon gibi hareketli genetik elemanlarin
kOkenler arasindaki gen aktarimi ile agiklanmigtir [97]. Calismamizda REP-
PZR ile hastalarin %22’sinde DTA ve kan kokenlerinin farkli genotipte
saptanmis olmasinin, farkli hastalara ait kdkenlerin klonal iliski bakimindan

deg@erlendirimemesi ve poliklonal salginlarin mimkin olmasi nedeniyle,
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YBU'lerimizdeki A. baumannii enfeksiyonlarinin endemik veya epidemik
karakteri hakkinda fikir vermesi gu¢ gorunmektedir.

Sonug olarak; ozellikle altta yatan hastaligi olan kigilerde enfeksiyon
etkeni olarak kargsimiza ¢ikan A. baumanniinin virulans faktorlerinin, bu
enfeksiyonlarin gelisimindeki yeri konusunda bilgilerimiz temel duzeydedir.
Yaptigimiz galismada; her ne kadar virulans faktorleri ile enfeksiyon bolgesi
arasinda anlamli bir iligki olmadigi gorulse de, literatirde bu tuarin
virulansinin  konak yanitindan bagimsiz olarak mortaliteyi etkiledigi
gosterilmigtir. Dolayisiyla A. baumanniinin virulansinda etkili faktorlerin
bilinmesi; hem kokenlerin virulans derecesine gore, konak faktorini de géz
onunde bulundurarak, antibiyotik tedavisi kararini etkileyebilecek, hem de
virulansda etkili faktorlerin sentezinin veya etkinliginin engellenmesini
hedefleyen ilaglarin geligtiriimesini saglayarak, tedavi edilmesi giderek
imkansizlasan A. baumannii enfeksiyonlari i¢in yeni ufuklar agacaktir [98].

Calismamizda; hem DTA, hem de kan orneklerinde Ureme saptanan
hastalarin %78’'inde izolatlarin ayni klona ait olmasi, bakteriyemi gelismesi
halinde, DTA kultur sonuglarinin tedaviyi yonlendirmede kullanilabilecegini
vurgulamaktadir. Ancak hastalarin %22’sinde DTA ve kan kokenlerinin farkh
genotipte saptanmis olmasi, YBU'lerimizde A. baumannii ile  poliklonal
enfeksiyonlarin gelisebildigini de kuvvetle dusindurmektedir.
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