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ÖZET 

ASETİL SALİSİLAT VE İBUPROFENİN KOLİSTİN İLE 

KOMBİNASYONLARININ ACINETOBACTER BAUMANNII BİYOFİLM 

FORMASYONUNA  ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 

Acinetobacter baumannii, özellikle yoğun bakım ünitelerinde büyük hastane 

salgınlarına neden olan bir nozokomiyal patojendir. Biyofilm üretimi bu patojenin 

önemli bir virülans faktörüdür.  

Ocak 2015 ile Mart 2015 tarihleri arasında çeşitli klinik örneklerden izole edilen 

100 A. baumannii suşu çalışmamızda kullanılmıştır. Bakterilerin tanımlanması MALDI-

TOF MS otomatik tanımlama sistemi kullanılarak yapılmıştır. Planktonik ve sesil 

bakteriler için antimikrobiyal duyarlılık testleri mikrodilüsyon yöntemi kullanılarak 

gerçekleştirilmiş ve sonuçlar Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 

standartlarını kullanarak değerlendirilmiştir. Biyofilm oluşumu mikrotitrasyon plağı 

yöntemi ile 42 izolat (%42) için negatif ve 58 izolat (% 58) için pozitif bulunmuştur. 

Güçlü biyofilm üretici Acinetobacter baumannii ATCC 19606 kontrol suşu olarak 

kullanılmıştır. Çalışma biyofilm oluşumu pozitif olan 58 izolat ile devam etmiştir. 

Kolistin-asetilsalisilat ve kolistin ibuprofen kombinasyonları arasındaki 

etkileşim hem planktonik ve hem de sesil bakteriler için mikrodilüsyon yöntemi 

kullanılarak değerlendirilmiştir. Kombinasyon testlerindeki etkileşim fraksiyonel 

inhibisyon konsantrasyon indeksi (FIC) ile belirlenmiştir ve ilaç etkileşimleri şu şekilde 

değerlendirilmiştir : FIC ≤ 0.5 sinerjistik etkileşimi; 0.5 <FIC ≤ 4 aditif / indiferansiye 

(farksız) etkileşim ; FIC > 4 antagonist etkileşim. 

Sonuç olarak, kolistin BİK (Biyofilm inhibitör konsantrasyonu) değerleri 

kolistin MİK (Minimum inhibitör konsantrasyon) değerinden 16-1024 kat daha fazla 

bulunmuştur ve çalışılan tüm ilaç kombinasyonları hem planktonik hem de sesil 

bakteriler için aditif / indiferansiye (farksız) etkileşim göstermiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: A.baumannii, biofilm, kolistin, asetil salisilat, ibuprofen. 
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SUMMARY 

INVESTIGATION THE EFFECTS OF ACETIYL SALICYLATE AND  

IBUPROFEN COMBINATIONS WITH COLİSTİN ON ACINETOBACTER 

BAUMANNII BIOFILM FORMATION 

Acinetobacter baumannii is a nosocomial pathogen, which causes major hospital 

outbreaks especially in intensive care units. Biofilm production is an important 

virulence factor of this pathogen. 

One hundred A. baumannii strains, which were isolated from various clinical 

specimens between January 2015 and March 2015 were used in our study. Identification 

of the bacteria was processed by using Maldi-Tof MS automatic identification system. 

Antimicrobial sensitivity tests for planctonic and sessile bacteria were performed by 

using microdilution method and the results were evaluated by using the standarts of 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Biofilm formation was found 

negative for 42 isolates (42%) and positive for 58 isolates (58%) by microtitration plate 

method. Strong biofilm producer Acinetobacter baumannii ATCC 19606 was used as 

control strain. The study was continued with 58 isolates that were positive for biofilm 

formation. 

Interaction of colistin-acetylsalicylate and colistin-ibuprophen combinations for 

both planktonic and sessile bacteria were evaluated by using microdilution method. 

Interaction in combination tests were determined by fractional inhibition concentration 

(FIC) index and drug interactions were estimated as follows: FIC ≤ 0.5 synergistic 

interaction; 0.5 < FIC ≤ 4 additive/indifferent interaction; FIC > 4 antagonistic 

interaction. 

As a result, colistin BIC (Biofilm inhibitory concentration) values were 16-1024 

fold higher than colistin MIC (Minimal inhibitory concentration) values and all drug 

combinations that performed for both planctonic and sessile bacteria were showed 

additive/ indifferent interactions. 

Key Words: A.baumannii, biofilm, colistin, acetylsalicylat, ibuprophen.
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1 GİRİŞ VE AMAÇ 

Acinetobacter baumannii nonfermantatif, gram negatif bir bakteridir. 

İmmünsüpresif, altta yatan hastalığı olan ve özellikle yoğun bakımda yatan hastalarda 

hastane kaynaklı enfeksiyonların başlıca etkenlerindendir. A.baumanni ile enfekte olma 

sonucu mortalite önemli oranda artmaktadır. Son yıllarda tüm dünyada olduğu gibi 

ülkemizde de A.baumannii enfeksiyonların hem sıklığında hem de ilaç direncinde olan 

artış endişe verici boyutlara ulaşmış ve tedavi seçenekleri çok  kısıtlı hale gelmiştir. 

A.baumannii‘nin giderek artan önemi ile birlikte yeni tedavi stratejileri ile ilgili 

çalışmalar da yoğunluk kazanmıştır (Viehman ve ark., 2014). Buna rağmen hızlı bir 

direnç gelişimi gösteren bu bakteri için kullanılabilecek antimikrobiyal seçeneklerinin 

yetersiz kalması bu alanda yapılacak yeni çalışmalara olan gereksinimi arttırmaktadır.  

Günümüzde klasik tedavi seçenekleri üzerine yapılan çalışmalardan çok yeni 

tedavi rejimlerinin araştırıldığı çalışmalar önem kazanmıştır. Antibiyofilm tedavi de 

bunlardan biridir (Rabin ve ark., 2015). 

Biyofilm, en sade ifadesiyle birbirlerine ve bir yüzeye geri dönüşümsüz olarak 

tutunmuş mikroorganizma topluluğudur. Antibiyofilm temelli tedavi statejileri ile 

serbest halde dolaşan bakterilerin yanında biyofilm tabakası içinde bulunan sesil 

bakteriler de tedavi hedefine alınmaktadır. Serbest halde dolaşan ve planktonik olarak 

adlandırılan bakteriler tedavi ile yok edilseler de, biyofilm tabakasındaki sesil bakteriler 

antimikrobiyallerin ve immün sistemin etkilerinden korunmakta ve enfeksiyonlar tam 

olarak tedavi edilememektedir. Bu bakteriler tekrar planktonik hale geçebilmektedir. Bu 

nedenle antibiyotiklerin biyofilm tabakasını tahrip eden bir antibiyofilm ajanla kombine 

edimesi şüphesiz tedavi başarısını artıracaktır. Son yıllarda bu amaçla nonsteroidal 

antiinflamatuar ilaçlar (NSAİİ), antimikrobiyal peptitler, enzimler gibi çok çeşitli  

maddelerin  kullanıldıkları görülmektedir (Sun ve ark., 2013 ; Reśliński ve ark.,  2015).  

Yukarıda verilen bilgiler ışığında bu çalışmada, hastanemizden izole edilen 

A.baumannii izolatlarında biyofilm oluşturma oranlarının belirlenmesi ve biyofilm 

oluşturan izolatlarda kolistinin tek başına ve NSAİİ‘lar olan asetil salisilat ve ibuprofen 

ile kombine halde iken etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. 

http://www.pubfacts.com/author/A+Re%C5%9Bli%C5%84ski
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2 GENEL BİLGİLER 

2.1 Tarihçe ve taksonomi 

Acinetobacter cinsi bakterilere ait tarihçe, 1911‘de Hollandalı bir mikrobiyolog 

olan Beijerinck tarafında topraktan izole edilen bir bakterinin Micrococcus 

calcoaceticus (günümüzdeki adı Acinetobacter calcoaceticus) olarak adlandırması ile 

başlamıştır (Beijerinck, 1911; Peleg ve ark., 2008). 

Sonraki yıllarda bu bakteriye benzeyen mikroorganizmalar izole edilmiş fakat 

farklı sınıflara ait farklı türler olarak adlandırılmışlardır. Bunlara örnek olarak 

Achromobacter anitratus,Achromobacter mucosus, Alcaligenes haemolysans, 

Bacterium anitratum, Diplococcus mucosus, Herellea vaginicola, Mima polymorpha, 

Moraxella lwoffi, Neisseria winogradskyi gösterilebilir (Pelegve ark., 2008). 

Benzer morfolojik özellikler gösteren bu mikroorganizmalar arasında bazılarının 

hareketsiz olduklarını gösteren  Brisou ve Prévot 1954 yılında bu izolatlara Yunanca 

hareketsiz anlamına gelen ―Akinetos‖ sözcüğünden esinlenerek ―Acinetobacter‖ adını 

vermiştir (Peleg ve ark., 2008). 

1968 yılında Baumann Acinetobacter‘in biyokimyasal ve morfolojik özelliklerini 

ayrıntılı olarak ortaya koymuş, 1971‘de bu bakteriler Moraxellaceae ailesi içinde 

Acinetobacter cinsi olarak sınıflandırmada yerlerini almışlardır (Baumann, 1968). 

Günümüze kadar birçok taksonomik değişikliğe uğramış olan Acinetobacter 

cinsinin taksonomisi şu şekildedir (https://tr.wikipedia.org/wiki/Acinetobacter, 2016): 

Alem: Bacteria  

Şube: Proteobacteria  

Sınıf: Gamma Proteobacteria  

Takım: Pseudomonadales  

Familya: Moraxellaceae  

Cins: Acinetobacter  
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DNA benzerlikleri temel alınarak yapılan çalışmalarda her geçen gün 

Acinetobacter cinsine ait yeni türler tespit edilmektedir. Şu ana kadar isimlendirilmiş 41 

tür bulunmaktadır (http://www.bacterio.net/-allnamesac.html#r, 2016 ).  

Tüm bu türler içinde fenotipik olatak birbirlerinden ayrılamayan altı 

Acinetobacter türü bulunmaktadır. Bunlar birlikte A. calcoaceticus-A. baumannii 

complex veya A. baumannii complex olarak adlandırılmaktadır. Bu kompleks A. 

baumannii, A. calcoaceticus, A. nosocomialis (eski adı Acinetobacter 13TU) , A. pittii 

(eski adı  Acinetobacter 3 ) , A. seifertii (eski adı  Acinetobacter 13TU’a yakın) ve 

Acinetobacter 1 ve 3 arasında adlı türleri içerir (Nemec ve ark., 2011; Sousa ve ark., 

2014). 

2.2 Mikrobiyolojik özellikler ve tanımlama 

 

Acinetobacter cinsleri gram negatif, aerop, nonfermentatif, hareketsiz, kolay 

üreyen, DNA G+C içeriği %39-%47 arasında değişen bakterileri kapsamaktadır (Peleg, 

2008). 

Morfolojik olarak genellikle kokobasil görünümündedirler. Sıklıkla çiftler halinde 

yerleşim gösterirler ve bazen zor dekolorize olurlar. Bu yüzden özellikle kan kültür 

şişelerinden hazırlanan direkt yaymalarda gram-pozitif kok görünümünü taklit 

edebilirler (Bahar ve Esen, 2008; Schreckenberger  Press 2007). 

A. baumannii kompleks üyeleri bir gece kültür inkübasyonundan sonra 1.5- 3 mm 

çapında, pürüzsüz, mukoid, grimsi beyaz koloniler oluştururlar. Bu halleriyle 

Enterobacteriaceae ailesine ait bakteri kolonileri ile benzerlik gösterirler. 

Enterobacteriaceae türlerinden  anaerobik şartlarda ürememesi ve nitratları redükte 

etmemesi ile kolayca ayrılabilir. Diğer Acinetobacter türlerine ait koloniler genellikle 

daha küçük ve daha saydamdır. A. haemolyticus izolatları ve henüz iyi tanımlanmamış 

bazı türler koyun kanlı agarda hemoliz yapabilirler (Peleg ve ark., 2008). 

Klinik örneklerden en sık izole edilen ve klinik önemi en fazla olan A.baumannii 

türüne ait biyokimyasal özellikler aşağıdaki tabloda derlenmiştir (Chatterjee ve ark., 

2016) : 

 

http://www.bacterio.net/-allnamesac.html#r
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Tablo I : A.baumannii‘ye ait  biyokimyasal özellikler 

Test/substrat A.baumannii 

Katalaz Pozitif 

Oksidaz Negatif 

Glukozdan asit oluşumu Pozitif 

Ksiloz Pozitif 

Mannitol Negatif 

Sukroz Negatif 

Galaktoz  Pozitif 

Mannoz Pozitif 

Ramnoz Pozitif 

Laktoz Negatif 

Maltoz Değişken 

TSİ K/K 

TSİ‘de H2S oluşumu Negatif 

Simon sitrat Pozitif 

Üreaz Değişken 

Nitrat redüksiyonu Negatif 

Metil red Negatif 

Voges-Proskauer Negatif 

 

Büyüme faktörü gereksinimi olmaksızın ürerler. Çoğu Acinetobacter türü nitrojen 

kaynağı olarak amonyum ya da nitrat tuzları gibi basit bir mineral ; tek  karbon kaynağı 

ve enerji kaynağı olarak asetat, laktat veya pirüvat gibi bir organik madde içeren 

ortamlarda rahatlıkla yaşayabilir. Birçok karbon ve enerji kaynağını kullanabilme 

yetenekleri Acinetobacter türlerinin rutin laboratuvar ortamında kolayca üretilmesini 
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sağladıkları gibi doğadaki yaygın prevalansını da açıklamaktadır (Bergogne-Berezin 

ve Towner, 1996 ; Peleg ve ark., 2008). 

Rutinde bakteriyoloji laboratuvarında kullanılan kültür ortamlarında kolayca 

üretilebilmekle beraber bu bakterinin izolasyonu amacıyla geliştirilmiş özel besiyeri 

ortamları da bulunmaktadır. Diğer mikroorganizmaların üremelerini inhibe eden 

bromkrezol moru, safra tuzları, laktoz, maltoz şekerlerini içeren Herellea agar ; 

vankomisin, sefsulodin, sefradin gibi antibiyotikleri içeren Leeds Acinetobacter besiyeri 

ve Holton‘s agar gibi özel besi ortamları sayesinde bu bakterinin klinik ve çevre 

kültürlerinden saf olarak eldesi mümkündür (Jawad ve ark., 1994 ; Bergogne-Berezin ve 

Towner, 1996). 

Acinetobacter türlerinin tanımlanması için günümüzde tanı laboratuarlarında 

yaygın olarak kullanılan API20 NE, Vitek 2:0, Phoenix ve MicroScan WalkAway 

sistemleri Acinetobacter baumannii tanımlamasında bir takım problemlere sahiptir. Bu 

sistemlere ait problemlerden başlıcaları, veritabanının sınırlı oluşu ve tür 

tanımlanmasında kullanılan substratların Acinetobacter tanımlanması için uygun hale 

getirilmemiş olmasıdır. Bu sistemlerde fenotipik olarak birbirine çok yakın olan 

Acinetobacter baumannii complex üyeleri birbirinde ayrılamamakta ve hepsi 

A.baumannii olarak tanımlanmaktadır (Bernards ve ark.,1996). 

Son yıllarda bazı rutin tanı laboratuarlarına giren MALDI-TOF kütle 

spektrofotometrisi (matrix-assisted laser desorption ionization-time-of-flight) 

Acinetobacter tür tanımlamasında iyi sonuçlar vermektedir (Seifert ve ark., 2007). 

Bu yöntem tür tanımlamasını bir saatten kısa bir sürede yapabilen kullanışlı bir 

yöntem olmakla birlikte literatürde halen Acinetobacter’ lerin tür düzeyinde 

tanımlanmasında yeterli olmadığına dair yayınlar da bulunmaktadır  ( Kishiia ve ark., 

2013). 

Tür tayininde kesin sonuç veren yöntem 16S rRNA dizi analizidir. Ayrıca 16S-

23S rRNA intergenik ara bölge sekansının restriksiyon analizi ile de tür tayini 

yapılabilmektedir (Dolzani ve ark., 1995). 
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2.3 Epidemiyolojisi 

Acinetobacter cinsi doğada ve hastane ortamında yaygın olarak 

bulunmaktadır.İnsan örneklerinden ikinci sıklıkla izole edilen nonfermentatif 

bakteridir(En sık izole edilen nonfermantatif bakteri Pseudomonas aeruginosa).Nemli 

ve kuru ortamlarda, canlı ve cansız yüzeylerde yaşayabilir.Gıdalardan ve sağlıklı insan 

cildinden izole edilebilir. Sağlıklı bireylerde patojen olmadığı bilinmektedir. Düşkün 

bireylerde enfeksiyona neden olabilir. A.baumannii insandan en sık izole edilen ve en 

sık enfeksiyon nedeni olan türüdür (Schreckenberger ASM Press 2007). 

Acinetobacter türleri vücudun koltuk altı, kasıklar, parmak araları gibi nemli 

bölgelerinin florasında bulunabilirler. Sağlıklı kişilerin yaklaşık %25‘i normal 

floralarında Acinetobacter taşır. Bazen sağlıklı kişilerin oral kavitesinde ve solunum 

yollarında da bulunabilir. Fakat  yine de sağlıklı kişilerde taşıyıcılık hastanede yatanlara 

göre oldukça azdır. Hastanede yatan hastaların %7-18‘inin boğaz kültürlerinde saptanır. 

Çeşitli salgınlarda cilt, boğaz, solunum sistemi ve sindirim sisteminde yüksek düzeyde 

kolonizasyon gösteren olgular bildirilmiştir. Yoğun bakım ünitelerinde mekanik 

ventilasyon uygulanan hastalarda solunum yollarında kolonizasyon çok yüksektir. Yine 

bu hastalarda cilt kolonizasyonu da sıktır ve bu nedenle sağlık çalışanlarının ellerine 

bulaşmakta ve hastanede yayılması söz konusu olmaktadır. Acinetobacter‘in sindirim 

yolu kolonizasyonu nadir olmakla birlikte dirençli suşlar için önemli bir rezervuardır 

(Başustaoğlu ve  Özyurt,1998). 

Nozokomiyal Acinetobacter infeksiyonları her bölgeyi tutabilir ancak özellikle 

solunum yolu, cilt ve yaralarda yaygındır. Cilt ve solunum yolu örneklerinden izole 

edilenlerin büyük kısmı infeksiyon değil kolonizasyon olarak değerlendirilir. Bu 

izolasyon oranı son yıllarda gittikçe artmaktadır ve salgınlar için önemli bir risk teşkil 

etmektedir (Başustaoğlu ve  Özyurt, 1998). 

Hastane kaynaklı salgınlar için bir diğer risk faktörü hastane ortamının 

kolonizasyonudur. Acinetobacter baumannii hastane ortamında izole edilmiş olduğu 

potansiyel kaynaklar şunlardır (Towner, 2009). 
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Tablo II : Acinetobacter baumannii‘nin hastane ortamında izole edildiği potansiyel 

kaynaklar 

Personelllerin elleri Eldiven 

Vantilatörler Nemlendiriciler 

Oksijen analizatörleri Hastalar 

Bronkoskoplar Respirometre 

Yatak kenarları Losyon dağıtıcılar 

Lavabolar Çöp kutuları 

Sürahiler Hava desteği ekipmanları 

Sabunlar Tedavi tabakları 

Plastik ekranlar El kremi 

Yatak çarşafları, yastık ve minderler Başucu çizelgeleri 

Resüsitasyon çantaları Bilgisayar klavyeleri 

Kan basıncı manşetleri Cep telefonları 

Parenteral beslenme solusyonları  

 

 

          Acinetobacter baumannii yayılmasını kolaylaştıran etkenler ise aşağıdaki tabloda 

verilmiştir (Towner 2009).   

Tablo III: Acinetobacter baumannii yayılmasını kolaylaştıran etkenler 

Hastanede kalış süresinin uzaması 

Önceden antibiyotik kullanımı 

Mekanik ventiasyon desteği alma 

A. baumannii ile kolonize veya enfekte hastalara maruziyet 

Çevresel kontaminasyon 

Eleman yetersizliği 

Personelin el hijyenine dikkat etmemesi 
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2.4 Enfeksiyonları 

Toplum kaynaklı Acinetobacter enfeksiyonları özellikle tropikal iklim 

bölgelerinde alkolizm, sigara kullanımı, kronik akciğer hastalığı, diabetus mellitus gibi 

risk faktörleri varlığında nadir de olsa görülebilmektedir. Fakat Acinetobacter türleri 

özellikle hastane kaynaklı enfeksiyonlara neden olmaktadırlar (Anstey ve ark., 1992). 

Nozokomiyal enfeksiyonlarda en sık izole edilen tür A.baumannii‘dir ve en sık 

ventilasyon ilişkili pnömoni tablosuna neden olur. İkinci sıklıkla bakteriyemi tablosuyla 

karşımıza çıkar ve çoğunlukla pnömoni ya da damar içi kateter kullanımına sekonder 

olarak gelişir.Üriner sistem enfeksiyonu ,menenjit, yara enfeksiyonu ve batın içi 

enfeksiyonlar daha az sıklıkla görülür (Allen ve Hartmann, 2009). 

2.5 Patogenezi ve virülans faktörleri  

Geçmişte, Acinetobacter düşük virülansa sahip bir mikroorganizmanın olarak 

kabul edilmekteydi . Fakat fulminan seyirli toplum kökenli Acinetobacter pnömonisi 

görülmesiyle birlikte bazen yüksek patojenite gösterebileceği ve invaziv enfeksiyonlara 

da neden olabileceği anlaşılmıştır. Hastanede yatan immün düşkün hastalarda sıklıkla 

mortalitesi yüksek enfeksiyonlara neden olması ve bu enfeksiyonların çoğunlukla 

biyofilm oluşumu temeline dayandığının anlaşılması üzerine virülans faktörleri ve 

bunların  biyofilm oluşumuna katkısı konulu çok sayıda araştırma yapılmıştır (Joly-

Guillou, 2005). Acinetobacter‘e ait potensiyel virülans faktörleri ve biyofilm oluşuma 

sağladığı katkılar aşağıda sıralanmıştır. 

2.5.1 Kapsül 

Bakterileri konağın immün yanıtından korur (Russo ve ark., 2010). 

2.5.2 Lipopolisakkarit 

Diğer gram negatif bakterilerde olduğu gibi, A. baumanni lipopolisakkaridi de 

yüksek oranda immünostimülandır. Lipopolisakkaridin üç komponenti arasında (lipid 

A, kor polisakkaridi, O antijen) lipid A , molekülün esas immün aktive edici parçasını 

oluşturmaktadır. 

Vücudun doğal immünitesi tarafından tanınan bakteri ürünlerine patojen-bağımlı 

moleküler yapılar [Pathogen-Associated Moleculer Patterns (PAMPs)] denir. Bunlar 

içerisinde en önemlisi lipopolisakkarittir (Mortensen ve ark., 2012). 
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2.5.3 Fosfolipaz C ve Fosfolipaz D 

Konakçı hücre zarında bulunan fosfolipitleri ayrıştırma  yoluyla  bu hücrelerin 

lizisine yardım eder ve bakteri istilasını kolaylaştırır  (Camarena ve ark., 2010 ; Jacobs  

ve ark., 2010) 

2.5.4 OmpA (Outer membrane protein A)(Dış membran proteini A) 

Mitokondride lokalizedir  ve pro-apoptotik moleküllerin serbest bırakılması 

yoluyla konak hücre apoptozunu  uyarır  (Choi ve ark., 2008 ; Lee ve ark., 2010). 

Yüzey hareketliliği ve biyofilm oluşumuna yardımcı olarak bakterinin 

sağkalımına katkıda bulunur  (Gaddy ve ark., 2009). 

Alternatif kompleman yolunun çözünür inhibitörleri ile etkileşime girer ve 

bakterinin komplemanın etkisinden kurtulmasını sağlar (Kim ve ark., 2009) 

Epitel hücrelerine yapışma ve invazyonda rol oynar (Choi ve ark., 2008) 

2.5.5 AdeFGH effluks pompası 

Biyofilm oluşumu sırasında otoindüktör maddelerin sentez ve taşınmasında görev 

alır ( He X ve ark.,  2015). 

2.5.6 Bap (Biofilm-associated protein) (Biyofilm ilişkili protein) 

Ökaryotik konakçı hücrelere yapışma ve biyofilm oluşumunda görev alır 

(Loehfelm ve ark., 2008 ; Fattahian ve ark., 2011; Brossard ve ark., 2012). 

2.5.7 Csu fimbria (Chaperone-usher pathway assembled fimbriae) (Şaperon 

bağımlı fimbria) 

Bakteriyel hücrelerin cansız yüzeylere yapışmasında ve biyofilm oluşumu için 

gerekli olan mikrokoloni oluşumunun başlatılmasında görev alır. Tip-I fimbria bu aileye 

aittir (Tomaras ve ark., 2003 ; de Breij ve ark., 2009). 

2.5.8 Tip-IV fimbria 

Konak hücrelere  yapışmanın yanı sıra biyofilm oluşumunda da görev alır.Ayrıca 

otoaglütinasyon, transformasyon esnasında DNA alımı ve flagelladan bağımsız bir 

hareket türü olan twitching hareketini sağlar (Pizarro ve Cossart, 2006). 

Bakterilerin biyofilm oluşturabilmesi için gerekli olan ilk basamak, biyofilm 
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oluşturacağı bölgeye ulaşabilme özelliğidir. Ancak taksonomik olarak A.baumannii 

flajella içermeyen hareketsiz bir bakteri olarak tanımlanmıştır (Baumann 1968). Fakat 

sonraki yıllarda yapılan araştırmalar sonucunda bazı Acinetobacter izolatlarının hareket 

edebildiği ve bunun fimbria sayesinde olduğu gösterilmiştir. Flajellası olmadığı için 

swimming (yüzme) hareketi yapamayan Acinetobacter türlerinin twitching (seğirme) 

ve/veya swarming (yayılma) hareketi yapabildikleri bilinmektedir (Eijkelkamp ve ark., 

2011). 

2.5.9 β-(1-->6)-Poly-N-acetyl-D-glucosamine (PNAG) yüzey polisakkariti 

Biyofilm oluşumunda görev alır (Choi ve ark., 2009) 

2.5.10 Acinetobactin 

Demir alımı için konakçı hücreler ile rekabet eden yüksek afiniteli bir siderofor 

(demir şelasyonu yapan bileşik)‘dur. Bakterinin üremesi için gerekli demiri kolayca 

elde etmede görev alır (Gaddy ve ark., 2012). 

 

2.6 Antibiyotik duyarlılık profili  

1960‘larda ve 1970'lerin başında Acinetobacter cinsine ait klinik izolatlar, 

gentamisin, minosiklin, nalidiksik asit, ampisilin veya karbenisilinin ile tek başına ya da 

kombine tedaviye genellikle duyarlı bulunmaktaydı . Bununla birlikte, 1975‘den 

itibaren birinci ve ikinci kuşak sefalosporinlerin tümüne direnç geliştiği gözlendi. 

Üçüncü ve dördüncü kuşak sefalosporinler, florokinolonlar, yarı sentetik 

aminoglikozidler kısmen kullanılabilmekteydi. (Manchanda ve ark., 2010) 

Karbapenemler  ise bu yıllarda umut vadeden ilaçlar olarak görülmekteydi. Hatta 

Giamarellou ve arkadaşları çalışmalarında çoklu ilaç direnci olan polimikrobiyal 

enfeksiyonlarda dahi imipenemin tek başına etkili olduğu sonucuna varmışlardı  

(Giamarellou ve ark., 1986) 

Fakat çoklu ilaç dirençi olan A. baumannii  suşların artışı karbapenemlerin yoğun 

kullanımına ve kısa bir süre içinde karbapenem dirençli suşların seçilmesine neden 

olmuştur. (Joly ve ark., 1990) Dahası klonal yayılım gösteren bu karbepenem dirençli 

suşlar dünya çapında hızla artmaya başlamıştır (Manchanda ve ark., 2010) 
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2001 yılında, INSPEAR (International Network for the Study and Prevention of 

Emerging Antimicrobial Resistance) tarafından , küresel bir gözetim programının 

uygulanmasının gerekliliği ortaya konmuş, bazı dirençli patojenlerin gelişmiş veya 

gelişmekte olan bir ülkede saptanması halinde küresel sürveyans sistemine erken uyarı 

bilgisi verilmesinin yayılımı  önleyebileceği vurgulanmıştır. Karbapenem dirençli 

A.baumannii burada adı geçen acil epidemiyolojik bildirim gerektiren patojenlerden bir 

tanesi olarak belirlenmiştir. (Richet ve ark., 2001) Ancak yine de yayılımı önlenemek 

mümkün olamamıştır. Günümüzde yüksek oranda karbapenem direnci içeren izolatlar 

dünyanın hemen hemen her yerinden  bildirilmektedir. (Zarrilli ve ark.,  2013) 

Bunun üzerine başlayan yeni tedavi arayışı bir neticesi olarak kolistin kullanımı 

öne çıkmıştır. Tigesiklinin de dirençli izolatlarda kullanılabileceğini göstereren 

çalışmalar vardır. Ek olarak çok çeşitli kombinasyon terapileri de önerilmektedir. Fakat 

çok geçmeden kolistin dirençli suşlar da görülmeye başlamıştır (Park ve ark., 2009). 

2009 yılında IDSA ( Infectious Diseases Society of America) tarafından 

yayınlanan  kaçışı olayan patojenler anlamında kullanılan ESKAPE patojenleri adlı 

listede yer alan Acinetobacter baumanii önemli bir sağlık problemi olarak kabul 

edilmiştir.  

ESKAPE: vankomisin dirençli enterokok (E), metisilin dirençli Staphylococcus 

aureus (S), genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz üreten Klebsiella pneumoniae (K), 

Acinetobacter baumannii (A), Pseudomonas aeruginosa (P) ve Enterobacter  türleri (E)  

(Boucher ve ark.,  2009) 

Aynı yıl Peterson tarafından ESCAPE patojenleri olarak revize edilen yeni listede 

yine A.baumannii yer almıştır. 

ESCAPE: vankomisin dirençli enterokok (E), metisilin dirençli Staphylococcus 

aureus (S), Clostridium difficile(C), Acinetobacter baumannii (A), Pseudomonas 

aeruginosa (P) ve genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz üreten Enterobacteriaceae  (E)  

(Peterson ve ark., 2009) 

Acinetobacter baumannii‘de artan ilaç direnci sebebiyle gözlenen çeşitli direnç 

paternlerini tanımlamak için  Çoklu ilaç direnci (Multidrug-resistant, MDR), Yaygın 
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ilaç direnci (Extensively-drug resistant, XDR) ve Tüm ilaçlara direnç  (pandrug-

resistant ,PDR) gibi kavramalar kullanılmış fakat yakın zamana kadar ortak bir literatür 

oluşturulamadığından bu konuda bir kavram kargaşası yaşanmıştır. Bu sorunu çözmek 

amacıyla 2012 yılında European Centre for Disease Control (ECDC) ve Centre for 

Disease Control and Prevention (CDC) tarafından ortak bir terminoloji oluşturulmuştur. 

Bu terminolojide  Acinetobacter spp. tedavisinde kullanılabilecek antimikrobiyal 

ajanların kategorilerine göre oluşan direnç paterni için kullanılacak ifadeler bir tabloda 

derlenmiştir  (Magiorakos ve ark.,  2012) : 
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Tablo IV: Acinetobacter spp.için MDR, XDR ve PDR tanımı 

MDR:  ≥ 3 antimikrobiyal kategorinin her birinden ≥1 ajana direnç 

XDR:   ≤2 antimikrobiyal kategori dışındaki kategorilerin her birinden  ≥1 ajana direnç 

PDR :  Tüm antimikrobiyal ajanlara direnç 

Antimikrobiyal Kategorileri Antimikrobiyal ajanlar 

Aminoglikozidler 

 

Gentamisin 

Tobramisin 

Amikasin 

Netilmisin 

Antipseudomonal karbapenemler İmipenem 

Meropenem 

Doripenem 

Antipseudomonal florokinolonlar Siprofloksasin 

Levofloksasin 

Antipseudomonal penisilinler +  

β-laktamaz inhibitörleri 

Piperasilin-Tazobaktam 

Tikarsillin-Klavulanik asit 

 

Geniş spektrumlu sefalosporinler 

Sefotaksim 

Seftriakson 

Seftazidim 

Sefepim 

Folat yolak inhibitörleri Trimetropim-Sulfametaksazol 

Penisilinler + β-laktamaz inhibitörleri Ampisilin-Sulbaktam  

Polimiksinler Kolistin 

Polimiksin-B 

Tetrasiklinler Tetrasiklin 

Doksisiklin 

Minosiklin 
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2.7 Güncel tedavi seçenekleri 

Acinetobacter enfeksiyonlarında yüksek direnç oranları tedavi seçeneklerini 

sınırlamaktadır. Bakteremik olgularda karşılaştırmalı çalışmaların eksikliği ve klinik 

deneyimlerin yetersiz olması nedeniyle net bir tedavi yaklaşımı belirlenmemektedir. 

Ciddi Acinetobacter enfeksiyonlarının tedavisinde monoterapiyi destekleyen klinik 

çalışmalar bulunmamaktadır. Genellikle kombinasyon tedavisi öne çıkmaktadır. 

Karbapenemler, sulbaktam, polimiksinler, tigesiklin ve aminoglikozidler en etkili 

antibiyotik seçenekleridir. Duyarlılık profili ülkeler, hastaneler, hatta aynı hastanede 

farklı klinikler arasında bile  değişkenlik gösterebilmektedir. Antibiyotik tüketimindeki 

farklılıklar, epidemiyolojik koşulların değişkenliği ve antibiyotik kontrol politikaları 

sebepler arasında sayılabilir. Bu nedenle uygun antibiyotiğin seçiminde lokal sürveyans 

verileri mutlaka dikkate alınmalıdır (Yıldız, 2007). 

2.7.1 Karbapenemler: 

Karbapenemler genellikle monoterapide tercih edilmekle birlikte son 

yıllarda Acinetobacter türlerindeki direnç artışı bu ilaçların kombinasyon tedavileri 

şeklinde kullanımlarını gündeme getirmiştir. Karbapenemlerin sulbaktamla 

kombinasyonunun her iki ilacın monoterapilerinden daha üstün olduğunu gösteren 

çalışmalar bulunmaktadır. Bazı çalışmalarda ise karbapenemlerin aminoglikozidle 

kombinasyonunun sinerjik etkili olabileceği sonucuna varılmıştır (Yıldız, 2007). 

2.7.2 Beta-laktamaz inhibitörleri (klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam): 

Acinetobacter türlerine karşı antibakteriyel etkinlikleri vardır. Sulbaktam  A. 

baumannii klinik izolatlarına karşı diğerlerinden daha etkili bulunmuştur. MDR 

kökenlerle oluşan enfeksiyonların tedavisinde sulbaktam ile başarılı sonuçlar alınmıştır. 

Öte yandan MDR suşlarda karbapenem direncindeki artışla paralel olarak sulbaktam 

direnci de artmaktadır. Ayrıca ampisilin-sulbaktam tek başına kullanıldığında hızlı 

direnç gelişebilmektedir.  Klavulanat için bazı Acinetobacter türlerine etkili olduğu ile 

ilgili laboratuvar çalışmaları bulunmakla  birlikte klinik kullanımı ile ilgili veriler sınırlı 

düzeydedir.  (Arda, 2011 ; Yıldız, 2007) 

2.7.3 Tigesiklin: 

Karbapenem ve kolistine dirençli kökenlerin de dahil olduğu Acinetobacter 

türlerine karşı in-vitro etkilidir. Tedavide kullanılması planlanıyorsa MİK düzeyleri 
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çalışılmalıdır. Bir çalışmada karbapeneme dirençli Acinetobacter salgınlarının 

kontrolünde tigesiklin kullanılan grupta kullanılmayan gruba göre daha hızlı eradi-

kasyon sağlandığı gösterilmiştir. Fakat bazı çalışmalarda da tigesiklin duyarlılıklarında 

azalmaya gözlendiği ve tedavi altında direnç gelişebildiği bildirilmektedir. 

Bakteriyostatik etkilidir. (Arda, 2011) 

2.7.4 Kolistin:  

Karpenem dirençli Acinetobacter kökenlerinin ortaya çıkması ile yeniden önem 

kazanan eski bir antibiyotiktir. Nefrotoksisite, kullanımını sınırlayan en önemli yan 

etkisidir. Direnç gelişiminin engellenmesi amacıyla kullanım karbapenem dirençli 

suşlarla gelişen enfeksiyonların tedavisi için sınırlandırılmalıdır. (Arda, 2011) 

Bakterisid etkilidir. Hedefi hücre membranıdır. Bakterinin dış membranında 

bulunan lipopolisakkaridlere bağlanarak onları birarada stabil halde tutan divalan 

katyonların (Ca+2, Mg+2) yerini değiştirir. Dış membranda bozulma ve permeabilite 

artışı sonucu bakterinin ölümüne sebep olur. Ayrıca lipopolisakkaridin lipid A kısmına 

bağlanarak endotoksin etkisini de  bloke eder (Sümer ve Dikici, 2010). Kolistinin hücre 

membranına etkisi şekil 1‘de gösterilmiştir  (Martis ve ark., 2014) 

 

Şekil 1: Bakteriyel zar üzeride kolistinin etkisi 
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2.7.5 Kombinasyon tedavileri:  

A. baumannii infeksiyonlarında çok sayıda kombinasyon tedavisi önerilmiştir. 

Polimiksin B veya kolistinin ile imipenem, meropenem, ampisilin-sulbaktam, 

siprofloksasin, piperasilin-klavulanik asit, amikasin veya gentamisin den herhangi 

birinin ikili kombinasyonu ya da seftazidim ve imipenem; rifampisin ve imipenem; 

rifampisin ve azitromisin; sulbaktam, rifampisin ve azitromisin; siprofloksasin ve 

rifampisin veya imipenemle kombinasyonunun monoterapiden daha etkili olduğunu 

gösteren araştırmalar bulunmaktadır.  

MDR infeksiyonların tedavisinde polimiksin, sulbaktam kombinasyonuna 

doksisiklin ya da minosiklinin de eklenebileceği yönünde öneriler olmakla birlikte ağır 

infeksiyonlarda klinik etkinlikleri konusunda net bir fikir yoktur. (Yıldız, 2007) 

2.8 Antibiyotik direnç mekanizmaları 

Acinetobacter türleri ampisilin, amoksisilin ve birinci kuşak sefalosporinlere 

doğal olarak dirençlidir. Ayrıca  mutasyon ve genetik materyal aktarımı gibi yollarla 

diğer antibiyotiklere de kolayca direnç kazanabilmektedir. Böyle sonradan kazanılan 

dirence kazanılmış direnç adı verilir. (Yıldız, 2007) 

Mikroorganizmalara ait antibiyotik direnç mekanizmaları doğal ve kazanılmış 

olarak ikiye ayrıldığı gibi bireysel hücre bazında ve hücre topluluğu bazında direnç 

mekanizmaları olarak da ikiye ayrılır (Penesyan ve ark.,  2015). 

 

Şekil 2 : Hücre bazında ve hücre topluluğu bazında direnç mekanizmaları 
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2.8.1 Hücre bazındaki direnç mekanizmaları 

Antibiyotik direnci konusundaki geleneksel anlayış bireysel bir mikrobiyal 

hücrede direncin hangi yollarla meydana geldiğinin anlaşılması üzerine kurulmuştur 

(Penesyan 2015). 

 Bu sebeple antibiyotik direnci alanındaki çalışmalar genellikle hücresel 

antibiyotik direncinin klasik temelleri üzerine bina edilmiştir. Bu hücresel direnç 

mekanizmaları birkaç ana başlıkta toplanabilir  (Penesyan ve ark., 2015)  (Gülay, 2001): 

 İlaçların hidroliz yoluyla inaktivasyonu   

 İlaçların enzimatik modifikasyon yoluyla inaktivasyonu   

 İlaçların  hücre içindeki hedeflerinde değişiklik yoluyla hedefe bağlanmasını 

engelleme  

 Dış membran porin değişimi ile ilacın içeri alımımın azaltılması veya aktif 

pompa sistemleri ile içeri alınan ilacın dışarı atılması  

Çoklu dirençli izolatlarında A.baumannii izolatlarında görülen plazmid, 

transpozon veya kromozom kontrolündeki beta-laktamazlar ve aminoglikozid değiştirici 

enzimler, membran permeabilitesinde azalma , penisilin bağlayan proteinlerde değişim 

ve atım pompaları gibi direnç mekanizmaları hep hücre bazında direnç 

mekanizmalarıdır  (Gür 2003). A.baumannii’ye ait hücre bazındaki direnç 

mekanizmaları tablo V ‘de  gösterilmektedir.(Çiftçi ve Aşık 2011) 
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Tablo V:  A. baumannii‘ye ait antibiyotik direnç mekanizmaları (Çiftçi ve Aşık, 2011) 

 

 

2.8.2 Bakteriyel topluluk (biyofilm) ilişkili direnç mekanizmaları 

Bakteriyel topluluklar çevresel dış strese karşı tolerans gösterebilmektedir. Fakat 

bunu ortamda serbest halde bulunan planktonik fomadaki bir bakteri hücresi 

yapamamaktadır. Antibiyotik içeren ortam da bakteriler için bir dış strestir ve biyofilm 

haldeki bakteriler antibiyotiklere planktonik haldekilere göre 1000 kat daha dirençli 

olabilmektedir. Biyofilmin alt tabakasındaki hücreler yüzey hücrelerine göre metabolik 

olarak daha az aktif olup bu nedenle antibiyotik direnci daha da fazla olan bir alt 

populasyon oluşturmaktadır.Ayrıca biyofilm içerisinde yer alan ve çok yavaş büyümeye 
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adapte bir fenotip olan persistan hücreler de topluluğun antibiyotik direncine katkıda 

bulunmaktadır. Bunun yanında biyofilm matriks içerisinde yer alan ekstraselüler DNA 

moleküllerinin de dirençten sorumlu olduğu bilinmektedir. Negatif yüklü olan bu DNA 

molekülleri katyonik peptit yapıdaki antibiotikleri bağlama yetneğine sahiptir ve aynı 

zamanda aminoglikozitler için kalkan oluştururlar. (Penesyan ve ark., 2015)   

2.9 A. baumannii ve biyofilm 

2.9.1  Biyofilm yapısı  ve mikroorganizmaya sağladığı yararlar 

Biyofilm kavramı, ilk olarak 1680‘lerde Van Leeuwenhoek‘un kendi dişlerindeki 

plaklarda, mikroskopla saptanabilen varlıkları tespit etmesi ile ortaya konmuştur. Jones 

ve ark.‘nın 1969‘da spesifik bir polisakkarit boyası kullanarak toplu haldeki bakterileri 

çevreleyen matriksi göstermeleri, daha sonra biyofilmin yapısı üzerine yapılacak 

çalışmalara öncülük etmiştir  (Jones, 1969) 

Araştırmaların sayısı arttıkça biyofilmin yapısı ve önemi daha iyi anlaşılmış ve 

yeni bilgiler ışığında daha kapsamlı tanımlamalar yapılmıştır. Watnic ve Kolter 

biyofilmi, canlı veya cansız bir yüzeye tutunmuş birçok bakterinin salgıladıkları mukuslu 

bir yapı içerisinde bir araya gelmesiyle oluşan ‗‗mikroplar şehri‘‘olarak tanımlamıştır 

(Watnic ve Kolter, 2000). Davey ve O‘Toole biyofilmlerin sadece yüzeye yapışmış ve 

içerisine mikroorganizma ihtiva eden homojen bir tabakadan ibaret olmayıp belirli bir 

düzene sahip ve koordinasyon yeteneği bulunan fonksiyonel biyolojik sistemler 

olduğunu ifade etmişlerdir (Davey ve O‘Toole, 2000). 

Bir biyofilmin oluşması için mutlaka gerekli olan ortak bileşenler 

mikroorganizma, matriks ve yüzeydir. Bunlardan biri olmadığı takdirde biyofilm 

oluşamaz. Biyofilm matriksi polisakkaritler, proteinler ve hücre dışı mikrobiyal DNA 

molekülleri içerir. Aynı biyofilm tabakası içerisinde bir ya da daha fazla mikrobiyal 

topluluk türü bulunabilir.Farklı mikrobiyal topluluklar farklı mikrokoloniler oluşturur 

ve bunlar birbirlerinden su kanalları vasıtasıyla ayrılırlar. Eksopolisakkarit tabaka da 

denilen matriks yapısı içerdiği hidrojen bağları sayesinde oldukça hidratedir. Bu tabaka 

biyofilmin yapısal bütünlüğünü sağlar (Donlan ve Costerton 2002). 

Biyofilm oluşumu mikroorganizmaya birçok avantaj sağlamaktadır. Biyofilm 

yapısındaki bakteriler antimikrobiyal maddelere, yüzey gerilimi değiştiren ajanlara, 
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sıcaklığa, konakçının immün sistemine, oksijen radikallerine,  proteazlar gibi enzimlere 

karşı direnç gösterirler  (Donlan ve Costerton 2002).  

A.baumannii‘nin hem canlı hem cansız yüzeylerde biyofilm oluşturma 

yeteneğini bulunmaktadır (Longo ve ark., 2014). İlk olarak Lee ve ark 2006 yılında 

SEM analizi ile A.baumannii‘nin insan epitel hücrelerine tutunması sırasında pili 

benzeri uzantılarını kullandığını göstermişlerdir. Sonraki yıllarda bu çalışmayı 

destekleyen başka çalışmalar da yapılmıştır. Bu çalışmaların birinden alınan SEM 

görüntüleri şekil 3‘de görülmektedir. (de Breij 2010) 

 

Şekil 3: A.baumannii SEM görüntüleri. Siyah oklar uzun hücre uzantıları gösterir; 

beyaz oklar kısa pili benzeri yapılar gösterir.  Büyütme: 30.000 ×  (de Breij 2010) 

 2011 yılında  Martí ve arkadaşları katı sıvı arayüzeyinde A.baumannii 

izolatlarının diğer Acinetobacter türlerine göre üç kat daha kalın ve gözle 

görülebilecek boyutta biyofilm tabakası oluşturduğunu bulmuştur. Yine birçok  

A.baumannii‘nin cam ve plastik gibi cansız yüzeylere yapışma özelliği olduğu da 

çeşitli çalışmalarla gösterilmiştir (Tomaras ve ark.., 2003; Eijkelkamp ve ark., 2011). 
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2.9.2 Biyofilm oluşum süreci ve aşamaları 

Biyofilm oluşumu rastgele bir süreç değildir. Mikroorganizmaların matür bir 

biyofilm oluşturması beş aşama gerektirir (Gupta ve ark., 2016). 

2.9.2.1 Geri dönüşümlü tutunma  

Bu aşamada basınç, sıcaklık, tutunulacak yüzeyin hareketli olup olmaması gibi 

çevresel fiziksel kuvvetler ile pili veya flagella gibi bakteriyel uzantılar rol oynar. 

2.9.2.2 Geri dönüşümsüz tutunma 

Daha önce geri dönüşebilecek şekilde yapışmış olan hücrelerin bazıları hareketsiz 

kalır çekici kuvvetleri itici kuvvetlerden daha büyük olanlar geri dönüşsüz olarak 

yapışırlar 

2.9.2.3 Olgunlaşma evre I 

Otoindüktör sinyallerinin üretilmesi ile mikroorganizmalar arası iletişim (quorum 

sensing) başlar. Biyofilm spesifik genler eksprese edilir. Biyofilm ağının stabilizasyonu 

için hücre dışı polisakkarit maddeler salgılanır. Bu aşamada, biyofilm çok katmanlı hale 

gelir ve bunların kalınlığı 10 µm kadar artar 

2.9.2.4 Olgunlaşma evre II  

Bu aşamada mikrokoloni boyutları artır ve biyofilm kalınlığı yaklaşık 100 µm 

ulaşır. Farklı mikrobik topluluklar içeren biyofilm tabakalarında nispeten karmaşık ama 

koordineli bir takım metabolik olaylar gerçekleşir. Birbirlerinin metabolik atıklarını 

metabolize etmeleri sayesinde bir grup mikroorganizma bu yolla  besin ihtiyacını 

karşılarken aynı biyofilm içindeki diğer mikroorganizmaların da kendi metabolik 

artıklarından etkilenmelerinin önüne geçilmiş olur. Aşağıda bu çeşit bir organize yaşam 

sürdüren mikroorganizma topluluğu şematize edilmiştir:  
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Şekil 4: Biyofilm halindeki heterojen mikroorganizma topluluğu (Gupta ve ark., 2016) 

2.9.2.5 Dağılma  

Son aşama, biyofilmden kopan hücrelerin yayılıp, yeni yüzeylere kolonize 

olmasını kapsar. Bu amaçla mikroorganizmalar polisakkaritleri kırmak için farklı 

sakkarolitik enzimler üretir. Biyofilmin en üstünde bulunan hücreler serbest kalır. 

Bunlar yeni alanları enfekte edebilirler.Biyofilm oluşumundaki beş aşamayı anlatan 

şema aşağıda verilmiştir:  

 

Şekil 5: Biyofilm oluşum basamakları 

(http://www.emerypharmaservices.com/blog/eps-offers-quantitative-biofilm-models-

for-todays-research-needs, 2016) 

http://www.emerypharmaservices.com/blog/eps-offers-quantitative-biofilm-models-for-todays-research-needs
http://www.emerypharmaservices.com/blog/eps-offers-quantitative-biofilm-models-for-todays-research-needs
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2.9.3 A.baumannii’de çoğunluğu algılama (quorum sensing) 

Quorum sensing sinyalleri mikroorganizmalarda birçok virülans faktörünün gen 

ekspresyonunun düzenlenmesinde görev almaktadır.Özellikle biyofilm oluşumunda çok 

önemli bir yere sahiptir. Bakteriler bu haberleşme ağını sağlamak için bazı haberleşme 

moleküllerinden yararlanırlar. Gram pozitiflerde oligopeptitler ile haberleşme 

sağlanırken, Acinetobacter cinsinin de dahil olduğu gram negatif bakterilerde aynı 

görevi açil homoserin laktonlar (AHL) gerçekleştirmektedir. A.baumannii‘de AHL‘ların 

yanında henüz çok iyi karakterize edilemememiş beşden fazla sinyal molekülü olduğu 

bilinmektedir (Prashanth 2012).  Bakteriler sinyal moleküllerini üretmekte ve ortama 

bırakmaktadır. Ortamdaki sinyal moleküllerini de algılayıcı reseptörleri sayesinde 

algılayabilmektedirler  

 

Şekil 6: Mikroorganizmalarda quorum sensing 

 (http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/technology-

spotlights/quorum-sensors.html, 2016) 

 

Acinetobacter türlerini QS moleküllerine göre virülan veya virülan olmayan diye 

ayırmak şu an için mümkün değildir (Bhargava ve ark., 2010 ; Subhadra ve ark., 2016).  

Fakat nozokomiyal suşlarla çevre suşlarındaki QS sinyallerini inceleyen bir çalışmada 

Rf1 tip sensörlerin çoğunlukla A. calcoaceticus - A.baumannii komplekse ait türlerde 

bulunduğu gösterilmiştir. Aynı çalışmada Acinetobacter türlerinin %63‘ünün birden 

fazla sinyal molekülü ürettiği saptanmıştır ( González ve ark., 2009). 

http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/technology-spotlights/quorum-sensors.html
http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/technology-spotlights/quorum-sensors.html
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2.9.4 A.baumannii’de biyofilm oluşumunun klinik önemi 

A.baumanni‘nin cansız yüzeylerde biyofilm oluşturma yeteneği hastane 

ortamında kolonize olmasına ve hastanede kullanılan tıbbi ekipmanlar üzerinde 

yaşamasına olanak sağlamaktadır. A.baumannii sonda ilişkili idrar yolu enfeksiyonu, 

santral venöz kateter enfeksiyonu, endotrakeal tüp ilişkili enfeksiyon gibi yabancı cisim 

enfeksiyonlarını biyofilm oluşturma kapasitesi yardımıyla  yapmaktadır. Figürde 

hastadan çıkarılmış enfekte foley kateterin iç yüzeyinde yer alan A.baumannii‘nin de 

aralarında bulunduğu polimikrobiyal bir biyofilm tabakası gösterilmiştir (Longo ve ark., 

2014). 

 

Şekil 7: Enfekte bir foley kateterin iç yüzeyindeki biyofilm tabakasına ait SEM 

görüntüsü (Longo ve ark., 2014). 

A.baumannii biyofilm oluşturma kapasitesi sayesinde özellikle hastanede yoğun 

bakım ünitesinde yatan hastalarda kolonize olmaktadır. Kolonize hastalarda 

A.baumannii enfeksiyonu gelişme riski kolonize olmayanlara göre çok daha yüksek 

bulunmuştur. Figürde alveol epiteli üzerinde kolonize olan A.baumannii‘ye ait SEM 

analizi görülmektedir (McConnell ve ark., 2013). 
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Şekil 8: SEM analizi ile alveol epitel hücresi üzerindeki A.baumannii biyofilmi 

(McConnell ve ark., 2013). 

A.baumannii enfeksiyonları artan ilaç direnci nedeniyle immün düşkün hastalar 

için fazlasıyla sorun oluşturmaktayken, bir de biyofilm oluşturma özelliği söz konusu 

olunca sorun içinden çıkılmaz hale gelmektedir. 

2.9.5 Anti-biofilm stratejiler 

Biyofilm sebepli  enfeksiyonların önemini anlaşıldıkça bunların önüne geçme ve 

tedavi etme amacıyla yapılan çalışmaların da sayısı artmaktadır. Günümüzde biyofilm 

oluşum basamaklarını temel alarak oluşturulmuş anti-biyofilm tedavi statejileri şekil 

9‘da görülmektedir (Gupta ve ark., 2016). 

 

Şekil 9: Anti-biyofilm stratejiler (Gupta ve ark., 2016). 
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2.9.5.1 Antimikrobiyal peptitler 

Antimikrobiyal peptitler doğada hayvan ve bitkilerin doğal bağışıklık sisteminin 

bir parçası olarak bulunan  15-30 amino asit uzunluğunda, katyonik peptidlerdir.Aynı 

zamanda bakteri ve mantarlar tarafından da üretilebilir. Antimikrobiyal peptitlerin 

antimikrobiyal aktivitesi geniştir.Hücre membranı üzerindeki negatif yüklü yapılara 

bağlanabilmktedir. Özellikle yavaş büyüyen mikroorganizmalara etkisinin kuvvetli 

olması maliyetinin düşük olması önemli avantajlarıdır (Sun ve ark., 2013). 

2.9.5.2  Biyofilm matriksi degrade eden enzimler 

Biyofilm matriksi DNA, proteinler ve hücre dışı polisakaritlerin oluştuğundan 

dolayı bu yapının bozulması için çeşitli enzimler tarafından yıkılması gerekliği 

üzerinden ortaya çıkmış bir tedavi seçeneğidir (Taraszkiewicz ve ark., 2013).  

Tıbbi uygulamalar için saf enzim eldesi gereklidir.Ancak, endüstriyel enzim 

üretiminin mevcut yüksek maliyeti sebebiyle bu enzimlerin uygulanması nispeten pahalı 

hale gelmektedir. Bununla birlikte , biyofilm matriks yıkıcı enzim ve antibiyotik 

kombinasyonu tıbben önemli biyofilmlerin kaldırılması için kulanılabilecek umut verici 

bir seçenektir (Sun ve ark., 2013). 

2.9.5.3 Bakteriyofajlar 

Parazitlerin ve bakterilerin tedavisi için uzun yıllardır kullanılan bir tedavi 

seçeneğidir. Faj tedavisinin biyofilm enfksiyonlarında da kullanılabileceği düşüncesi 

birkaç sebebe dayanmaktadır. Fajlar radyal büyüme yeteneğine sahiptir ve hastaya tek 

bir defa uygulamak yeterli olabilir. Fajlar biyofilm matriksi yıkıcı enzimler 

salgılayabilmektedir ve nromal bakteriyl floraya zarar vermeden sadece patojen 

bakterilere etki etmeleri mümkündür. Fakat faj terapisi ile ilgili bazı güvenlik endişeleri 

vardır ayrıca faja dirnçli mutant kökenler de oluşabilmektedir (Sun ve ark.,  2013). 

2.9.5.4 Ultrasonik tedavi 

Tek başına biyofilm içerisindeki bakterilerin öldürülmesi yeterli bir tedavi 

değildir. Ancak düşük frekanslı ultrason ve antibiyotik kombinasyonu biyofilm 

kaldırılması için umut verici bir seçenek olarak görülmektedir (Sun ve ark., 2013). 



27 

 

2.9.5.5 QS inhibitörleri 

QS inhibitörleri QS etkisini ortadan kaldırması veya azaltması mümkün olan 

bileşiklerdir. Genel olarak güvenli kabul edilen QS söndürücüleri üretebilir  

prokaryotların yanı sıra bazı ökryotlar ve bazı geleneksel ilaç bitkilerinden elde 

edilebilir. Doğal ya da sentetik olabilirler (Sun ve ark., 2013). 

2.9.5.6 Nanopartiküller 

Enfeksiyonla mücadele konusunda nanopartiküllerin potansiyeli, son on yılda 

belirgin bir artış göstermiştir. Bunların biyosit ve anti-adezyon yetenekleri 

bulunmaktadır. Gümüş nanopartiküller DNA replikasyonunu inhibe edebildiği gibi, 

ribozomal ve diğer hücresel proteinlerin ekspresyonu ve bakteriyel elektron taşıma 

zincirini hasara uğratmaktadır.Ayrıca  biyofilm oluşumunu EPS matriksi bozarak 

önlediği bilinmektedir. Kitosan nanopartiküller ve lipid nanopartiküller de anti-biyofilm 

çalışmalarında kullanılmaktadır (Melo ve Perussi, 2013). 

2.9.5.7 NSAİİ’lar 

Biyofilm oluşumu üzerindeki NSAİİ etkisinin mekanizması tam olarak izah 

edilmemiştir. Bakteriyel yapışmanın engellenmesi ile bağlı olacağı düşünülmektedir. 

Bir başka olası mekanizma ise NSAİİ tarafından biyofilm oluşumu sürecinde gerekli 

olan QS sistemlerinin üzerine bozucu etki göstermesidir. Bu amaçla kullanılan 

NSAİİ‘lar arasında asetil salisilat ve ibuprofen sayılabilir (Reśliński ve ark.,  2015). 

2.9.5.7.1 Asetil salisilat 

Bir salisilik asit derivesi olan asetil salisilatın analjezik, antipiretik, antiinflmatuar, 

antitrombotik etkilerinin yanında antibakteriyel ve antifungal etkilerinin de 

bilinmektedir. Hatta biyofilm tabakası halindeki mikroorganizmalara dahi etkin 

olduğunu gösteren çalışmalar bulunmaktadır (Alem ve Douglas, 2004). 

2.9.5.7.2 İbuprofen 

Arilpropiyonik asitler (profenler)‘den olan ibuprofen diğer NSAİİ gibi 

analjezik,antipiretik ve antiinflamatuar etkilere sahiptir.Aynı zamanda ibuprufenin 

antimikrobiyal ve antibiyofilm etkileri olduğunu gösteren çalışmalar da bulunmaktadır 

(del Prado ve ark., 2010). 

http://www.pubfacts.com/author/A+Re%C5%9Bli%C5%84ski
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3 GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 Klinik izolatların eldesi ve tanımlanması  

Ocak 2015-Mart 2015 tarihleri arasında Ondokuz Mayıs Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Hastanesi Tıp Laboratuvarları Mikrobiyoloji Bölümü Bakteriyoloji Alt 

Disiplin Laboratuvarı‘na gönderilen çeşitli klinik örneklerden izole edilen 100 adet 

A.baumannii izolatı çalışmaya dahil edildi.  

Mikrobiyoloji laboratuvarına gelen klinik örnekler %5 koyun kanlı agar ve Eozin 

Metilen Blue agar (EMB) besiyerlerine ekildi. Aerop koşullarda 37°C‘de 18- 24 saat 

inkübasyonun ardından saf koloni şeklinde üreyen, Gram negatif diplokok veya 

kokobasil morfolojisinde, katalaz pozitif, oksidaz negatif, glukoz ve laktoz 

fermentasyonu yapmayan bakteriler Acinetobacter şüphesiyle ileri tanımlama testlerine 

alındı. 

 İzolatların tür düzeyinde tanımlanması MALDI-TOF MS otomatize sistemi 

kullanılarak yapıldı. Bakteriler çalışma zamanına kadar %10 gliserinli buyyon besiyeri 

içerisinde -80°C‘de saklandı. 

3.2 Planktonik hücrelerde kolistin duyarlılıklarının sıvı mikrodilüsyon yöntemi 

ile belirlenmesi 

Testte CLSI M100-S21‘ in önerileri doğrultusunda katyon ayarlı Mueller Hinton-

Broth (KAMHB) ve U tabanlı 96 kuyucuklu steril kapaklı plaklar kullanıldı. Kolistin 

sülfat (Sigma Aldrich, ABD), üretici firmadan temin edildi. Distile su  ile çözülerek 

4096 µg/ml‘lik stok çözeltileri hazırlandı. Stok solüsyonlardan KAMHB besiyerinde 

dilüsyon yaparak tüplerde ilk konsantrasyon 32 µg/ml, son konsantrasyon 0.125 µg/ml 

olacak şekilde kolistin solusyonları elde edildi. Bulardan 100‘er µl kuyucuklara 

dağıtıldı. Her suş için bir üreme kontrolü ve bir de sterilite kontrolü için kuyucuk ayıldı. 

CLSI önerileri doğrultusunda taze kültürlerden alınan kolonilerden 0.5 McFarland 

bulanıklığında bakteri süspansiyonları hazırlanıp, 1/100 oranında dilüe edildi. Sterilite 

kontrolü için ayrılan kuyucuklar hariç, her yatay sıraya ayrı bir bakteri 

süspansiyonundan 100‘er µl eklendi. Plakların son yatay sırasına kontrol suşu olan 
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Pseudomas auroginosa ATCC 27853‘den hazırlanan süspansiyondan 100 µl konuldu. 

Böylece plaklarda kolistinin 16 µg/ml-0,0625 µg/ml arasında değişen  konsantrasyonları 

içinde bakteri süspansiyonları elde edilmiş oldu. Plaklar 37°C‘de 24 saat inkübe edildi. 

MİK değerleri, üremenin gözlenmediği en düşük antibiyotik konsantrasyonları olarak 

saptandı. Sonuçlar 2014 CLSI M100-S21‘ e göre değerlendirildi. Buna göre kolistin 

MİK değeri  ≥4 µg/ml dirençli,  ≤2  µg/ml duyarlı olarak kabul edildi. Standart suş için 

CLSI tarafından kolistin için önerilen MIK değerleri 0,5-4 µg/ml olup,  çalışma 

süresince bu değerler arasında kaldığı gözlendi (CLSI,  2014). 

3.3 Planktonik hücrelerde asetil salisilat ve ibuprofen duyarlılıklarının sıvı 

mikrodilüsyon yöntemi ile belirlenmesi 

Bu amaçla katyon ayarlı Mueller Hinton-Broth (KAMHB) ve U tabanlı 96 

kuyucuklu steril kapaklı plaklar kullanıldı. Asetil salisilat (Sigma Aldrich, ABD) ve 

ibuprofen (Sigma Aldrich, ABD) üretici firmadan temin edildi. DMSO  ile çözüldü ve  

stok çözeltileri asetil salisilat 120 mg/ml, ibuprofen 40 mg/ml olacak şekilde hazırlandı. 

KAMHB besiyeri kullanılarak steril tüplerde dilüsyonlar hazırlandı. Tüplerdeki ilk 

konsantrasyon asetil salisilat için 8192 µg/ml, ibuprofen için 4096 µg/ml, son 

konsantrasyon asetil salisilat için 32 µg/ml, ibuprofen için 32 µg/ml olacak şekilde 

hesaplandı.  Bunlardan 100‘er µl kuyucuklara dağıtıldı. Her suş için bir üreme kontrolü 

ve bir de sterilite kontrolü için kuyucuk ayıldı. CLSI önerileri doğrultusunda taze 

kültürlerden alınan kolonilerden 0.5 McFarland bulanıklığında bakteri süspansiyonları 

hazırlanıp, 1/100 oranında dilüe edildi. Her yatay sıraya ayrı bir bakteri 

süspansiyonundan 100‘er µl eklendi.  Kuyucuklardaki ilaç konsantrasyonları yarı yarıya 

inmiş oldu. Sterilite kontrolü için ayrılan kuyucuklara bakteri eklenmedi. Üreme 

kontrolü için ayrılan kuyucuklara da antimikrobiyal eklenmedi. Her suş için ikinci bir 

üreme kontrolü kuyucuğu daha ayrıldı. Bu kuyucukta da ilk kuyucuğun içerdiği kadar 

DMSO içeren KAMHB içinde üreme kontrolü yapıldı (CLSI, 2014). 

3.4 Klinik izolatların biyofilm oluşturma kapasitelerinin belirlenmesi  

Biyofilm oluşumunun araştırılması için mikrotitrasyon plak yöntemi kullanıldı 

(Christensen ve ark., 1985 ; Moskowitz ve ark., 2004 ; Stepanovic ve ark., 2000 ; 

O'Toole, 2011). Taze kültürlerden alınan kolonilerden %0,25 glukoz içeren TSB 

besiyeri içerisinde 0.5 McFarland bulanıklığında bakteri süspansiyonları hazırlandı. 96 
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kuyucuklu steril polistren düz tabanlı plakların kuyucuklarına 100‘er μl dağıtıldı. Her 

suş için en az 3 kuyucuk çalışıldı. Negatif kontrol olarak bakteri eklenmemiş 100‘er μl 

besiyeri içeren en az 3 kuyucuk; pozitif kontrol olarak güçlü biyofilm oluşturduğu 

bilinen A.baumannii ATCC 19606 ile çalışılmış en az 3 kuyucuk ayrıldı. Bakteri 

süspansiyonları bu şekilde eklendikten sonra plaklar üzeri kapakla kapalı şekilde 37°C‘ 

de 24 saat inkübe edildi. İnkübasyonun ardından kuyucukların içindeki materyal pipet 

yardımıyla yavaşça uzaklaştırılıp, her bir kuyucuğun içi iki defa steril serum fizyolojik 

ile dikkatli bir şekilde yıkandı ve yüzeye yapışık olmayan serbest haldeki bakterilerin 

uzaklaşması, sadece biyofilm tabakası halindeki bakterilerin kuyucuklarda kalması 

sağlandı. Kurutma kağıdı üzerine ters çevrilerek kuyucuklarda kalan sıvını tamamen 

akması sağlandı ve plaklar 15 dk oda sıcaklığında  kurumaya bırakıldı. Kuyucuk 

çeperine yapışmış olan biyofilm tabakaları kristal viole‘ nin su içerisinde hazırlanmış % 

0,1 lik solüsyonundan 125‘er μl dağıtılıp 15 dk oda sıcaklığında bekletilmesi ile 

boyandı. Daha sonra tekrar kuyucuklar içerisindeki boya uzaklaştırılıp her bir 

kuyucuğun içi narince iki defa steril serum fizyolojik ile yıkandı ve kurutma kağıdına 

ters çevrilerek kuruması sağlandı. Bu şekilde bir gece boyunca bekletilen plaklar iyice 

kurumuş oldu. Ertesi gün kuyucuklara 125‘er μl %30‘luk asetik asit konulup 15 dk 

inkübe edilerek  biyofilm tabakaları içerisine nüfuz etmiş olan boyanın çözülmesi 

sağlandı. Plaklar 630 nm dalga boyunda 450 nm dalga boyu referans kullanılarak optik 

elisa okuyucuda (Chromate 4300,Awareness) okutuldu. Elde edilen absorbans değerleri 

negatif ve pozitif kontrolle birlikte değerlendirildi. Biyofilm tabakasının kalınlığına 

göre kategorizasyonun belirlenmesi için Stepanovic ve ark.‘nın çalışmalarından 

yararlanıldı (Stepanovic ve ark., 2000). Buna göre; negatif kontrollerin 630 nm‘ki 

absorbans değerleri alınıp bunların ortalamasına 3 standart sapma eklenerek cut off 

değeri (ODc) belirlendi.  ODc ‗ye göre kategorizasyon şu şekilde yapıldı: 

OD ≤ ODc     Biyofilm negatif 

ODc <OD ≤ 2xODc    Zayıf biyofilm  

2xODc < OD ≤ 4xODc:  Orta biyofilm  

4xODc < OD    Güçlü biyofilm 
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3.5 Sesil hücrelerde  asetil salisilat ve ibuprofenin BİK değerlerinin belirlenmesi 

Bu test için öncelikle çalışılacak olan izolatların steril cam boncuklar üzerine 

biyofilm tabakası oluşturması sağlandı. Bu amaçla cam boncuklar steril şartlarda 96 

kuyucuklu steril plaklara, kuyucuk başına birer tane olacak şekilde yerleştirildi. 

Üzerlerine 160‘şar µl 0.5 McFarland bulanıklığındaki bakteriyel izolatlardan eklendi. 

Her bir bakteriyel izolat için iki yatay sıra düzenlendi. Plaklar kapakları kapalı olarak  

37°C‘ de 24 saat inkübe edildi. İnkübasyonun ardından kuyucukların içindeki boncuklar 

steril öze yardımıyla çıkarıldı ve 24‘erli gruplar halinde steril serum fizyolojik içeren 

kaplara alındı. Burada 1 dk bekletilerek serbest haldeki bakterilerin uzaklaştırılması ve 

boncuklar üzerinde sadece biyofilm haldeki bakterilerin kalması sağlandı. Bu yıkama 

işlemi dikkatlice iki kez tekrar edildi. Yıkama işleminin ardından boncuklar daha önce 

hazırlanmış olan ve asetil salisilat ve ibuprofenin ayrı ayrı dilüsyonlarını içeren plaklara 

steril bir penset yardımıyla bırakıldı. Plaklar kapakları kapalı olarak,  37°C‘ de 24 saat 

inkübe edildi. Gözle görülebilir üremenin engellendiği en küçük konsantrasyon BİK 

değeri olarak belirlendi. 

 

3.6 Sesil hücrelerde kolistinin tek başına, 200μg/μl asetil salisilat ile kombine  ve 

50μg/μl ibuprofen ile kombine haldeki BİK değerlerinin belirlenmesi 

Bu test için öncelikle çalışılacak olan izolatların steril cam boncuklar üzerinde 

biyofilm tabakası oluşturmaları sağlandı. Bu amaçla cam boncuklar steril şartlarda 96 

kuyucuklu steril plaklara, kuyucuk başına birer tane olacak şekilde yerleştirildi. 

Üzerlerine 160‘şar µl 0.5 McFarland bulanıklığındaki bakteriyel izolatlardan eklendi. 

Her izolat için 3 dikey sıra çalışıldı. Bu şekilde her izolat için 24 adet boncuk enfekte 

edilmiş oldu. Plaklar kapakları kapalı olarak  37°C‘ de 24 saat inkübe edildi. 

İnkübasyonun ardından kuyucukların içindeki boncuklar steril öze yardımıyla çıkarıldı 

ve 24‘erli gruplar halinde steril serum fizyolojik içeren kaplara alındı. Burada 1 dk 

bekletilerek serbest haldeki bakterilerin uzaklaştırılması ve boncuklar üzerinde sadece 

biyofilm haldeki bakterilerin kalması sağlandı. Bu yıkama işlemi dikkatlice iki kez 

tekrar edildi. Yıkama işleminin ardından boncuklar önceden antibiyotik dilüsyonları 

hazırlanmış plakların içerisine steril bir penset yardımıyla bırakıldı. Plaklar kapakları 

kapalı olarak  37°C‘ de 24 saat inkübe edildi.  



32 

 

Tablo VI‘da gösterildiği gibi her izolat için 3 farklı dikey sıra bulunmaktaydı. 

Kolistinin seri dilüsyonlarına serumda toksisite oluşturmadan bulunabilecek maksimum  

asetil salisilat ve maksimum ibuprofen konsantrasyonları eklenerek tek başına kolistin 

kullanılmasına göre BİK değerinde herhangi bir değişiklik oluşturup oluşturmadığının 

araştırılması amaçlandı. Bu konsantrasyon asetil salisilat için 200 µg/ml iken, ibuprofen 

için 50 µg/ml‘dir. Bu amaçla son ilaç konsantrasyonları Tablo VI‘da sunulan şekilde 

ayarlandı. Gözle görülebilir üremenin engellendiği en küçük konsantrasyon BİK değeri 

olarak belirlendi. 

 

Tablo VI: Maksimum plazma konsantrasyon değerlerindeki asetil salisilat ve 

ibuprofenin  kolistin BİK değerleri üzerine etkilerinin araştırılması 

Kolistin 512 

 

Kolistin 256 

Asetil salisilat 200 

Kolistin 256 

İbuprofen 50 

Kolistin 256 

 

Kolistin 128 

Asetil salisilat 200 

Kolistin 128 

İbuprofen 50 

 

Kolistin 128 

 

Kolistin 64 

Asetil salisilat 200 

Kolistin 64 

İbuprofen 50 

Kolistin 64 Kolistin 32 

Asetil salisilat 200 

Kolistin 32 

İbuprofen 50 

Kolistin 32 Kolistin 16 

Asetil salisilat 200 

Kolistin 16 

İbuprofen 50 

 

Kolistin 16 

 

Kolistin 8 

Asetil salisilat 200 

Kolistin 8 

İbuprofen 50 

 

Kolistin 

8 

Kolistin 4 

Asetil salisilat 200 

Kolistin 4 

İbuprofen 50 

 

Kolistin 

4 

ÜK SK 
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3.7 Asetil salisilat ile kolistin ve ibuprofen ile kolistin kombinasyonlarının 

biyofilm formasyonundaki A.baumannii üzerine inhibitör etkilesinin dama 

tahtası yöntemi ile belirlenmesi 

Biyofilm formundaki bakteriye ilaç kombinasyonlarının etkilerinin dama tahtası 

yöntemi ile saptanması için, öncelikle bakterilerin steril cam boncuklar üzerinde 

biyofilm tabakası oluşturması sağlandı. Bu sinerji çalışması için,  A.baumannii ATCC 

19606 ve 12 adet biyofilm oluşturduğu bilinen klinik izolat kullanıldı. Klinik izolatların 

seçimi kolistin BİK değerlerine göre yapıldı. 256, 128, 64, 32, 16, 8 olmak üzere 6 

farklı kolistin BİK değeri bulunmaktaydı. Her grup içinden rastgele ikişer izolat seçildi. 

Bunların biofilm  tabakası oluşturmuş hallerine mikrodilüsyon sinerji uygulandı. 

Bu amaçla cam boncuklar steril şartlarda 96 kuyucuklu steril plaklara, kuyucuk 

başına birer tane olacak şekilde yerleştirildi. Üzerlerine 160‘şar µl 0.5 McFarland 

bulanıklığında bakteri süspansiyonu eklendi. Plağın üstü kapatılarak 37°C‘ de 24 saat 

inkübe edildi. İnkübasyonun ardından kuyucukların içindeki boncuklar steril öze 

yardımıyla çıkarılarak steril serum fizyolojik içeren kaplara alındı. Burada 1 dk 

bekletilerek serbest haldeki bakterilerin uzaklaştırılması ve boncuklar üzerinde sadece 

biyofilm haldeki bakterilerin kalması sağlandı. Bu yıkama işlemi dikkatlice iki kez 

tekrar edildi. Yıkama işleminin ardından boncuklar önceden antibiyotik 

kombinasyonları hazırlanmış plakların içerisine steril bir penset yardımıyla bırakıldı. 

Plaklar kapakları kapalı olarak  37°C‘ de 24 saat inkübe edildi. Gözle görülebilir 

üremenin engellendiği en küçük konsantrasyon BİK değeri olarak belirlendi. 

Plaklarda ilaç kombinasyonlarının hazırlanması şu şekilde gerçekleşti: Kolistin, 

asetil salisilat ve ibuprofenin stok çözeltilerinden tüplerde KAMHB içinde seri 

sulandırımlar hazırlandı. Daha sonra 96 kuyucuklu steril plaklara son konsantrasyonlar  

Tablo VII ve Tablo VIII‘de gösterildiği gibi olacak şekilde dağıtıldı. Bir kuyucuk 

sterilite kontrolü ,bir kuyucuk da üreme kontrolü için ayrıldı. Sterilite kontrolü için 

ayrılan kuyucukta sadece KAMHB, üreme kontrolü için ayrılan kuyucukta ise sadece 

bakteri süspansiyonu bulunmaktaydı. 
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Tablo VII: Kolistin ve asetil salisilat arasındaki BİK sinerji çalışmasının dizaynı 
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Tablo VIII: Kolistin ve ibuprofen arasındaki BİK sinerji çalışmasının dizaynı 
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3.8 Asetil salisilat ile kolistin ve ibuprofen ile kolistin kombinasyonlarının 

planktonik haldeki A.baumannii üzerine inhibitör etkisinin dama tahtası 

yöntemi ile belirlenmesi 

Bir önceki çalışmadakine benzer şekilde,  asetil salisilat ve ibuprofenin ilk tüpteki 

konsantrasyonları;  asetil salisilat 8192 µg/ml ve ibuprofen 4096 µg/ml olacak şekilde 

ayarlandı. Kolistin‘in ilk tüpteki konsantrasyonu ise 16 µg/ml olarak belirlendi. Bu 

çalışma, A.baumannii ATCC 19606 ve 12 adet biyofilm oluşturduğu bilinen klinik 

izolat ile yapıldı. Klinik izolatlar kolistin BİK değerlerine göre seçildi. 256, 128, 64, 32, 

16, 8 olmak üzere 6 farklı kolistin BİK değeri bulunmaktaydı. Her grup içinden rastgele 

ikişer izolat seçildi. Bu bakterilerin taze kültüründen alınan koloniler ile 0.5 McFarland 

bulanıklığında bakteri süspansiyonları hazırlanıp, 1/100 oranında dilüe edildi. Bir 

kuyucuk sterilite kontrolü, bir kuyucuk da üreme kontrolü için ayrıldı. Sterilite kontrolü 

için ayrılan kuyucukta sadece KAMHB, üreme kontrolü için ayrılan kuyucukta ise 

sadece bakteri süspansiyonu bulunmaktaydı. 

Kontrol kuyucukları dışında diğer kuyucuklarda dağılım şu şekilde yapıldı: A 

ilacından her kuyucuğa 50‘şer µl olmak üzere konsantrasyonu Y ekseni boyunca 

yukarıdan aşağıya azalacak şekilde eklendi. B ilacından da her kuyucuğa 50‘şer µl 

olmak üzere, konsantrasyonu X ekseni boyunca soldan sağa azalacak şekilde eklendi. 

Son olarak bakteri süspansiyonundan da her kuyucuğa 100‘er µl eklendi. Sonuç olarak 

test konsantrasyonlarına, ilaç konsantrasyonu 1:4, bakteri süspansiyonu ise 1:2 oranında 

seyreltilerek erişilmiş oldu (CLSI, 2014). Hazırlanan plak örneği, Tablo IX‘da 

gösterilmiştir. 
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Tablo IX: Kolistin ile asetil salisilat ve kolistin ile ibuprofen arasındaki MİK sinerji 

çalışmasının dizaynı 
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3.9 FIC indeksi belirleme 

Mikrodilüsyon sinerji çalışmalarına ait FIC indekslerinin hesabı için Şekil 10‘da 

gösterilen metod kullanılmıştır (Bonapace ve ark., 2002). Sonuçta  ≤0.5 değerler 

sinerjistik , 0.5-4 aralığındaki değerler aditif / indiferansiye (farksız) ,  ≥4 değerler 

antagonistik olarak yorumlandı. 

Şekil 10: FIC indeksi hesabı 

3.10 İstatiksel yöntem 

Biyofilm oluşumunun araştırılması için kullanılan mikrotitrasyon plak 

yönteminde her suş için yapılan 3 tekrar sonucunda elde edilen ortalama ve standart 

sapma değerleri tanımlayıcı istatistikler kullanılarak belirlendi. Elde edilen nihai 

absorbans değerleri ve izolatların kolistin, asetil salisilat, ibuprofen için belirlenen BİK 

değerleri ile arasındaki ilişki Kolmogorov-Smirnov Test ve Spearman's rho 

nonparametrik  test kullanılarak ölçüldü. 
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4 BULGULAR 

4.1 A. baumannii klinik izolatlarının gönderildikleri klinik birimlere ve örnek 

türlerine göre dağılımları 

Çalışmada kullanalan 100 adet A.baumannii klinik izolatı çeşitli servislerden 

gelen farklı klinik örneklerden izole edilmiştir. .A.baumannii‘nin en çok izole edildiği 

klinik örnekler solunum yolu örnekleri olup, izolatların örnek türüne göre detaylı 

dağılımları Tablo X‘da verilmiştir. A.baumannii‘nin izole edildiği servislere göre 

dağılımı ise Tablo XI‘de verilmiştir. En çok izole edildiği klinik servisin yetişkin yoğun 

bakım servisi olduğu tabloda görülmektedir. 

Tablo XI: Klinik izolatların servislere göre dağılımı 

Klinik Servisler Hasta 

sayısı (%) 

Yetişkin yoğun bakım 

ünitesi 

38 

Göğüs hastalıkları 11 

Yenidoğan yoğun bakım 9 

Nöroloji 8 

Genel cerrahi 6 

Acil 5 

Hematoloji 4 

Dahiliye 4 

Üroloji 3 

Enfeksiyon hastalıkları 3 

Dahiliye 2 

Beyin cerrahi 2 

Çocuk enfeksiyon  2 

Diğer* 3 

 

*  :  Ortopedi 1 ,Nefroloji 1 , Kardiyoloji 1 
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Tablo XII: Klinik izolatların örnek türlerine göre dağılımı 

Örnek Türü Hasta 

sayısı (%) 

Trakeal aspirat 29 

Balgam 21 

İdrar 19 

Kan 17 

Yara ve eksuda 10 

Diğer* 4 

 

*  : Konjuktiva 1 , Beyin omurilik sıvısı 1 ,Ameliyat materyali 1 ,Bronkoalveolar lavaj 

sıvısı 1 

4.2 Planktonik hücrelerde kolistin, asetil salisilat ve ibuprofen  duyarlılıklarının 

sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile belirlenmesi 

Klinik izolatların kolistin MİK değerleri 0.125-1 µg/ml aralığında bulundu. MİK50  

değeri 0.25 µg/ml, MİK90 değeri 0.5 µg/ml olarak hesaplandı. Asetil salisilat MİK 

değerleri 1024-2048 µg/ml aralığında bulundu. MİK50  değeri 1024 µg/ml, MİK90 değeri 

2048 µg/ml olarak hesaplandı. İbuprofen MİK değerleri 512-1024 µg/ml aralığında 

bulundu. MİK50  değeri 1024 µg/ml,  MİK90 1024  µg/ml olarak hesaplandı. 

A.baumannii ATCC 19606 için kolistin MİK değeri 0.5 µg/ml, asetil salisilat MİK 

değeri 1024 µg/ml, ibuprofen MİK değeri ise 512 µg/ml olarak saptandı. 

4.3 Bakteriyel izolatların biyofilm oluşturma kapasitelerinin belirlenmesi  

Çalışmada 100 adet A.baumannii klinik izolatının biyofilm oluşturma kapasiteleri 

mikrotitrasyon plak yöntemi ile araştırılmıştır. Çalışmada hiç bakteri içermeyen, 3 adet 

negatif kontrol kuyucuğu olup, bu kuyucuklara diğerleri ile birlikte aynı boyama ve 

yıkama işlemleri uygulanmıştır. Cut off değeri (ODc), bu negatif kontrol 

kuyucuklarının 630 nm‘ki absorbans değerlerinin ortalaması + 3 standart sapma olarak 

hesaplandı. 0,17 olarak belirlenen bu değerin üstünde (OD > ODc ) kalan izolatlar, 

biyofilm pozitif; 0,17‘ye eşit ve altında bir değere sahip olan izolatlar (OD ≤ ODc ) 

biyofilm negatif olarak ayrılmıştır. Biyofilm pozitif olan izolatlar da kendi içlerinde 

zayıf, orta ve güçlü biyofilm oluşturanlar olarak 3 ayrı kategoriye ayrılmıştır 

(Stepanovic ve ark. 2000) :  
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OD ≤ 2xODc  =  OD ≤ 0,34  = zayıf biyofilm  

2xODc < OD ≤ 4xODc  =  0,34 < OD ≤0,68 = orta biyofilm  

4xODc < OD =  0,68 < OD = güçlü biyofilm 

Tüm biyofilm pozitif izolatların 630 nm‘deki OD değerleri Şekil 11‘de 

verilmiştir. Her izolat en az üç kez çalışılmıştır. Pozitif kontrol olarak güçlü biyofilm 

oluşturduğu bilinen A. baumannii ATCC 19606 kullanılmıştır. 

Çalışmada elde ettiğimiz sonuçlar, 100 adet A.baumannii izolatının 58(%58) ‘inin 

biyofilm oluşturduğunu, 42 (%42)‘sinin oluşturmadığını göstermiştir. Biyofilm 

oluşturan 58 izolatın 22 (%37.9) tanesi güçlü; 22 (%37.9‘u)  tanesi orta; 14 (%24.1) 

tanesi zayıf biyofilm tabakası oluşturmaktaydı. 

 

Şekil 11: Biyofilm pozitif izolatların biyofilm oluşturma kapasiteleri 

4.4 Sesil hücrelerde kolistinin tek başına, 200μg/μl asetil salisilat ile kombine  ve 

50μg/μl ibuprofen ile kombine haldeki BİK değerlerinin belirlenmesi 

Kolistin BİK değerleri 8-256 µg/ml aralığında olup BİK50 32 µg/ml, BİK90 256 

µg/ml  hesaplandı. A.baumannii ATCC 19606 için kolistin BİK 128 µg/ml bulundu. 

İzolatların kolistin BİK değerlerinde 200μg/μl asetil salisilat ilavesi ve 50μg/μl 

ibuprofen ilavesi durumlarında değişiklik saptanmadı (±1 dilüsyonda). 
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4.5 Sesil hücrelerde  asetil salisilat ve ibuprofenin BİK değerlerinin belirlenmesi 

Biyofilm formasyonundaki klinik izolatların asetil salisilat BİK değerleri 2048-

4096 µg/ml aralığında bulundu. BİK50  değeri 2048 µg/ml, BİK90 değeri 2048 µg/ml 

olarak hesaplandı. İbuprofen BİK değerleri 1024-2048 µg/ml aralığında bulundu. MİK50  

değeri 1024 µg/ml, MİK90 değeri 2048  µg/ml olarak hesaplandı. A.baumannii ATCC 

19606 için asetil salisilat BİK değeri 2048 µg/ml, ibuprofen BİK değeri ise 1024 µg/ml 

bulundu. 

4.6 Sesil hücrelerde asetil salisilat-kolistin ve ibuprofen-kolistin 

kombinasyonlarına ait etkileşimler 

Tablo XIII : Sesil hücrelerde asetil salisilat-kolistin, ibuprofen-kolistin kombinasyon 

testlerine ait sonuçlar 

İzolat FIC indeksi yorumu 

A.baumannii ATCC 19606 aditif / indiferansiye 

4 aditif / indiferansiye 

15 aditif / indiferansiye 

10 aditif / indiferansiye 

24 aditif / indiferansiye 

6 aditif / indiferansiye 

14 aditif / indiferansiye 

2 aditif / indiferansiye 

30 aditif / indiferansiye 

44 aditif / indiferansiye 

51 aditif / indiferansiye 

35 aditif / indiferansiye 

41 aditif / indiferansiye 
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4.7 Planktonik hücrelerde asetil salisilat-kolistin ve ibuprofen-kolistin 

kombinasyonlarına ait etkileşimler 

Tablo XIV: Planktonik hücrelerde asetil salisilat-kolistin, ibuprofen-kolistin 

kombinasyon testlerine ait sonuçlar 

İzolat FIC indeksi yorumu 

A.baumannii ATCC 19606 aditif / indiferansiye 

4 aditif / indiferansiye 

15 aditif / indiferansiye 

10 aditif / indiferansiye 

24 aditif / indiferansiye 

6 aditif / indiferansiye 

14 aditif / indiferansiye 

2 aditif / indiferansiye 

30 aditif / indiferansiye 

44 aditif / indiferansiye 

51 aditif / indiferansiye 

35 aditif / indiferansiye 

41 aditif / indiferansiye 

 

4.8 İstatiksel Yöntem 

Biyofilm formasyonundaki izolatların biyofilm oluşturma gösteren kapasitelerini 

gösteren absorbans değerleri ile kolistin BİK değerleri arasındaki ilişki istatistiksel 

olarak anlamlı bulundu (p<0.01). Biyofilm oluşturma kapasitelerinin artmasına bağlı 

olarak kolistin BİK değerlerinin de arttığı gözlendi. Ancak biyofilm oluşturma 

kapasiteleri ile asetil salisilat BİK ve ibuprofen BİK değerleri arasında anlamlı bir 

ilişkiye rastlanmadı (p>0.01). 
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5 TARTIŞMA 

Doğada saprofitik olarak yaşayan Acinetobacter türleri, genel olarak toprak, su, 

insan cildi, gıda ürünleri üzerinde bulunmaktadır. Hastane ortamında da bulunan bu 

mikroorganizma hastalar için büyük risk teşkil etmektedir  (Espinala ve ark., 2012). 

Yapılan araştırmalar A.baumannii izolatlarının hastanelerde hemen hemen her 

canlı veya cansız yüzeyden izole edilebildiklerini göstermiştir. Personellerin elleri, 

hastalar, tıbbi cihaz ve ekipmanlar, yatak kenarları, çarşaflar, yastıklar, perdeler, 

lavobolar, sabunlar, el losyonları, çöp kutuları, başucu çizelgeleri, bilgisayar klavyeleri, 

telefonlar gibi değişik çevresel alanlar kaynak olarak bildirilmiştir (Towner 2009). 

Acinetobacter türleri arasında hastane ortamından en çok izole edilen tür 

A.baumannii‘dir (Schreckenberger ASM Press 2007). 

A. baumannii, dış ortam koşullarına dirençli olup, cansız ve kuru yüzeylerde bile 

uzun süre canlılığını sürdürebilmektedir. Özellikle antibiyotiklerin daha çok kullanıldığı 

hematoloji, onkoloji servisleri ve yoğun bakımlarda salgınlara ve ciddi enfeksiyonlara 

(bakteriyemi, pnömoni, menenjit, üriner sistem enfeksiyonu, yara enfeksiyonu) neden 

olmaktadır (Maragakis ve Perl, 2008). 

A. baumannii antibiyotiklere çoğul direnç gösterebilmesi ve özellikle yoğun 

bakım ünitelerinde salgınlara neden olması nedeniyle tıbbi öneme sahiptir (Joly-

Guillou, 2005) . A.baumannii enfeksiyonunun hastanede ve yoğun bakım ünitelerinde 

kalış süresini uzattığını gösteren çalışmalar bulunmaktadır (Falagas ve ark., 2005). 

Ayrıca vaka kontrol ve kohort metodları birlikte kullanılarak yapılan bir çalışmada A. 

baumannii‘ye bağlı hem kolonizasyon hem de enfeksiyon durumunda mortalitenin 

önemli oranda arttığı gösterilmiştir (Falagas ve ark., 2006).  

A.baumannii klinik izolatlarının servislere göre dağılımları Tablo X‘da 

verilmiştir. Tablo incelendiğinde, A. baumannii izolatlarının en fazla yetişkin yoğun 

bakım ünitesinden izole edildiği (%38), ikinci sırada göğüs hastalıkları (%11), üçüncü 

sırada ise yeni doğan yoğun bakım ünitesinin (%9) geldiği görülmektedir. Aral ve 

ark.‘nın 130 A. baumannii izolatı ile yaptıkları çalışmada,  en sık yoğun bakım, ikinci 

sıklıkta çocuk hastalıkları ve üçüncü sıklıkta cerrahi kliniklerinden izole edildiği 

gösterilmiştir (Aral ve ark., 2010). Özdemir ve ark. ‘nın 215 A. baumannii izolatı ile 
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yaptıkları çalışmada da bizim bulgularımıza benzer şekilde yoğun bakım ilk sırada yer 

almış bunu göğüs hastalıkları yoğun bakım ünitesi izlemiştir (Özdemir ve ark., 2009). 

Çetin ve ark.‘nın  yaptıkları çalışmada ise, 129 A. baumannii izolatı en sık yoğun 

bakımlardan ve ikinci sıklıkla beyin cerrahisi ünitesinden izole edilmiştir (Çetin ve ark., 

2006). Çalışmamız izolasyon oranları yönünden mevcut çalışmalarla uyumlu 

görülmektedir.  

Acinetobacter baumannii’nin izole edildiği örneklerin dağılımı incelendiğinde 

çalışmalarda çeşitli farklılıklar dikkati çekmektedir. Yavuz ve ark.‘nın yapmış oldukları 

çalışmada A. baumannii izolatları %27 ile en sık trakeal aspirat, %21 ile ikinci sıklıkta 

idrar, %16 ile üçüncü sıklıkta balgam örneklerinden izole edilmiştir (Yavuz ve ark., 

2006). Çolpan ve ark.‘nın yaptıkları çalışmada ise A. baumannii en sık trakeal aspirat 

örneklerinden (%36.1) ,ikinci sırada kan (%25), üçüncü sırada idrar (%22.2) 

örneklerinden izole edilmiştir (Çolpan ve ark., 2002).  Zer ve ark.‘nın çalışmalarında A. 

baumannii izolatları en sık trakeal aspirat (%45.16), ikinci sıklıkta kan (%14.51) ve 

üçüncü sıklıkta yara yeri (%11.29) materyalinden izole edilmiştir (Zer ve ark., 2007). 

Gülhan ve ark.‘nın çalışmasında ise izolatların %3‘ü trakeal aspirat, %20‘si kan, %40‘ı 

yara ve %24‘ü idrar örnekleri şeklinde sıralanmıştır (Gülhan ve ark., 2009). Bizim 

çalışmamızda izolatlarımızın izole edildiği örnekler arasında ilk sırayı %29 ile trakeal 

aspirat örnekleri alırken, bunu idrar örnekleri( %21), balgam örnekleri (%19) , kan 

örnekleri ( %17) , yara ve eksuda örnekleri ( %10) izlemiştir ( Tablo ???).  A. baumannii 

‗nin en sık sebep olduğu nozokomiyal enfeksiyon mekanik ventilasyon ilişkili 

pnömonidir (Bahar ve Esen, 2008). Bizim çalışmamızda A.baumannii izolatlarının en 

fazla yoğun bakım ünitelerinde yatan hastaların trakeal aspirat örneklerinden izole 

edilmiş olması da bu bilgi ile örtüşmektedir.  

Acinetobacter baumannii yüksek direnç profili ile tedavisi  zor olan bir patojendir. 

.A. baumannii enfeksiyonlarının yaygınlığına ve oluşturduğu problemin büyüklüğüne 

rağmen tedavi seçeneklerini arttırmak amacıyla yapılan çalışmalar çok sınırlı 

düzeydedir  (Fishbain ve Peleg., 2010).  Artan karbapenem direnci bu ajanların tedavide 

kullanımını kısıtlamakta ve farklı seçenekler arayışına yönlendirmektedir. Ülkemiz 

dahil birçok merkezde hem intravenöz, hem de inhaler olarak kullanılabilen kolistin bu 

nedenle popülarite kazanmıştır. Yan etkilerinin fazlalığına rağmen sıklıkla kullanılan bu 
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antibiyotiğe ait MİK değerlerinde de artışlar gözlenmeye başlamıştır ( Gündeşlioğlu ve 

ark., 2014; Güven ve ark., 2014; Ece ve ark., 2014; Doğan ve ark., 2015). 

Çalışmamızda 100 adet A.baumannii izolatının toplandığı üç aylık dönem 

içerisinde  hiçbir izolatta kolistine direnç saptanmamıştır. Oysa özellikle son yıllarda 

yapılan çalışmalarda nadir de olsa kolistin dirençli suşlar görülebilmektedir. Ülkemizde 

Acinetobacter baumannii ‗de kolistine direnç oranı % 0-6 arasında değişmektedir ( 

Gündeşlioğlu ve ark., 2014; Güven ve ark., 2014; Ece ve ark., 2014; Doğan ve ark., 

2015). 

Kolistin direncinin düşük olmasına karşın, üzerinde durulması gereken önemli bir 

durum,  kolistine duyarlı olmasına karşın, uygun doz ve sürelerde kolistin tedavisine 

yanıt vermeyen  A.baumannii enfeksiyonlarıdır. Biyofilm oluşumu ilişkili ilaç direnci 

bu duruma cevap olabilir. Çünkü biliyoruz ki; biyofilm oluşumu patojenlerin 

antimikrobiyal ajanlardan ve konağın immün cevabından kaçmasına olanak sağlayarak 

enfeksiyonların patogenezine önemli oranda katkıda bulunmaktadır (Gaddy, 2009). 

Bilindiği gibi, laboratuarlarda rutin olarak yapılan duyarlılık testlerinde  standart  

yoğunluktaki bakteri süspansiyonları kullanılmaktadır. Bu nedenle elde edilen MİK 

değerleri süspanse haldeki bakterilere etkili olan değerlerdir.  Oysa bakteriler biyofilm 

tabakası oluşturduklarında MİK değerlerinin ve dolayısıyla antibiyotik dirençlerinin 

süspanse hallerine göre 1000 kata kadar artabildiği belirtilmektedir (Sun ve ark., 2013). 

Biyofilm kavramı 1860‘lı yıllarda ortaya çıkmış olmasına rağmen, önemi uzunca 

bir süre anlaşılamamış ve bu alanda yapılan çalışmalar 2000‘li yıllara kadar biyofilm 

yapısını pek de aydınlatmaya yetecek boyutlara ulaşmamıştır. 2000‘li yıllarda öneminin 

anlaşılması ile birlikte bu alanda yapılan çalışmalarda ciddi bir artma olmuştur (Watnick 

ve Kolter, 2000 ; Davey ve  O'toole, 2000 ; Donlan, 2002 ; Donlan ve Costerton, 2002). 

Ancak yine de   biyofilm ilişkili çalışmaların  yeterli olmadığı dikkat çekmektedir.  

ESCMID (European Society of Clinical Microbiology and Infectious Disease) 

tarafından hazırlanan ve 2015 yılında yayınlanmış olan rehberde biyofilm 

enfeksiyonlarının önemi vurgulanmakta ve önlenmesi ve tedavisine ilişkin öneriler yer 

almaktadır (Høiby ve ark., 2015). Bu rehberde ayrıca biyofilm konusunda yeni 

çalışmaların gerekliliği ve elde edilecek yeni bulgularla standartların oluşturulması 



47 

 

gerektiği vurgulanmaktadır. Bu rehberde özellikle vurgulanan konulardan biri de anti-

biyofilm özellikteki ajanlarla antibiyotiklerin kombinasyonuna dayalı çalışmaların 

gerekliliğidir. Literatürde bu konu ile ilgili az sayıda araştırma bulunmaktadır. El-Banna 

ve ark.‘nın 2012 yılında yaptıkları çalışmada yüksek biyofilm oluşturma kapasitesi 

olduğu bilinen Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Proteus mirabilis ve 

Pseudomonas aeruginosa‘ya ait klinik suşlar kullanılmıştır. Bu izolatların biyofilm 

tabakalarına amikasinin ve salisilatın tek başına ve kombine halde etkileri araştırılmıştır. 

MİK konsantrasyonundaki amikasin bu izolatların biyofilm formasyonuna 

uygulandığında %46.47- %55.29 oranında biyofilm eradikasyonu görülürken iken aynı 

konsantrasyondaki amikasine 100 µg/ml salisilat eklendiğinde eradikasyon oranı 

%65.49-%73.29 değerlerine yülselmiştir (El-Banna ve ark., 2012). Polonio ve ark.‘nın 

2001 yılında yaptıkları çalışmada ise 5 mM salisilat ile 4 μg/ml vankomisin kombine 

edildiğinde S. epidermidis ATCC 35984 izolatına ait biyofilm tabakasının % ≥99.9 

eradike edildiği gösterilmiştir (Polonio ve ark., 2001). Bizim çalışmamızda da bu 

örneklerden hareketle kolistinin bir NSAİİ ile kombinasyonun A.baumannii üzerine 

etkisinin araştırılması amaçlanmıştır.  NSAİİ  olarak daha önce antimikrobiyal ve 

antibiyofilm özelliği çeşitli mikroorganizmalar üzerinde gösterilmiş olan asetil salisilat 

ve ibuprofen tercih edilmiştir (El-Banna ve ark.,2012 ; Polonio ve ark.,2001 ; Reśliński 

ve ark., 2015 ). 

Çalışmada öncelikle bu NSAİİ‘ların A.baumannii klinik izolatları için MİK 

değerleri tespit edilmiştir. Sonuçlar asetil salisilat için 1024-2048 µg/ml; ibuprofen için 

512-1024 µg/ml aralığında bulunmuştur.  Laudy ve ark. 12‘si Acinetobacter baumannii 

olan 72 adet klinik gram negatif izolat ; biri A.baumannii ATCC 19606 olan 17 adet 

standart gram negatif izolat üzerinde yaptıkları çalışmada A.baumannii için hem asetil 

salisilat hem de ibuprofen MİK değerlerini 1600-3200 µg/ml aralığında tespit 

edilmişlerdir (Laudy ve ark., 2016). Çalışmamızı bu yönüyle bu çalışma ile uyumludur. 

Literatürde A.baumannii üzerine NSAİİ‘ların etkisi araştıran başka çalışmaya 

rastlanmamıştır.  

 

BİK değerlerinin tespiti için öncelikle A.baumannii izolatları arasından biyofilm 

oluşturanları tespit etmek gerekmektedir.  Çalışmamızda bu amaçla mikrotitrasyon 
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plak yöntemi kullanılmış ve biyofilm oluşturan izolatlatın oranı %58 olarak 

saptanmıştır.  Rodriguez-Bano ve ark. mikrotitrasyon plak yöntemi ile 92 A.baumannii 

izolatının 56 (%63)‘sında biyofilm oluşumu olduğunu saptamışlardır ( Rodriguez-Bano 

ve ark., 2007). Rajamohan ve ark. ise, tüp ve mikrotitrasyon yöntemini birlikte 

kullandıkları çalışmalarında 83 A.baumannii izolatının 35(%42)‘inde biyofilm oluşumu 

tespit etmişlerdir (Rajamohan ve ark., 2009). Ülkemizde yapılan bir çalışmada da 86 

A.baumannii izolatının 64(%74)‘ünde biyofilm oluşumu tespit edilmiştir (Cevahir ve 

ark., 2008). Can ve ark.‘nın ülkemizde yaptığı diğer bir çalışmada 17 A. baumannii 

izolatından 9 ‗unda, yine Can ve ark.‘nın yaptıkları başka bir çalışmada ise 59 

A.baumannii’nin 31 (%  )‘inde biyofilm  oluşumu tespit edilmiştir (Can ve ark.,2006 ; 

Can ve ark., 2009).  Değerler arasındaki farklılık yöntemin kişisel modifikasyonlarından 

kaynaklanabildiği gibi, ortam şartlarının değişkenliğinden de kaynaklanmış olabilir.  

Biyofilm oluşumunun tespiti için çeşitli yöntemler bulunmaktadır. En çok kullanılan 

yöntemlerden biri olan mikrotitrasyon yönteminin bile kendi içerisinde onlarca 

modifikasyonu yapılmıştır. Ayrıca tüm aşamalar tam olarak aynı uygulanmış olsa da 

biyofilm oluşumunda farklılıklar gözlenebilmektedir. Çünkü biyofilm temelli testler 

ortam şartlarındaki  sıcaklık, pH, süre, nem, besiyeri içeriği gibi etkenlerin minimal 

değişkenliğinden bile yüksek oranda etkilenebilmektedir.  Bu nedenle biyofilm temelli 

bir test çalışılıyorsa bunun en az üç kez tekrar edilmesi önerilmektedir (Pozzi ve ark., 

2012). Bizim çalışmamızda da negatif ve pozitif kontroller dahil her izolat için en az üç 

tekrar yapılmıştır ve tanımlayıcı istatiksel yöntemler yardımıyla elde edilen ortalama 

değerler sonuç değer olarak verilmiştir. 

Biyofilm oluşturan izolatlar tespit edildikten sonra biyofilm oluşturma 

kapasitelerine göre kendi aralarında kategorizasyon yapılmıştır. Daha sonra biyofilm 

formasyonundaki A.baumannii üzerine kolistin, asetil salisilat ve ibuprofenin inhibitör 

etkileri araştırılmıştır. Çalışmamızda kolistinin BİK değerleri 8-256 µg/ml aralığında 

tespit edilmiştir. İzolatların kolistin MİK değerleri ise, 0,125-1 µg/ml aralığında 

bulunmuştur. BİK değerlerinin MİK değerlerine oranla 16-1024 kat daha yüksek 

oldukları gözlenmiştir. Ayrıca güçlü biyofilm oluşturan izolatlar için tespit edilen 

kolistin BİK değerinin zayıf biyofilm oluşturanlara oranla istatistiksel olarak anlamlı 

düzeyde yüksek olduğu gözlemlenmiştir. Kim  ve ark.‘nın 2015‘de Kore‘de 

A.baumannii izolatları üzerinde yaptıkları benzer çalışmada  biyofilm oluşumunun 
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kolistin BİK değerlerini en az 8 kat arttırdığı  ve biyofilm kapasitesinin artışı ile kolistin 

BİK değerlerinin de arttığı belirtilmiştir (Kim ve ark., 2015). Song ve ark.‘nın yine 

Kore‘de 2015‘de A.baumannii izolatlarında yaptıkları bir çalışmada, MİK değerindeki 

kolistinin aynı izolatın biyofilm tabakasını ancak %28.9 oranında inhibe edilebildiğini 

saptamışlardır (Song ve ark., 2015).  Literatürde bu konuda yapılan çalışma çok az 

sayıdadır. Ülkemizde bu konu ile ilgili yapılmış bir çalışma bulunmaktadır. Milletli 

Sezgin ve ark.‘nın 2013 yılında yaptıkları bu çalışmada, kolistin BİK değerinin MİK 

değerinin 512 katı olduğu gözlenmiştir. Çalışmamız bu yönüyle literatürdeki  mevcut 

bulgular ile uyumludur. 

 Çalışmamızda asetil salisilat ve ibuprofen için izolatların MİK ve BİK değerleri 

arasında ise kolistindeki kadar fark gözlenmemiştir. Asetil salisilat MİK  değerleri 

1024-2048 µg/ml , BİK değerleri ise 2048-4096 µg/ml aralığında saptanmıştır. 

İbuprofen MİK değerleri 512-1024 µg/ml arasında değişirken, BİK değerleri 1024-2048 

µg/ml aralığında bulunmuştur. 

Yine çalışmamızda, kolistin biyofilm inhibitör konsantrasyon değerlerinde 

maksimum plazma seviyesindeki asetil salisilat ilavesi veya maksimum plazma 

seviyesindeki ibuprofen ilavesi ile düşüş olup olmayacağı araştırılmıştır. Herhangi bir 

düşüş gözlenmemiştir. Bunun sebebi belki Acinetobacter‘in bu NSAİİ‘ları düşük 

dozlarda degrade edebilme yeteneği ile ilşkili olabilir. Bir çalışmada Acinetobacter 

lwoffii‘nin 2.77 mM asetil salisilatı degrade edebildiği gösterilmiştir (Grant ve ark., 

1970 ; Marchlewicz ve ark., 2015). 

Bunun üzerine çalışmamızda daha yüksek dozlara çıkılmak kaydıyla kolistin ve 

asetil salisilat ; kolistin ve ibuprofen arasında biyofilm sinerji çalışılmıştır. Fakat 

sinerjizme rastlanmamıştır. Aynı suşlarda sinerji çalışması süspanse halde iken de 

yapılmış, fakat yine sinerjizme rastlanmamıştır. Literatürde A.baumannii için kolistin ve 

NSAİİ kombinasyonu konulu herhengi bir çalışmaya rastlamadığımız için çalışamızın 

bu yönüyle ilgili literatür karşılaştırılması yapılamamıştır. 
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6 SONUÇLAR 

1. Çalışmamızda A.baumannii klinik izolatları %38 ile en çok yoğun bakımdan 

izole edilmiştir 

2. İzole edildiği örnekler arasında ilk sırayı %29 ile trakeal aspirat örnekleri 

almaktadır  

3. 100 adet A.baumannii izolatının 58(%58) ‘i biyofilm oluşturmuştur. 22 (%37.9) 

tanesi güçlü; 22 (%37.9‘u)  tanesi orta; 14 (%24.1) tanesi zayıf biyofilm oluşumu 

göstermiştir. 

4. Kolistin MİK değerleri ise, 0,125-1 µg/ml aralığında iken, BİK değerleri 8-256 

µg/ml aralığında tespit edilmiştir. BİK değerlerinin MİK değerlerine oranla 16-1024 kat 

daha yüksek olduğu gözlenmiştir. 

5. Güçlü biyofilm oluşturan izolatlar için tespit edilen kolistin BİK değerinin zayıf 

biyofilm oluşturanlara oranla istatistiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek olduğu 

görülmüştür. 

6. Asetil salisilat ve ibuprofen için izolatların MİK ve BİK değerleri arasında ise 

kolistindeki kadar fark gözlenmemiştir. Asetil salisilat MİK  değerleri 1024-2048 

µg/ml, BİK değerleri ise 2048-4096 µg/ml aralığında saptanmıştır. İbuprofen MİK 

değerleri 512-1024 µg/ml arasında değişirken, BİK değerleri 1024-2048 µg/ml 

aralığında bulunmuştur. 

7. Kolistin biyofilm inhibitör konsantrasyon değerlerinde maksimum plazma 

seviyesindeki asetil salisilat ilavesi veya maksimum plazma seviyesindeki ibuprofen 

ilavesi ile değişiklik saptanmamıştır (±1 dilüsyonda). 

8. Kolistin ve asetil salisilat ; kolistin ve ibuprofen arasında A.baumanni biyofilm 

sinerji çalışılmış, fakat sinerjizme veya antagonizmaya rastlanmamıştır. 

9. Kolistin ve asetil salisilat ; kolistin ve ibuprofen arasında süspanse haldeki 

A.baumannii için  sinerji çalışılmış, fakat sinerjizme veya antagonizmaya 

rastlanmamıştır. 
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