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OZET

ASETIL SALISILAT VE iBUPROFENIN KOLISTIN iLE
KOMBINASYONLARININ ACINETOBACTER BAUMANNII BiYOFILM
FORMASYONUNA ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Acinetobacter baumannii, 6zellikle yogun bakim iinitelerinde biiyiikk hastane
salginlarina neden olan bir nozokomiyal patojendir. Biyofilm iiretimi bu patojenin

onemli bir virulans faktorudir.

Ocak 2015 ile Mart 2015 tarihleri arasinda ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen
100 A. baumannii susu ¢alismamizda kullanilmistir. Bakterilerin tanimlanmasi MALDI-
TOF MS otomatik tanimlama sistemi kullanilarak yapilmistir. Planktonik ve sesil
bakteriler i¢in antimikrobiyal duyarlilik testleri mikrodiliisyon yontemi kullanilarak
gerceklestirilmis ve sonuglar Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
standartlarin1 kullanarak degerlendirilmistir. Biyofilm olusumu mikrotitrasyon plagi
yontemi ile 42 izolat (%42) i¢in negatif ve 58 izolat (% 58) i¢in pozitif bulunmustur.
Giiglii biyofilm tiretici Acinetobacter baumannii ATCC 19606 kontrol susu olarak

kullanilmigtir. Calisma biyofilm olusumu pozitif olan 58 izolat ile devam etmistir.

Kolistin-asetilsalisilat ve kolistin ibuprofen kombinasyonlari arasindaki
etkilesim hem planktonik ve hem de sesil bakteriler i¢in mikrodiliisyon yontemi
kullanilarak degerlendirilmistir. Kombinasyon testlerindeki etkilesim fraksiyonel
inhibisyon konsantrasyon indeksi (FIC) ile belirlenmistir ve ilag etkilesimleri su sekilde
degerlendirilmistir : FIC < 0.5 sinerjistik etkilesimi; 0.5 <FIC < 4 aditif / indiferansiye
(farksiz) etkilesim ; FIC > 4 antagonist etkilesim.

Sonug olarak, kolistin BIK (Biyofilm inhibitor konsantrasyonu) degerleri
kolistin MIK (Minimum inhibitér konsantrasyon) degerinden 16-1024 kat daha fazla
bulunmustur ve ¢alisilan tiim ila¢ kombinasyonlar1 hem planktonik hem de sesil

bakteriler i¢in aditif / indiferansiye (farksiz) etkilesim gostermistir.

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



SUMMARY

INVESTIGATION THE EFFECTS OF ACETIYL SALICYLATE AND
IBUPROFEN COMBINATIONS WITH COLISTIiN 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.



1 GIRIS VE AMAC

Acinetobacter baumannii nonfermantatif, gram negatif bir bakteridir.
Immiinsiipresif, altta yatan hastalig: olan ve 6zellikle yogun bakimda yatan hastalarda
hastane kaynakli enfeksiyonlarin baslica etkenlerindendir. A.baumanni ile enfekte olma
sonucu mortalite 6nemli oranda artmaktadir. Son yillarda tiim diinyada oldugu gibi
tilkemizde de A.baumannii enfeksiyonlarin hem sikliginda hem de ilag¢ direncinde olan

artis endise verici boyutlara ulasmis ve tedavi segenekleri ¢ok kisitli hale gelmistir.

A.baumannii’nin giderek artan 6nemi ile birlikte yeni tedavi stratejileri ile ilgili
calismalar da yogunluk kazanmistir (Viehman ve ark., 2014). Buna ragmen hizli bir
diren¢ gelisimi gosteren bu bakteri i¢in kullanilabilecek antimikrobiyal seg¢eneklerinin

yetersiz kalmasi bu alanda yapilacak yeni ¢alismalara olan gereksinimi arttirmaktadir.

Gliniimiizde klasik tedavi segenekleri iizerine yapilan g¢alismalardan ¢ok yeni
tedavi rejimlerinin arastirildigi ¢alismalar 6nem kazanmistir. Antibiyofilm tedavi de
bunlardan biridir (Rabin ve ark., 2015).

Biyofilm, en sade ifadesiyle birbirlerine ve bir yiizeye geri doniisiimsiiz olarak
tutunmus mikroorganizma toplulugudur. Antibiyofilm temelli tedavi statejileri ile
serbest halde dolagan bakterilerin yaninda biyofilm tabakasi iginde bulunan sesil
bakteriler de tedavi hedefine alinmaktadir. Serbest halde dolasan ve planktonik olarak
adlandirilan bakteriler tedavi ile yok edilseler de, biyofilm tabakasindaki sesil bakteriler
antimikrobiyallerin ve immiin sistemin etkilerinden korunmakta ve enfeksiyonlar tam
olarak tedavi edilememektedir. Bu bakteriler tekrar planktonik hale gecebilmektedir. Bu
nedenle antibiyotiklerin biyofilm tabakasini tahrip eden bir antibiyofilm ajanla kombine
edimesi siliphesiz tedavi basarisin1 artiracaktir. Son yillarda bu amagla nonsteroidal
antiinflamatuar ilaglar (NSAII), antimikrobiyal peptitler, enzimler gibi c¢ok cesitli
maddelerin kullanildiklar1 goriilmektedir (Sun ve ark., 2013 ; Reslinski ve ark., 2015).

Yukarida verilen bilgiler 1s1¢inda bu calismada, hastanemizden izole edilen
A.baumannii izolatlarinda biyofilm olusturma oranlarinin belirlenmesi ve biyofilm
olusturan izolatlarda kolistinin tek basina ve NSAII’lar olan asetil salisilat ve ibuprofen

ile kombine halde iken etkilerinin arastirilmas1 amaglanmustir.


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

2 GENEL BILGILER

2.1 Tarihce ve taksonomi

Acinetobacter cinsi bakterilere ait tarih¢e, 1911°de Hollandali bir mikrobiyolog
olan Beijerinck tarafinda topraktan izole edilen bir bakterinin Micrococcus
calcoaceticus (gilinlimiizdeki adi Acinetobacter calcoaceticus) olarak adlandirmasi ile

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

Sonraki yillarda bu bakteriye benzeyen mikroorganizmalar izole edilmis fakat
farkl1 smiflara ait farkli tiirler olarak adlandirilmislardir. Bunlara ornek olarak
Achromobacter  anitratus,Achromobacter ~mucosus, Alcaligenes haemolysans,
Bacterium anitratum, Diplococcus mucosus, Herellea vaginicola, Mima polymorpha,

Moraxella Iwoffi, Neisseria winogradskyi gosterilebilir (Pelegve ark., 2008).

Benzer morfolojik 6zellikler gosteren bu mikroorganizmalar arasinda bazilarinin
hareketsiz olduklarin1 gosteren Brisou ve Prévot 1954 yilinda bu izolatlara Yunanca
hareketsiz anlamina gelen “Akinetos” sozciigiinden esinlenerek “Acinetobacter” adini

vermistir (Peleg ve ark., 2008).

1968 yilinda Baumann Acinetobacter’in biyokimyasal ve morfolojik 6zelliklerini
ayrintili olarak ortaya koymus, 1971°de bu bakteriler Moraxellaceae ailesi iginde

Acinetobacter cinsi olarak siniflandirmada yerlerini almiglardir (Baumann, 1968).

Giinlimiize kadar bir¢ok taksonomik degisiklige ugramis olan Acinetobacter

cinsinin taksonomisi su sekildedir (https://tr.wikipedia.org/wiki/Acinetobacter, 2016):
Alem: Bacteria
Sube: Proteobacteria
Sinif: Gamma Proteobacteria
Takim: Pseudomonadales
Familya: Moraxellaceae

Cins: Acinetobacter



DNA benzerlikleri temel alinarak yapilan c¢alismalarda her gecen giin
Acinetobacter cinsine ait yeni tiirler tespit edilmektedir. Su ana kadar isimlendirilmis 41

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

Tim bu tirler iginde fenotipik olatak birbirlerinden ayrilamayan alti
Acinetobacter tiirii bulunmaktadir. Bunlar birlikte A. calcoaceticus-A. baumannii
complex veya A. baumannii complex olarak adlandirilmaktadir. Bu kompleks A.
baumannii, A. calcoaceticus, A. nosocomialis (eski adi Acinetobacter 13TU) , A. pittii
(eski adi Acinetobacter 3 ) , A. seifertii (eski adi Acinetobacter 13TU a yakin) ve
Acinetobacter 1 ve 3 arasinda adl tiirleri igerir (Nemec ve ark., 2011; Sousa ve ark.,
2014).

2.2 Mikrobiyolojik ozellikler ve tanéimlama

Acinetobacter cinsleri gram negatif, aerop, nonfermentatif, hareketsiz, kolay
tireyen, DNA G+C igerigi %39-%47 arasinda degisen bakterileri kapsamaktadir (Peleg,
2008).

Morfolojik olarak genellikle kokobasil goriintimiindedirler. Siklikla ¢iftler halinde
yerlesim gosterirler ve bazen zor dekolorize olurlar. Bu yiizden 6zellikle kan kiiltiir

siselerinden hazirlanan direkt yaymalarda gram-pozitif kok goriinimiini taklit

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

A. baumannii kompleks iiyeleri bir gece kiiltiir inkiibasyonundan sonra 1.5- 3 mm
capinda, piiriizsiiz, mukoid, grimsi beyaz koloniler olustururlar. Bu halleriyle
Enterobacteriaceae ailesine ait bakteri Kkolonileri ile benzerlik gosterirler.
Enterobacteriaceae tiirlerinden anaerobik sartlarda iirememesi ve nitratlar1 rediikte
etmemesi ile kolayca ayrilabilir. Diger Acinetobacter tiirlerine ait koloniler genellikle
daha kiiciik ve daha saydamdir. A. haemolyticus izolatlari ve heniiz iyi tanimlanmamis

bazi tiirler koyun kanli agarda hemoliz yapabilirler (Peleg ve ark., 2008).

Klinik orneklerden en sik izole edilen ve klinik 6nemi en fazla olan A.baumannii
tiirtine ait biyokimyasal 6zellikler asagidaki tabloda derlenmistir (Chatterjee ve ark.,
2016) :


http://www.bacterio.net/-allnamesac.html#r

Tablo | : A.baumannii’ye ait biyokimyasal 6zellikler

Test/substrat A.baumannii
Katalaz Pozitif
Oksidaz Negatif
Glukozdan asit olusumu Pozitif
Ksiloz Pozitif
Mannitol Negatif
Sukroz Negatif
Galaktoz Pozitif
Mannoz Pozitif
Ramnoz Pozitif
Laktoz Negatif
Maltoz Degisken
TSI K/IK
TSi’de H,S olusumu Negatif
Simon sitrat Pozitif
Ureaz Degisken
Nitrat rediiksiyonu Negatif
Metil red Negatif
Voges-Proskauer Negatif

Biiyiime faktorii gereksinimi olmaksizin tirerler. Cogu Acinetobacter tiirii nitrojen
kaynag1 olarak amonyum ya da nitrat tuzlar1 gibi basit bir mineral ; tek karbon kaynagi
ve enerji kaynagi olarak asetat, laktat veya pirlivat gibi bir organik madde igeren
ortamlarda rahatlikla yasayabilir. Birgok karbon ve enerji kaynagini kullanabilme

yetenekleri Acinetobacter tiirlerinin rutin laboratuvar ortaminda kolayca iiretilmesini



sagladiklar1 gibi dogadaki yaygin prevalansini da agiklamaktadir (Bergogne-Berezin
ve Towner, 1996 ; Peleg ve ark., 2008).

Rutinde bakteriyoloji laboratuvarinda kullanilan kiiltiir ortamlarinda kolayca
iiretilebilmekle beraber bu bakterinin izolasyonu amaciyla gelistirilmis 6zel besiyeri
ortamlar1 da bulunmaktadir. Diger mikroorganizmalarin tiremelerini inhibe eden
bromkrezol moru, safra tuzlari, laktoz, maltoz sekerlerini igeren Herellea agar ;
vankomisin, sefsulodin, sefradin gibi antibiyotikleri i¢eren Leeds Acinetobacter besiyeri
ve Holton’s agar gibi 6zel besi ortamlari sayesinde bu bakterinin klinik ve c¢evre
kiiltiirlerinden saf olarak eldesi miimkiindiir (Jawad ve ark., 1994 ; Bergogne-Berezin ve
Towner, 1996).

Acinetobacter tiirlerinin tanimlanmasi igin giiniimiizde tani laboratuarlarinda
yaygin olarak kullanilan API20 NE, Vitek 2:0, Phoenix ve MicroScan WalkAway
sistemleri Acinetobacter baumannii tanimlamasinda bir takim problemlere sahiptir. Bu
sistemlere ait problemlerden baslicalari, veritabaninin  sinirli  olusu  ve  tiir
tanimlanmasinda kullanilan substratlarin Acinetobacter tanimlanmasi igin uygun hale
getirilmemis olmasidir. Bu sistemlerde fenotipik olarak birbirine ¢ok yakin olan
Acinetobacter baumannii complex iyeleri birbirinde ayrilamamakta ve hepsi

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

Son wyillarda bazi rutin tani laboratuarlarina giren MALDI-TOF kiitle
spektrofotometrisi  (matrix-assisted laser  desorption ionization-time-of-flight)

Acinetobacter tiir tanimlamasinda iyi sonuglar vermektedir (Seifert ve ark., 2007).

Bu yontem tiir tanimlamasin: bir saatten kisa bir siirede yapabilen kullaniglt bir
yontem olmakla birlikte literatiirde halen Acinetobacter’ lerin tiir diizeyinde
tanimlanmasinda yeterli olmadigina dair yaymlar da bulunmaktadir ( Kishiia ve ark.,
2013).

Tiir tayininde kesin sonu¢ veren yontem 16S rRNA dizi analizidir. Ayrica 16S-
23S rRNA intergenik ara bolge sekansinin restriksiyon analizi ile de tiir tayini

yapilabilmektedir (Dolzani ve ark., 1995).



2.3 Epidemiyolojisi

Acinetobacter cinsi dogada ve hastane ortaminda yaygin olarak
bulunmaktadir.insan  &rneklerinden ikinci siklikla izole edilen nonfermentatif
bakteridir(En sik izole edilen nonfermantatif bakteri Pseudomonas aeruginosa).Nemli
ve kuru ortamlarda, canli ve cansiz yiizeylerde yasayabilir.Gidalardan ve saglikli insan
cildinden izole edilebilir. Saglikli bireylerde patojen olmadigi bilinmektedir. Diiskiin
bireylerde enfeksiyona neden olabilir. A.baumannii insandan en sik izole edilen ve en

sik enfeksiyon nedeni olan tiirtidiir (Schreckenberger ASM Press 2007).

Acinetobacter tiirleri viicudun koltuk alti, kasiklar, parmak aralar1 gibi nemli
bolgelerinin florasinda bulunabilirler. Saglikli  kisilerin  yaklasik %25°1 normal
floralarinda Acinetobacter tasir. Bazen saglikli kisilerin oral kavitesinde ve solunum
yollarinda da bulunabilir. Fakat yine de saglikli kisilerde tastyicilik hastanede yatanlara
gore oldukca azdir. Hastanede yatan hastalarin %7-18’inin bogaz kiiltiirlerinde saptanur.
Cesitli salginlarda cilt, bogaz, solunum sistemi ve sindirim sisteminde yliksek diizeyde
kolonizasyon gosteren olgular bildirilmistir. Yogun bakim {initelerinde mekanik
ventilasyon uygulanan hastalarda solunum yollarinda kolonizasyon ¢ok yiiksektir. Yine
bu hastalarda cilt kolonizasyonu da siktir ve bu nedenle saglik ¢alisanlarinin ellerine
bulagmakta ve hastanede yayilmasi s6z konusu olmaktadir. Acinetobacter’in sindirim
yolu kolonizasyonu nadir olmakla birlikte direngli suslar i¢in 6nemli bir rezervuardir

(Basustaoglu ve Ozyurt,1998).

Nozokomiyal Acinetobacter infeksiyonlart her bolgeyi tutabilir ancak 6zellikle
solunum yolu, cilt ve yaralarda yaygindir. Cilt ve solunum yolu 6rneklerinden izole
edilenlerin biiyiikk kismi infeksiyon degil kolonizasyon olarak degerlendirilir. Bu
izolasyon orani son yillarda gittikge artmaktadir ve salginlar i¢in énemli bir risk teskil

etmektedir (Basustaoglu ve Ozyurt, 1998).

Hastane kaynakli salginlar icin bir diger risk faktorii hastane ortaminin
kolonizasyonudur. Acinetobacter baumannii hastane ortaminda izole edilmis oldugu

potansiyel kaynaklar sunlardir (Towner, 2009).



Tablo Il : Acinetobacter baumannii’nin hastane ortaminda izole edildigi potansiyel
kaynaklar

Personelllerin elleri Eldiven
Vantilatorler Nemlendiriciler
Oksijen analizatorleri Hastalar
Bronkoskoplar Respirometre

Yatak kenarlari Losyon dagiticilar
Lavabolar Cop kutulari
Stirahiler Hava destegi ekipmanlari
Sabunlar Tedavi tabaklari
Plastik ekranlar El kremi

Yatak garsaflari, yastik ve minderler Basucu gizelgeleri
Resiisitasyon ¢antalari Bilgisayar klavyeleri
Kan basinc1 mansetleri Cep telefonlari
Parenteral beslenme solusyonlari

Acinetobacter baumannii yayilmasini kolaylastiran etkenler ise agsagidaki tabloda

verilmistir (Towner 2009).

Tablo 111: Acinetobacter baumannii yayilmasini kolaylastiran etkenler

Hastanede kalis siiresinin uzamasi

Onceden antibiyotik kullanimi

Mekanik ventiasyon destegi alma

A. baumannii ile kolonize veya enfekte hastalara maruziyet

Cevresel kontaminasyon

Eleman yetersizligi

Personelin el hijyenine dikkat etmemesi




2.4 Enfeksiyonlari

Toplum kaynakli Acinetobacter enfeksiyonlari &zellikle tropikal —iklim
bolgelerinde alkolizm, sigara kullanimi, kronik akciger hastaligi, diabetus mellitus gibi
risk faktorleri varliginda nadir de olsa goriilebilmektedir. Fakat Acinetobacter tiirleri

Ozellikle hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olmaktadirlar (Anstey ve ark., 1992).

Nozokomiyal enfeksiyonlarda en sik izole edilen tiir A.baumannii’dir ve en sik
ventilasyon iliskili pndmoni tablosuna neden olur. ikinci siklikla bakteriyemi tablosuyla
karsimiza ¢ikar ve ¢cogunlukla pnomoni ya da damar i¢i kateter kullanimina sekonder
olarak gelisir.Uriner sistem enfeksiyonu ,menenjit, yara enfeksiyonu ve batin igi

enfeksiyonlar daha az siklikla goriiliir (Allen ve Hartmann, 2009).

2.5 Patogenezi ve viriilans faktorleri

Gegmiste, Acinetobacter diisiik viriilansa sahip bir mikroorganizmanin olarak
kabul edilmekteydi . Fakat fulminan seyirli toplum kdkenli Acinetobacter pnomonisi
goriilmesiyle birlikte bazen yiiksek patojenite gosterebilecegi ve invaziv enfeksiyonlara
da neden olabilecegi anlasilmistir. Hastanede yatan immdiin diiskiin hastalarda siklikla
mortalitesi yiiksek enfeksiyonlara neden olmasi ve bu enfeksiyonlarin g¢ogunlukla
biyofilm olusumu temeline dayandiginin anlagilmasi {izerine virillans faktorleri ve
bunlarin biyofilm olusumuna katkis1 konulu ¢ok sayida arastirma yapilmistir (Joly-
Guillou, 2005). Acinetobacter’e ait potensiyel viriilans faktorleri ve biyofilm olusuma

sagladig1 katkilar asagida siralanmugtir.

2.5.1 Kapsiil

Bakterileri konagin immiin yanitindan korur (Russo ve ark., 2010).

2.5.2 Lipopolisakkarit

Diger gram negatif bakterilerde oldugu gibi, A. baumanni lipopolisakkaridi de
yiiksek oranda immiinostimiilandir. Lipopolisakkaridin ii¢ komponenti arasinda (lipid
A, kor polisakkaridi, O antijen) lipid A , molekiiliin esas immiin aktive edici parcasini

olusturmaktadir.

Viicudun dogal immiinitesi tarafindan taninan bakteri iiriinlerine patojen-bagimli
molekiiler yapilar [Pathogen-Associated Moleculer Patterns (PAMPS)] denir. Bunlar

icerisinde en 6nemlisi lipopolisakkarittir (Mortensen ve ark., 2012).



2.5.3 Fosfolipaz C ve Fosfolipaz D

Konake1 hiicre zarinda bulunan fosfolipitleri ayristirma yoluyla bu hiicrelerin
lizisine yardim eder ve bakteri istilasin1 kolaylastirir (Camarena ve ark., 2010 ; Jacobs
ve ark., 2010)

2.5.4 OmpA (Outer membrane protein A)(Dis membran proteini A)
Mitokondride lokalizedir ve pro-apoptotik molekiillerin serbest birakilmasi
yoluyla konak hiicre apoptozunu uyarir (Choi ve ark., 2008 ; Lee ve ark., 2010).

Yiizey hareketliligi ve biyofilm olusumuna yardimci olarak bakterinin

sagkalimina katkida bulunur (Gaddy ve ark., 2009).

Alternatif kompleman yolunun c¢oziniir inhibitorleri ile etkilesime girer ve

bakterinin komplemanin etkisinden kurtulmasini saglar (Kim ve ark., 2009)
Epitel hiicrelerine yapisma ve invazyonda rol oynar (Choi ve ark., 2008)

2.5.5 AdeFGH effluks pompasi
Biyofilm olusumu sirasinda otoindiiktér maddelerin sentez ve taginmasinda gorev

alir ( He X ve ark., 2015).

2.5.6 Bap (Biofilm-associated protein) (Biyofilm iliskili protein)
Okaryotik konakc1 hiicrelere yapisma ve biyofilm olusumunda gorev alir

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

2.5.7 Csu fimbria (Chaperone-usher pathway assembled fimbriae) (Saperon
bagimh fimbria)
Bakteriyel hiicrelerin cansiz yiizeylere yapismasinda ve biyofilm olusumu i¢in
gerekli olan mikrokoloni olusumunun baslatilmasinda gorev alir. Tip-1 fimbria bu aileye
aittir (Tomaras ve ark., 2003 ; de Breij ve ark., 2009).

2.5.8 Tip-1V fimbria
Konak hiicrelere yapigsmanin yani sira biyofilm olusumunda da gorev alir.Ayrica
otoagliitinasyon, transformasyon esnasinda DNA alim1 ve flagelladan bagimsiz bir

hareket tiirii olan twitching hareketini saglar (Pizarro ve Cossart, 2006).

Bakterilerin biyofilm olusturabilmesi i¢in gerekli olan ilk basamak, biyofilm



olusturacagi bolgeye ulasabilme ozelligidir. Ancak taksonomik olarak A.baumannii
flajella icermeyen hareketsiz bir bakteri olarak tanimlanmistir (Baumann 1968). Fakat
sonraki yillarda yapilan arastirmalar sonucunda baz1 Acinetobacter izolatlarinin hareket
edebildigi ve bunun fimbria sayesinde oldugu gosterilmistir. Flajellas1t olmadigi igin
swimming (ylizme) hareketi yapamayan Acinetobacter tiirlerinin twitching (segirme)
ve/veya swarming (yayilma) hareketi yapabildikleri bilinmektedir (Eijkelkamp ve ark.,
2011).

2.5.9 B-(1-->6)-Poly-N-acetyl-D-glucosamine (PNAG) yiizey polisakkariti
Biyofilm olusumunda gérev alir (Choi ve ark., 2009)

2.5.10 Acinetobactin
Demir alimi i¢in konake1 hiicreler ile rekabet eden yiiksek afiniteli bir siderofor
(demir selasyonu yapan bilesik)’dur. Bakterinin tiremesi i¢in gerekli demiri kolayca

elde etmede gorev alir (Gaddy ve ark., 2012).

2.6 Antibiyotik duyarhhk profili

1960’larda ve 1970'lerin basinda Acinetobacter cinsine ait klinik izolatlar,
gentamisin, minosiklin, nalidiksik asit, ampisilin veya karbenisilinin ile tek basina ya da
kombine tedaviye genellikle duyarli bulunmaktaydi . Bununla birlikte, 1975’den
itibaren birinci ve ikinci kusak sefalosporinlerin tiimiine direng gelistigi gozlendi.
Ugiincii  ve dordiincii  kusak sefalosporinler, florokinolonlar, yar1 sentetik

aminoglikozidler kismen kullanilabilmekteydi. (Manchanda ve ark., 2010)

Karbapenemler ise bu yillarda umut vadeden ilaglar olarak goriilmekteydi. Hatta
Giamarellou ve arkadaslar1 c¢aligmalarinda c¢oklu ilag direnci olan polimikrobiyal
enfeksiyonlarda dahi imipenemin tek basina etkili oldugu sonucuna varmislardi

(Giamarellou ve ark., 1986)

Fakat ¢oklu ilag direngi olan A. baumannii suslarin artis1 karbapenemlerin yogun
kullanimina ve kisa bir siire i¢inde karbapenem direngli suslarin se¢ilmesine neden
olmustur. (Joly ve ark., 1990) Dahas1 klonal yayilim gdsteren bu karbepenem direngli
suslar diinya ¢apinda hizla artmaya baslamistir (Manchanda ve ark., 2010)
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2001 yilinda, INSPEAR (International Network for the Study and Prevention of
Emerging Antimicrobial Resistance) tarafindan , kiiresel bir gozetim programinin
uygulanmasimin gerekliligi ortaya konmus, bazi diren¢li patojenlerin gelismis veya
gelismekte olan bir lilkede saptanmasi halinde kiiresel siirveyans sistemine erken uyari
bilgisi verilmesinin yayilim: onleyebilecegi  vurgulanmistir. Karbapenem  direngli
A.baumannii burada ad1 gegen acil epidemiyolojik bildirim gerektiren patojenlerden bir
tanesi olarak belirlenmistir. (Richet ve ark., 2001) Ancak yine de yayilimi1 6nlenemek
miimkiin olamamustir. Giiniimiizde yiliksek oranda karbapenem direnci igeren izolatlar

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

Bunun iizerine baslayan yeni tedavi arayisi bir neticesi olarak kolistin kullanimi
one c¢ikmistir. Tigesiklinin de direngli izolatlarda kullanilabilecegini gostereren
calismalar vardir. Ek olarak ¢ok ¢esitli kombinasyon terapileri de 6nerilmektedir. Fakat

cok gegmeden kolistin direngli suslar da goriilmeye baslamistir (Park ve ark., 2009).

2009 yilinda IDSA ( Infectious Diseases Society of America) tarafindan
yayinlanan kacis1 olayan patojenler anlaminda kullanilan ESKAPE patojenleri adli
listede yer alan Acinetobacter baumanii 6nemli bir saglik problemi olarak kabul

edilmistir.

ESKAPE: vankomisin direngli enterokok (E), metisilin direngli Staphylococcus
aureus (S), genislemis spektrumlu beta-laktamaz iireten Klebsiella pneumoniae (K),
Acinetobacter baumannii (A), Pseudomonas aeruginosa (P) ve Enterobacter tiirleri (E)

(Boucher ve ark., 2009)

Ayn1 y1l Peterson tarafindan ESCAPE patojenleri olarak revize edilen yeni listede

yine A.baumannii yer almistir.

ESCAPE: vankomisin direngli enterokok (E), metisilin direngli Staphylococcus
aureus (S), Clostridium difficile(C), Acinetobacter baumannii (A), Pseudomonas
aeruginosa (P) ve genislemis spektrumlu beta-laktamaz iireten Enterobacteriaceae (E)

(Peterson ve ark., 2009)

Acinetobacter baumannii’de artan ilag direnci sebebiyle gozlenen cesitli direng

paternlerini tanimlamak i¢cin Coklu ila¢ direnci (Multidrug-resistant, MDR), Yaygin
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ilag direnci (Extensively-drug resistant, XDR) ve Tim ilaglara diren¢ (pandrug-
resistant ,PDR) gibi kavramalar kullanilmis fakat yakin zamana kadar ortak bir literatiir
olusturulamadigindan bu konuda bir kavram kargasas1 yasanmistir. Bu sorunu ¢6zmek
amaciyla 2012 yilinda European Centre for Disease Control (ECDC) ve Centre for
Disease Control and Prevention (CDC) tarafindan ortak bir terminoloji olusturulmustur.
Bu terminolojide  Acinetobacter spp. tedavisinde kullanilabilecek antimikrobiyal
ajanlarin kategorilerine gore olusan direng paterni icin kullanilacak ifadeler bir tabloda

derlenmistir (Magiorakos ve ark., 2012) :
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Tablo 1V: Acinetobacter spp.icin MDR, XDR ve PDR tanimi

MDR: > 3 antimikrobiyal kategorinin her birinden >1 ajana direng
XDR: <2 antimikrobiyal kategori digindaki kategorilerin her birinden >1 ajana direng

PDR : Tiim antimikrobiyal ajanlara direng

Antimikrobiyal Kategorileri

Antimikrobiyal ajanlar

Aminoglikozidler

Gentamisin

Tobramisin

Amikasin

Netilmisin

Antipseudomonal karbapenemler

Imipenem

Meropenem

Doripenem

Antipseudomonal florokinolonlar

Siprofloksasin

Levofloksasin

Antipseudomonal penisilinler +

B-laktamaz inhibitorleri

Piperasilin-Tazobaktam

Tikarsillin-Klavulanik asit

Genis spektrumlu sefalosporinler

Sefotaksim

Seftriakson

Seftazidim

Sefepim

Folat yolak inhibitorleri

Trimetropim-Sulfametaksazol

Penisilinler + B-laktamaz inhibitorleri

Ampisilin-Sulbaktam

Polimiksinler Kolistin
Polimiksin-B

Tetrasiklinler Tetrasiklin
Doksisiklin
Minosiklin
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2.7 Giincel tedavi secenekleri

Acinetobacter enfeksiyonlarinda yiiksek direng oranlari tedavi secgeneklerini
sinirlamaktadir. Bakteremik olgularda karsilastirmali ¢aligmalarin eksikligi ve klinik
deneyimlerin yetersiz olmasi nedeniyle net bir tedavi yaklasimi belirlenmemektedir.
Ciddi Acinetobacter enfeksiyonlarmin tedavisinde monoterapiyi destekleyen klinik
calismalar bulunmamaktadir. Genellikle kombinasyon tedavisi One c¢ikmaktadir.
Karbapenemler, sulbaktam, polimiksinler, tigesiklin ve aminoglikozidler en etkili
antibiyotik segenekleridir. Duyarlilik profili iilkeler, hastaneler, hatta ayni hastanede
farkli klinikler arasinda bile degiskenlik gosterebilmektedir. Antibiyotik tiketimindeki
farkliliklar, epidemiyolojik kosullarin degiskenligi ve antibiyotik kontrol politikalar
sebepler arasinda sayilabilir. Bu nedenle uygun antibiyotigin se¢iminde lokal siirveyans
verileri mutlaka dikkate alinmalidir (Y1ldiz, 2007).

2.7.1 Karbapenemler:

Karbapenemler genellikle monoterapide tercih edilmekle birlikte son
yillarda Acinetobacter tiirlerindeki direng artisi bu ilaglarin kombinasyon tedavileri
seklinde kullanimlarin1  giindeme  getirmistir. ~ Karbapenemlerin ~ sulbaktamla
kombinasyonunun her iki ilacin monoterapilerinden daha iistiin oldugunu gdsteren
caligmalar bulunmaktadir. Bazi calismalarda ise karbapenemlerin aminoglikozidle

kombinasyonunun sinerjik etkili olabilecegi sonucuna varilmistir (Y1ildiz, 2007).

2.7.2 Beta-laktamaz inhibitorleri (klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam):
Acinetobacter tiirlerine karsi antibakteriyel etkinlikleri vardir. Sulbaktam A.
baumannii klinik izolatlarina kars1 digerlerinden daha etkili bulunmustur. MDR
kokenlerle olusan enfeksiyonlarin tedavisinde sulbaktam ile basarili sonuglar alinmistir.
Ote yandan MDR suslarda karbapenem direncindeki artisla paralel olarak sulbaktam
direnci de artmaktadir. Ayrica ampisilin-sulbaktam tek basma kullanildiginda hizh
diren¢ gelisebilmektedir. Klavulanat i¢in baz1 Acinetobacter tiirlerine etkili oldugu ile
ilgili laboratuvar ¢aligmalari1 bulunmakla birlikte klinik kullanimu ile ilgili veriler sinirlt

diizeydedir. (Arda, 2011 ; Yildiz, 2007)

2.7.3 Tigesiklin:
Karbapenem ve kolistine direngli kokenlerin de dahil oldugu Acinetobacter

tiirlerine kars1 in-vitro etkilidir. Tedavide kullanilmasi planlaniyorsa MIK diizeyleri
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calistlmalidir. Bir ¢alismada karbapeneme direngli Acinetobacter salginlarinin
kontroliinde tigesiklin kullanilan grupta kullanilmayan gruba gore daha hizli eradi-
kasyon saglandig1 gosterilmistir. Fakat bazi1 ¢alismalarda da tigesiklin duyarliliklarinda
azalmaya gozlendigi ve tedavi altinda direng gelisebildigi bildirilmektedir.

Bakteriyostatik etkilidir. (Arda, 2011)

2.7.4 Kolistin:

Karpenem direncli Acinetobacter kokenlerinin ortaya ¢ikmasi ile yeniden dnem
kazanan eski bir antibiyotiktir. Nefrotoksisite, kullanimini siirlayan en 6nemli yan
etkisidir. Diren¢ gelisiminin engellenmesi amaciyla kullanim karbapenem direngli

suslarla gelisen enfeksiyonlarin tedavisi i¢in sinirlandirilmalidir. (Arda, 2011)

Bakterisid etkilidir. Hedefi hiicre membranidir. Bakterinin dis membraninda
bulunan lipopolisakkaridlere baglanarak onlar1 birarada stabil halde tutan divalan
katyonlarin (Ca+2, Mg+2) yerini degistirir. Dig membranda bozulma ve permeabilite
artist sonucu bakterinin 6liimiine sebep olur. Ayrica lipopolisakkaridin lipid A kismina
baglanarak endotoksin etkisini de bloke eder (Siimer ve Dikici, 2010). Kolistinin hiicre

membranina etkisi sekil 1°de gosterilmistir (Martis ve ark., 2014)

Kolistin
LPS
§
3
/ g 2
/ -+ T
I N
/ | + + Mg2+
Lipid A B Ca2+
i
B
| Dis membran
!
b
£
Porin
i ic membran
Sitozol

Sekil 1: Bakteriyel zar {izeride kolistinin etkisi
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2.7.5 Kombinasyon tedavileri:

A. baumannii infeksiyonlarinda ¢ok sayida kombinasyon tedavisi Onerilmistir.
Polimiksin B veya Kkolistinin 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 oldugunu

gosteren arastirmalar bulunmaktadir.

MDR infeksiyonlarin tedavisinde polimiksin, sulbaktam kombinasyonuna
doksisiklin ya da minosiklinin de eklenebilecegi yoniinde oneriler olmakla birlikte agir

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

2.8 Antibiyotik diren¢c mekanizmalari

Acinetobacter tiirleri ampisilin, amoksisilin ve birinci kusak sefalosporinlere
dogal olarak direnglidir. Ayrica mutasyon ve genetik materyal aktarimi gibi yollarla
diger antibiyotiklere de kolayca diren¢ kazanabilmektedir. Boyle sonradan kazanilan

dirence kazanilmis direng ad1 verilir. (Yildiz, 2007)

Mikroorganizmalara ait antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 dogal ve kazanilmig
olarak ikiye ayrildig1 gibi bireysel hiicre bazinda ve hiicre toplulugu bazinda direng
mekanizmalari olarak da ikiye ayrilir (Penesyan ve ark., 2015).

L T
:***1********* L
*

*y ")
ol At 4

Cz;ntihiyutik ikt £ Hedef degigildia
modifikasyotm

== Netabolik alktif yazeyel lnicreler. @ Persistant hilcreler
@ Metabolik aktivitesi azalmg alt tabaka hicreles. W Antibivotik

Sekil 2 : Hiicre bazinda ve hiicre toplulugu bazinda diren¢ mekanizmalari
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2.8.1 Hiicre bazindaki diren¢ mekanizmalari
Antibiyotik direnci konusundaki geleneksel anlayis bireysel bir mikrobiyal
hiicrede direncin hangi yollarla meydana geldiginin anlasilmasi iizerine kurulmustur

(Penesyan 2015).

Bu sebeple antibiyotik direnci alanindaki ¢alismalar genellikle hiicresel
antibiyotik direncinin klasik temelleri iizerine bina edilmistir. Bu hiicresel direng

mekanizmalar1 birkag ana baglikta toplanabilir (Penesyan ve ark., 2015) (Giilay, 2001):
e Tlaclarin hidroliz yoluyla inaktivasyonu
e llaglarin enzimatik modifikasyon yoluyla inaktivasyonu

e llaglarin hiicre igindeki hedeflerinde degisiklik yoluyla hedefe baglanmasini

engelleme

e Dis membran porin degisimi ile ilacin iceri alimimin azaltilmasi veya aktif

pompa sistemleri ile igeri alinan ilacin digar1 atilmasi

Coklu direngli izolatlarinda A.baumannii izolatlarinda goriilen plazmid,
transpozon veya kromozom kontroliindeki beta-laktamazlar ve aminoglikozid degistirici
enzimler, membran permeabilitesinde azalma , penisilin baglayan proteinlerde degisim
ve atim pompalar1 gibi diren¢ mekanizmalar1 hep hiicre bazinda direng
mekanizmalaridir (Giir 2003). A.baumannii’ye ait hiicre bazindaki direng

mekanizmalari tablo V ’de gosterilmektedir.(Ciftgi ve Asik 2011)
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Tablo V: A. baumannii’ye ait antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 (Cift¢i ve Asik, 2011)

Antibiyotik /Direng mekanizmasi Grup/Gen Antibivotik,/Direng mekanizmas Grup/Gen
Beta-laktamlar icin Aminoglikozidler icin
beta-laktamaz Enzimatik yikim
Dogal Asetiltransferaz AACZ 36
Simf A/sik gériilen ampl” (ADC1-7) SAT-2
VEB-1,-2 Niikleotidiltransferaz ANT-2,-3
PER-1,-2 Fosfotransferaz APH{3)L, -IL-NL-IV
[EM-92-1164 APH(3")
SHV-5,-12 Efluks pompas adeABC
CTX-M-2-3 adeM
Simf A /nadir girilen SC04 165 rDNA metiltransferaz arma
Karbapenemaz Kinolonlar icin
Sinf D oksasilinaz (XA-51 benzeri DM A giraz/ topoizomeraz gyt parC
OXA-23 Efluks pompast adeABC
OXA-24 adeM
OXA-27 abeS
OXA-37 Kloramfenikol icin
OXA-40 Efluks pompast adeABC
OXA-58 benzeri adelK
Metallo-beta-laktamaz VIM cmlA
IMP cTad
SIM abe5
Simf A karbapenemaz GES-11 Trimetoprim/sulfametoksazol igin
[hs membran proteinleri car(} Efluks pompas adeABC
HMP-AB adel]K
33-36 kDa protein Dehidrofolat sentetaz sul-L-1l
43 kDa protein Dehidrofolat reduktaz folA
Efluks pompasi adeABC Makrolitler igin
PBF2 degisimi Efluks pompas adeM
Tetrasiklinler igin Glisilsiklin igin
tetA, teth Efluks pompas adeABC
Efluks pompasi adeABC Polimiksin igin pmrAB
Ribozomal hedef defisimi tethd Rifampisin igin arr-2

2.8.2 Bakteriyel topluluk (biyofilm) iliskili diren¢ mekanizmalari

Bakteriyel topluluklar ¢evresel dis strese karsi tolerans gosterebilmektedir. Fakat

bunu ortamda serbest halde bulunan planktonik fomadaki bir bakteri hiicresi

yapamamaktadir. Antibiyotik iceren ortam da bakteriler i¢in bir dis strestir ve biyofilm

haldeki bakteriler antibiyotiklere planktonik haldekilere gore 1000 kat daha direncli

olabilmektedir. Biyofilmin alt tabakasindaki hiicreler ylizey hiicrelerine gére metabolik

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

populasyon olusturmaktadir.Ayrica biyofilm igerisinde yer alan ve ¢ok yavas biiylimeye
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adapte bir fenotip olan persistan hiicreler de toplulugun antibiyotik direncine katkida
bulunmaktadir. Bunun yaninda biyofilm matriks icerisinde yer alan ekstraseliiler DNA
molekiillerinin de direngten sorumlu oldugu bilinmektedir. Negatif yiiklii olan bu DNA
molekiilleri katyonik peptit yapidaki antibiotikleri baglama yetnegine sahiptir ve ayni

zamanda aminoglikozitler i¢in kalkan olustururlar. (Penesyan ve ark., 2015)
2.9 A. baumannii ve biyofilm

2.9.1 Biyofilm yapis1 ve mikroorganizmaya sagladigi yararlar

Biyofilm kavramu, ilk olarak 1680’lerde Van Leeuwenhoek’un kendi dislerindeki
plaklarda, mikroskopla saptanabilen varliklar1 tespit etmesi ile ortaya konmustur. Jones
ve ark.’nin 1969°da spesifik bir polisakkarit boyasi kullanarak toplu haldeki bakterileri
cevreleyen matriksi gostermeleri, daha sonra biyofilmin yapis1 {izerine yapilacak

calismalara onciiliik etmistir (Jones, 1969)

Aragtirmalarin sayisi arttik¢ca biyofilmin yapisi ve 6nemi daha iyi anlagilmis ve
yeni bilgiler 1s1¢inda daha kapsamli tanimlamalar yapilmistir. Watnic ve Kolter
biyofilmi, canli veya cansiz bir yiizeye tutunmus bir¢ok bakterinin salgiladiklari mukuslu
bir yap1 igerisinde bir araya gelmesiyle olusan ‘‘mikroplar sehri’’olarak tanimlamistir
(Watnic ve Kolter, 2000). Davey ve O’Toole biyofilmlerin sadece yiizeye yapismis ve
icerisine mikroorganizma ihtiva eden homojen bir tabakadan ibaret olmayip belirli bir
diizene sahip ve koordinasyon yetenegi bulunan fonksiyonel biyolojik sistemler

oldugunu ifade etmislerdir (Davey ve O’Toole, 2000).

Bir biyofilmin olusmast i¢in mutlaka gerekli olan ortak bilesenler
mikroorganizma, matriks ve ylizeydir. Bunlardan biri olmadigi takdirde biyofilm
olusamaz. Biyofilm matriksi polisakkaritler, proteinler ve hiicre dis1 mikrobiyal DNA
molekiilleri igerir. Ayn1 biyofilm tabakasi icerisinde bir ya da daha fazla mikrobiyal
topluluk tiirii bulunabilir.Farkli mikrobiyal topluluklar farkli mikrokoloniler olusturur
ve bunlar birbirlerinden su kanallar1 vasitasiyla ayrilirlar. Eksopolisakkarit tabaka da
denilen matriks yapisi i¢erdigi hidrojen baglar1 sayesinde oldukg¢a hidratedir. Bu tabaka
biyofilmin yapisal biitiinliigiinii saglar (Donlan ve Costerton 2002).

Biyofilm olusumu mikroorganizmaya birgok avantaj saglamaktadir. Biyofilm

yapisindaki bakteriler antimikrobiyal maddelere, yiizey gerilimi degistiren ajanlara,
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sicakliga, konak¢inin immiin sistemine, oksijen radikallerine, proteazlar gibi enzimlere

kars1 direng gosterirler (Donlan ve Costerton 2002).

A.baumannii’nin hem canli hem cansiz yiizeylerde biyofilm olusturma
yetenegini bulunmaktadir (Longo ve ark., 2014). Ilk olarak Lee ve ark 2006 yilinda
SEM analizi ile A.baumannii’nin insan epitel hiicrelerine tutunmasi sirasinda pili
benzeri uzantilarin1 kullandigini gostermislerdir. Sonraki yillarda bu ¢aligmayi
destekleyen bagka c¢alismalar da yapilmistir. Bu calismalarin birinden alinan SEM
goriintiileri sekil 3°de goriilmektedir. (de Breij 2010)

100 nm

RUMH3239 100 nim

Sekil 3: A.baumannii SEM goriintiileri. Siyah oklar uzun hiicre uzantilart gosterir;
beyaz oklar kisa pili benzeri yapilar gosterir. Biiyiitme: 30.000 % (de Breij 2010)

2011 yilinda Marti ve arkadaslari kati sivi arayiizeyinde A.baumannii
izolatlarmin diger Acinetobacter tiirlerine gore ii¢ kat daha kalin ve gozle
goriilebilecek boyutta biyofilm tabakasi olusturdugunu bulmustur. Yine bir¢ok
A.baumannii’nin cam ve plastik gibi cansiz yiizeylere yapisma 6zelligi oldugu da

cesitli caligmalarla gosterilmistir (Tomaras ve ark.., 2003; Eijkelkamp ve ark., 2011).
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2.9.2 Biyofilm olusum siireci ve asamalari
Biyofilm olugumu rastgele bir siire¢ degildir. Mikroorganizmalarin matiir bir

biyofilm olusturmasi bes asama gerektirir (Gupta ve ark., 2016).

2.9.2.1 Geri doniisiimlii tutunma
Bu asamada basing, sicaklik, tutunulacak yiizeyin hareketli olup olmamasi gibi

cevresel fiziksel kuvvetler ile pili veya flagella gibi bakteriyel uzantilar rol oynar.

2.9.2.2 Geri doniisiimsiiz tutunma
Daha once geri doniisebilecek sekilde yapismis olan hiicrelerin bazilar1 hareketsiz
kalir ¢ekici kuvvetleri itici kuvvetlerden daha biiyiik olanlar geri doniissiiz olarak

yapigirlar

2.9.2.3 Olgunlasma evre I

Otoindiiktor sinyallerinin tiretilmesi ile mikroorganizmalar arasi iletisim (quorum
sensing) baslar. Biyofilm spesifik genler eksprese edilir. Biyofilm aginin stabilizasyonu
icin hiicre dis1 polisakkarit maddeler salgilanir. Bu asamada, biyofilm ¢ok katmanli hale

gelir ve bunlarin kalinligi 10 pm kadar artar

2.9.2.4 Olgunlasma evre II

Bu asamada mikrokoloni boyutlar1 artir ve biyofilm kalinligi yaklasik 100 um
ulasir. Farkli mikrobik topluluklar igeren biyofilm tabakalarinda nispeten karmagik ama
koordineli bir takim metabolik olaylar gergeklesir. Birbirlerinin metabolik atiklarini
metabolize etmeleri sayesinde bir grup mikroorganizma bu yolla besin ihtiyacim
karsilarken ayni biyofilm igindeki diger mikroorganizmalarin da kendi metabolik
artiklarindan etkilenmelerinin oniine ge¢ilmis olur. Asagida bu ¢esit bir organize yasam

stirdiiren mikroorganizma toplulugu sematize edilmistir:
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Sekil 4: Biyofilm halindeki heterojen mikroorganizma toplulugu (Gupta ve ark., 2016)
2.9.2.5 Dagilma

Son asama, biyofilmden kopan hiicrelerin yayilip, yeni yiizeylere kolonize
olmasimi kapsar. Bu amacla mikroorganizmalar polisakkaritleri kirmak icin farkli
sakkarolitik enzimler iretir. Biyofilmin en {istiinde bulunan hiicreler serbest kalir.
Bunlar yeni alanlar1 enfekte edebilirler.Biyofilm olusumundaki bes asamayi anlatan

sema asagida verilmistir:

Sekil 5: Biyofilm olusum basamaklari

(http://www.emerypharmaservices.com/blog/eps-offers-quantitative-biofilm-models-
for-todays-research-needs, 2016)
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2.9.3 A.baumannii’de cogunlugu algilama (quorum sensing)

Quorum sensing sinyalleri mikroorganizmalarda birgok viriilans faktoriiniin gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde gorev almaktadir.Ozellikle biyofilm olusumunda ¢ok
Oonemli bir yere sahiptir. Bakteriler bu haberlesme agin1 saglamak i¢in bazi1 haberlesme
molekiillerinden yararlanirlar. Gram pozitiflerde oligopeptitler ile haberlesme
saglanirken, Acinetobacter cinsinin de dahil oldugu gram negatif bakterilerde ayni
gorevi acil homoserin laktonlar (AHL) gerceklestirmektedir. A.baumannii’de AHL larin
yaninda heniiz ¢ok iyi karakterize edilemememis besden fazla sinyal molekiilii oldugu
bilinmektedir (Prashanth 2012). Bakteriler sinyal molekiillerini tiretmekte ve ortama
birakmaktadir. Ortamdaki sinyal molekiillerini de algilayict reseptdrleri sayesinde

algilayabilmektedirler

Sekil 6: Mikroorganizmalarda quorum sensing

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

spotlights/quorum-sensors.html, 2016)

Acinetobacter tiirlerini QS molekiillerine gore viriilan veya viriilan olmayan diye
ayirmak su an i¢in miimkiin degildir (Bhargava ve ark., 2010 ; Subhadra ve ark., 2016).
Fakat nozokomiyal suslarla ¢evre suslarindaki QS sinyallerini inceleyen bir ¢calismada
Rf1 tip sensorlerin ¢cogunlukla A. calcoaceticus - A.baumannii komplekse ait tiirlerde
bulundugu gosterilmistir. Aynm1 calismada Acinetobacter tiirlerinin %63 iiniin birden

fazla sinyal molekiilii tirettigi saptanmistir ( Gonzalez ve ark., 2009).
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2.9.4 A.baumannii’de biyofilm olusumunun klinik 6nemi

A.baumanni’nin cansiz yiizeylerde biyofilm olusturma yetenegi hastane
ortaminda kolonize olmasina ve hastanede kullanilan tibbi ekipmanlar {izerinde
yagsamasina olanak saglamaktadir. A.baumannii sonda iligkili idrar yolu enfeksiyonu,
santral vendz kateter enfeksiyonu, endotrakeal tiip iliskili enfeksiyon gibi yabanci cisim
enfeksiyonlarint biyofilm olusturma kapasitesi yardimiyla  yapmaktadir. Figiirde
hastadan ¢ikarilmis enfekte foley kateterin i¢ yiizeyinde yer alan A.baumannii’nin de
aralarinda bulundugu polimikrobiyal bir biyofilm tabakas1 gosterilmistir (Longo ve ark.,

2014).

- J‘ = 3 2
2 um EHT = 200 kV Signal A = SE2 Date 2 May 2012
— WD = 8.4 mm Photo No. = 998 Mag = 10.00 K X

Sekil 7: Enfekte bir foley kateterin i¢ yiizeyindeki biyofilm tabakasina ait SEM
goriintiisii (Longo ve ark., 2014).

A.baumannii biyofilm olusturma kapasitesi sayesinde 6zellikle hastanede yogun
bakim {nitesinde yatan hastalarda kolonize olmaktadir. Kolonize hastalarda
A.baumannii enfeksiyonu gelisme riski kolonize olmayanlara gore ¢ok daha yiiksek
bulunmustur. Figiirde alveol epiteli iizerinde kolonize olan A.baumannii’ye ait SEM

analizi goriilmektedir (McConnell ve ark., 2013).
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Sekil 8: SEM analizi ile alveol epitel hiicresi ilizerindeki A.baumannii biyofilmi

(McConnell ve ark., 2013).

A.baumannii enfeksiyonlar1 artan ilag direnci nedeniyle immiin diigkiin hastalar

i¢in fazlasiyla sorun olusturmaktayken, bir de biyofilm olusturma 6zelligi s6z konusu

olunca sorun i¢inden ¢ikilmaz hale gelmektedir.

2.9.5 Anti-biofilm stratejiler

Biyofilm sebepli enfeksiyonlarin 6nemini anlasildik¢a bunlarin 6niine gegme ve
tedavi etme amaciyla yapilan ¢aligmalarin da sayisi artmaktadir. Giiniimiizde biyofilm

olusum basamaklarini temel alarak olusturulmus anti-biyofilm tedavi statejileri sekil

9’da goriilmektedir (Gupta ve ark., 2016).

Biofilm inhibisyon basamaklar

Adezyonu

dnlenmek

Yapigan  bakterilerin

yasamasini engellemek

Olusmus bivofilmi

dagitmak

Adezyonu bozucu

bilesikler

Antimikrobivaller, Cu/Ag

gibi nanopartikaller

Dispersin, DNAaz

gibi bilesikler

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

Antimikrobiyal peptitler dogada hayvan ve bitkilerin dogal bagisiklik sisteminin
bir pargast olarak bulunan 15-30 amino asit uzunlugunda, katyonik peptidlerdir.Ayni
zamanda bakteri ve mantarlar tarafindan da ftretilebilir. Antimikrobiyal peptitlerin
antimikrobiyal aktivitesi genistir.Hiicre membrani tizerindeki negatif yiiklii yapilara
baglanabilmktedir. Ozellikle yavas biiyiilyen mikroorganizmalara etkisinin kuvvetli

olmas1 maliyetinin diisiikk olmasi 6nemli avantajlaridir (Sun ve ark., 2013).

2.9.5.2 Biyofilm matriksi degrade eden enzimler
Biyofilm matriksi DNA, proteinler ve hiicre dig1 polisakaritlerin olustugundan
dolay1 bu yapmin bozulmasi igin ¢esitli enzimler tarafindan yikilmasi gerekligi

tizerinden ortaya ¢ikmis bir tedavi segenegidir (Taraszkiewicz ve ark., 2013).

Tibbi uygulamalar i¢in saf enzim eldesi gereklidir.Ancak, endiistriyel enzim
tiretiminin mevcut yliksek maliyeti sebebiyle bu enzimlerin uygulanmasi nispeten pahali
hale gelmektedir. Bununla birlikte , biyofilm matriks yikici enzim ve antibiyotik
kombinasyonu tibben 6nemli biyofilmlerin kaldirilmasi i¢in kulanilabilecek umut verici
bir segenektir (Sun ve ark., 2013).

2.9.5.3 Bakteriyofajlar

Parazitlerin ve bakterilerin tedavisi i¢in uzun yillardir kullanilan bir tedavi
secenegidir. Faj tedavisinin biyofilm enfksiyonlarinda da kullanilabilecegi diisiincesi
birka¢ sebebe dayanmaktadir. Fajlar radyal biiyiime yetenegine sahiptir ve hastaya tek
bir defa uygulamak yeterli olabilir. Fajlar biyofilm matriksi yikici enzimler
salgilayabilmektedir ve nromal bakteriyl floraya zarar vermeden sadece patojen
bakterilere etki etmeleri miimkiindiir. Fakat faj terapisi ile ilgili baz1 giivenlik endiseleri

vardir ayrica faja dirngli mutant kdkenler de olusabilmektedir (Sun ve ark., 2013).

2.9.5.4 Ultrasonik tedavi
Tek basina biyofilm igerisindeki bakterilerin oldiiriilmesi yeterli bir tedavi
degildir. Ancak diisiik frekansli ultrason ve antibiyotik kombinasyonu biyofilm

kaldirilmasi igin umut verici bir se¢enek olarak goriillmektedir (Sun ve ark., 2013).
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2.9.5.5 QS inhibitorleri

QS inhibitorleri QS etkisini ortadan kaldirmasi veya azaltmasi miimkiin olan
bilesiklerdir. Genel olarak gilivenli kabul edilen QS sondiiriiciileri tiretebilir
prokaryotlarin yani sira bazi Okryotlar ve bazi gelencksel ila¢ bitkilerinden elde
edilebilir. Dogal ya da sentetik olabilirler (Sun ve ark., 2013).

2.9.5.6 Nanopartikiiller

Enfeksiyonla miicadele konusunda nanopartikiillerin potansiyeli, son on yilda
belirgin bir artis gostermistir. Bunlarin  biyosit ve anti-adezyon yetenekleri
bulunmaktadir. Giimiis nanopartikiiller DNA replikasyonunu inhibe edebildigi gibi,
ribozomal ve diger hiicresel proteinlerin ekspresyonu ve bakteriyel elektron tasima
zincirini hasara ugratmaktadir.Ayrica biyofilm olusumunu EPS matriksi bozarak
onledigi bilinmektedir. Kitosan nanopartikiiller ve lipid nanopartikiiller de anti-biyofilm

calismalarinda kullanilmaktadir (Melo ve Perussi, 2013).

2.9.5.7 NSAIl’lar

Biyofilm olusumu iizerindeki NSAII etkisinin mekanizmasi tam olarak izah
edilmemistir. Bakteriyel yapismanin engellenmesi ile bagl olacagi diigiiniilmektedir.
Bir baska olas1 mekanizma ise NSAII tarafindan biyofilm olusumu siirecinde gerekli
olan QS sistemlerinin iizerine bozucu etki gostermesidir. Bu amagla kullanilan

NSAII’lar arasinda asetil salisilat ve ibuprofen sayilabilir (Re$linski ve ark., 2015).

29571 Asetil salisilat

Bir salisilik asit derivesi olan asetil salisilatin analjezik, antipiretik, antiinflmatuar,
antitrombotik etkilerinin yaninda antibakteriyel ve antifungal etkilerinin de
bilinmektedir. Hatta biyofilm tabakasi halindeki mikroorganizmalara dahi etkin

oldugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (Alem ve Douglas, 2004).

2.9.5.7.2 Ibuprofen
Arilpropiyonik asitler (profenler)’den olan ibuprofen diger NSAII gibi
analjezik,antipiretik ve antiinflamatuar etkilere sahiptir.Ayn1 zamanda ibuprufenin

antimikrobiyal ve antibiyofilm etkileri oldugunu gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir
(del Prado ve ark., 2010).
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Kilinik izolatlarin eldesi ve tanimlanmasi

Ocak 2015-Mart 2015 tarihleri arasmnda Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Tip Laboratuvarlar1 Mikrobiyoloji Boliimii Bakteriyoloji Alt
Disiplin Laboratuvari’na gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 100 adet

A.baumannii izolati ¢alismaya dahil edildi.

Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen klinik 6rnekler %5 koyun kanli agar ve Eozin
Metilen Blue agar (EMB) besiyerlerine ekildi. Aerop kosullarda 37°C’de 18- 24 saat
inkiibasyonun ardindan saf koloni seklinde iireyen, Gram negatif diplokok veya
kokobasil morfolojisinde, katalaz pozitif, oksidaz negatif, glukoz ve laktoz
fermentasyonu yapmayan bakteriler Acinetobacter siiphesiyle ileri tanimlama testlerine

alindi.

Izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi MALDI-TOF MS otomatize sistemi

kullanilarak yapildi. Bakteriler ¢aligma zamanina kadar %10 gliserinli buyyon besiyeri

igerisinde -80°C’de sakland.

3.2 Planktonik hiicrelerde kolistin duyarhhiklariin sivi mikrodiliisyon yontemi

ile belirlenmesi

Testte CLSI M100-S21” in onerileri dogrultusunda katyon ayarl1 Mueller Hinton-
Broth (KAMHB) ve U tabanli 96 kuyucuklu steril kapakli plaklar kullanildi. Kolistin
siilfat (Sigma Aldrich, ABD), iiretici firmadan temin edildi. Distile su ile ¢oziilerek
4096 pg/ml’lik stok g¢ozeltileri hazirlandi. Stok soliisyonlardan KAMHB besiyerinde
diliisyon yaparak tiiplerde ilk konsantrasyon 32 pg/ml, son konsantrasyon 0.125 pg/ml
olacak sekilde kolistin solusyonlari elde edildi. Bulardan 100’er pl kuyucuklara
dagitildi. Her sus i¢in bir tireme kontrolii ve bir de sterilite kontrolii i¢in kuyucuk ayildi.
CLSI onerileri dogrultusunda taze kiiltiirlerden alinan kolonilerden 0.5 McFarland
bulanikliginda bakteri siispansiyonlar1 hazirlanip, 1/100 oraninda diliie edildi. Sterilite
kontrolii i¢in ayrilan kuyucuklar hari¢, her yatay siraya ayri bir bakteri

stispansiyonundan 100’er pl eklendi. Plaklarin son yatay sirasina kontrol susu olan
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Pseudomas auroginosa ATCC 27853’den hazirlanan siispansiyondan 100 pl konuldu.
Boylece plaklarda kolistinin 16 pg/ml-0,0625 pg/ml arasinda degisen konsantrasyonlari
icinde bakteri siispansiyonlar1 elde edilmis oldu. Plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.
MIK degerleri, iiremenin gozlenmedigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonlar1 olarak
saptand1. Sonucglar 2014 CLSI M100-S21° e gore degerlendirildi. Buna gore kolistin
MIK degeri >4 pg/ml direngli, <2 pg/ml duyarli olarak kabul edildi. Standart sus icin
CLSI tarafindan kolistin i¢in onerilen MIK degerleri 0,5-4 ug/ml olup, c¢alisma
stiresince bu degerler arasinda kaldig1 gozlendi (CLSI, 2014).

3.3 Planktonik hiicrelerde asetil salisilat ve ibuprofen duyarhhiklarimin sivi

mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmesi

Bu amagla katyon ayarli Mueller Hinton-Broth (KAMHB) ve U tabanli 96
kuyucuklu steril kapakli plaklar kullanildi. Asetil salisilat (Sigma Aldrich, ABD) ve
ibuprofen (Sigma Aldrich, ABD) iiretici firmadan temin edildi. DMSO ile ¢oziildi ve
stok ¢ozeltileri asetil salisilat 120 mg/ml, ibuprofen 40 mg/ml olacak sekilde hazirlandi.
KAMHB besiyeri kullanilarak steril tiiplerde diliisyonlar hazirlandi. Tiiplerdeki ilk
konsantrasyon asetil salisilat igin 8192 ug/ml, ibuprofen i¢in 4096 pg/ml, son
konsantrasyon asetil salisilat i¢in 32 pg/ml, ibuprofen igin 32 pg/ml olacak sekilde
hesaplandi. Bunlardan 100’er pl kuyucuklara dagitildi. Her sus i¢in bir iireme kontrolii
ve bir de sterilite kontrolii i¢cin kuyucuk ayildi. CLSI onerileri dogrultusunda taze
kiltiirlerden alinan kolonilerden 0.5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonlar1
hazirlanip, 1/100 oraninda diliie edildi. Her yatay siraya ayri bir bakteri
stispansiyonundan 100’er pl eklendi. Kuyucuklardaki ila¢ konsantrasyonlar: yar1 yariya
inmis oldu. Sterilite kontrolii icin ayrilan kuyucuklara bakteri eklenmedi. Ureme
kontrolii i¢in ayrilan kuyucuklara da antimikrobiyal eklenmedi. Her sus icin ikinci bir
tireme kontrolii kuyucugu daha ayrildi. Bu kuyucukta da ilk kuyucugun igerdigi kadar
DMSO igeren KAMHB ig¢inde iireme kontrolii yapildi (CLSI, 2014).

3.4 Klinik izolatlarin biyofilm olusturma kapasitelerinin belirlenmesi

Biyofilm olusumunun arastirilmasi i¢in mikrotitrasyon plak yontemi kullanildi
(Christensen ve ark., 1985 ; Moskowitz ve ark., 2004 ; Stepanovic ve ark., 2000 ;
O'Toole, 2011). Taze kiiltiirlerden alinan kolonilerden %0,25 glukoz igeren TSB

besiyeri icerisinde 0.5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonlari hazirlandi. 96
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kuyucuklu steril polistren diiz tabanli plaklarin kuyucuklarina 100’er pl dagitildi. Her
sus icin en az 3 kuyucuk c¢aligildi. Negatif kontrol olarak bakteri eklenmemis 100’er pl
besiyeri i¢eren en az 3 kuyucuk; pozitif kontrol olarak gii¢lii biyofilm olusturdugu
bilinen A.baumannii ATCC 19606 ile ¢alisilmis en az 3 kuyucuk ayrildi. Bakteri
stispansiyonlar1 bu sekilde eklendikten sonra plaklar tizeri kapakla kapali sekilde 37°C’
de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklarm i¢indeki materyal pipet
yardimiyla yavagca uzaklastirilip, her bir kuyucugun igi iki defa steril serum fizyolojik
ile dikkatli bir sekilde yikandi ve yiizeye yapisik olmayan serbest haldeki bakterilerin
uzaklagmasi, sadece biyofilm tabakasi halindeki bakterilerin kuyucuklarda kalmasi
saglandi. Kurutma kagidi iizerine ters ¢evrilerek kuyucuklarda kalan sivini tamamen
akmasi saglandi ve plaklar 15 dk oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuyucuk
¢eperine yapismis olan biyofilm tabakalari kristal viole’ nin su i¢erisinde hazirlanmis %
0,1 lik soliisyonundan 125’er pl dagitilip 15 dk oda sicakliginda bekletilmesi ile
boyandi. Daha sonra tekrar kuyucuklar igerisindeki boya uzaklastirilip her bir
kuyucugun i¢i narince iki defa steril serum fizyolojik ile yikandi ve kurutma kagidina
ters cevrilerek kurumasi saglandi. Bu sekilde bir gece boyunca bekletilen plaklar iyice
kurumus oldu. Ertesi giin kuyucuklara 125’er pl %30’luk asetik asit konulup 15 dk
inkiibe edilerek biyofilm tabakalari igerisine niifuz etmis olan boyanin ¢oziilmesi
saglandi. Plaklar 630 nm dalga boyunda 450 nm dalga boyu referans kullanilarak optik
elisa okuyucuda (Chromate 4300,Awareness) okutuldu. Elde edilen absorbans degerleri
negatif ve pozitif kontrolle birlikte degerlendirildi. Biyofilm tabakasinin kalinligina
gore kategorizasyonun belirlenmesi i¢in Stepanovic ve ark.’nin ¢alismalarindan
yararlanildi (Stepanovic ve ark., 2000). Buna gore; negatif kontrollerin 630 nm’ki
absorbans degerleri alinip bunlarin ortalamasina 3 standart sapma eklenerek cut off

degeri (ODc) belirlendi. ODc ‘ye gore kategorizasyon su sekilde yapildi:

OD <ODc Biyofilm negatif
ODc <OD < 2xODc Zay1f biyofilm
2xODc < OD < 4x0ODc: Orta biyofilm
4xODc < OD Giiglii biyofilm
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3.5 Sesil hiicrelerde asetil salisilat ve ibuprofenin BIK degerlerinin belirlenmesi
Bu test icin oncelikle calisilacak olan izolatlarin steril cam boncuklar {izerine
biyofilm tabakasi olusturmasi saglandi. Bu amagla cam boncuklar steril sartlarda 96
kuyucuklu steril plaklara, kuyucuk basina birer tane olacak sekilde yerlestirildi.
Uzerlerine 160’sar pl 0.5 McFarland bulanikligindaki bakteriyel izolatlardan eklendi.
Her bir bakteriyel izolat i¢in iki yatay sira diizenlendi. Plaklar kapaklar1 kapali olarak
37°C’ de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklarin i¢indeki boncuklar
steril 6ze yardimiyla cikarildi ve 24’erli gruplar halinde steril serum fizyolojik igeren
kaplara alindi. Burada 1 dk bekletilerek serbest haldeki bakterilerin uzaklastirilmasi ve
boncuklar tlizerinde sadece biyofilm haldeki bakterilerin kalmasi saglandi. Bu yikama
islemi dikkatlice iki kez tekrar edildi. Yikama isleminin ardindan boncuklar daha 6nce
hazirlanmis olan ve asetil salisilat ve ibuprofenin ayr1 ayri diliisyonlarini iceren plaklara
steril bir penset yardimiyla birakildi. Plaklar kapaklar1 kapali olarak, 37°C’ de 24 saat
inkiibe edildi. Gozle goriilebilir iiremenin engellendigi en kiigiik konsantrasyon BIK

degeri olarak belirlendi.

3.6  Sesil hiicrelerde kolistinin tek basina, 200pg/pl asetil salisilat ile kombine ve

50pg/pl ibuprofen ile kombine haldeki BIK degerlerinin belirlenmesi

Bu test i¢in Oncelikle calisilacak olan izolatlarin steril cam boncuklar iizerinde
biyofilm tabakas1 olusturmalar1 saglandi. Bu amagla cam boncuklar steril sartlarda 96
kuyucuklu steril plaklara, kuyucuk basina birer tane olacak sekilde yerlestirildi.
Uzerlerine 160’sar pl 0.5 McFarland bulanikligindaki bakteriyel izolatlardan eklendi.
Her izolat i¢in 3 dikey sira calisildi. Bu sekilde her izolat i¢in 24 adet boncuk enfekte
edilmis oldu. Plaklar kapaklari kapali olarak 37°C’ de 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan kuyucuklarm icindeki boncuklar steril 6ze yardimiyla ¢ikarild:
ve 24’erli gruplar halinde steril serum fizyolojik iceren kaplara alindi. Burada 1 dk
bekletilerek serbest haldeki bakterilerin uzaklastirilmasi ve boncuklar iizerinde sadece
biyofilm haldeki bakterilerin kalmasi saglandi. Bu yikama islemi dikkatlice iki kez
tekrar edildi. Yikama isleminin ardindan boncuklar 6nceden antibiyotik diliisyonlari
hazirlanmis plaklarin igerisine steril bir penset yardimiyla birakildi. Plaklar kapaklari

kapali olarak 37°C’ de 24 saat inkiibe edildi.
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Tablo VI’da gosterildigi gibi her izolat i¢in 3 farkli dikey sira bulunmaktaydi.
Kolistinin seri diliisyonlarina serumda toksisite olusturmadan bulunabilecek maksimum
asetil salisilat ve maksimum ibuprofen konsantrasyonlar1 eklenerek tek basina kolistin
kullanilmasina gore BIK degerinde herhangi bir degisiklik olusturup olusturmadiginin
arastirilmasi amaglandi. Bu konsantrasyon asetil salisilat i¢in 200 pg/ml iken, ibuprofen
icin 50 pg/ml’dir. Bu amagcla son ila¢ konsantrasyonlart Tablo VI’da sunulan sekilde
ayarland1. Gozle goriilebilir {iremenin engellendigi en kiigiik konsantrasyon BIK degeri

olarak belirlendi.

Tablo VI: Maksimum plazma konsantrasyon degerlerindeki asetil salisilat ve
ibuprofenin kolistin BIK degerleri iizerine etkilerinin aragtirilmasi

Kolistin 512 Kolistin 256 Kolistin 256
Asetil salisilat 200 | Ibuprofen 50
Kolistin 256 Kolistin 128 Kolistin 128
Asetil salisilat 200 | Ibuprofen 50
Kolistin 128 Kolistin 64 Kolistin 64
Asetil salisilat 200 | Ibuprofen 50
Kolistin 64 Kolistin 32 Kolistin 32
Asetil salisilat 200 | Ibuprofen 50
Kolistin 32 Kolistin 16 Kolistin 16
Asetil salisilat 200 | Ibuprofen 50
Kolistin 16 Kolistin 8 Kolistin 8
Asetil salisilat 200 | ibuprofen 50
Kolistin Kolistin 4 Kolistin 4
8 Asetil salisilat 200 | Ibuprofen 50
Kolistin UK SK
4

32




3.7 Asetil salisilat ile kolistin ve ibuprofen ile Kkolistin kombinasyonlarinin
biyofilm formasyonundaki A.baumannii iizerine inhibitor etkilesinin dama
tahtasi yontemi ile belirlenmesi
Biyofilm formundaki bakteriye ilag kombinasyonlarinin etkilerinin dama tahtasi

yontemi ile saptanmasi i¢in, Oncelikle bakterilerin steril cam boncuklar tizerinde

biyofilm tabakasi olusturmasi saglandi. Bu sinerji ¢alismasi i¢in, A.baumannii ATCC

19606 ve 12 adet biyofilm olusturdugu bilinen klinik izolat kullanildi. Klinik izolatlarin

secimi kolistin BIK degerlerine gore yapildi. 256, 128, 64, 32, 16, 8 olmak iizere 6

farkli kolistin BIK degeri bulunmaktaydi. Her grup icinden rastgele ikiser izolat secildi.

Bunlarin biofilm tabakasi olusturmus hallerine mikrodiliisyon sinerji uygulandi.

Bu amagla cam boncuklar steril sartlarda 96 kuyucuklu steril plaklara, kuyucuk
basma birer tane olacak sekilde yerlestirildi. Uzerlerine 160’sar ul 0.5 McFarland
bulanikliginda bakteri siispansiyonu eklendi. Plagin istii kapatilarak 37°C’ de 24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklarin icindeki boncuklar steril 6ze
yardimiyla ¢ikarilarak steril serum fizyolojik iceren kaplara alindi. Burada 1 dk
bekletilerek serbest haldeki bakterilerin uzaklastirilmasi ve boncuklar iizerinde sadece
biyofilm haldeki bakterilerin kalmasi saglandi. Bu yikama islemi dikkatlice iki kez
tekrar edildi. Yikama isleminin ardindan boncuklar Onceden antibiyotik
kombinasyonlar1 hazirlanmis plaklarin igerisine steril bir penset yardimiyla birakildi.
Plaklar kapaklar1 kapali olarak 37°C’ de 24 saat inkiibe edildi. Gozle goriilebilir

tiremenin engellendigi en kiigiik konsantrasyon BIK degeri olarak belirlendi.

Plaklarda ila¢ kombinasyonlarinin hazirlanmasi su sekilde gerceklesti: Kolistin,
asetil salisilat ve ibuprofenin stok c¢ozeltilerinden tiiplerde KAMHB i¢inde seri
sulandirimlar hazirlandi. Daha sonra 96 kuyucuklu steril plaklara son konsantrasyonlar
Tablo VII ve Tablo VIII’de gosterildigi gibi olacak sekilde dagitildi. Bir kuyucuk
sterilite kontrolii ,bir kuyucuk da tireme kontrolii i¢in ayrildi. Sterilite kontrolii igin
ayrilan kuyucukta sadece KAMHB, iireme kontrolii i¢in ayrilan kuyucukta ise sadece

bakteri siispansiyonu bulunmaktaydi.
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Tablo VI1I: Kolistin ve asetil salisilat arasindaki BIK sinetji calismasinin dizayni

COL COL CcoL COL CcoL CcoL COoL CoL CcoL CoL COoL
1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS
4096 4096 4096 4096 4096 4096 4096 4096 4096 4096 4096 4096
COL COL COoL COL COL COoL COL COL COoL COL COL
1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS
2048 2048 2048 2048 2048 2048 2048 2048 2048 2048 2048 2048
COL COL CcoL COL CcoL CcoL COoL CoL CcoL CoL COoL
1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS
1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024
COoL COL COoL COL COL COL COL COoL CoL COoL COoL
1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS
512 512 512 512 512 512 512 512 512 512 512 512
COL COL COoL COL COoL COoL COL COoL COoL COoL COL
1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS
256 256 256 256 256 256 256 256 256 256 256 256
COoL COoL COoL COL COL COL COL COL CcoL COL COoL
1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS
128 128 128 128 128 128 128 128 128 128 128 128
COL COL COoL COL COoL COoL COL COoL CoL COoL COL
1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS
64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64
COL COL COoL COL COoL COoL COoL COL CcoL COL UK SK
1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2

COL: kolistin, AS: Asetil salisilat, UK : Ureme kontrolii, SK: Sterilite kontrolii
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Tablo VIII: Kolistin ve ibuprofen arasindaki BiK sinerji ¢aligmasinin dizayni

COL COL COoL COL COL COL COL COL COoL COL COL

1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU 1BU IBU 1BU IBU IBU
2048 2048 2048 2048 2048 2048 2048 2048 2048 2048 2048 2048
COL COL COoL COL COoL COoL COL COL COoL COL COL

1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU
1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024
COL COL CcoL COL CcoL CcoL COoL CoL CcoL CoL COoL

1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

IBU IBU IBU IBU 1BU 1BU IBU 1BU IBU 1BU IBU IBU
512 512 512 512 512 512 512 512 512 512 512 512
COoL COL COoL COL COL COL COL COL CcoL COL COoL

1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

IBU IBU IBU IBU 1BU 1BU IBU 1BU IBU 1BU IBU IBU
256 256 256 256 256 256 256 256 256 256 256 256
COL COL CoL COL COoL COoL COL COoL COoL COoL COL

1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU
128 128 128 128 128 128 128 128 128 128 128 128
COL COL COoL COL COoL COoL COoL COL CcoL COL COoL

1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU 1BU IBU 1BU IBU IBU
64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64
COL COL COoL COL COoL COoL COL COoL CoL COoL COL

1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU IBU
32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
COL COL COoL COL COoL COoL COoL COL CcoL COL 2 UK SK
1024 512 256 128 64 32 16 8 4

COL : kolistin, IBU:ibuprofen, UK : Ureme kontrolii, SK: Sterilite kontrolii

35




3.8 Asetil salisilat ile kolistin ve ibuprofen ile kolistin kombinasyonlariin
planktonik haldeki A.baumannii iizerine inhibitor etkisinin dama tahtasi
yontemi ile belirlenmesi
Bir dnceki caligmadakine benzer sekilde, asetil salisilat ve ibuprofenin ilk tiipteki

konsantrasyonlari; asetil salisilat 8192 pg/ml ve ibuprofen 4096 pg/ml olacak sekilde

ayarlandi. Kolistin’in ilk tiipteki konsantrasyonu ise 16 pg/ml olarak belirlendi. Bu
calisma, A.baumannii ATCC 19606 ve 12 adet biyofilm olusturdugu bilinen klinik

izolat ile yapildi. Klinik izolatlar kolistin BIK degerlerine gore secildi. 256, 128, 64, 32,

16, 8 olmak iizere 6 farkli kolistin BIK degeri bulunmaktaydi. Her grup i¢inden rastgele

ikiser izolat secildi. Bu bakterilerin taze kiiltiiriinden alinan koloniler ile 0.5 McFarland

bulanikliginda bakteri silispansiyonlari hazirlanip, 1/100 oraninda diliie edildi. Bir
kuyucuk sterilite kontrolii, bir kuyucuk da tireme kontrolii i¢in ayrildi. Sterilite kontrolii
icin ayrilan kuyucukta sadece KAMHB, iireme kontrolil i¢in ayrilan kuyucukta ise

sadece bakteri slispansiyonu bulunmaktaydi.

Kontrol kuyucuklari disinda diger kuyucuklarda dagilim su sekilde yapildi: A
ilacindan her kuyucuga 50’ser pl olmak iizere konsantrasyonu Y ekseni boyunca
yukaridan asagiya azalacak sekilde eklendi. B ilacindan da her kuyucuga 50’ser pl
olmak tizere, konsantrasyonu X ekseni boyunca soldan saga azalacak sekilde eklendi.
Son olarak bakteri siispansiyonundan da her kuyucuga 100’er pl eklendi. Sonug olarak
test konsantrasyonlarina, ilag konsantrasyonu 1:4, bakteri siispansiyonu ise 1:2 oraninda
seyreltilerek erigilmis oldu (CLSI, 2014). Hazirlanan plak oOrnegi, Tablo IX’da

gosterilmistir.
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Tablo IX: Kolistin ile asetil salisilat ve kolistin ile ibuprofen arasindaki MIK sinerji
calismasinin dizayni

CoL CoL CoL CoL CoL CoL CoL CcoL CoL CoL CcoL CcoL

4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
ASA AS AS AS AS IBU IBU IBU 1BU IBU
2048 1024 512 256 128 1024 512 256 128 64
COL COL COL CcoL COL COL CcoL CcoL CoL CoL CcoL CcoL
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
AS AS AS AS AS IBU IBU IBU IBU IBU
2048 1024 512 256 128 1024 512 256 128 64
COoL COL COL COoL COL COL COL CoL COL COL COoL COoL
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
AS AS AS AS AS IBU IBU IBU IBU IBU
2048 1024 512 256 128 1024 512 256 128 64
COoL COL COL COoL COoL COL COoL CoL CoL COoL COL CoL
0,5 05 05 0,5 0,5 05 05 05 05 05 0,5 0,5
AS AS AS AS AS IBU IBU IBU IBU IBU
2048 1024 512 256 128 1024 512 256 128 64

COoL COoL COoL COL COL COL COL COoL CoL COL COoL COoL
0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

AS AS AS AS AS 1BU IBU IBU 1BU IBU
2048 1024 512 256 128 1024 512 256 128 64

CoL CoL CcoL CcoL CoL CoL CoL CcoL CoL CoL CoL CcoL
0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125

AS AS AS AS AS IBU IBU IBU IBU IBU
2048 1024 512 256 128 1024 512 256 128 64

COL COL COoL COoL COL COoL COoL CcoL CcoL COL COoL COoL
0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625

AS A 1024 AS AS AS IBU IBU IBU 1BU IBU
2048 512 256 128 1024 512 256 128 64
AS AS AS AS AS UK IBU IBU IBU 1BU IBU SK
2048 1024 512 256 128 1024 512 256 128 64

COL: kolistin, AS: Asetil salisilat, IBU:ibuprofen, UK : Ureme kontrolii, SK: Sterilite kontrolii
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3.9 FIC indeksi belirleme

Mikrodiliisyon sinerji ¢aligmalarina ait FIC indekslerinin hesab1 i¢in Sekil 10°da
gosterilen metod kullanilmistir (Bonapace ve ark., 2002). Sonugta <0.5 degerler
sinerjistik , 0.5-4 araligindaki degerler aditif / indiferansiye (farksiz) , >4 degerler

antagonistik olarak yorumlandi.

B7 |

B6

B5 |1a FIK,=(B5/B5)+Al/A5)=a
FIK,=(B4/B5)+(A2/A5)=b

FIK;=(B3/B5)+(A3/A5)=c
FIK=(B2/BS5)+(A4/AS)=d
FIKs=(B1/BS)+(AS/AS)=e
FIK opiam /5=(a+b+c+d+e)/5=f

Sekil 10: FIC indeksi hesabi

3.10 istatiksel yontem

Biyofilm olusumunun arastirilmasi igin kullanilan mikrotitrasyon plak
yonteminde her sus i¢in yapilan 3 tekrar sonucunda elde edilen ortalama ve standart
sapma degerleri tanimlayici istatistikler kullanilarak belirlendi. Elde edilen nihai
absorbans degerleri ve izolatlarin kolistin, asetil salisilat, ibuprofen igin belirlenen BIK
degerleri ile arasindaki iligki Kolmogorov-Smirnov Test ve Spearman's rho

nonparametrik test kullanilarak 6l¢iildii.
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4 BULGULAR

4.1 A. baumannii klinik izolatlarimin gonderildikleri klinik birimlere ve érnek
tiirlerine gore dagilimlar:

Calismada kullanalan 100 adet A.baumannii klinik izolati1 ¢esitli servislerden
gelen farkli klinik 6rneklerden izole edilmistir. .A.baumannii’nin en ¢ok izole edildigi
klinik O6rnekler solunum yolu ornekleri olup, izolatlarin ornek tiiriine gore detayl
dagilimlart Tablo X’da verilmistir. A.baumannii’nin izole edildigi servislere gore
dagilimi ise Tablo XI’de verilmistir. En ¢ok izole edildigi klinik servisin yetigkin yogun

bakim servisi oldugu tabloda goriilmektedir.

Tablo XI: Klinik izolatlarin servislere gore dagilimi

Klinik Servisler Hasta

sayist (%)

Yetiskin yogun bakim 38

unitesi

[N
[EEY

Gogls hastaliklart

Yenidogan yogun bakim

Noroloji

Genel cerrahi
Acil

Hematoloji

Dahiliye

Uroloji

Enfeksiyon hastaliklar

Dahiliye

Beyin cerrahi

Cocuk enfeksiyon

W N N N W w &~ b~ O O 0 ©

Diger*

* : Ortopedi 1 ,Nefroloji 1, Kardiyoloji 1
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Tablo XII: Klinik izolatlarin 6rnek tiirlerine gére dagilimi

Ornek Tiirii Hasta
say1s1 (%)

Trakeal aspirat 29
Balgam 21
Idrar 19

Kan 17

Yara ve eksuda 10
Diger* 4

* : Konjuktiva 1 , Beyin omurilik sivis1 1 ,Ameliyat materyali 1 ,Bronkoalveolar lavaj
stvist 1

4.2 Planktonik hiicrelerde kolistin, asetil salisilat ve ibuprofen duyarhhklarinin

sivi mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmesi

Klinik izolatlarin kolistin MIK degerleri 0.125-1 pug/ml araliginda bulundu. MiKs,
degeri 0.25 pg/ml, MiKgo degeri 0.5 pg/ml olarak hesaplandi. Asetil salisilat MIK
degerleri 1024-2048 pg/ml araliginda bulundu. MiKsy degeri 1024 pg/ml, MiKgo degeri
2048 pg/ml olarak hesaplandi. Ibuprofen MIK degerleri 512-1024 pg/ml araliginda
bulundu. MiKsy degeri 1024 pg/ml, MiKgy 1024 pg/ml olarak hesaplandi.
A.baumannii ATCC 19606 icin kolistin MIK degeri 0.5 pg/ml, asetil salisilat MIK
degeri 1024 pg/ml, ibuprofen MIK degeri ise 512 pg/ml olarak saptandi.

4.3 Bakteriyel izolatlarin biyofilm olusturma kapasitelerinin belirlenmesi
Calismada 100 adet A.baumannii klinik izolatinin biyofilm olusturma kapasiteleri
mikrotitrasyon plak yontemi ile arastirilmistir. Calismada hi¢ bakteri igermeyen, 3 adet
negatif kontrol kuyucugu olup, bu kuyucuklara digerleri ile birlikte ayn1 boyama ve
yikama islemleri uygulanmistir. Cut off degeri (ODc), bu negatif kontrol
kuyucuklarmin 630 nm’ki absorbans degerlerinin ortalamas1 + 3 standart sapma olarak
hesaplandi. 0,17 olarak belirlenen bu degerin iistinde (OD > ODc) kalan izolatlar,
biyofilm pozitif; 0,17 ye esit ve altinda bir degere sahip olan izolatlar (OD < ODc)
biyofilm negatif olarak ayrilmistir. Biyofilm pozitif olan izolatlar da kendi i¢lerinde
zayif, orta ve giicli biyofilm olusturanlar olarak 3 ayr1 kategoriye ayrilmistir

(Stepanovic ve ark. 2000) :
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OD <2xODc = OD <0,34 = zayif biyofilm
2xODc < OD <£4xODc = 0,34 <OD <0,68 = orta biyofilm
4xODc < OD = 0,68 < OD = giiglii biyofilm

Tim biyofilm pozitif izolatlarin 630 nm’deki OD degerleri Sekil 11°de
verilmigstir. Her izolat en az ii¢ kez ¢alisilmistir. Pozitif kontrol olarak giiclii biyofilm

olusturdugu bilinen A. baumannii ATCC 19606 kullanilmustir.

Calismada elde ettigimiz sonuglar, 100 adet A.baumannii izolatinin 58(%58) ’inin
biyofilm olusturdugunu, 42 (%42)’sinin olusturmadigin1 gdstermistir. Biyofilm
olusturan 58 izolatin 22 (%37.9) tanesi giiclii; 22 (%37.9°’u) tanesi orta; 14 (%24.1)
tanesi zayif biyofilm tabakasi olusturmaktaydi.

il il

IRRN NI RERER SN NI SN0 M ora

=

ST E S YW WD ST WM A N AN NN N

Sekil 11: Biyofilm pozitif izolatlarin biyofilm olusturma kapasiteleri

4.4  Sesil hiicrelerde kolistinin tek basina, 200pg/pl asetil salisilat ile kombine ve
50pg/pl ibuprofen ile kombine haldeki BIiK degerlerinin belirlenmesi
Kolistin BIK degerleri 8-256 pg/ml araliginda olup BiKsy 32 pg/ml, BiKgy 256
ng/ml hesaplandi. A.baumannii ATCC 19606 igin kolistin BIK 128 pg/ml bulundu.
Izolatlarin kolistin BIK degerlerinde 200ug/ul asetil salisilat ilavesi ve 50pg/pl

ibuprofen ilavesi durumlarinda degisiklik saptanmadi (x1 diliisyonda).
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45 Sesil hiicrelerde asetil salisilat ve ibuprofenin BIK degerlerinin belirlenmesi
Biyofilm formasyonundaki klinik izolatlarin asetil salisilat BIK degerleri 2048-
4096 png/ml araliginda bulundu. BiKsy degeri 2048 ng/ml, BiKgy degeri 2048 pg/ml
olarak hesaplandi. ibuprofen BIK degerleri 1024-2048 ng/ml araliginda bulundu. MiKs
degeri 1024 pg/ml, MiKgy degeri 2048 ng/ml olarak hesaplandi. A.baumannii ATCC
19606 igin asetil salisilat BIK degeri 2048 pg/ml, ibuprofen BIK degeri ise 1024 pg/ml

bulundu.

46 Sesil hiicrelerde asetil  salisilat-kolistin ~ ve  ibuprofen-kolistin
kombinasyonlarina ait etkilesimler

Tablo XIII : Sesil hiicrelerde asetil salisilat-kolistin, ibuprofen-kolistin kombinasyon
testlerine ait sonuglar

Izolat 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 hiicrelerde

asetil salisilat-kolistin

kombinasyonlarina ait etkilesimler

Tablo XIV: Planktonik hiicrelerde asetil

kombinasyon testlerine ait sonuglar

Izolat 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 Ilstatiksel Yontem

ve

salisilat-kolistin,

ibuprofen-kolistin

ibuprofen-kolistin

Biyofilm formasyonundaki izolatlarin biyofilm olusturma gosteren kapasitelerini

gbsteren absorbans degerleri ile kolistin BIK degerleri arasindaki iliski istatistiksel

olarak anlamli bulundu (p<0.01). Biyofilm olusturma kapasitelerinin artmasina bagl

olarak kolistin BIK degerlerinin de arttigi gdzlendi. Ancak biyofilm olusturma

kapasiteleri ile asetil salisilat BIK ve ibuprofen BIK degerleri arasinda anlamli bir

iligkiye rastlanmadi (p>0.01).
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5 TARTISMA
Dogada saprofitik olarak yasayan Acinetobacter tiirleri, genel olarak toprak, su,
insan cildi, gida iriinleri tizerinde bulunmaktadir. Hastane ortaminda da bulunan bu

mikroorganizma hastalar i¢in biiylik risk teskil etmektedir (Espinala ve ark., 2012).

Yapilan arastirmalar A.baumannii izolatlarinin hastanelerde hemen hemen her
canli veya cansiz yiizeyden izole edilebildiklerini gostermistir. Personellerin elleri,
hastalar, tibbi cihaz ve ekipmanlar, yatak kenarlari, carsaflar, yastiklar, perdeler,
lavobolar, sabunlar, el losyonlari, ¢op kutulari, basucu ¢izelgeleri, bilgisayar klavyeleri,
telefonlar gibi degisik cevresel alanlar kaynak olarak bildirilmistir (Towner 2009).
Acinetobacter tiirleri arasinda hastane ortamindan en c¢ok izole edilen tiir

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

A. baumannii, dis ortam kosullarma direngli olup, cansiz ve kuru yiizeylerde bile
uzun siire canliligin siirdiirebilmektedir. Ozellikle antibiyotiklerin daha ¢ok kullanildig1
hematoloji, onkoloji servisleri ve yogun bakimlarda salginlara ve ciddi enfeksiyonlara
(bakteriyemi, pndmoni, menenjit, liriner sistem enfeksiyonu, yara enfeksiyonu) neden

olmaktadir (Maragakis ve Perl, 2008).

A. baumannii antibiyotiklere ¢ogul direng gosterebilmesi ve Ozellikle yogun
bakim {initelerinde salginlara neden olmasi nedeniyle tibbi 6neme sahiptir (Joly-
Guillou, 2005) . A.baumannii enfeksiyonunun hastanede ve yogun bakim {initelerinde
kalis siiresini uzattifini gosteren c¢aligmalar bulunmaktadir (Falagas ve ark., 2005).
Ayrica vaka kontrol ve kohort metodlart birlikte kullanilarak yapilan bir ¢caligmada A.
baumannii’ye bagli hem kolonizasyon hem de enfeksiyon durumunda mortalitenin

onemli oranda arttig1 gosterilmistir (Falagas ve ark., 2006).

A.baumannii  klinik izolatlarinin servislere gore dagilimlart Tablo X’da
verilmistir. Tablo incelendiginde, A. baumannii izolatlarinin en fazla yetiskin yogun
bakim {initesinden izole edildigi (%38), ikinci sirada gogiis hastaliklar1 (%11), {liglincii
sirada ise yeni dogan yogun bakim iinitesinin (%9) geldigi goriilmektedir. Aral ve
ark.’nim 130 A. baumannii izolat1 ile yaptiklart ¢calismada, en sik yogun bakim, ikinci
siklikta ¢ocuk hastaliklar1 ve {iglincii siklikta cerrahi kliniklerinden izole edildigi

gosterilmistir (Aral ve ark., 2010). Ozdemir ve ark. "min 215 A. baumannii izolat1 ile
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yaptiklar1 ¢aligmada da bizim bulgularimiza benzer sekilde yogun bakim ilk sirada yer
almis bunu gogiis hastaliklar1 yogun bakim {initesi izlemistir (Ozdemir ve ark., 2009).
Cetin ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada ise, 129 4. baumannii izolat: en sik yogun
bakimlardan ve ikinci siklikla beyin cerrahisi linitesinden izole edilmistir (Cetin ve ark.,
2006). Calismamiz izolasyon oranlar1 yoniinden mevcut calismalarla uyumlu

goriilmektedir.

Acinetobacter baumannii’nin izole edildigi orneklerin dagilimi incelendiginde
calismalarda cesitli farkliliklar dikkati gekmektedir. Yavuz ve ark.’nin yapmis olduklari
calismada A. baumannii izolatlar1 %27 ile en sik trakeal aspirat, %21 ile ikinci siklikta
idrar, %16 ile iiclincli siklikta balgam o6rneklerinden izole edilmistir (Yavuz ve ark.,
2006). Colpan ve ark.’nin yaptiklar1 ¢aligmada ise A. baumannii en sik trakeal aspirat
orneklerinden (%36.1) ,ikinci sirada kan (%?25), igclincli sirada idrar (%22.2)
orneklerinden izole edilmistir (Colpan ve ark., 2002). Zer ve ark.’nin ¢aligmalarinda A.
baumannii izolatlar1 en sik trakeal aspirat (%45.16), ikinci siklikta kan (%14.51) ve
ticlincii siklikta yara yeri (%11.29) materyalinden izole edilmistir (Zer ve ark., 2007).
Giilhan ve ark.’nin ¢calismasinda ise izolatlarin %3’ trakeal aspirat, %20’si kan, %40°1
yara ve %24’1 idrar ornekleri seklinde siralanmistir (Giilhan ve ark., 2009). Bizim
calismamizda izolatlarimizin izole edildigi ornekler arasinda ilk sirayr %29 ile trakeal
aspirat ornekleri alirken, bunu idrar 6rnekleri( %21), balgam ornekleri (%19) , kan
ornekleri ( %17) , yara ve eksuda 6rnekleri ( %10) izlemistir ( Tablo ???). A. baumannii
‘nin en sik sebep oldugu nozokomiyal enfeksiyon mekanik ventilasyon iliskili
pnomonidir (Bahar ve Esen, 2008). Bizim ¢alismamizda A.baumannii izolatlarinin en
fazla yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarin trakeal aspirat Orneklerinden izole

edilmis olmasi da bu bilgi ile 6rtiismektedir.

Acinetobacter baumannii yiiksek direng profili ile tedavisi zor olan bir patojendir.
A. baumannii enfeksiyonlarinin yayginligina ve olusturdugu problemin biiyiikliigiine
ragmen tedavi segeneklerini arttirmak amaciyla yapilan ¢aligmalar ¢ok smnirh
diizeydedir (Fishbain ve Peleg., 2010). Artan karbapenem direnci bu ajanlarin tedavide
kullanimini kisitlamakta ve farkli secenekler arayisina yonlendirmektedir. Ulkemiz
dahil bircok merkezde hem intravendz, hem de inhaler olarak kullanilabilen kolistin bu

nedenle popiilarite kazanmistir. Yan etkilerinin fazlaligina ragmen siklikla kullanilan bu

45



antibiyotige ait MiK degerlerinde de artislar gdzlenmeye baslamustir ( Giindeslioglu ve
ark., 2014; Giiven ve ark., 2014; Ece ve ark., 2014; Dogan ve ark., 2015).

Calismamizda 100 adet A.baumannii izolatinin toplandigi ii¢ aylik donem
igerisinde higbir izolatta kolistine diren¢ saptanmamistir. Oysa 6zellikle son yillarda
yapilan ¢alismalarda nadir de olsa kolistin direncli suslar goriilebilmektedir. Ulkemizde
Acinetobacter baumannii ‘de kolistine direng orant % 0-6 arasinda degismektedir (
Glindeslioglu ve ark., 2014; Giiven ve ark., 2014; Ece ve ark., 2014; Dogan ve ark.,
2015).

Kolistin direncinin diisiik olmasina karsin, tizerinde durulmasi gereken énemli bir
durum, kolistine duyarli olmasina karsin, uygun doz ve siirelerde kolistin tedavisine
yanit vermeyen A.baumannii enfeksiyonlaridir. Biyofilm olusumu iliskili ilag direnci
bu duruma cevap olabilir. Ciinkii biliyoruz ki; biyofilm olusumu patojenlerin
antimikrobiyal ajanlardan ve konagin immiin cevabindan kagmasina olanak saglayarak

enfeksiyonlarin patogenezine dnemli oranda katkida bulunmaktadir (Gaddy, 2009).

Bilindigi gibi, laboratuarlarda rutin olarak yapilan duyarlilik testlerinde standart
yogunluktaki bakteri siispansiyonlar1 kullanilmaktadir. Bu nedenle elde edilen MIK
degerleri siispanse haldeki bakterilere etkili olan degerlerdir. Oysa bakteriler biyofilm
tabakas1 olusturduklarinda MIK degerlerinin ve dolayisiyla antibiyotik direnglerinin

siispanse hallerine gore 1000 kata kadar artabildigi belirtilmektedir (Sun ve ark., 2013).

Biyofilm kavrami 1860’1 yillarda ortaya ¢ikmis olmasina ragmen, 6nemi uzunca
bir siire anlagilamamis ve bu alanda yapilan ¢aligmalar 2000’li yillara kadar biyofilm
yapisini pek de aydinlatmaya yetecek boyutlara ulasmamaistir. 200011 yillarda éneminin
anlasilmasi ile birlikte bu alanda yapilan ¢alismalarda ciddi bir artma olmustur (Watnick
ve Kolter, 2000 ; Davey ve O'toole, 2000 ; Donlan, 2002 ; Donlan ve Costerton, 2002).
Ancak yine de biyofilm iliskili calismalarin yeterli olmadigi dikkat cekmektedir.

ESCMID (European Society of Clinical Microbiology and Infectious Disease)
tarafindan hazirlanan ve 2015 yilinda yaymlanmis olan rehberde biyofilm
enfeksiyonlarinin 6nemi vurgulanmakta ve 6nlenmesi ve tedavisine iligkin oneriler yer
almaktadir (Heiby ve ark., 2015). Bu rehberde ayrica biyofilm konusunda yeni

calismalarin gerekliligi ve elde edilecek yeni bulgularla standartlarin olusturulmasi
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gerektigi vurgulanmaktadir. Bu rehberde 6zellikle vurgulanan konulardan biri de anti-
biyofilm ozellikteki ajanlarla antibiyotiklerin kombinasyonuna dayali ¢aligmalarin
gerekliligidir. Literatiirde bu konu ile ilgili az sayida arastirma bulunmaktadir. EI-Banna
ve ark.’min 2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismada yiiksek biyofilm olusturma kapasitesi
oldugu bilinen Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Proteus mirabilis ve
Pseudomonas aeruginosa’ya ait klinik suslar kullanilmistir. Bu izolatlarin biyofilm
tabakalarina amikasinin ve salisilatin tek basina ve kombine halde etkileri arastirilmistir.
MIK konsantrasyonundaki amikasin bu izolatlarin biyofilm formasyonuna
uygulandiginda %46.47- %55.29 oraninda biyofilm eradikasyonu goriiliirken iken ayni
konsantrasyondaki amikasine 100 pg/ml salisilat eklendiginde eradikasyon orani
%065.49-9%73.29 degerlerine yiilselmistir (El-Banna ve ark., 2012). Polonio ve ark.’nin
2001 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ise 5 mM salisilat ile 4 pg/ml vankomisin kombine
edildiginde S. epidermidis ATCC 35984 izolatina ait biyofilm tabakasinin % >99.9
eradike edildigi gosterilmistir (Polonio ve ark., 2001). Bizim c¢aligmamizda da bu
orneklerden hareketle kolistinin bir NSAII ile kombinasyonun A.baumannii iizerine
etkisinin arastirilmasi amagclanmistir.  NSAIl  olarak daha once antimikrobiyal ve
antibiyofilm 6zelligi ¢esitli mikroorganizmalar iizerinde gosterilmis olan asetil salisilat
ve ibuprofen tercih edilmistir (EI-Banna ve ark.,2012 ; Polonio ve ark.,2001 ; Reslinski
ve ark., 2015).

Calismada oncelikle bu NSAII’larin A.baumannii klinik izolatlar1 icin MIK
degerleri tespit edilmistir. Sonuclar asetil salisilat i¢cin 1024-2048 pg/ml; ibuprofen icin
512-1024 pg/ml araliginda bulunmustur. 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 {izerinde yaptiklar1 calismada A.baumannii i¢in hem asetil
salisilat hem de ibuprofen MIK degerlerini 1600-3200 pg/ml araliginda tespit
edilmislerdir (Laudy ve ark., 2016). Calismamizi bu yoniiyle bu ¢alisma ile uyumludur.
Literatiirde A.baumannii {izerine NSAIl’larin etkisi arastiran baska calismaya

rastlanmamuistir.

BIK degerlerinin tespiti igin &ncelikle A.baumannii izolatlar1 arasindan biyofilm

olusturanlar1 tespit etmek gerekmektedir. Calismamizda bu amacla mikrotitrasyon
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plak yontemi kullanilmis ve biyofilm olusturan izolatlatin oram1 %358 olarak
saptanmistir. Rodriguez-Bano ve ark. mikrotitrasyon plak yontemi ile 92 A.baumannii
izolatinin 56 (%63)’sinda biyofilm olusumu oldugunu saptamiglardir ( Rodriguez-Bano
ve ark., 2007). Rajamohan ve ark. ise, tiip ve mikrotitrasyon yontemini birlikte
kullandiklar1 ¢alismalarinda 83 A.baumannii izolatinin 35(%42)’inde biyofilm olusumu
tespit etmislerdir (Rajamohan ve ark., 2009). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada da 86
A.baumannii izolatinin 64(%74)’tinde biyofilm olusumu tespit edilmistir (Cevahir ve
ark., 2008). Can ve ark.’nin lilkemizde yaptigi diger bir ¢alismada 17 A. baumannii
izolatindan 9 ‘unda, yine Can ve ark.’min yaptiklar1 baska bir calismada ise 59
A.baumannii’nin 31 (% )’inde biyofilm olusumu tespit edilmistir (Can ve ark.,2006 ;
Can ve ark., 2009). Degerler arasindaki farklilik yontemin kisisel modifikasyonlarindan
kaynaklanabildigi gibi, ortam sartlarinin degiskenliginden de kaynaklanmis olabilir.
Biyofilm olugumunun tespiti i¢in ¢esitli yontemler bulunmaktadir. En ¢ok kullanilan
yontemlerden biri olan mikrotitrasyon ydnteminin bile kendi igerisinde onlarca
modifikasyonu yapilmistir. Ayrica tiim asamalar tam olarak ayni uygulanmis olsa da
biyofilm olusumunda farkliliklar gdzlenebilmektedir. Ciinkii biyofilm temelli testler
ortam sartlarindaki sicaklik, pH, siire, nem, besiyeri igerigi gibi etkenlerin minimal
degiskenliginden bile yiiksek oranda etkilenebilmektedir. Bu nedenle biyofilm temelli
bir test c¢alisiliyorsa bunun en az li¢ kez tekrar edilmesi Onerilmektedir (Pozzi ve ark.,
2012). Bizim ¢alismamizda da negatif ve pozitif kontroller dahil her izolat i¢in en az ii¢
tekrar yapilmistir ve tanimlayici istatiksel yontemler yardimiyla elde edilen ortalama

degerler sonug deger olarak verilmistir.

Biyofilm olusturan izolatlar tespit edildikten sonra biyofilm olusturma
kapasitelerine gore kendi aralarinda kategorizasyon yapilmistir. Daha sonra biyofilm
formasyonundaki A.baumannii iizerine kolistin, asetil salisilat ve ibuprofenin inhibitor
etkileri arastirilmistir. Calismamizda kolistinin BIK degerleri 8-256 pg/ml araliginda
tespit edilmistir. Izolatlarin kolistin MIK degerleri ise, 0,125-1 pg/ml araliginda
bulunmustur. BIK degerlerinin MIK degerlerine oranla 16-1024 kat daha yiiksek
olduklar1 gozlenmistir. Ayrica gii¢lii biyofilm olusturan izolatlar igin tespit edilen
kolistin BIK degerinin zayif biyofilm olusturanlara oranla istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiikksek oldugu gozlemlenmistir. Kim  ve ark.’min 2015’de Kore’de

A.baumannii izolatlar1 tizerinde yaptiklari benzer ¢alismada biyofilm olusumunun
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kolistin BIK degerlerini en az 8 kat arttirdig1 ve biyofilm kapasitesinin artisi ile kolistin
BIK degerlerinin de arttig1 belirtilmistir (Kim ve ark., 2015). Song ve ark.’nin yine
Kore’de 2015°de A.baumannii izolatlarinda yaptiklar1 bir ¢calismada, MIK degerindeki
kolistinin ayn1 izolatin biyofilm tabakasini1 ancak %28.9 oraninda inhibe edilebildigini
saptamiglardir (Song ve ark., 2015). Literatiirde bu konuda yapilan ¢alisma ¢ok az
sayidadir. Ulkemizde bu konu ile ilgili yapilmis bir ¢alisma bulunmaktadir. Milletli
Sezgin ve ark.’nin 2013 yilinda yaptiklar1 bu calismada, kolistin BIK degerinin MIK
degerinin 512 kat1 oldugu gozlenmistir. Calismamiz bu yoniiyle literatiirdeki mevcut

bulgular ile uyumludur.

Calismamizda asetil salisilat ve ibuprofen icin izolatlarin MIK ve BIK degerleri
arasinda ise kolistindeki kadar fark gdzlenmemistir. Asetil salisilat MIK degerleri
1024-2048 pg/ml , BIK degerleri ise 2048-4096 upg/ml araliginda saptanmustir.
Ibuprofen MIK degerleri 512-1024 pug/ml arasinda degisirken, BIK degerleri 1024-2048

png/ml araliginda bulunmustur.

Yine caligmamizda, kolistin biyofilm inhibitér konsantrasyon degerlerinde
maksimum plazma seviyesindeki asetil salisilat ilavesi veya maksimum plazma
seviyesindeki ibuprofen ilavesi ile diisiis olup olmayacagi arastirilmistir. Herhangi bir
diisiis gdzlenmemistir. Bunun sebebi belki Acinetobacter’in bu NSAIl’lar diisiik
dozlarda degrade edebilme yetenegi ile ilskili olabilir. Bir ¢aligmada Acinetobacter
Iwoffii’nin 2.77 mM asetil salisilati degrade edebildigi gosterilmistir (Grant ve ark.,
1970 ; Marchlewicz ve ark., 2015).

Bunun iizerine ¢alismamizda daha yiiksek dozlara ¢ikilmak kaydiyla kolistin ve
asetil salisilat ; kolistin ve ibuprofen arasinda biyofilm sinerji c¢alisilmistir. Fakat
sinerjizme rastlanmamistir. Ayni suslarda sinerji ¢aligmasi siispanse halde iken de
yapilmis, fakat yine sinerjizme rastlanmamuigtir. Literatiirde A.baumannii i¢in kolistin ve
NSAII kombinasyonu konulu herhengi bir ¢alismaya rastlamadigimiz i¢in ¢alisamizin

bu yoniiyle ilgili literatiir karsilastirilmasi yapilamamaistir.
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6 SONUCLAR
1. Calismamizda A.baumannii klinik izolatlar1 %38 ile en ¢ok yogun bakimdan

izole edilmistir

2. Izole edildigi drnekler arasinda ilk sirayr %29 ile trakeal aspirat &rnekleri

almaktadir

3. 100 adet A.baumannii izolatinin 58(%58) ’i biyofilm olusturmustur. 22 (%37.9)
tanesi gliclii; 22 (%37.9’u) tanesi orta; 14 (%24.1) tanesi zayif biyofilm olusumu

gostermistir.

4. Kolistin MIK degerleri ise, 0,125-1 pg/ml araliginda iken, BIK degerleri 8-256
pg/ml araliginda tespit edilmistir. BIK degerlerinin MiK degerlerine oranla 16-1024 kat
daha yiiksek oldugu gézlenmistir.

5. Giiglii biyofilm olusturan izolatlar igin tespit edilen kolistin BIK degerinin zayif
biyofilm olusturanlara oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu

gorilmiistiir.

6. Asetil salisilat ve ibuprofen igin izolatlarin MIK ve BIK degerleri arasinda ise
kolistindeki kadar fark gozlenmemistir. Asetil salisilat MIK degerleri 1024-2048
pg/ml, BIK degerleri ise 2048-4096 ng/ml araliginda saptanmustir. Ibuprofen MIiK
degerleri 512-1024 pg/ml arasinda degisirken, BIK degerleri 1024-2048 pg/ml

araliginda bulunmustur.

7. Kolistin biyofilm inhibitér konsantrasyon degerlerinde maksimum plazma
seviyesindeki asetil salisilat ilavesi veya maksimum plazma seviyesindeki ibuprofen

ilavesi ile degisiklik saptanmamuistir (=1 dilisyonda).

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

sinerji ¢aligilmis, fakat sinerjizme veya antagonizmaya rastlanmamustir.

9. Kolistin ve asetil salisilat ; kolistin ve ibuprofen arasinda siispanse haldeki
A.baumannii ig¢in sinerji  ¢alisilmig, fakat sinerjizme Vveya antagonizmaya

rastlanmamuistir.
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