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OZET

ACINETOBACTER BAUMANNII iZOLATLARINDA BiYOFILM URETIMI VE
KOLISTIN DUYARLILIKLARININ BIYOFILM FORMASYONUNDA
ARASTIRILMASI

Bu c¢alismada gesitli klinik 6rneklerden izole edilen Acinetobacter baumannii
izolatlarinin biyofilm olusturma oranlari, biyofilm iretimi tespitinde kullanilan
yontemler ve kolistinin biyofilm tizerine etkinliginin arastirilmas: amaglandi.

Calisma kapsamma gesitli klinik orneklerden soyutlanan 152 A. baumannii
izolati dahil edildi. Calismada biyofilm {iretiminin tespitinde tiip yOntemi ve
mikrotitrasyon plak yontemi kargilastinlmigtir. Tiip ylizeyinde bir film tabakasinin
olusmasi pozitif reaksiyon olarak kabul edildi ve kalitatif olarak degerlendirmeler
sonrasi 152 A. baumannii susunun 83’iinde (%54.6) biyofilm olusumu negatif
bulunurken, 69’unda (%45.4) biyofilm olusumu pozitif bulundu. Mikrotitrasyon
yontemiyle kristal viyole kullanilarak yapilan absorbans olgiimlerine dayanan kantitatif
degerlendirme sonucunda 75’inde (%49,3) biyofilm negatif, 68’inde (%44,7) orta
derece biyofilm iiretimi ve 9'unda (%5,9) gicli biyofilm iretimi belirlendi.
Mikrotitrasyon plag1 yontemi ile tiip yontemi biyofilm tiretimi tespit etme ydniinden
karsilastirildiginda uyumlu bulundu (p<0.001). Mikrotitrasyon plagi yontemi ile
biyofilm iiretimi pozitif tespit edilen 77 izolatla ¢alismaya devam edildi. Kolistinin
biyofilm olusturmus A. baumannii izolatlarina etkileri 96 kuyucuklu mikrotitrasyon
plagi kullanilarak belirlendi. Bir gece Onceden olusturulmus biyofilme farkh
konsantrasyonlarda antibiyotik eklenerek ELISA reader’da optik dansiteleri (OD)
olciildii. Istatiksel olarak antibiyotik &ncesi 6l¢iilen OD ile antibiyotik sonrasi dlgiilen
OD arasinda anlamh fark bulunmadi (P>0,05). Ancak biyofilm tiretimi pozitif 77 klinik
izolatin 33’iinde, kolistinin yiiksek konsantrasyonlarinda (64pg/ml) OD’de azalma
saptandi. Kolistinin biyofilm inhibitér konsantrasyonlari (BIK) mikrotitrasyon plaginda
boncuklar kullamlarak arastirildi. Calisilan izolatlarin BiKy ve MiKy, degerleri

karsilastirildi. BIKgy degeri, MiKy, degerinin 512 kati olarak bulundu. Sonug olarak
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olusan biyofilm antibiyotik tedavisine, ayni genetik materyale sahip serbest yasayan
bakterilere oranla 100-1000 kat tolerans veya diren¢ gosterebilmektedir. A. baumannii
suslarinda biyofilm olusumunu etkileyen faktérler bir susun farkli kosullarda farklh
biyofilm olusturma egilimi gosterebilecegini gostermektedir ve biyofilm olusumu

antibiyotiklere direng gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir.

Anahtar Sozciikler:

Acinetobacter baumannii, Kolistin, Biyofilm, BIK, OD
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Abstract

INVESTIGATION OF BIOFILM FORMATION IN ACINETOBACTER
BAUMANNII ISOLATES AND THEIR COLISTIN SUSCEPTIBILTIES IN
BIOFILM FORMATION
In this study, the ratio of biofilm forming Acinetobacter baumannii isolates

obtained from various clinics, methods that are used for the detection of biofilm

formation and efficacy of colistin on biofilm were investigated.

One hundred fifty-two A. baumannii isolates recovered from various clinical
samples were included in the study. Tube method and microtitration plate method for
the detection of biofilm formation were compared in the study. Formation of a film
layer on the tube surface was considered as positive reaction. Of the 152 4. baumannii
isolates, biofilm formation was found negative for 83 (54,6%) and positive for 69
(45,4%), following the qualitative evaluations. As a result of the quantitative evaluation
based on absorbance measurements performed by microtitration method using crystal
violet, for 75 (49,3%) biofilm was found negative and moderate biofilm formation and
strong biofilm formation were detected in 68 (44,7 %) and 9 (5.9%), respectively.
Correlation was found in the comparison of microtitration plate method and tube
method for the detection of biofilm formation (p<0.001). The study was continued with
77 isolates that were positive for biofilm formation by microtitration plate. Efficacy of
colistin on biofilm forming A. baumannii isolates was determined by using 96-well
microtitration plate. Biofilms formed the night before were added with antibiotics with
different concentrations and then their optical densities (O.D.) were measured by
ELISA reader. No statistically significant difference was found between optical
densities measured before and after the antibotic (P>0,05). However, in 33 of 77 clinical
isolates that were positive for biofilm formation, decrease in O.D. was detected in the
high concentrations of colistin (64pg/ml). Biofilm inhibitory concentration (BIC) values
of colistin were investigated by using glass beads. BICqy and MICy, values of the tested
isolates were compared. BICqq value was 512-fold higher than MICyg value. As a result,

biofilm can exhibit 100-1000 fold tolerance and resistance to antibiotic treatment



compared to free-living bacteria that contains same genetic material. The factors that
affect biofilm formation in A. baumannii strains show that a strain can exhibit a
tendency to form different biofilm under different conditions and biofilm formation

plays an important role in the development of resistance to antibiotics.

Key Words:

Acinetobacter baumannii, Colistin, Biofilm, BIC, O.D.
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1.GIRIS VE AMAC

Nonfermentatif, gram negatif kokobasil goriiniimiinde zorunlu aerob olan
Acinetobacter tiirleri dogada ve hastane ortaminda yaygin olarak bulunmaktadir.
Bakteri, saglikli erigkinlerin deri, bogaz ve diger viicut bolgelerinde normal flora tiyesi
olarak izole edilebilmektedir. Insanlardan en sik izole edilen tiir, Acinetobacter
baumannii’dir (Schreckenberger ve ark., 2007).

A. baumannii, hastane kaynakli enfeksiyonlardan en sik sorumlu olan tiirdiir ve
antimikrobiyal ¢ogul diren¢ kazanma yetenegi, dis ortamda birgok ylizeyde canli kalma
kapasitesi hastane enfeksiyonlari agisindan énemini artirmaktadir (Schreckenberger ve
ark., 2007). Ancak ¢ok ilaca direngli suslar nedeniyle enfeksiyonlarin tedavisi
gliclesmektedir. 4. baumannii kaynakl hastane enfeksiyonlarinda %34 olarak bilinen
mortalite orani, yogun bakim hastalarinda %43’lere ¢ikmaktadir (Karageorgopoulos ve
Falagas, 2008; Can ve ark. 2008).

Genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin kullamimi Acinetobacter tiirlerini
antimikrobik ajanlara karsi direngli hale getirmistir (Schreckenberger ve ark., 2007).
Mikroorganizmalarda goriilen diren¢ oranmmin artmasi nedeniyle, farkli tedavi
protokolleri gelistirmeye caligilmaktadir. Kombinasyon tedavileri ve/veya kolistin gibi
eski antibiyotiklerin yeniden giindeme gelmesine neden olmugstur. Kolistin giiniimiizde
bu tip infeksiyonlara yakalanan hastalarin tedavisinde son tedavi segenegi olarak goz
Ontine alinmaktadir (Saltoglu, 2007).

Biyofilm, bir yiizey lizerinde mikroorganizma kolonileri ve onlarin iirettikleri
ekstraselliiler polisakkaritler (EPS), proteinler, ¢evreden absorblanan organik ve
inorganik maddelerden olusan bir tabakadir. Biyofilmin temel birimi mikrokolonilerdir.
Mikrokoloniler bir veya daha fazla tiirde bakteri hiicresinden olusabilir. Biyofilm,
cansiz ya da canli bir yiizeye tutunmus bircok bakterinin salgiladiklart miik6z yap:
icerisinde bir araya gelmesiyle olusan, “mikroplar sehri” olarak tanimlanmigtir
(Watnick ve Kolter, 2000).

Biyofilm olusumu, bakterilerin hastane ortaminda canliliini1 uzun siire korumasi
ve enfeksiyonlarda antimikrobiyal tedaviye diren¢ olusturmasi nedeniyle 6nemli bir
viriilans faktoriidiir (Tomaras ve ark. 2003). 4. baumannii’de ylizeylere tutunma

ozelliklerini ve biyofilm olusumuna neden olan etkenleri agiklayan az sayida ¢alisma



vardir. Ayrica biyofilm formasyonu igindeki bakteriye antimikrobiklerin etkinliklerinin
degerlendirildigi calisma sayis1 da olduk¢a sinirlidir.

Bu calismada 6 aylik periyotta hastanemizde yatmakta olan hastalardan
soyutlanan 4. baumannii izolatlarinin virulansinda 6nemli rolii olan biyofilmin olusum
oranin belirlemek ve ¢ok ilaca direngli 4. baumannii izolatlarinda tedavi se¢eneginin
sinirlt olmas: nedeniyle tedavide tek duyarli goriinen kolistinin (Polimiksin E) biyofilm

liretimi {izerine ve biyofilm igindeki bakterilere etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BiLGILER

2.1 Acinetobacter Cinsi Bakteriler

2.1.1 Taksonomi ve Tarihge

Acinetobacter tiirleri ilk kez 1911 yilinda Beijerinck tarafindan topraktan izole
edilmis ve Micrococcus calco-aceticus olarak isimlendirilmis, 1939 yilinda DeBord’un
gram negatif kokobasilleri iiretral 6rnekten izole etmesiyle tanimlanmigtir (Munoz-Price
ve Weinstein, 2008; Schreckenberger ve ark., 2007; Bahar ve Esen, 2008). Giiniimiize
kadar 15’in tizerinde farkli jenerik isimle adlandirilmiglardir. Bunlardan bazilari
Bacterium anitratum, Herellea Vaginicola/Mima polymorpha, Achromobacter, Alcaligenes,
Micrococcus calcoaceticus, BSW, Moraxella glucidolytica ve Moraxella Iwoffii’dir.
Taksonomik ¢alismalar sonucu Acinetobacter cinsi giiniimiizde Moraxella,
Psychrobacter ve ilgili diger cinslerle birlikte Moraxellaceae ailesi iginde yer
almaktadir (Berezin ve Towner, 1996).

Deoksiriboniikleik asit (DNA) benzerlikleri temel alinarak yapilan ¢alismalarda
Acinetobacter calcoaceticus, A.baumannii, A.haemolyticus, A.junii, A.johnsonii,
A.lwoffii, A.radiorezistens, A.schindleri, A.ursingii ile birlikte 19°dan fazla tiir
belirlenmistir. Bu yedi - tiirden do6rdii birbirlerine ¢ok yakin olduklarindan A.
calcoaceticus-A. baumannii kompleksi olarakta kabul edilmektedirler. Klinik
laboratuarda DNA gruplarim1 fenotipik testlerle ayirt etmek gii¢ oldugundan,
Acinetobacter tiirleri sakkarolitik ve asakkarolitik olarak incelenmistir. Glikozu okside
eden, hemolitik olmayan suslarin bir ¢ogu A. baumannii, glikoz negatif hemolitik
olmayanlar A. Iwoffii, hemolitik olanlar ise 4. haemolyticus olarak tanimlanmistir
(Schreckenberger ve ark., 2007; Bahar ve Esen, 2008) A.baumanni, A.calcoaceticus ve
A.lwoffii, klinik literatiirde sik rapor edilen Acinetobacter tiirleridir (Munoz-Price ve
Weinstein, 2008). Tiim bu tiirler i¢erisinde en sik ve 6nemli klinik tablolara yol agan tiir

A. baumannii’dir (Bergogone-Berezin ve Towner, 1996).



2.1.2 Mikrobiyolojik ve Metabolik Ozellikler

Acinetobacter cinsi bakteriler; nonfermentatif, oksidaz negatif, katalaz pozitif,
indol negatif, hareketsiz, nitratlar1 rediikte etmeyen, 35-37°C’de iiremeyi seven, kesin
aerop lireyen gram negatif mikroorganizmalardir (Bahar ve Esen, 2008). Flajellalar:
yoktur, fimbrialar1 vardir. Ug sekerli demirli besiyeri (TSI) ve oksidatif fermentatif
besiyerinde asit olusturmazlar (Bergogone-Berezin ve Towner, 1996; Bartual, 2005;
Towner, 1998). Her biri 1-1,5 x 1,5-2,5 um o&lgiilerinde, bazen zor dekolorize olup
siklikla ¢iftler halinde yerlesim gosterirler. Acinetobacter tiirleri 6zellikle kan kiiltiir
siselerinden hazirlanan direkt yaymalarda gram-pozitif kok goriiniimiinde olabilirler.
Segici olmayan agarda, sabit iireme fazinda kokobasil formu predominans gosterirken,
stv1 besiyerinde erken lireme doneminde veya hiicre duvarinda aktif antimikrobiyal
ajanlar igeren plaklarda siklikla basil formunda izlenirler.

Acinetobacter kolonileri diizgiin, opak ve Enterobacteriaceae ailesinin iiyelerine
gore daha kii¢iik kolonilerdir. Bir gok sus MacConkey agarda renksiz veya hafif pembe
renkte koloniler olusturur. Bazi suslar daha zor iirer ve kanli garda ortas1 delik koloniler
meydana gelir. Bu koloniler siv1 besiyerinde iireyemezler (Schreckenberger ve ark.,
2007).

Enterobakterilerden anaerobik sartlarda {irememesi ve nitratlar1 rediikte
etmemesi ile kolayca ayrilabilir.

Klinik orneklerden izole etmek igin segici-ayirtici besiyerleri gelistirilmistir.
Safra tuzlar, seker ve bromkrezol moru igeren Herelea agar, Holton’s agar, Leeds
Acinetobacter Medium bu amagla kullanilabilir. Bakterileri, diski gibi kontamine
orneklerden izole etmek igin tek bir karbon ve enerji kaynag, nitrojen kaynag: olarak
amonyum veya nitrat tuzlar1 igeren pH 5.5- 6.0 olan sivi mineral besiyerine inokiile
ederek izole etmek miimkiindiir ( Berezin ve Towner, 1996; Jawad, 1994).

Amerikan Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezinin (Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) simflamasina gore Acinetobacter tiirleri nonfermentatif gram
negatif basiller igerisinde CDC Grup EO -5, CDC Grup NO -1 ve Bordetella tiirleri ile
birlikte oksidaz negatif grup igerisinde yer alirlar (Schreckenberger ve ark., 2007).

Tir dizeyinde aynimda glukoza oksidatif etki, hemoliz ve 44°C’de iireyebilme
genelde yeterli olmaktadir. A.baumannii hemoliz yapmayarak, glukozu oksitleyerek ve

44°C’de tireyebilme yetenegi ile kolayca digerlerinden ayrit edilebilir. Glukoz negatif



kokenlerden hemoliz yapmayan A./woffi, hemoliz yapan A.haemolyticus olarak
adlandirlir. A.johnsonii diger tiirlerden 37°C°de iireyememesi nedeni ile ayirt edilebilir
(Bahar ve Esen, 2008; Bergogone-Berezin ve Towner, 1996; Weaver ve Actis, 1994).
Klasik yontemlerin disinda otomotize sistemlerlede Acinetobacter lerde tiir
ayrimi yapilabilmektedir. Fakat molekiiler y6ntemler en duyarli metotlardir.
Bakteriyosin ve faj tiplendirme, protein profili, serotiplendirme, multilokus enzim
elektroforez ile tipleme, PZR, ribotipleme, Pulsed Field Gel Electrophoresis yontemleri

de kullanilabilir ( Berezin ve Towner, 1996).

2.1.3 Patogenez ve Viriilans Faktorleri

Son yillarda yapilan ¢alismalar, 4. baumannii’nin daha direncli ve viriilan hale
gelerek hastane enfeksiyonlar: igin tehdit olusturdugunu goéstermektedir. Bakterinin
hastane ortaminda uzun siire yasayabilme ve yaygin antibiyotik direnci gelistirebilme
yeteneginden dolayr enfeksiyonlarn 6nlenmesi ve tedavisi zorlasmaktadur.
A.baumannii’nin insan saglig1 i¢in 6nemi ortadir ve bakteri tarafindan eksprese edilen
virlilans mekanizmalarinin dogasinin anlagilmasi gerekmektedir. Potansiyel viriilans
etmenleri arasinda;

a-Hiicre Yiizey Ozellikleri; Acinetobacter cinsindeki lipopolisakkarid O antijeni,
yapisindaki tekrarlayan deoksiamino sekerler ve bu polimerlerin ¢ogundaki yapisal
dallanmalar nedeniyle hidrofobik &zellik gdstermektedir. Bakterinin hiicrelere
hidrofobik yiizey bilesenleri araciligiyla tutundugu gosterilmistir. Bu tutunmada ince
fimbria ve polisakkarid kapsiil benzeri yapilarda rol almaktadir. Yeni yapilan
¢aligmalarda K1 kapsiil yapisinin énemli bir viriilans faktorii oldugu vurgulanmaktadir
(Asik, 2011).

b-Litik/Toksik Bilesik Uretimi; Cogu A.baumannii izolat, yapisi ve antijenik
ozellikleri iyi bilinen gesitli lipopolisakkaridler (LPS) iiretmektedir. Bu yapilarin, serum
direnci, konagin endotoksine karsi immiin yamti ve klinik semptomlar ile iliskili
viriilans faktorleri olabilecegi diisiiniilmektedir. Diger bir viriilans ozelligide
ekstraseliiler enzim {iretebilme yetenegidir. Bu enzimler lipid yikimima neden olurlar.
Ayrica bir ¢alismada da, 4.baumannii tarafindan salgilanan dis membran vezikiillerinin,

konak hiicre lizerinde sitotoksik aktivite gdsteren bir protein (outer membrane protein



A; OmpA) igerdigi saptanmis ve bu proteininin 6nemli bir viriilans faktorii oldugu ifade
edilmigtir (Asik, 2011).

c-Dokulara Yapisma ve Hasar Olusturma; Bakterinin intraseliiler alaninda
lokalize olmus, uzun, ince ve mannoza direngli polisakkarid fimbrialar araciligiyla
dokulara yapisma gerceklesmektedir. A.baumannii OmpA (AbOmpA), 38 kDa
molekiiler agirligina sahip bir ylizey proteini olup kiiciik maddelerin gegisinde rol
almaktadir. Daha 6nceden Omp38 olarak adlandirilan bu protein, A4.baumannii’nin
epitelyal hiicrelere yapismasindan ve invazyonundan sorumludur (Asik, 2011).

d-Biyofilm Olusumu; 4. baumannii’nin biyofilm olusturmasi, hastane ortaminda
ve aygitlarin yilizeyinde uzun siire canli kalabilmesi nedeniyle, 6zellikle kateter kaynakli
infeksiyonlarda 6nemli bir viriilans faktoriidiir. Biyofilm olusturma 6zelligi hastane
ortaminda uzun siire canli kalmasim1 saglamasinin yanisira, bakteriyi bazi
antimikrobiyal ajanlara karsi da korumaktadir. Diger bakterilerde tutunma o6zelligini
inceleyen caligmalarda, bakteri ve yiizey arasinda gelisen baglantilardan bakteride
olusan ekzopolimerik yapilarin olusturulmasi, pili ve flajella gibi uzantilarin sorumlu
oldugu gosterilmistir (Can ve ark. 2006).

e-Demir Kazanim Mekanizmalari; Konakta varligimi siirdiirmek igin
mikroorganizmalar, 6ncti demir molekiillerini kullanma yeteneklerini ortaya koyar ve
bunu da, yiiksek afiniteli demir kazanim sistemlerini eksprese ederek saglar.
A.baumannii izolatlar, farkli demir kaynaklarim1 kullanabilme yetenegine ve konaga
kolonize olmay1 saglayan bagimsiz demir kazanim sistemine sahiptir. Bu bakteriler,
demir kazanim kapasitelerindeki farklili§a gore siderofor aracili ve/veya hemin kazanim
fonksiyonlarini1 eksprese etmektedir (Asik, 2011).

f- “Quorum Sensing” (QS); Bir bakterinin patogenezi i¢in gerekli olan sartlardan
biri, yeni ¢evreye uyum saglamak ve ¢evreden gelen uyaranlari algilayarak yanit
gelistirmektir. “Minimum popiilasyon birimini algilama” olarak ifade edilen QS
mekanizmasi, bakteriniﬁ etrafindaki popiilasyon yogunlugunu saptamasina yarayan bir
sistem olup, bakteri bu bilgiyi birgok genin regiilasyonunu kontrol etmekte kullanir. Bu
sistem sayesinde bakteri davraniglarin1 koordine ederek besin kaynaklarina adaptasyon
gelistirir, ayn1 besin i¢in yarisan diger bakterilere karsi savasabilir, enfeksiyon sirasinda
viriilans faktorlerinin regiilasyonu sonucu konagin immiin yanitindan kagabilir (Asik,

2011).



2.1.4 Epidemiyoloji

Bir bakteriyel patojenin, smrhi besin kosullarinda ve kuru yiizeylerde
yagayabilme yetenegi, dogal ve tibbi ¢evrelerde canli kalarak yayilmasina yardimeci
olmaktadir. Bu durum bakterinin, hastane cihaz ve ekipmanlarindaki kolonizasyonun
uzun siireli olmasina yol agmakta ve salginlarin ortaya ¢ikisi ile sonuglanabilmektedir.
Diger mikroorganizmalarla kiyaslandiginda Acinetobacter tiirleri kuruluga dayanikli
olmalari, farkli 1s1 ve pH derecelerinde yasayabilme o6zellikleri ile cansiz yiizeylerde
glinlerce canliliklarin siirdiirebilmektedirler. Dogada toprak, su ve yiyeceklerde saprofit
olarak serbest yasayabilmektedirler (Berezin ve Towner, 1996). Acinetobacter tiirleri
insan derisinin dogal konakgisi olarak benimsenmekte ve dzellikle salginlar sirasinda
hastanede yatan hastalarda %25’e varan yiiksek oranlarda tasiyicilik saptanmaktadir. Bu
durum en ¢ok hastane personelinde derideki kalici tagiyiciliga baglanmaktadir (Bahar ve
Esen, 2008; Mandell, Douglas, ve Bennett’s, 2005). A.baumannii, tibbi cihazlar,
yatak/silte ve yastiklar, eldivenler, elektrikli ekipmanlar ve tibbi giysiler gibi abiyotik
ylzeylerde giinlerce hatta haftalarca yasama yetenegine sahiptir (Towner, 2009).

Yogun bakim iinitelerinde 6zellikle ventilasyon uygulanan hastalarda, solunum
sisteminde tagiyiciligin yliksek oranda arttigi ve salginlara yol agtign gosterilmistir.
Ozellikle yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarin digkilarinda coklu ilag direngli
Acinetobacter tiirleri izole edilmis ve trakeostomili hastalarin %45’inde kolonizasyon
saptanmistir (Bahar ve Esen, 2008; Schreckenberger ve ark., 2007). Ozellikle YBU’de
degisik risk faktorleri bu duruma etkili olmaktadir. Antibiyotik tedavisi, cerrahi girisim,
yabanci cisim uygulamalari, mekanik ventilasyon, uzun siire YBU’de yatis ile birlikte
kolonize olan bakteriler risk faktorlerinden bazilaridir (Schreckenberger ve ark., 2007).
Son yirmi yilda Acinetobacter enfeksiyonlar1 1liman iklimlerde giderek yayginlasan

ortak bir nozokomiyal sorun haline gelmistir (Munoz-Price ve Weinstein, 2008)

2.1.5 Acinetobacter Enfeksiyonlari
Acinetobacter tiirleri genellikle hastane kaynakli firsatg1 enfeksiyonlara neden
olurlar. Toplumdan kazanilmis enfeksiyonlarina nadir rastlanir. Acinetobacter tiirleri

arasinda en sik ve en ciddi klinik tablolara neden olan etken A. baumannii 'dir. Ozellikle



yogun bakim {initelerinde pnémoni, sepsis, menenjit, bakteriyemi, iiriner sistem ve
yumusak doku enfeksiyonlarina neden olurlar (Mandell, Douglas ve Bennett’s, 2000).

Acinetobacter infeksiyonlar1 arasinda en Onemlisi olan bakteremide en sik
kaynak intravaskiiler ve solunum yolu kateterleridir. Primer bakteremi, tanimlanamamis
vaskiiler kateter infeksiyonlarina sekonder olabilir ya da bakteriyel translokasyondan
dolay1 intestinal kaynakli olabilir. Genelde bakteremi yiiksek mortalite ile birliktedir ve
A. baumannii’ye baglh bakteremilerde prognoz daha agir seyreder.

Acinetobacter enfeksiyonlarinin ikinci 6nemli nedeni olan pndmoniler de ciddi
seyirli olup, mortalite oraninda ve hastanede kalig siiresinde artisa neden olmaktadir

(Saltoglu, 2007).

2.1.6 Acinetobacter Enfeksiyonlarimin Tedavisi

A. baumannii antimikrobiyal direncin hizla gelistigi bir bakteridir. Bu direng
tedavide ciddi sonuglara yol agan bir problemdir. Ozellikle hasta sirkiilasyonu ve
antimikrobiyal kullammi yiiksek olan YBU’lerinde daha &nemli sorundur (Saltoglu,
2007).

Acinetobacter enfeksiyonlarimin tedavisinde genellikle karbapenemler, iigiincii
ve dordiincii kusak sefalosporinler, B-laktam—3-laktamaz inhibitér kombinasyonlari,
kombinasyonla veya tek bagina aminoglikozitler, kinolonlar, kloramfenikol, rifampisin,
trimetoprim-siilfametoksazol, doksisiklin ve kolistin kullanilan etkili antimikrobiyal
ajanlardir (Berezin ve Towner, 1996; ASM Pres: 2007). Ancak Acinetobacter
enfeksiyonlarinda diren¢ nedeniyle tedavi segenekleri simirlidir. Karbapenemler,
sulbaktam, kolistin ve tigesiklin en etkili antibiyotiklerdir. Diren¢ sorunu nedeniyle
kolistine olan ilgi artmigtir. Kolistin kullanimi ile ilgili basarili sonuglar bildirilmekle
birlikte bu ilagla klinik deneyim sinirhidir. Kolistin dahil tiim ilaglara direngli suslar
panrezistan olarak adlandirilmigtir (Saltoglu, 2007).

Bakterinin tedavi esnasinda hizla direng gelistirebilme olasiligi ve tedavide
yeterince bagar1 saglanamamasi nedeniyle kombinasyon tedavileri dnerilmektedir. En
sik tercih edilen kombinasyon, diisiik direng oranlar1 ve in vitro sinerji gdstermesinden
dolayr imipenem+aminoglikozid, seftazidim+aminoglikozid veya florokinolon,
imipenem-+siprofloksasin, sefoperozon+sulbaktam kombinasyonlaridir (Marques ve ark.

1997).



Cogul ilag direngli 4. baumannii nin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi i¢in
yapilan in vitro galismalarda polmiksin B veya kolistin+imipenem veya rifampin veya
azitromisin; polimiksin veya kolistin+imipenem+rifampin; rifampin+azitromisin;
sulbaktam+rifampin veya azitromisin veya kinolon kombinasyonlarinin kullanimi tek
bagina kullanima gore etkiyi degistirdigi gosterilmistir (Rahal, 2006; Appleman ve ark.
2000).

Tigesiklin baz1 ¢ogul ilaca direngli A. baumannii izolatlarina karsi in vitro ve
klinik olarak aktif olan yeni glisiklin antibiyotiktir, fakat son zamanlarda tigesikline

karsi da direng rapor edilmistir (Munoz-Price ve Weinstein, 2008).

2.1.7 Acinetobacter Enfeksiyonlarinda Kullanilan Antibiyotikler

2.1.7.1 Beta-laktamaz inhibitorleri ile kombine antibiyotikler:

Beta-laktamazlar yapisal olarak PBP’lere benzerler ve beta-laktam
antibiyotikleri hidrolize ederek etkisiz kilarlar. Pratikte beta-laktamaz inhibitorleri
olarak klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam kullanilir. Bunlar antibakteriyel etkileri
zayif beta-laktam molekiilleridir. Bu ii¢ molekiilde beta-laktamaz inhibisyonunda
benzer yollar1 kullanir ve irreversible inhibitér olarak davranir. Yalniz bu inhibitérler
Enterobacter  cloacae, Morganella morganii, Pseudomanas aeruginosa ve
Acinetobacter suslarinda bulunan kromozomal beta-laktamazlar1 inhibe edemez,
plazmid kokenli enzimleri inhibe eder. Sulbaktam digerlerinden farkli olarak,
Acinetobacter  tiirleri  lizerinde antibakteriyel etki gosterir ve sulbaktam
kombinasyonlarma bu bakterilerin duyarliliklar1 yiiksek bulunur. Bu bilesiklerle
(sulbaktam-ampisilin ve sulbaktam-sefoperazon) ¢oklu direncgli Acinetobacter
enfeksiyonlarinin tedavisinde yiiksek basar1 bildirilmektedir (Vahaboglu, 2008).

a) Ampisilin-sulbaktam: Ampisilin ile beta-laktamaz inhibitorii olan sulbaktamin
kombinasyonudur ve 2:1 oramnda ampisilin ve sulbaktam igerir. Yapisal olarak
bakterilerin hiicre duvar sentezinde rol alan disakkarid peptidlerin karboksi terminali ile
benzerlik gosterir. Bu benzerlik nedeniyle penisilin baglayan proteinlere baglanarak
hiicre duvar sentezi inhibisyonu yaparak, bakterisidal etki gosterir. Ampisiline
sulbaktam eklenmesi, dar spektrumlu ve genislemis spektrumlu beta-laktamaz yapan ve
ampisiline direngli olan gram-negatif, gram-pozitif ve anaerop bakterilere kars:

etkinligini arttirir (Leblebicioglu, 2004).



Sulbaktam, 1-1 didioksi penisilanik asit-siilfondur. Yapisal ve farmakokinetik
oOzellikleriyle ampisiline benzer; serum yar1 émrii 1.1-1.3 saattir (Vahaboglu, 2003).
Sulbaktam, gram negatif bakterilerde PBP2’ye baglanarak inhibisyona yol acar. Bu
Ozellik tek bagina antibakteriyel etkinlige yol agmamakla birlikte penisilin veya
sefalosporinlerle kombine edildiginde antibakteriyel etkinli§in giiglenmesine neden
olmaktadir (Williams, 1997).

Ampisilin aminopenisilinler grubunda yer alan beta-laktam bir antibiyotiktir.
Yapisal olarak bakterilerin hiicre duvar sentezinde rol alan disakkarid peptidlerin
karboksi terminali ile benzerlik gosterir. Bu benzerlik nedeniyle PBP’lere baglanarak
hiicre duvar sentezini durdurur. Oral kullanimda biyoyararlanimi diisiiktiir, oral alimi
takiben %30-55’i emilir. Ampisilinin viicut sivilarinda dagilimi oldukg¢a iyidir.
Yarilanma 6mrii 1-2 saat, plazma proteinlerine baglanma oran1 %20°dir. Intravensz
uygulamadan 1 saat sonra serum konsantrasyonu 12-29 mg/It’ye ulasir; eriskin dozu 6
saatte bir uygulanir. Beta-laktamaz salgilayan gram negatif bakterilere kars1 etkinligi
yoktur. Bu nedenle bir beta-laktamaz inhibitériiyle kombine edilmis ticari formu bu tip
infeksiyonlarda kullanilir (D6kmetas, 2003).

b) Sefaperazon-sulbaktam: Sefoperazon bir iigiincii kusak sefalosporindir.
Digerlerinden farkli olarak antipsédomonal etki gosterir. Beta-laktamaz sentezlemeyen
enterik gram-negatifler ve P.aeruginosa’ya kars1 yiiksek etkinlik gosterir. Ozellikle
enterik gram-negatif mikroorganizmalarin ve P.aeruginosa’min  beta-laktamaz
tiretimiyle sefoperazonun etkinligini belirgin derecede azaltmasinin 6niine gegmek icin,
sefoperazon sulbaktam ile kombine edilerek kullamma sunulmustur. Ulkemizde
sefoperazon ve sulbaktam kombinasyonu, iginde her iki etken maddenin de 1’er gramin
iceren 1:1 kombinasyonu seklinde bulunmaktadir. Sefoperazon, sulbaktam ile kombine
edildikten sonra beta-laktamaz iireten pek ¢ok mikroorganizmaya kars1 yeniden etkin
hale geger (Akova, 2006).

Acinetobacter tiirlerine kars1 sulbaktamla sefaperoazonun 1:1 oraninda kombine
formu oldukea etkilidir (Williams, 1997). Tiirk Antibiotik Diren¢ Grubu tarafindan 9
merkezin katihmi ile gergeklesen bir c¢alismada 716 bakteri kullamlmis ve E-test
yontemi ile in vitro sefaperazon—sulbaktam duyarliliklari tespit edilmistir. Bu ¢alismada

Acinetobacter izolatlarina en etkili antibiyotiklerin sefaperazon-sulbaktam ve imipenem
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oldugu saptanmistir (Pfaller ve ark. 1999). Aygiin ve ark. (Aygiin ve ark. 2002)
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi yogun bakim {initesinden hastane infeksiyonu etkeni olarak
izole edilen 50 A. baumannii izolatimin disk diflizyon yontemi ile antibiyotik
duyarliliklarin1 saptamiglardir. Sefaperazon-sulbaktam (%80) netilmisinden sonra ikinci
en etkili antibiyotik olarak saptanmigtir.

Sefoperazon-sulbaktam sadece parenteral yolla kullanilir. Bu iki ajanin
kombinasyon bi¢iminde kullaniminin tek tek kullanimlarindan farkli farmakokinetik
ozelliklere sahip olmadigi saptanmistir. Sefoperazon-sulbaktamin dokulara dagilimi
oldukga iyidir. Sefoperazon ¢cogunlukla safra yoluyla atildig1 i¢in safra kesesi iginde ve
kese duvarinda yiiksek yogunluklarda bulunur. Sefoperazon-sulbaktam inflamasyon
varliginda bile beyin omurilik sivisina tedavi edici yogunluklarda gegmez. Giinlik doz
normalde 12 saat arayla verilen 2 g sefoperazona karsilik gelecek bi¢imdedir. Ciddi
enfeksiyonlarda bu miktar 4 grama kadar ¢ikarilabilir (Akova, 2006).

2.1.7.2 Antips6domonal penisilinler:

Karboksi penisilinler (karbenisilin ve tikarsilin) ve tireidopenisilinler (azlosilin,
mezlosilin ve piperasilin) olmak {izere iki gruba ayrilirlar. Aminopenisilinlerle
karsilastirildiginda-etkinlikleri gram negatif basiller {izerine daha fazladir. Bakteri hiicre
duvar sentezinin son basamagini inhibe ederek etki ederler. Bunlar igerisinde piperasilin
ve tikarsilinin beta-laktam inhibitorlii kombinasyonlar1 Acinetobacter izolatlarina karsi
etkinlik gostermektedir.

Piperasilin ile bir beta-laktamaz inhibitorii olan tazobaktam 8/1 oraninda
kombine edilerek kullanilir. Tikarsilin etkinligi ise klavulonik asitle artar.
Tikarsilin/klavulonik asit 15/1 oraninda kombine edilerek kullanilir (Cakir, 2004).
Tikarsilin ile karbenisilinin etkisi benzerdir, fakat tikarsilinin etkin dozu daha diisiiktiir
(Dokmeci, 1992).

2.1.7.3 Sefalosporinler

Penisilinlerden bes {iyeli tiazolidon halkasi yerine, sefem cekirdegi adi verilen
alti iyeli dihidrotiazin halkasinin olmasiyla ayrlirlar. Dihidrotiazin halkas1
sefalosporinlerin  beta-laktamazlara karst daha stabil olmasimi saglar. Sefem
cekirdeginin yedinci pozisyonundaki degisiklikler antibakteriyel etkiden, {igiincii
pozisyondaki degisiklikler ise farmakokinetik ve metabolik 6zelliklerden sorumludur

(Leblebicioglu, 2008).
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Penisilinler gibi PBP’lere baglanarak hiicre duvar sentezini onler ve bakterisidal
etki gosterirler. Sefalosporinler yapilarina ve antimikrobiyal etkinliklerine gore birinci,
ikinci, liglincli ve dordiincli kusak olmak {izere dort gruba ayrilirlar. Kusak sayisi
arttikga gram-pozitif etkinlik azalirken, gram negatif etkinlik artmaktadir. Dordiincii
kusak sefalosporinlerde aynm1 zamanda gram pozitif etkinlik olup, ikinci kusak
sefalosporinler kadar etkinlik gdsterirler (Leblebicioglu, 2008).

Ozellikle tigiincii kusak sefalosporinlerden sefaperazonun sulbaktamli
kombinasyonu, seftazidim ve dordiincii kusak sefalosporinlerden sefepim Acinetobacter
infeksiyonlarinda etkilidirler (Cakir, 2004).

Seftazidim; aminotiazolil grubu yar1 sentetik bir {iglincii kusak sefalosporindir.
Tim viicut sivilarinda dagilimi oldukga iyidir. Antipsddomonal etkinligi 6n plandadir.
Duyarli Acinetobacter enfeksiyonlarinda kullanilabilir. Ancak son zamanlarda yiiksek
direng¢ oranlar bildirilmistir (Cakir, 2004; Aygiin, 2002).

Sefepim; dordiincii kusak yar1 sentetik bir sefalosporindir. Paranteral kullanima
uygun ¢ift iyonik karakterde aminotiazolil sefalosporindir. Aminotiazolil grubunun
varligi gram negatif etkinlii ve beta-laktamazlara direnci saglayan bir ozelliktir.
Pseudomonas izolatlar1 da dahil tim gram negatif comaklara, gram pozitif koklara ve
anaeroplara kars1 etkilidir. Gram pozitif koklara karsi etkisi {igiincti kusak
sefalosporinlerden fazla, ikinci kugsak sefalosporinlerden azdir. Tip 1 kromozomal
betalaktamazlardan daha az etkilenmesi nedeni ile gram negatif enterik basillere ti¢lincii
kusak sefalosporinlerden daha etkilidir. Diger sefalosporinlere benzer sekilde
enterokoklar ve MRSA izolatlarina kars: etkisizdir. Bu nedenle 6zellikle gram negatif
mikroorganizmalarin neden oldugu polimikrobiyal nozokomiyal infeksiyonlarda
kullanilir (Cakir, 2004). Beyin omurilik s1visi dahil tiim viicut sivi ve dokularina gegisi
iyidir. Plazma yar1 6mrii 2-2,3 saattir ve idrar yoluyla atilir (Leblebicioglu, 2008).

2.1.7.4 Karbapenemler:

Karbapenemler en genis spektruma sahip beta-laktam grubu antibiyotikler olup
hem enterik hem de nonenterik gram negatif comak ve koklar, gram pozitif koklar,
anaerop bakteriler {izerine etkindirler. Ortak bir karbapenem molekiilii igeren yari
sentetik beta laktam tiirevi antibiyotiklerdir. Penisilinlerden farkli olarak C1 atomuna

bir kiikiirt atomu buna da bir tiazolidin halkas1 baglanmistir. C2 ve C3 atomlarinda
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doymamis baglar vardir. 6-transhidroksimetil grubunun varhig: birgok beta-laktamaz
tirine kargt molekiiliin direncini saglar. Karbapenemler basta PBP2 olmak iizere,
PBP1A, PBP1B, PBP3, PBP4 ve PBP5’e baglanarak hiicre duvar sentezini engellerler
(Cakar, 2008).

Genis spektrumlan ile birlikte AmpC ve genislemis spektrumlu beta-laktamaz
enzimlerine karsi direngli olmalari ve indiiklenmis bakteri topluluklarinda AmpC
mutantlarin segimine meydan vermemesi karbapenemlere (istiinliik saglamaktadir.
Imipenem ve meropenemden sonra ii¢ yeni tiye daha ruhsatlandirilarak klinik kullanima
verilmigtir. Bunlar; ertapenem, doripenem ve faropenemdir.

Imipenemin plazma yarilanma 6mrii yaklagik 1 saattir. Serum proteinlerine
baglanma oram %10-20 arasindadir, viicut sivilarina dagilimi iyidir. Klinik kullanimda
imipenem/silastatin intravendz inflizyon seklinde 6 saatte bir 500 mg olarak uygulanir.
Plazmada dolagan imipenemin %50-70’i viicutta molekiiler degisiklige ugramadan
bobrek yolu ile atilir. Bu nedenle bdbrek yetmezliginde doz ayari gerekmektedir
(Usluer ve Unal, 2004).

Meropenem genellikle sekiz saat arayla 1 gr seklinde uygulanir. Meropenem de
imipenem gibi bobrekler yoluyla ve genellikle degismeden atilir. Bu nedenle bdbrek
yetmezliklerinde doz ayarlanmasina gerek vardir.

Karbapenemler birgok plazmid kokenli beta-laktamaza direnglidir. Kromozomal
beta-laktamazlarin kuvvetli indiikleyicisidirler. Cinko metalloenzimlere duyarlidirlar.
Karbapenemler, TEM ve SVH-tip beta-laktamazlardan (Richmond Sykes Tip 3) ve
Richmond Sykes Tip 1 enzimlerden klinik diizeyde etkilenmezler (Cakir, 2008).

2.1.7.5 Kinolonlar

Kinolonlar, konsantrasyona bagimli bakterisidal etkiye sahip antibiyotiklerdir.
Bakterilerde DNA replikasyonu i¢in gerekli olan iki topoizomeraz (DNA giraz ve
topoizomeraz IV) ile etkilesime girerek DNA sentezini durdurmaktadirlar. DNA giraz,
iki GyrA ve iki GyrB alt birimlerinden olugan tetramerik bir enzim olup gyr4 ve grB
genlerinden kodlanir. Topoizomeraz IV de, ParC ve ParE alt birimlerinden
olugmaktadir. Florokinolonlarin gram pozitif ve gram negatif bakterilerdeki enzim
hedefleri farklidir. Gram negatif bakterilerde birincil hedef DNA giraz, gram pozitif
bakterilerde ise topoizomeraz IV tiir (Hooper, 2000).
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Kinolonlar kimyasal yapi-aktivite iligkisine gére dort kusakta incelenir. Gruptaki
ajanlarin timi Enterobacteriaceae ailesine ¢ok iyi etkinlik gosterir. P.aeruginosa’ya
kars1 en iyi etkinlik siprofloksasindedir. Ancak higbirisi diger Pseudomonas tiirlerine
etkin degildir. Moksifloksasin ek olarak anaeroplara kars1 yiiksek etkinlik gosterir (Arda
ve Ulusoy, 2008).

Ofloksasin ve siprofloksasin, enterik bakterilerin yan1 sira Acinetobacter spp.
tirlerine de etkilidir. Direngli Acinetobacter enfeksiyonlarinda kombine tedavide
siprofloksasin siklikla kullanilan bir ajandir. Acinetobacter tiirlerine karsi, 1988’lere
kadar florokinolonlar oldukga etkiliyken giiniimiizde direngli kékenler 6n plandadir
(Gtir, 2008; Ruiz, 2003).

2.1.7.6 Aminoglikozidler

Aminoglikozidler, Streptomyces ve Micromonospora cinsi mantarlardan elde
edilen dogal yada yar1 sentetik bakterisidal etkili antibiyotiklerdir. Etkilerini
mRNA’daki kodonlarin okunusunu azaltarak ve tRNA antikodonlarindaki bilginin
ribozomlarda yanlis okunmasi ile proteinlerin yanlis kodlanmasina yol agarak
gosterirler. Bunun sonucunda bakteri protein sentezi sonlanir. Bu etkinin
gergeklesebilmesi igin streptomisin ribozomal 30S alt birimine baglanirken diger
aminoglikozidler hem 30S hem de 50S alt birimlerine baglanirlar. Aminoglikozidler
bakterilerin dis membranlarindaki porin kanallarindan periplazmik araliga difiizyonla
girer, ancak bakteri sitoplazmik membranin1 geg¢ebilmeleri enerji ve oksijene bagimli
aktif transport mekanizmasi ile olmaktadir. Bu islem Energy-Depent Phase 1 (EDP) ve
EDP 2 olmak tizere iki fazda gergeklesir. Diger protein sentezini inhibe eden
antibiyotikler bakteriyostatik etki gosteritken aminoglikozidlerin bakterisid etki
gOstermesinin transport esnasinda hiicre membraninda delikler olusmasina ve sonugta
hiicre duvar gegirgenliginin bozulmasina bagli oldugu diisiiniilmektedir.

Aminoglikozidler P. aeruginosa basta olmak {izere gram negatif aerop
bakterilere etkilidir. Gram pozitif bakterilere etkinlikleri ise kisithidir. Metisiline duyarli
stafilokoklara etki ederken; piyojen streptokoklar aminoglikozidlere nadiren duyarlidir.
Listeria tiirlerine ve diger gram pozitif basillere ise etkisizdirler. Direngli Acinetobacter

infeksiyonlarinda kombine tedavide etkilidirler (Willke, 2008).
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2.1.7.7 Tigesiklin

Tigesiklin (GAR 936) tetrasiklin grubundan minosiklinin semisentetik olarak
tiretilmesi ile olusan genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Glisiklin grubunun ilk
tiyesidir. Tetrasiklinlerin temel c¢ekirdegindeki 9 pozisyonunda yapilan N-alkil-
glisilamido modifikasyonu bu yeni molekiile ¢ok genis bir antibakteriyel spektrum ve
tetrasikline diren¢ mekanizmalarina karg1 dayaniklilik saglamaktadir (Esen, 2008).

Tigesiklin de tetrasiklinler gibi bakteri ribozomlarinin 30S alt (initlerine
baglanarak protein sentezini elongasyon basamaginda inhibe ederler. Baglanma noktasi
tetrasiklinlerden farkli oldugu igin Tet(M) proteininden etkilenmez ve tetrasiklinlere
gore bes kat daha gii¢lii olarak baglanir (Pankey, 2005; Calik ve Akova, 2007).

Tigesiklin aerobik gram-pozitif, gram-negatif ve anaerop patojenlere karsi
etkinlik gosterir. Aym1 zamanda Pseudomonas spp., Proteus spp. ve Morganella spp.
hari¢ tetrasiklinlere efluks veya ribozomal baglanma iinitesinde degisiklik yoluyla
direng gelistirmis tiim mikroorganizmalara etkilidir. Ayrica tigesiklin karbapenemaz
tireten Acinetobacter izolatlarina kars1 etkili bulunmustur (Calik ve Akova, 2007).

2.1.7.8 Polimiksinler

Polimiksinler kimyasal olarak 5 farkli bilesigi igeren (polimiksin A-E) polipeptid
antibiyotiklerdir. Klinik pratikte sadece polimiksin B ve polimiksin E (kolistin)
kullanilmistir (Akalin, 2007).

Polimiksin B’nin kolistinden bir aminoasit farklilig1 mevcuttur. Polimiksin B’nin
Gram pozitif bakterilere kars1 etkinligi yoktur, ama Gram negatif bakterilere karsi farkli
diizeylerde etkilidir. Polimiksin B’nin etki spektrumu kolistine benzerdir. Diger tiim
antibiyotik gruplara direngli olan MDR P. aeruginosa ve MDR Acinetobacter izolatlar
polimiksin B’ye intrensek olarak duyarlidir (Zavascki ve ark, 2007).

Kolistin; Bacilluspolymyxa subspecies colistinus Koyama tarafindan ribozom
dis1 sentezlenir. 1940’11 yillarda tanimlanan bu ilag ciddi toksisitesi nedeniyle kullanim
dis1 kalmistir. 1993°te sadece kolistine duyarl gram negatif suslar bildirilmesi tekrar bu
ilaca ilgiyi arttirmigtir (Saltoglu, 2007).

Ticari olarak kolistinin 2 formu mevcuttur. Bu formlar kolistin siilfat ve
kolistimetat sodyum’dur. Kolistimetat sodyum kolistin siilfata gére daha az etkili ve
daha az toksiktir. Kolistin stilfat barsak dekontaminasyonu i¢in, oral ve bakteriyel cilt

enfeksiyonlari i¢in topikal olarak kullanilir (Akalin, 2007).
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Kolistinin hedefi bakteri hiicre membranidir. Katyonik bir peptid olan kolistin ile
gram-negatif bakterilerin dis membranindaki anyonik LPS molekiilleri elektrostatik
iliskiye girerler ve hiicre membraninda diizensizlige yol acarlar. Kolistin, LPS
molekiillerini stabil halde tutan magnezyum ve kalsiyumun yerini degistirerek dis
membranda bozulmaya ve olusan permeabilite bozuklugu bakterinin 6liimiine neden
olur. Ek olarak kolistin gii¢lii endotoksin aktivitesiyle direkt antibakteriyel etki de
gosterir.

Kolistin ciddi yan etkileri, nefrotoksisite, ndrotoksisite ve néromuskuler blokaj
nedeni ile kullanimi sorunlu bir antimikrobiyaldir. Ilk olarak direngli Acinetobacter
enfeksiyonlarinda yara yerine topikal olarak kullamilmistir. Direngli infeksiyonlarda
2.55 milyon iinite/kg/giin i.v yolla, maksimum 300 mg’a kadar, iki ya da 3 doza
boliinerek kullanimi Onerilir. Renal yetersizlikte doz azaltilmasina gerek vardir.
Hastalarin %58’inde iyi klinik sonu¢ alinmigtir. Diger tedavi segeneklerinin kalmadigi
durumlarda kolistin hastay1 yakin izleme kosulu ile 6nerilebilmektedir. Kolistin dahil
tiim ilaglara direngli suslar panrezistan olarak adlandirilmigtir (Saltoglu, 2007).

Kolistin, Acinetobacter tiirleri, P.aeruginosa, Klebsiella tiirleri, Enterobacter
tiirleri, Escherichia coli, Salmonella tirleri, Shigella tirleri, Citrobacter tiirleri, Yersinia
pseudotuberculosis, Morganella morganii ve Haemophilus influenzae’ya Kkarsi
bakterisidal etki gosterir. Stenotrophomonas maltophilia suslarina da etkili oldugu
gosterilmigtir. Gram negatif bakterilerde mutasyon ya da adaptasyon yolu ile bu
antibiyotige kars1 direng gelisebilmektedir (Falagas, 2005).

Son yillarda ¢ok ilaca direngli A.baumannii ve P.aeruginosa enfeksiyonlarinda
yeniden giindeme gelmistir ve tedavide kullanilmigtir. Cok ilaca direngli P.aeruginosa
veya A.baumannii’nin neden oldugu nozokomiyal pnomonilerde kolistine klinik yanit

oranlar1 % 25-73.3 arasinda degismektedir (Akalin, 2007).

2.1.8 Acinetobacter Tiirlerinde Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar:

A.baumannii  izolatlarina bagli infeksiyonlarin  tedavisinde kullanilan
antimikrobiyal ajanlara kars1 giderek artan direng tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde
de Onemli bir saglik sorunu haline gelmistir (Demirtick ve Demirdal, 2004).
Aminoglikozidler, iireidopenisilinler, florokinolonlar, ti¢lincti kusak sefalosporinler gibi

genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin kullanimi  Acinetobacter  tiirlerini

16



antibiyotiklere direngli hale getirmistir. Uglinci kusak sefalosporinlerin yaygin
kullaniminin, karbapeneme direngli suslarin ortaya ¢ikmasiyla anlamli olarak iliskili
oldugu gosterilmistir (Manikal, 2000). Ozellikle 4. baumannii diger tiirlere gore daha
direnglidir ve yogun bakim iinitelerindeki mortalitenin %19-25’inden sorumludur
(Tatman, 2003).

Nozokomiyal Acinetobacter izolatlarinin direng¢ mekanizmalar1 siklikla beta
laktamaz {iretimi, efliiks pompasi ve hiicre duvar kanallarindaki (porinler)
degigikliklerdir (Ardig, 2004). A. baumannii izolatlarinin antibiyotik direng
mekanizmalar tablo 1’°de 6zetlenmistir.

A. baumannii izolatlarinda beta laktam direnci daha siktir. Beta laktam
antibiyotiklere kars1 olusan direng beta laktamaz enzimleriyle antibiyotigin
pargalanmasi, beta laktam antibiyotigin hiicre igine girisinin engellenmesi ve PBP’de
degisikliklerin olusmas1 ile gelisebilmektedir (Schreckenberger ve ark., 2007;
Livermore, 1995).

Acinetobacter izolatlarinda beta laktam direncinin en 6nemli sebebi B-laktamaz
enzimleriyle antibiyotigin par¢alanmasidir. Plazmid, kromozom veya transpozon
kontroliinde sentezlenirler (Livermore, 1995).

Gram negatif bakterilerin ¢ogu, tiir 6zelligi olarak, degisik siniflamalara goére
AmpC veya Bush-Jacoby-Mederios Grup 1 olarak adlandirilan kromozomal beta
laktamazlar {liretir. Acinetobacter tiirlerinde bulunan kromozomal enzimlerin biiyiik
¢ogunlugu Ambler smif C igerisinde yer almakta ve sefalosporinaz aktivitesi
gostermektedir.  Yapilan c¢alismalarda A.  baumannii  izolatlarinin  %98’inde
sefalosporinaz aktivitesi saptanmistir (Thomson, 2005; Livermore, 1995).

ACE-1, ACE-2, ACE-3, ACE4 enzimler, Ambler sinif C’de yer alan
sefalosporinazlardir. ACE-1 sefuroksime kars1 zayif etkili, klavulonik aside direncli en
genis spektrumlu enzimdir (Speller, 1998; Livermore, 1995).

Yeni tanimlanan smif C enzimler giiniimiizde Acinetobacter kokenli
sefalosporinazlar olarak adlandirilirlar (Acinetobacter-Derived Cephalosporinases
(ADCs)) ve yeni yapilan ¢alismalarda yedi adet ADC AmpC geni tamimlanmistir
(Hujer, 2005). AmpC beta laktamazlarin karbapenemler iizerine etkileri son derece az

olmasina karsin, bu enzimlerin asir1 tiretimi dig membran porin degisiklikleri gibi bir
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diger mekanizma ile birlestiklerinde karbapenem direncine yol agabilmektedir
(Thomson, 2005).

Imipeneme direngli A. baumannii izolatlarinda kromozomal OXA—24 enzimi
gosterilmistir. Bu enzim, Ambler simf D’de yer almakta ve karbapenemleri hidrolize
etmektedir (Hujer ve ark. 2005).

Plazmidlerce kodlanan enzimler sinif A, B ve D beta-laktamazlar igerisinde yer
almaktadirlar. Bunlar icerisinde Ambler sinif A’da yer alan TEM-1 ve TEM-2 beta-
laktamazlarin varlig1 Acinetobacter tiirlerindeki beta-laktam direncinden biiyiik 6lgiide
sorumlu tutulmaktadir (Jeong, 2005; Vahaboglu, 1997).

Ambler smif A’da yer alan PER-1 enzimi ilk kez 1996 yilinda Tiirkiye’de
saptanmig ve PER-1 enzimi tasiyan kokenlerle gelisen enfeksiyonlarda prognozun daha
kot oldugu bildirilmistir. Bu enzim bir geniglemis spektrumlu beta-laktamazdir
(GSBL). Genis spektrumlu sefalosporin ve gentamisin direncinden yiiksek diizeyde,
amikasin direncinden diisiik diizeyde sorumlu tutulmaktadir, karbapenemlere etkisiz
veya orta derecede etki gostermektedir (Vahaboglu, 1997).

Karbapenemler ¢ogu beta-laktamazlar tarafindan hidrolize edilmezler.
Acinetobacter tiirlerinde karbapenem ve yeni kusak sefalosporinleri hidrolize eden
metallo-beta-laktamazlar tanimlanmigtir (IMP, VIM). Bu enzimler plazmidlerce
kodlanan sinif B beta-laktamazlardir (Lee ve ark, 2003; Walsh ve ark, 2005).

A.baumannii’nin porin kanallar1 iyi karakterize edilmedigi halde, bakteriyel
porin  proteinlerinin  sentezinin azalmasi veya mutasyonlari, beta-laktam
antibiyotiklerinin periplazmik alana gegisini engelleyip, antibiyotik direncine yol
acabilir (Munoz-Price ve Weinstein, 2008).

Bakteriyel efluks pompalarinin asir1 ¢aligmasi, periplazmik alanda beta-laktam
antibiyotiklerinin konsantrasyonunu azaltabilir. Acinetobacter’de klinik direng
olusturmak i¢in efluks pompalart genelde AmpC beta-laktamazlarinin  veya
karbapenemazlarin agir1 ekspresyonuyla baglantili olarak etki eder. Efluks pompalari,
beta-laktam antibiyotiklerini uzaklagtirmanin yani sira kinolonlar, tetrasiklinleri,
kloramfenikolii, dezenfektanlar1 ve tigesiklini etkin bi¢imde digar1 atar (Peleg ve ark,
2007).

A.baumannii’nin lipopolisakkaritindeki modifikasyon kolistin direncindeki olasi

mekanizmadir (Perez, 2007; Looveren, 2004). Gram negatif bakteriler adaptasyon ve
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mutasyon mekanizmalan aracilifiyla kolistine direng gelistirir. Mutasyon Kkalitsal,

diisik diizeyli ve antibiyotigin siirekli varligina bagliyken adaptasyon bunun tam

tersidir. Kolistin ve polimiksin arasinda ¢apraz direng vardir (Falagas, 2005).

Tablo 1: A. baumannii’nin sahip oldugu antibiyotik diren¢ mekanizmalari
(Cift¢i ve Asik, 2011)
Antibiyotik /Direng mekanizmasi Grup/Gen Antibiyotik/Direng mekanizmasi Grup /Gen
Beta-laktamlar icin Aminoglikozidler icin
Beta-laktamaz Enzimatik yikim
Dogal Asetiltransferaz AAC-2, 36
Smif A /sik goriilen ampC (ADC1-7) SAT-2
VEB-1,-2 Niikleotidiltransferaz ANT-2-3
PER-1,-2 Fosfotransferaz APH(3)], -IL-IIL-TV
TEM-92-116 APH(3")-1
SHV-5,-12 Efluks pompasi adeABC
CTX-M-2-3 adeM
Smuf A /nadir gériilen SCO-1 16s rIDNA metiltransferaz armA
Karbapenemaz Kinolonlar igin
Smif D oksasilinaz OXA-51 benzeri DNA giraz/topoizomeraz gyrA/parC
OXA-23 Efluks pompasi adeABC
OXA-24 adeM
OXA-27 abeS
OXA-37 Kloramfenikol igin
OXA-40 Efluks pompasi adeABC
OXA-58 benzeri adel]K
Metallo-beta-laktamaz VIM cmlA
IMP craA
SIM abeS
Smif A karbapenemaz GES-11 Trimetoprim/sulfametoksazol igin
Dis membran proteinleri carQ Efluks pompasi adeABC
HMP-AB adel]K
33-36 kDa protein Dehidrofolat sentetaz sul-L-1T
43 kDa protein Dehidrofolat reduktaz folA
Efluks pompasi adeABC Makrolitler icin
PBP2 degisimi Efluks pompasi adeM
Tetrasiklinler icin Glisilsiklin igin
tetA, tetB Efluks pompasi adeABC
Efluks pompasi adeABC Polimiksin i¢in pmrAB
Ribozomal hedef degisimi tetM Rifampisin icin arr-2
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2.2. BIYOFILM

2.2.1 Biyofilmin Tanim ve Tarihgesi

Biyofilm giiniimiize kadar bir ¢ok bilim adami tarafindan ¢esitli sekillerde
tammlanmistir. Ik olarak 17. yiizyilda Leewenhoek kendi disinden aldigi ornekte
plaklar iginde yasayan mikroorganizmalardan bahsetmistir. Biyofilmler ile ilgili
calismalar 1970’lerin sonlarindan itibaren yapilmaya baglanmistir. 1976 yilinda
Marshall, biyofilmin ¢ok ince bir ekstraseliiler polimer fibril oldugunu ve bakterinin
yiizeye tutunmasinda énemli oldugunu bildirmistir (Marshall, 1976). Costerton ve ark.,
bakteri tarafindan tretilen ve bakterinin cansiz ve canli yiizeylere yapismasim saglayan
“glikokaliks” olarak da adlandirilan polimerik matriks olarak tanimlamiglardir
(Costerton ve ark, 1999). Carpentier ve Cerf ise basit olarak, bakterilerin gomiilii olarak
bulundugu ve ylizeye yapigmis olan organik polimer matriks olarak tamimlamigtir
(Carpentier ve Cerf, 1993). Biyofilmin giinlimiizde en yeni tammi ise
mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, herhangi bir yiizeye, ara yiizeye veya
birbirlerine yapigmalarini saglayan ve biiylime oranlari ile gen transkripsiyonuna bagh
olarak farkli fenotip gosterebilen ve olusturan mikroorganizmanin iginde gémiilii olarak
bulundugu ekstraseliiler polimerik maddeden olusmus matriks seklindedir (Donlan,
2002).

Biyofilm, mikrobiyal hiicrelerin doniisiimsiiz olarak polisakkarit matriks ve
yiizey ile baglant1 kurmasi ve bu yapida tireyip gelismesi sonucu makroskobik olarak
opak yapida, ortalama 100-500 mm yiikseklikte kosullara gére degisen en ve boyda,
kaygan, piiriizsiiz, giderilmesi ¢ok zor olan yapidadir. Matriks i¢inde kan pihtisi,
kristaller, toprak, metal korozyon artiklari bulunabilir bu nedenle biyofilmin rengi
bulundugu yere gore degisir (Assanta, 2000; Donlan, 2002).

Yapilan mikroskobik gézlemlerde bakterilerin dogadaki sivisal ekosistemlerde
farkl1 yiizeylere yapisarak ¢ogalmasinin %99.9 oraninda biyofilm aracilhigi ile oldugu
gosterilmigtir. Giintimiizde derin yer alti sular1 ve okyanuslarin derinlikleri harig
biyofilmin tiim dogal ekosistemde olusabildigi kabul edilmektedir (Costerton ve ark,
1995).

Bir ylizeyde koloniler halinde tutunarak yasayan mikroorganizmalarin
olusturduklar1 her tabaka biyofilm yapisinin 6zelliklerini tasimamaktadir. Gergek

biyofilm yapisinda olmayan topluluklar, bulunduklar1 yiizeylerde planktonik hiicre
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davranigi sergilemeye devam etmektedirler. Bunlarda biyofilm igerisindeki bakterilerde
gosterilen direng ve irreversibl yapisma gibi 6zellikler bulunmamaktadir. Bununla
beraber, biyofilm igerisindeki bakterilerin de zamanla matriksten koparak ayrildiklari,
dolagima gegctikleri ve planktonik formda olmalarina ragmen, ayrildiklar1 toplulugun

tiim direng 6zelliklerini tagidig: bildirilmistir (Donlan ve Costerton, 2002).

2.2.2 Biyofilmin Yapisi

Biyofilm, bakterinin yiizeyinde diizensiz bir sekilde dagilmis polisakkarid bir
matrikstir. Matriksin yogunlugu ve genisligi sadece hiicresel ve hiicresel olmayan yapilar
arasinda degil ayni zamanda mikroorganizmalarin tiirleri arasinda da degismektedir.
Biyofilmler, matriksleri igerisinde yagamlarini siirdiiren hiicrelere, esansiyel besinlerin ve
oksijenin taginmasina imkan taniyan ‘‘su kanallarina’ sahip, ¢ok tabakali heterojen bir
yapiya sahiptirler (Bothwell ve ark, 2003). Tim biyofilmlerin biiyiik bdlimii (%73-98)
hidrate sekildedir.

Biyofilmde fiziksel ve biyolojik yapi ¢oklu intrinsik ve ekstrinsik faktdrlerin
etkilesimi ile diizenlendigi, fiziksel yapinin ekzopolisakkaridler (EPS) ile baglantil
oldugu bildirilmistir. EPS’nin jel ya da viskoelastik davramis sergileyebilecegi, bu
fazlara gegisinde protein, Ca™ iyonlar1, polisakkaritler ile yapinin daha saglamlastigi
bildirilmistir (Hussain ve ark, 1993; Leriche ve ark, 2000; Sutherland, 2001). Tabakali
yapin alttaki hiicreleri stabilize ettigi, biyofilmde antibakteriyel diren¢ ve oksijen
kullanim1 agisindan degiskenlik gosteren tabakalar olustugu vurgulanmistir (Leriche ve

ark. 2000; Jenkinson ve Lappin-Scott, 2000)
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Sekil 1 b): EPS i¢inde basiller (Sutherland, 2001).
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Biyofilm igerisinde yasayan mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen
polisakkaridler biyofilmin ana ekstraselliiler komponentini olusturur. Mikrobiyal
hiicrelerden salgilanan ekzopolisakkaridler hem fiziksel hem de kimyasal &zellikler
agisindan farkliliklar gosterir. Polisakkaridler uzun, ince molekiiler zincirlerdir ve 0,5-
2,0x10° Da’luk bir molekiiler yapiya sahiptirler. Biyofilm preparatlarinda
polisakkaridler bakteriyel hiicre yiizeyine tutunmus olan ince seritler halinde ve
hiicrenin etrafinda kompleks bir ag olusturmus sekilde izlenir (Bothwell ve ark, 2003;
Sutherland, 2001).

Konak¢r ve gevreden kaynaklanan partikiillerin biyofilm mimarisine katildig
bildirilmigtir. Canl1 sistemlerde zaman igerisinde eritrosit ve fibrin katilimi ile besince
daha zengin ve daha stabil bir biyofilm olusumu goriilmiistiir. Su sistemlerindeki
biyofilm ise paslanmaz gelik borulardaki demiri indirgeyip korozyon yaparak borularda
yeni tutunma yiizeyleri olusturmaktadi (Costerton ve ark. 1999).

Biyofilmin gelismesi, ortam pH’1, oksijen perfiizyonu, karbon kaynagi,
osmolarite, yakin g¢evredeki besinlerin hiicre i¢ine alimip kullanmi ve atiklarin
uzaklastirilmas: ile yakin ilisgkide olup, bunlarin disinda besin kisitlanmasi sonucu
sunulan “quorum sensing” molekiillerinin salimmida biyofilm gelismesinde oldukg¢a
etkilidir (Carpentier ve Cerf, 1993; Allison ve ark. 1998).

Son zamanlarda bazi hiicrelerden salinan ve hiicreler arasi sinyal iletimini
saglayarak, bakterinin gen sunumunu diizenleyen molekiiller (aclyated homoserine
lactonase vs.) araciigi ile biyofilm yapiminin diizenlenebileceginin gdsterilmesi
biyofilmin gevreye adaptasyonunda “quorum sensing” in 6nemini arttirmistir (Dong ve

Zhang, 2005).

2.2.3 Mikroorganizmalarin Biyofilm Olusturma Nedenleri

Bakterilerin biyofilm olusturan formlar1 ile serbest yasayan formlar1 arasinda
ciddi farkliliklar goriilmiistiir. Bakterinin biyofilm olusturmasma sebep olan bazi
nedenler su basliklar altinda agiklanabilir.

Savunma; biyofilmin kan akimi, tilkkriigiin yikama giicii gibi bir takim fiziksel

giiclere kargt dayamklihg: vardir. Serbest yasayan hiicrelere gore, besin yoksunlugu,
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pH degisikligi, oksijen radikalleri, dezenfektanlar, fagositoz, ve antibiyotiklere kars
biyofilm i¢indeki bakteriler daha direnglidir (Oztiirk ve ark, 2008).

Adezyon ve kolonizasyon; Viicudun belli bir bélgesinde bakterilerin sabit
kalabilmesi i¢in konak¢inin ekstraseliiler matriks proteinlerine yapisir ve adherans
sonras1 bu bolgeye yerlesen bakteriler bir yandan belli bir popiilasyona ulasmak igin
cogalirken diger yandan da biyofilm olusturma ozelliklerine gére biyofilm yapimina
baglar (Whiteley ve ark, 2001).

Yasanabilir ¢evre gelistirmek; karbon katabolitlerinin, konakta yapismisg
bakterinin gen diizenlenmesini uyararak biyofilm olusumunda &nemli rol oynamasi,
bakterinin konakta uygun bir ortam olusturarak kalabilmesindeki mekanizmayi
aciklayabilmektedir (O’Toole ve ark, 2000).

Topluluk olusturmak; bakterilerin ortama adaptasyonundaki birlikteligi biyofilm
olusturmada siklikla gozlenmektedir. Tiim bakterilerin gevre faktorlerine aym yamiti
vermis olmalar1 ve fenotipik degisiklikler sergilemeleri toplu halde yasamalarinin en

onemli gostergesidir (Oztiirk ve ark, 2008).

2.2.4 Biyofilm Olusum Asamalan

Yapilan ¢aligmalar sonucu yapisal olarak planktonik hiicreden kdken alan
biyofilmin olugsumunun bes asamada gerseklestigi bildirilmistir.

1. Tutunma

2. Yapisma

3. Miikoz yapi (slime) olusumu

4. Olgun biyofilm

5. Kopma ve ayrilma
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Sekil 2: Planktonik hiicreden biyofilm gelisme agamalar1 (Watnick ve Kolter, 2000)

Kati — siv1 etkilesim ylizeyi ve s1v1 besi ortamin bakterilerin tutunmas: igin ideal
ortami hazirladig bildirilmistir. Tutunma olgusunu agik¢a ortaya koyabilmek i¢in
ylizey, ylizeyde hazirlayici film olusumu, sivi besi ortaminin hidrodinamigi, sivi
ortamin Ozellikleri ve hiicre ylizeyinin gesitli 6zellikleri etkilidir (Bullitt ve Makowski,
1995).

Biyofilm olusumu bakterilerin bir yiizeye tutunmalar ile baslayan dinamik bir
olaydir. Tutunma sonucu biyofilm fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden olan bir dizi
genetik islem baslatilir. Bakterilerin bir yiizeye tutunabilmeleri i¢in, kendilerinin bir
yiizey ile ne zaman temas kurduklarini anlamalar1 gereklidir. Bakteriler bu gevresel
uyarilan fenotipik degisiklere ¢evirebilmek amaciyla, bir verici ve bir alicidan olusan

diizenleyici bir sisteme sahiptir. Tutunma isleminden sonra biyofilm olusturmak
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yoniinde farklilagma isleminin baslamasi, ‘‘quorum sensing’’ sistemi denilen baska bir
haberlesme sisteminden gelen yamtlara baglidir. Bu sistem ile bakteriler ¢evrelerindeki
bakteriyel popiilasyonun yogunlugunu belirlerler. Bir yiizeye tutunan her bakteri,
ortama mesaj veren bir molekiil salgilar. Yiizeye tutunan bakterilerin sayis1 arttik¢a, bu
sinyalin ~ lokal  konsantrasyonlar1  artmaktadir. Bu  sinyal  molekiiliiniin
konsantrasyonundaki artis ile birlikte, biyofilm olusumuna yonelik bir dizi islem
baglatilmis olur. Biyofilm igerisindeki bakteriler interselliiler, diisiik molekiil
agirliklarina sahip haberciler araciligiyla iletisim saglarlar (Citgi, 2005).

Hiicre yiizeyinin biyokimyasal yapisinin da tutunmada etkili oldugu ortaya
konmustur (Fletcher ve ark, 1991). Beech ve Gaylarde, lesitinlerin tutunmay: inhibe
etmelerine ragmen onleyemediklerini, glukozidaz ve N-asetil glukoaminidazin ise
tutunmayr azaltigim  bildirmisler, ancak mekanizmasim net olarak ortaya
koyamamuislardir (Beech ve Gaylarde, 1989).

Biyofilm olusumunda ikinci basamak bakterilerin yiizeye kuvvetli bir sekilde
tutunma, yapigma islemidir. Ugiincii evrede ise bakteriler mikrokoloniler haline
donisiirler. Dordiincti evrede mikrokoloniler biiyiirler ve kompleks, mantar seklindeki
yapilara veya kulelere doniisiirler (Citgi, 2005).

Biyofilm gelisiminin besinci evresi ise kopma veya ayrilma evresidir. Bu evrede
tek bir bakteri veya bakteri kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak ortama yayilir. Bu
ayrilma islemi dis kuvvetlerin etkisiyle veya biyofilm olusum siirecinin bir parcasi
olarak tek bir hiicrenin veya multipl hiicrelerin emboli seklinde kopmasinin bir

sonucudur (Citei, 2005).

2.2.5 Biyofilm Hastalik iliskisi

Biyofilm yillardir endiistriyel bir sorun olarak bilinirken, artik tiptaki dnemi
sadece digteki plaklardan ibaret olmayip ozellikle yabanci cisim enfeksiyonlar1 basta
olmak iizere bir¢ok kronik enfeksiyonda rol oynadig: gosterilmistir (Sakarya, 2005).

Olusan biyofilmin antibiyotik tedavisine ayn1 genetik materyale sahip planktonik
bakterilere oranla 100-1000 kat tolerans veya direng gelistirmesi, fagositoza karsi
olusan diren¢ ve tedavi sonrasi tekrar oranimin yiiksek olmasi biyofilm olusturan
bakterilerin yasayan organizmadan uzaklagtinlmasinin ne kadar gii¢ oldugunun en

Onemli gostergesidir (Lewis, 2001).
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Biyofilm olusturan bakteriler ile dogal kapak endokarditi, otitis media, kronik
bakteriyel prostatit, kistik fibrozis, periodontit gibi dogal seyirli hastaliklar ve bunun
disinda, protez kapak, santral vendz katater, iiriner kateter, ortopedik protez, kontakt
lens ve intrauterin cihazlar gibi yabanci cisim enfeksiyonlar1 arasindaki epidemiyolojik
bag artik kanitlanmistir (Donlan ve Costerton, 2002). Bu iligkide Onemli bazi
mekanizmalar tespit edilmistir.

1- Hiicrelerin ayrilmasi veya hiicre agregatlari

Hiicrelerin biiylimesi ve ayn1 zamanda ¢evreden gelen streslerin artmasi bazen
biyofilm i¢indeki bakteriyi kopartabilmektedir. Ayrica biyofilmin diizenleyicisi olarak
bilinen a¢il homoserin lakton molekiilii biyofilmin olusumunu sagladig1 gibi kopmaya
neden olarak, dolagim sisteminde enfeksiyona neden olabilir (Sakarya, 2005).

2- Endotoksin iiretimi

Biyofilm iireten Gram negatif bakteriler endotoksin iiretimini arttirarak hastada
daha fazla immiin yanita da neden olmaktadir. Olusan inflamatuar yanitin biiytkligii
enfeksiyonun siddetini de etkilemektedir (Sakarya, 2005).

3- Konagin immiin yanitina direng

Biyofilm olusturan bakterilere kars1 makrofaj fagositik aktivitesinin veya yapilan
opsonik antikorlarin yetersiz oldugu gosterilmistir (Sakarya, 2005).

4- Bakterilere diren¢ aktarimi

Bakteride bulunan diren¢ genlerinin, plazmidlerin biyofilmlere konjugasyonu ile

tiirler arasinda aktarilabildigi gosterilmistir (Sakarya, 2005).

2.2.6 ““QUORUM SENSING”’ (Cogunlugu Algilama)

Biyofilm olusumunun genetik analizi sonucu ekstraselliiler sinyaller ve QS
diizenleme sistemlerinin biyofilmin varli1 i¢in 6nemli oldugu bildirilmistir (Kjelleberg
ve Molin, 2002).

QS, bakteriyel hiicrelerin kendi niifus yogunluklarini dolayl yolla izledikleri ve
yogunluk degistikge, ¢ok hiicreyi etkileyecek tarzda davraniglarini diizenledikleri, bir
hiicreden hiicreye iletisim olgusudur (Baskin, 2005).

Bu tiir bir hiicreden — hiicreye iletisim dizgesinin (QS), bakteri topluluklarinda
gen sunumunun uyumu ve islevsel yonetiminde temel roller oynadigi bilinmektedir.

Hiicre yogunluguna bagl olarak QS bakteriler kiigiik isaret molekiillerinin birikimine
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yanit verirler, ortami tararlar, salinimda bulunurlar. Bu tiir etkilesimlerin sonucunda da
bir gurup hedef genin diizenlenmesini saglarlar (Dong ve Zhang, 2005).

QS sistemi iginde en 6nemli rolii sinyal molekiilleri iistlenir. Bu molekiillere
ayni zamanda “autoinducer” da denilmektedir. Bakterilerdeki sinyal molekiilleri gram
negatif bakterilerde agil homoserin lakton (AHL), siklik dipeptidler, gram-pozitif
bakterilerde kii¢iik peptidler, hem gram negatif hem de gram pozitif bakterilerde
“autoinducer-2”dir (Redfield, 2002).

Ozellikle Gram pozitif bakteriler tarafindan iiretilen ve "autoinducer" peptidler
(AIP) olarak ifade edilen QS molekiillerinin birgogu translasyon sonras1 degisiklige
ugrayan biiyiik peptidlerden iretilir. AIP, gram negatif bakterilerin aksine hiicre i¢inden
digartya difiizyonla degil genellikle hiicre zarinda bulunan ‘‘ATP-binding cassette’’
(ABC transporter) sistemince aktif olarak salgilanir. Hiicre disi QS molekiilleri, ya
membrana bagh sensor kinazlara baglanir ve hiicre i¢inde bir veya daha fazla sayida
genin ekspresyonunu kontrol eden diizenleyicilerin fosforilasyonu yoluyla hiicrede
transkripsiyonel degisikliklere neden olur, ya da bazi bakterilerde oldugu gibi
oligopeptid permeazlar aracilig1 ile dogrudan hiicre igine girerek hiicre i¢i reseptérler ile
kendileri etkilesime geger (Raffa ve ark, 2005; Saragli, 2006).

QS sisteminin bakteriye getirdigi pek ¢ok avantaj vardir. Bu sistem sayesinde
bakteri davranislarini koordine ederek, besin kaynaklarina adaptasyon gelistirir. Ayni
besin i¢in yarigan diger bakterilere karsi savasabilir. En 6nemlisi, enfeksiyon sirasinda

virtilans faktorlerinin regiilasyonu sonucu konakta immiin yamittan kagabilir.
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Sekil 3: Bakteriler arasi iletigim (http://www.erc.montana.edu)

2.2.7 Biyofilmde Antimikrobiyal Diren¢

Bakterilerin biyofilm yapisinda bulunduklari zaman g¢esitli antimikrobiyellere,
antiseptik ve endiistriyel biositlere, biyofilm bakterilerinin planktonik hallerine gore,
100-1000 kat daha direngli olduklar1 bildirilmigtir (Douglas, 2003). Biyofilmlerin bu
dirence multipl mekanizmalar araciligiyla sahip olduklar1 diigiiniilmektedir (Costerton
ve ark, 1999).

1. Molekiiler filtre; antimikrobiyal ajanin biyofilmin tiim tabakalari boyunca
penetrasyon gosterememesidir. Biyofilm matriksi igerisindeki polimerik maddelerin
antibiyotik difiizyonunu giiclestirdigi bilinmektedir. Bu durum yeterli antibiyotik
konsantrasyonuna ulasilamamasi anlamma gelmektedir. Siprofloksasinin  P.
aeruginosa'ya penetrasyonu normalde 40 saniye iken aymi genetik yapiya sahip
biyofilm olusturmus forma penetrasyonunun 21 dk. olmasi gibi ¢aligmalar biyofilmin
bariyer fonksiyonunu destekleyen en dnemli bulgulardandir (Suci ve ark, 1994).

2. Cogalma oranlarimin degistirilmesi; bakterilerin biiylime oranlarindaki
degisiklikler antibiyotik cevaplarini da degistirmektedir. Biyofilmli bakterilerin biiyiime
hizlar1 planktonik bakterilerden belirgin bir sekilde diisiik oldugu tesbit edilmistir.
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Biyofilm igerisindeki hiicrelerden en azindan bir kismi besin yetersizligi yasamakta ve
bu nedenle yavas biiylime fazina girmek zorunda kalmaktadirlar. Yavas biiyiiyen veya
biiylime gdstermeyen hiicreler bir ¢ok antimikrobiyal maddeye kars1 duyarli degildirler
ve bir ¢ogu hayatta kalabilmektedirler (Oztiirk ve ark. 2008).

3. Mikrogevrenin antibiyotik aktivitesine etkisi: biyofilm olusumu i¢in gerekli
pH, pCO2, divalan katyonik konsantrasyonun hidrasyon seviyesi, primidin
konsantrasyonu gibi mikrogevre degiskenleri biyofilm olusumu iizerine ¢ok etkilidir.
Biyofilm olusumunu kolaylastiran bu mikrogevre degiskenleri 6zellikle aminoglikozit,
tetrasiklin ve makrolidlerin antibakteriyel etkisini negatif yonde etkileyerek antibiyotik
direnci olusturmaktadir (Dunne ve Bucmire, 1985). Ayrica biyofilm igerisindeki

bakteriler arasinda direng genlerin aktarimi sz konusudur.

Yavas Penetrasyor

San Ile Gésterilen Antibiyotik Alt Tabakalara Ilerleye mez

Dayanikh Fenotip
Yesille Gosterilen Bakteriler Antibiyotige Direnclidir

Pembe Ile Gosterilen Metabolitler Antibiyotiklerin Etkisini Azalur

Sekil 4: Biyofilmde antibakteriyellere karsi gelisen direng (Stewart ve Costerton,
2001).

2.2.8 A. baumannii ve Biyofilm

Birgok bakteride sik olarak karsimiza ¢ikan biyofilm iiretimi, patojenlerin
antimikrobiyal ajanlardan ve konagin immiin yanitindan kagmasina olanak saglamasiyla
enfeksiyonlarin patogenezine katkida bulunmaktadir (Gaddy, 2009). A. baumannii igin
onceleri iizerinde fazla durulmayan bu konu, zaman ilerledik¢e ve enfeksiyonlarin

ciddiyeti ve insidans1 artmaya basladik¢a Onem kazanmig, bakterinin biyofilm
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olugturma yetenegi ve mekanizmalariyla ilgili bilgiler 2003 yilinda agiklik kazanmistir.
(Asik, 2011; Tomaras, 2008; Towner, 2009).

A. baumannii polistren ve cam gibi abiyotik yiizeylerde oldugu gibi epitel
hiicreler ve fungal filamentler gibi biyotik yiizeylerde de biyofilm olusturur. Pilus ve
Bap yiizey adezyon proteininin tiretimi, abiyotik yiizeye ilk yapismay1 takiben biyofilm
olusumu ve olgunlasmasinda rol oynar (Gaddy, 2009). Bununla birlikte bazi klinik
izolatlarin adezyonu ve biyofilm fenotipi, genis spektrumlu antibiyotik direnci varlig
ile iliskili gibi goriinmektedir. Cok ilaca direngli (CID) izolatlarin belirgin bir sekilde
fazla biyofilm olusturdugu ve bunun diger membran proteinlerinin birikimi ile korele
oldugu goriilmiistiir (Gordon ve Wareham, 2010; Lee ve ark, 2008). CID 4. baumannii
izolatlarinda olusan biyofilm miktar: ile epitel hiicreye yapismasmnin dogru orantili
oldugu, PER-1 beta-laktamaz geni tasiyan A. baumannii izolatlarinin biyofilm
olusturma ve epitel hiicrelere yapisma kapasitesinin bu geni igermeyen izolatlara gore
daha fazla oldugu belirtilmektedir (Lee ve ark, 2008). Ayrica, 6nceden aminoglikozid
kullaniminin biyofilm {ireten A. baumannii ile Kkolonizasyon ve enfeksiyon riskini
artirdig1 gosterilmistir (Rodriguez-Bafio ve ark, 2008).

Biyofilm olusumu ve olgunlasmasinin diizenlenmesi, bu bakterinin yiizeyindeki
ve hiicresel komponentlerindeki ¢esitlilik nedeniyle ¢ok basamakli siire¢ seklinde
ylriitiilmektedir. Biyofilm olusumunu diizenleyici siireg, bakteriyel hiicre
yogunlugunun algilanmasi, bakteri i¢in gerekli olan serbest katyonlarin konsantrasyonu
ve farkli besinlerin varligim igermektedir (Gaddy, 2009). Bu ekstraseliiler sinyallerin
bazilar1t BfmRS gibi iki komponenti olan diizenleyici sistemler tarafindan algilanir. Bu
transkripsiyonel diizenleyici sistem, hiicreye yapisma ve polistren yiizeyde biyofilm
olusumu igin gerekli olan piluslarin iiretiminden sorumlu saperon ceviri sisteminin
ekspresyonunu aktiflestirmektedir (Gaddy, 2009).

A. baumannii’nin abiyotik yiizeylerde biyofilm olusturmasinda temel bilesenin,
bakterinin hiicresel bir komponenti olan ve hiicrenin ¢evresine yayilmis uzun filamanlar
oldugu gdsterilmistir. Bakterinin hareketli olmamasi, bu filamanlarin, yiizeylere sikica
yapigabilen tip-l pililer olma olasiligimi giiglendirmistir (Tomaras, 2008).

Ayrica, farkli A. baumannii izolatlan tarafindan eksprese edilen farkli biyofilm
fenotiplerinin, kommensal ve patojenik Escherichia coli izolatlar1 ile benzerlik

gosterdigi ifade edilmistir (Reisner ve ark, 2006). Bugiin i¢in Acinetobacter tiirlerinde
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biyofilm tiretimi ile ilgili en énemli hiicresel komponentlerin pili olusum sistemleri ve
ekstraseliiler salgilanan OmpA proteini oldugu disiiniilmektedir (Tomaras ve Dorsey,

2003; Gaddy, 2009; Tomaras, 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

Kasim 2009- Nisan 2010 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Tip Laboratuvarlar1 Mikrobiyoloji Béliimii Bakteriyoloji Altdisiplin
Laboratuvari’na gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 152 A.baumannii
izolat1 ¢alismaya dahil edildi. Kontrol sus olarak biyofilm olusturmayan E.coli ATCC
25922 ve gii¢lii biyofilm olusturan 4. baumannii ATCC 19606 kullamilds. Antibiyotik
¢aligmalari i¢in kontrol sus olarak E.coli ATCC 25922 kullanildi.

3.1 Bakterilerin Tammlanmasi ve Antibiyotik Duyarhhklarinn
Belirlenmesi

Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen klinik érnekler %5 koyun kanli agar ve
Eozin Metilen Blue agar (EMB) besiyerlerine ekildi. 18- 24 saat inkiibasyonun ardindan
besiyerinde saf koloni geklinde iireyen, Gram negatif, aerob, hareketsiz, diplokok veya
kokobasil morfolojisinde, katalaz pozitif, oksidaz negatif, glukoz ve laktoz
fermentasyonu yapmayan bakteriler Acinetobacter siiphesiyle ileri identifikasyon
testlerine alindi. Izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilikar
Phoenix-100 (BD Diagnostic Sistems, ABD) ve VITEK2 Compact (bioMérieux,
Fransa) otomatize sistemler kullamilarak belirlendi. Bakteriler ¢alisma zamanina kadar -

80°C’de %10’luk gliserinli buyyon besiyeri icerisinde saklandi.

3.2 Kolistin Duyarhhgmmmn Standart Sivi Mikrodiliisyon Yontemi ile
Belirlenmesi

Calismada kullamlan Kolistin siilfat Sigma’dan (Sigma Aldrich, ABD) satin
alimmigtir. Kolistin siilfat distile su ile ¢ozdiiriilerek 4096’1k stok konsantrasyonu
hazirlanip -80°C’de sakland.

Testte CLSI'in &nerileri dogrultusunda katyon ayarli Mueller-Hinton-Buyyon
(KAMHB) ve U tabanli 96 kuyucuklu plaklar kullamldi. ilk olarak 4096°lik
hazirladigimiz antibiyotik stok soliisyonu MHB ile 1/32 diliie edilerek konsantrasyon
128%¢ dugiiriildii. Steril U tabanli MIK plagimin tiim kuyucuklarna KAMHB
besiyerinden 100 pl dagitildi. Daha sonra 2 numaral siitundaki kuyucuklara 128 pug/ml
antibiyotik iceren besiyerinden 100 ul konulup seri diliisyon yapildi. 1 numarali

stitundaki kuyucuklara antibiyotik konulmayip bakteri tireme kontrolii (pozitif kontrol)
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olarak kullanildi. Seri diliisyonda 11. kuyucuga kadar gelindi. 12 numarali siitundaki
kuyucuklar negatif kontrol olarak belirlendigi i¢in diliisyon yapilmadi.

CLSI onerileri dogrultusunda 24 saatlik bakteri kiiltiirtindeki kolonilerden 0.5
McFarland bulanmkhigina esit olacak sekilde bakteri siispansiyonu hazirlanip, 1/100
oraninda diliie edildi. Her yatay siraya ayr1 bir bakteri siispansiyonundan 100%er pl 11.
kuyucuga kadar eklendi. Plaklarin ilk 2 yatay sirasina kontrol susu olarak E.coli ATCC
25922°den hazirlanan siispansiyondan 100’er pl konuldu. Mikroplaklar 35 £2°C’de 24
saat inkiibe edildi ve gozle lireme goériilmeyen en diisiik antibiyotik konsantrasyonlari
MIK olarak saptandi. Sonuglar CLSI M100-S21°¢ gore degerlendirildi.

Kolistin igin; >4 pg/ml direngli, < 2 pg/ml duyarh olarak kabul edilmistir.
Standart susun kolistin i¢in CLSI’in énerdigi MIK degeri 0.5-2 pg/ml’dir ve ¢alisma

stiresince bu degerler arasinda kalmigtir.

3.3 Biyofilm Olusumunun Arastirilmasi
Biyofilm {iretimi, Christensen ve ark.’min tanimladigi tiip metodu ve

mikrotitrasyon plag: yontemiyle aragtirildi (Christensen ve ark., 1985).

3.3.1 Tiip Yontemi

%0,25 glukoz igeren triptikaz soy buyyon (TSB) besiyeri hazirlandi. 5 ml TSB
igerisine 1x10° bakteri inokiilasyonu yapildiktan sonra ve 37°C’de 18-20 saat bekletildi.
Tiip igerigi bosaltilip 1’er ml %25’lik safranin eklendi ve tiip igerigi uzaklastirildiktan
sonra kurutma kagidi tizerine ters ¢evrilip bekletildi. Tiip yiizeyinde bir film tabakasinin
olusmasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi. Hava ile temas eden kisimda halka

seklinde tabaka olugmasi negatif sonug olarak belirlendi.

3.3.2 Mikrotitrasyon Plag: Yontemi

Kanli agara pasajlanmis A.baumannii izolatlarinin taze kiiltiirlerinden %0,25
glukoz igeren TSB igeren tiiplere alinarak 37°C’de 1 gece inkiibe edildi. Kiiltiirler 1/20
diliie edilerek 200 ul’si 96 kuyucuklu diiz tabanli polistren mikrotitrasyon plagi
igerisinde 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra sivi besiyeri dokiilip
kuyucuklar distile su ile 3 kez nazikge yikandi ve kurutma kagidi tizerine ters gevrilerek

kurutuldu. Kuyucuklara %1°lik kristal viyole soliisyonundan 100 pl dagitildi ve 15
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dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar tekrar 3 kez
distile su ile yikand1 ve kurutma kagidina ters gevrilerek kurutuldu. Kuyucuklara 200 pl
etanol/aseton (80:20) ilave edilerek 10 dakika bekletilip boya ¢ozdiiriildii. Plaklar dalga
boyu 540 nm olan filtre ile optik ELISA okuyucuda (ELISA reader, Organon Teknika
530, version 1.21) okutuldu. Aym izolat 3 farkli kuyucukta g¢alisilarak okutuldu.
Sonuglar biyofilm olusturmayan E.coli ATCC 25922 ve biyofilm olusturan
A.baumannii ATCC 19606’dan elde edilen absorbans degerleriyle karsilastirilarak

yorumlandi.

3.4 Kolistinin Olusmus Biyofilm Tabakasmna Etkisinin Arastiriimasi
A. baumannii ATCC 19606’nin olusturdugu biofilm miktar1 esas alinarak,

toplam 77 A. baumannii susu bu amagla test edildi.

3.4.1 Biyofilm tabakas1 iizerine kolistinin etkisinin optik dansite (OD)
olgiilerek belirlenmesi

Taze kanl agarda 24 saat 37°C’de inkiibasyondan sonra {iretilen bakteriler TSB
icerisinde 0,5 McFarland bulanikliginda ayarlandi ve 1/100 diliie edilip, 200’er pl
alinarak 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plagina aktarildi ve bir gece oOnceden
kuyucuklarda biyofilm tabakasi olusturuldu. Ertesi giin kuyucuklar 2 kez distile su ile
yikandi ve kurutuldu. Kuyucuklarin iizerine kolistinin farkli konstrasyonlar1 (64-0,125
ng/ml) TSB igerisinde sulandirilarak 200 pl kuyucuklara eklendi. 37°C de 18-20 saat
bekletilip, plaklar yikandi, boyandi ve ELISA reader da OD’si okutuldu. Her izolat 3’er
kez caligildi.

3.4.2 Biyofilm inhibitér Konsantrasyonun (BIK) Belirlenmesi

Tim izolatlar 1 gece 37°C’de %0,25 glukozlu TSB besiyerinde biyofilm
olugturmalar1 i¢in bekletildi. Ertesi giin %0,25 glukozlu TSB besiyeri ile 1/20
sulandirilarak 200’er pl 96 kuyucuklu mikroplaklara dagitildi. Plaklardaki her bir
kuyucugun igine steril cam boncuk yerlestirildi ve 37°C’de 1 gece inkiibe edildi. Baska
bir mikroplakta taze hazirlanan MHB iginde kolistin 4096’lik konsantrasyondan
baglatilarak seri diliisyonu yapildi. Biyofilm olusturulan boncuklar antibiyotik diliisyonu

yapilan mikroplaklarin her kuyucuguna yerlestirdikten sonra 1 gece 37°C’de inkiibe
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edildi. Ertesi giin kuyucuklardaki boncuklar 200 ul MHB igeren ependorf tiiplerine
transfer edildi ve hizli devirde 5 dk vortekslendi. Bu iglemden sonra tiiplerden 100 pl
alinip yeni bir plakta i¢inde 100’er ul MHB bulunan kuyucuklara aktarilip 37°C’de 1
gece inkiibasyondan sonra iiremenin inhibe oldugu en diisiik konsantrasyon BIK olarak
degerlendirildi. Kontrol olarak ekim yapilmamig TSB igeren kuyucuk kullamild: (Tre-
Hardy ve ark, 2008).

3.5 istatistiksel Yontem

Istatistiksel analizde biyofilm iiretiminin saptanmasinda kullanilan yontemler
arasindaki uyum i¢in Kappa testi, kolistin uygulanmadan 6nce belirlenen OD ile
kiyaslandiginda uygulandiktan sonra belirlenen OD’de anlamli azalma olup olmadiginin

belirlenmesinde Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi kullanildi.
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4. BULGULAR

Calismada g¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 152 A. baumannii izolati
kullanildi. Bu izolatlarin 54 tanesi trakeal aspirat orneklerinden (%35,5), 21 tanesi kan
(%13,9), 22 tanesi idrar (%14,5), 16 tanesi balgam (%10,5), 15 tanesi yara (%9,8), 9
tanesi kateter (%5,9), 5 tanesi BOS (%3,3) ve diger 10°u da gesitli klinik 6rneklerden
(akinti, ameliyat materyali, diyalizat gibi) izole edildi. Laboratuarimiza gonderilen
materyallerden izole ettigimiz A. baumannii izolatlarinin materyal dagilimi sekil 5°de

goriilmektedir.

Materyaller

® TAK

® KAN

= IDRAR

B BALGAM

= YARA

w KATATER
BOS

» DIGER*

Sekil 5: Hastalardan gonderilen materyallerin dagilimi
*. 1 aspirasyon, 1 protected brush, 1 diyalizat, 1 parasentez, 1 plevral mayi, 1 ponksiyon
stvisi, 2 akinti, 2 ameliyat materyali.

Laboratuvarimiza gelen materyallerin kliniklere gore dagilimi Tablo 2’de
sunulmustur. Laboratuvarimiza materyallerin en biyik bolimii yogun bakim
tinitesinden gonderilmistir. Bunu gogiis hastaliklar1 ve dahiliye servisleri izlemistir.

Gonderilen materyallerin servislere gore dagilim grafigi Sekil 6’da goériilmektedir.
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Tablo II; Gonderilen Materyallerin Servislere Gére Dagilimi

KLINIK SAYI %
Yogun bakim iinitesi 35 23
Gogiis hastaliklar 25 16,5
Dahiliye 21 13,9
Beyin cerrahisi 18 11,8
Acil servis 8 5,3
Noroloji 8 53
Cocuk saglign 7 4,6
Ortopedi ve Travmatoloji 6 3.9
Plastik cerrahi 5 3,3
Kardiyoloji 5 3.3
Gogiis cerrahisi 3 1.9
Enfeksiyon 3 1,9
Diger * 8 53

*: Genel cerrahi 2, Kulak Burun Bogaz 2, Uroloji 2, Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon 1,

Kalp Damar cerrabhisi 1.
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Sekil 6: Gonderilen materyallerin servislere gore dagilimi

® Yogun bakim

® G6gus hastaliklar

» Dahiliye

® Beyin cerrahisi

= Acil

» Noroloji

= Cocuk saghgi

® Ortopedi ve Travmatoloji
Plastik cerrahi

® Kardiyoloji

= Gogls cerrahisi

» Enfeksiyon

Diger*

A. baumannii izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik sonuglari; ¢alismaya alinan

A. baumannii izolatlarimn Phoenix sistemi (BD Diagnostic Sistems, ABD) ile yapilan

antibiyogram sonuglarina gore en yiiksek direng piperasilin (%91,5) ve meropenem

(%83,8)’e kars1 goriilmiistiir. Calismamizda tiim izolatlar kolistine duyarl1 bulunmustur.

Kolistinin sivi mikrodiliisyon yéntemi ile saptanan MIK degerleri; 0,125-1 pg/ml

araligindadir. Otomatize bir sistem olan Phoenix’in verdigi MIK degerleri ise <0,5-1

araligindadir.
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Tablo III: 4. baumannii izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik sonuglar

- AntiBiQoﬁkl ' bii.liya'rl'l  Ara Dlrengll
duyarh
amikasin %32,2 %1,3 %66,5
efeplm ' %14 50 | %1 9 ‘}—6§3%
seftazidim %1450 | %26 | %829
snpraﬁoisasm ' ' %17 70 v 9’;6,6 %81 81,7
kolistim | %100 | _ | _
gentamlsm | '%22 30 | %6 6 .%77 1
 levofloksasin %17,10 | %06 | %82,3
|m|per~l~e~n_1“ ] w2 | :l | %79
meropenem | %22,30 | %39 | %8338
piperasilin | %850 | _ | %915
_ piperasilin-tazobaktam | %1570 | %06 | %837
 tetrasikin | %17,10 | %2,6 | %80,3
T tir)l;i';é{c;pnm- o %24,30 2| u %75, -3
_ sulfametoksazol | | |

[zolatlarimizin pandrug-resistant (PDR), extensively drug-resistant (XDR) ve -
multidrug-resistant (MDR) tanimlamalar1 referans kaynaktan alinan tabloya gore
belirlendi. Buna gore izolatlarimizin hi¢ biri PDR degildi ve 103 (%67,8) tanesi XDR,
22 (%]14,5) tanesi MDR, 27 (%17,7) tanesi duyarli olarak belirlendi. Biyofilm iireten 77
izolatin ise 52 (%67.,5) tanesi XDR, 10 (%13) tanesi MDR ve 15 (%19,5) tanesi duyarli
olarak tespit edildi.

Tablo I'V: PDR, XDR, MDR ve duyarl izolatlarin oaranlari

. Blyoﬁlm (+) o Blyoﬁlm ()

XDR 52 (%50,48) 51 (%49,51)

MDR 10 (%45.,45) 12 (%54,54)

DUYARLI 15 (%55,5) 12 (%44.,5)
Toplam 77 75
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Tablo V: Acinetobacter spp.’de antimikrobiyal kategoriler ve ajanlarin MDR,

XDR ve PDR belirlenmesindeki kullanimlar1 (Magiorakos ve ark, 2011).

7 Ahﬁﬁniikrobiiyél' kétegbri

\ Anﬁmikfob{);ai ;jah

Aminoglikozidler

Antipseudomonal

karbapenemler

Ahfipséﬁdombnal
florokinolonlar

Ahtipséiﬁi&inoﬂal

penisilinler+p-laktamaz inh.

Extended ‘spektrumlu |

sefalosporinler

Folat yolu inh.

penisilinler+p-laktamaz inh.

Gentamisin
Tobramisin
Amikasin

Netilmisin

Imipenem

Meropenem

Doripenem
Siprofloksasin
Levofloksasin
Piperasilin tazobaktam
Tikarsilin klavulanik asit

Sefotaksim

Sefepim
Seftazidim
Seftriakson

1 Trimetoprim-siilfometaksazol 1

Polﬂﬁiksinler

| Tetrasiklinler

| Tetrasiklin

Kolistin
Polimiksin B
Doksisiklin

Minosiklin

' Acinetobacter spp.’lerde MDR, XDR ve PDR belirlemenin kriterleri

MDR: 3 veya iizeri daha fazla kategoride 1 veya daha fazla ajana duyarh olmama

durumu

XDR: 2 veya daha az kategori hari¢ tiim kategorilerde 1 veya daha fazla ajana duyarh

olmama durumu

PDR: Yukanda listelenen tiim antimikrobiyal ajanlara duyarh olmama durumu
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Tablo VI; A. baumannii izolatlarinda Phoenix Sistemi ve Sivi Mikrodiliisyon Yéntemi

[le Elde Edilen Kolistin Duyarlilik Sonuglar1

izolat Phoenix Sm Izolat Phoenix Sivi
Numaras:1 | Sistemi | Mikrodiliisyon | Numarasi | Sistemi Mikrodiliisyon
1 <0,5 0,5 15 <0, 0,125
2 <0,5 1 16 <0, 0,125
3 <0,5 1 17 <0,5 0,25
4 - 0,5 18 <0,5 0,125
5 - 0,5 19 <0,5 0,5
6 <0,5 1 20 1 1
7 <0,5 1 21 1 1
8 <0,5 1 22 <0,5 0,125
9 <0,5 0,25 23 <0,5 1
10 <0,5 0,125 24 <0,5 1
11 <0,5 1 25 1 0,5
12 <0,5 0,5 26 - 0,5
13 <0,5 1 27 <0,5 1
14 <0,5 1 28 1 0,5
29 <0,5 0,5 43 <0,5 0,25
30 - 0,25 44 <0,5 0,125
31 <0,5 1 45 <0,5 0,125
32 1 0,5 46 <0,5 0,125
33 <0,5 0,25 47 1 0,125
34 <0,5 0,125 48 <0,5 0,125
35 <0,5 0,125 49 <0,5 0,125
36 <0,5 0,5 50 <0,5 0,125
37 - 0,125 51 - 0,5
38 <0,5 0,25 52 <0,5 0,125
39 <0,5 0,125 53 1 0,25
40 1 0,5 54 1 0,125
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Izolat Phoenix Siv1 Izolat Phoenix Sv1
Numarasi1 | Sistemi | Mikrodiliisyon | Numarasi | Sistemi Mikrodiliisyon

41 <0,5 1 55 <0,5 0,125
42 <0,5 0,125 56 <0,5 0,125
57 1 0,25 71 <0,5 0,25
58 <0,5 0,25 72 <0,5 0,125
59 <0,5 0,125 73 - 0,25
60 <0,5 0,5 74 1 1
61 <0,5 0,5 75 - 1
62 - 0,5 76 - 1
63 <0,5 1 77 1 1
64 <0,5 0,5 78 - 1
65 <0,5 0,25 79 1 0,5
66 1 0,5 80 1 0,5
67 1 0,5 81 1 0,125
68 <0,5 1 82 1 0,25
69 - 1 83 <0,5 0,5
70 - 1 84 1 0,5
85 <0,5 <0,125 99 <0,5 0,25
86 <0,5 0,25 100 <0,5 0,125
87 <0,5 0,125 101 <0,5 0,125
88 <0,5 0,25 102 - 0,125
89 <0,5 0,25 103 <0,5 0,125
90 <0,5 0,25 104 <0,5 0,5
91 <0,5 0,25 105 1 0,25
92 <0,5 0,25 106 <0,5 0,25
93 <0,5 0,125 107 <0,5 0,125
94 <0,5 0,125 108 <0,5 0,125
95 <0,5 0,5 109 1 0,25
96 1 0,125 110 1 0,125
97 <0,5 0,5 111 - 0,125
98 1 0,25 112 1 0,125
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Izolat Phoenix Sivi izolat Phoenix Sv1
Numarasi | Sistemi | Mikrodiliisyon | Numarasi | Sistemi Mikrodiliisyon

113 ¥ 0,125 127 - 0,125
114 -* 0,125 128 1 1
115 -* 0,125 129 1 0,25
116 -* 0,5 130 1 0,125
117 1 0,125 131 1 0,125
118 1 1 132 <0,5 0,125
119 1 - 133 - 0,5
120 1 1 154 <0,5 0,125
121 X 1 135 <0,5 1
122 1 0,5 136 <0,5 1
123 1 1 137 - 0,5
124 <0,5 1 138 - 1
125 1 1 139 <0,5 1
126 <0,5 0,125 140 <0,5 1
141 - 0,5 148 1 1
142 <0,5 0,125 149 <0,5 1
144 - 0,5 150 <0,5 0,125
145 <0,5 0,125 151 <0,5 0,25
146 - 0,125 152 - 0,25
147 1 0,125 153 <0,5 0,125

- ; Ornek tiirii idrar oldugu i¢in Phoenix-100 UNMIC/ID-62 kart1 ile ¢alisilmistir. Bu
panelde kolistin antibiyotigi yoktur.
-* ; VITEK-2 otomatize sistem ile gram negatif panelinde ¢alisilmistir. Bu panelde

kolistin antibiyotigi yoktur.

Biyofilm iiretimi
Calisillan  izolatlarin  biyofilm olusturma durumlar, tiip yontemi ve
mikrotitrasyon plagi yontemi ile arastirildi. Bakteriler %0.25 glukoz igeren TSB

besiyerine inokiile edilip, tiiplerin 37°C’de inkiibasyonundan sonra tiip yiizeyinde bir
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film tabakasimin olusmasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi. Hava ile temas eden

kisimda halka seklinde tabaka olugmasi negatif sonug olarak belirlendi. (Sekil-7)

Sekil 7: Biyofilm iiretiminin tiip yontemi ile degerlendirilmesi.

Yapilan degerlendirmeler sonrasinda 152 4. baumannii izolatinin 83’iinde
(%54.6) biyofilm olusumu negatif bulunurken, 69’unda (%45.4) biyofilm olusumu
pozitif bulundu.

Mikrotitrayon plagi yonteminde; 37°C’de 24 saatlik inkiibasyonu takiben kristal
viyole ile boyama sonrasinda absorbans 6l¢iimii yapilarak tiim izolatlarin biyofilm

tiretimi degerlendirildi (sekil 8).
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Sekil 8: Biyofilm olusumunun mikrotitrasyon plagi  yontemi ile

degerlendirilmesi.

Kontrol suglar dikkate alinarak; biyofilm olugturmayan E.coli ATCC 25922’ye
esit ve altinda absorbans verenler negatif, gii¢lii biyofilm olusturdugu bilinen A.
baumannii ATCC 19606’ya esit ve iizerinde absorbans verenler giiclii ve her iki kontrol
arasinda absorbans verenler orta derece biyofilm iireten izolatlar olarak degerlendirildi.

Kristal viyole kullanilarak yapilan absorbans o&lgiimlerine gore izolatlarin
75’inde (%49,3) biyofilm negatif, 68’inde (%44,7) orta derece biyofilm iiretimi ve
9’unda (%5.,9) giiglii biyofilm tiretimi belirlendi.

Tip yontemi kullanilarak yapilan degerlendirmede 152 izolatin 83’iinde (%54,6)
biyofilm olusumu negatif bulunurken, mikrotitrasyon plagi kullamlarak 6lciilen
absorbanslarina gore izolatlarin 75’inde (%49,3) biyofilm iiretimi negatif olarak tespit

edildi. Tiip yonteminde suslarin 69’unda (%45,4) biyofilm olusumu pozitif bulunurken,
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kristal viyole kullanilarak yapilan mikrotitrasyon plagi yonteminde izolatlarin 68’inde
(%44,7) orta derece biyofilm iretimi ve 9’unda (%5,9) giiglii biyofilm iiretimi
belirlendi. Mikrotitrasyon plagi yontemi ile absorbans 6lglimii yapilarak, tiip
yonteminde 83 biyofilm negatif izolatin; yalnizca 8’inde biyofilm {iiretimi pozitif
belirlendi. Mikrotitrasyon plagi yonteminde yapilan degerlendirme sonucu giiglii ve orta

derece biyofilm {iretimi gosteren izolatlar biyofilm pozitif olarak gruplandirildi.

Tablo VII: Biyofilm iiretiminin belirlenmesinde tiip yontemi ile mikrotitrasyon

plag1 yonteminin karsilastirilmasi.

M‘ikrotirtrasiyon plaél yiﬁ)"ntemii

Biyofilm  Pozitif ‘Negatif  TOPLAM
Tiip Pozitif 69 - 69
yontemi
Negatif . 8 75 83

TOPLAM 77 75 152

Biyofilm olusumunun tespitinde kullamlan mikrotitrasyon plag: yéntemi ve tiip
yontemi arasindaki uyum %89.5°dir ve istatiksel olarak bu uyum anlamlidir (p<0.001).

Orneklerin izole edildigi yer dikkate alindiginda, mikrotitrasyon plagi yontemi
ile biyofilm tiretimi tespit edilen 4. baumannii izolatlarinin izole edildigi orneklerin
%A47’si solunum sistemi Orneklerinden olusmaktadir. Idrar ommekleri %16.8, kan
Ornekleri %15.6, yara ornekleri %9 ve diger ¢esitli* ornekler %11.6 olmak iizere

biyofilm pozitif tespit edilen 6rnekleri olusturmaktadir.

*: BOS 3, ameliyat materyali 1, akint1 1, diyalizat 1, mayi 1, viicut sivisi 1, parasentez 1.

Biyofilm tabakasi iizerine kolistinin etkisi mikrotitrasyon plaginda 1gece
onceden olusturulmus biyofilme farkli konsantrasyonlarda antibiyotik eklenerek ELISA
reader’da OD’leri olgiilerek tespit edildi. Verilerin degerlendirilmesinde Wilcoxon
eslestirilmig iki 6rnek testi kullanild: ve istatiksel olarak antibiyotik 6ncesi dl¢iilen OD

ile antibiyotik sonrasi élgiilen OD arasinda anlamli fark bulunmadi (P>0,05).
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izolat no

© W N RN

12
13
14
15
16
17
23
26
28
29
30
31
32
34
36
37
39
40
41
42
45
47
51
52
54
55
65
62
68
70
72

Tablo VIII: Kolistinin OD tizerine etkisi

ant 6nc OD

1,24

0,768
0,973
0,969
0,861
0,534
0,787
0,542
0,868
0,728
0,554
1,125
0,575
0,857
1,266
0,853
0,748
0,691
0,602
1,03

0,857
1,089
1,058
1,083
0,777
1,217
0,826
1,06

1,219
1,078
1,205
0,93

0,999
0,943
1,232
1,264

(@]
N D
& I antson OD 64

’

o

7

0,253
0,148
0,265
0,506
0,697
0,357
0,684
0,503
0,441
1,181
0,507
0,794
0,78

0,663
0,292
0,231
0,14

0,797
0,256
0,06

0,112
0,612
0,749
1,213
0,106
0,938
0,16

0,29

0,951
0,962
0,986
0,925
1,262
1,251

ant son OD 32

o
H
& tn antson OD 16

’

o

7

0,379
0,461
0,937
0,523
0,761
0,523
0,716
0,421
0,581
1,119
0,654
0,766
0,983
0,766
0,832
0,711
0,623
1,003
0,823
0,567
0,917
0,824
0,74

1,104
0,795
0,927
0,951
0,944
0,943
0,93

0,998
0,927
1,215
1,192

antson OD 8

antsonOD 4
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ant son OD2

0,91
0,68
0,532
0,549
0,887
0,421
0,803
0,585
0,696
0,563
0,644
1,15
0,592
0,724
1,222
0,67
0,824
0,678
0,611
0,748
0,904
0,534
0,88
0,87
0,749
1,186
0,8
0,884
0,937
0,945
0,928
0,864
1,03
0,95
1,217
1,228

=
a o
L B antson0OD1

o

7

o

’

0,523
0,651
0,802
0,515
0,714
0,63

0,618
0,674
0,445
1,117
0,53

0,908
1,185
0,884
0,888
0,689
0,564
0,838
0,77

0,785
0,728
0,719
0,825
1,089
0,701
0,905
0,953
0,866
0,934
0,918
1,06

0,987
1,222
1,253

[y

’

00
% & antson OD 0,5

7

0,513
0,716
0,844
0,453
0,72

0,571
0,687
0,634
0,57

1,17

0,413
0,773
1,093
0,734
0,899
0,73

0,741
0,882
0,933
0,627
0,755
0,956
0,727
1,169
0,822
0,884
1,001
0,903
0,809
0,869
1,02

0,902
1,205
1,225

ant

sonOD antsonOD

0,25
1,051
0,703
0,569
0,749
0,871
0,553
0,559
0,645
0,68
0,544
0,554
1,109
0,651
0,734
1,084
0,823
0,789
0,672
1,027
1,235
1,009
1
0,717
0,796
0,761
1,071
0,729
0,915
1,032
0,82
0,945
0,961
1,03
0,97
1,201
1,205

0,125
1,059
0,8
0,588
0,825
0,929
0,512
0,718
0,648
0,667
0,663
0,403
1,072
0,501
0,894
1,04
0,854
0,8
0,678
0,898
0,894
0,924
0,858
0,838
0,852
0,855
1,188
0,824
0,931
0,942
0,883
0,953
0,919
1,02
0,927
1,194
1,144



75
76
77
78
79
80
81
82
85
87
89
92
96
97
98
100
104
105
106
108
109
110
112
115
116
120
121
123
126
128
129
130
132
135
138
141
149
151
152
153
154
A.
STD*

1,184
1,202
1,281
0,915
1,171
0,938
0,803
1,027
1,139
1,137
1,049
1,099
1,471
1,078
1,105
1,184
1,334
0,99

1,637
2,028
1,096
0,895
1,308
0,98

1,054
1,131
1,96

1,268
1,733
1,34

1,23

0,965
2,071
0,937
0,917
1,273
0,905
1,669
1,517
1,522
1,199

1,417

1,18
1,185
1,202
0,13
0,216
0,121
0,291
0,147
0,217
0,159
0,187
0,087
1,195
0,153
0,507
0,062
0,655
0,105
0,187
1,801
1,179
0,984
1,282
0,988
0,964
1,143
1,384
1,277
1,194
1,343
1,205
0,99
1,043
0,932
1,042
1,197
0,9
1,064
1,343
0,119
1,266

1,387

1,171
1,153
1,21

1,03

1,185
0,866
0,797
0,197
0,146
1,01

1,01

0,09

1,281
0,889
0,179
0,579
0,537
0,995
1,153
1,717
1,185
0,963
1,301
0,886
1,015
1,085
1,73

1,221
1,401
1,387
1,235
0,984
1,211
0,946
0,964
0,936
0,973
1,016
1,085
1,073
1,15

1,433

1,177
1,192
1,185
0,942
1,2
0,861
0,86
0,953
1,145
0,999
0,941
1
1,389
0,91
1,11
0,728
0,62
1,188
1,217
2,449
1,233
0,878
1,263
0,913
0,948
1,12
1,868
1,288
1,177
1,322
1,237
0,964
1,69
1,015
0,901
1,001
0,934
1,03
1,178
1,202
1,205

1,38

(*: A. baumannii ATCC 19606 susu)

1,25

1,132
1,257
0,925
1,241
0,87

0,74

0,873
1,02

1,05

1,007
0,979
1,416
1,017
1,431
0,587
0,59

1,088
1,035
1,861
1,004
1,195
1,272
0,897
0,87

1,092
1,897
1,268
1,836
1,328
1,272
0,993
1,592
1,04

0,899
0,993
0,909
1,05

1,15

1,591
1,164

1,399

1,259
1,112
1,267
0,84

1,144
0,907
0,572
0,91

1,002
0,917
0,911
0,948
1,389
1,098
1,128
0,495
0,738
0,998
0,985
1,935
1,699
1,03

1,303
0,909
0,912
1,098
1,416
1,27

1,27

1,337
1,265
0,96

1,353
1,033
0,911
1,23

0,895
1,03

1,079
1,146
1,069

1,287

49

1,256
1,166
1,292
0,83

1,176
0,911
0,804
0,949
1,03

1,186
0,953
1,002
1,566
1,028
1,295
0,492
0,678
1,027
0,975
2,433
1,35

0,934
1,211
0,93

1,051
1,101
1,756
1,264
1,298
1,319
1,247
1,038
1,349
1,06

0,908
1,09

0,887
1,238
1,177
1,386
1,144

1,39

1,235
1,115
1,313
0,861
1,185
0,902
0,886
0,948
1,03
1,007
0,944
0,937
1,41
1,124
1,154
0,525
0,671
1,2
1,066
1,674
1,103
1,028
1,273
0,956
1,049
1,059
1,438
1,262
1,57
1,368
1,224
0,996
1,239
1,034
0,843
1,131
0,884
0,865
1,135
1,115
1,006

1,157

1,237
1,186
1,266
0,855
1,089
0,838
0,855
0,975
0,949
0,989
1,02

0,936
1,242
1,074
1,032
0,579
0,497
1,228
1,189
2,428
1,267
0,975
1,199
0,902
0,952
1,062
1,182
1,264
1,228
1,355
1,249
1,067
1,265
1,018
0,829
1,058
1,039
0,917

1,359
1,126

1,33

1,239
1,175
1,348
0,855
1,197
0,919
0,766
0,908
0,89

0,891
0,88

0,929
1,399
1,057
1,117
0,826
0,768
1,095
1,116
2,43

1,046
1,02

1,278
0,921
0,993
1,121
1,248
1,282
1,196
1,313
1,271
0,983
1,292
1,034
0,872
1,032
0,929
1,073
1,234
1,189
1,078

1,26

1,184
1,139
1,209
0,94

1,137
0,903
0,749
0,909
1,05

1,009
1,032
1,077
1,098
1,083
1,145
0,845
0,839
1,06

1,314
1,971
1,258
1,172
1,276 -
0,917
1,139
1,131
1,395
1,266
1,235
1,342
1,24

0,986
1,796
1,091
0,962
1,094
1,12

1,125
1,124
1,46

1,05

1,296



Kolistinin biyofilm hiicrelerine etkisi 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaginda
boncukla BIK degerleri belirlenerek saptandi. Elde edilen MIK degerleri ve BIK
degerleri tablo 6°da verildi. Izolatlarin %50°sini inhibe eden en digiik MIK
konsantrasyonu MiKsy %90’nim inhibe eden en diisiik konsantrasyon ise MIKg, olarak
tanmimlandi. Ayrica biyofilm olusumunun %50’sini inhibe eden en diisik BIK
konsantrasyonu BIKso %90 nin1 inhibe eden en diisiik konsantrasyon ise BiKg, olarak

tanimlandi.

Tablo IX: izolatlarin MIK ve BIK degerleri.

izolat no 1 2 3 9 10 12 13
MIK 0,5 1 1 0,25 0,125 0,5 1
BIK 512 64 128 256 128 256 128

izolat no 14 15 16 17 23 26 28
MIK 1 0,125 0,125 0,25 1 0,5 0,5
BIK 512 512 512 256 128 512 512

izolat no 29 30 31 32 34 36 37
MIK 0,5 0,25 1 0,5 0,125 0,5 0,125
BIK 256 512 512 512 128 256 512

izolat no 39 40 41 42 45 47 51
MIK 0,125 0,5 1 0,125 0,125 0,125 0,5
BIK 512 512 512 32 32 64 64

izolat no 52 54 55 62 65 68 70
MIK 0,1251700.125 0,125 0,5 0,25 1 1
BIK 256 256 64 512 128 512 256
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izolat no 72 75 76 77 78 79 80
MIK 0,125 1 1 1 1 0,5 0,5
BIK 128 128 256 64 128 64 512

izolat no 81 82 85 87 89 92 96
MIK 0,125 0,125 0,125 0,125 0,25 0,25 0,125
BIK 64 128 32 32 32 128 32

izolat no 97 98 100 104 105 106 108
MIK 0,5 0,5 0,125 0,5 0,25 0,25 0,125
BIK 4096 64 128 128 128 32 32

izolatno 109 110 112 115 116 120 121
MIK 0,25 0,125 0,125 0,125 0,5 1 1
BIK 128 512 128 256 64 4096 512

izolatno 123 126 128 129 130 132 135
MIK 1 0,125 1 0,25 0,125 0,125 1
BIK 512 512 1024 4096 128 256 64

izolatno 138 141 149 151 152 153 154
MiK 1 0,5 1 0,25 0,25 0,25 0,125
BIK 256 128 1024 512 256 32 32

Klinik izolatlarin kolistin MIKs, degeri 0,25, MiKgy degeri 1 pg/ml ve BiKs,

degeri 128, BIKgy degeri 512 olarak hesaplandi. Buna gore izolatlarin kolistin i¢in en

diisiik BIK degeri MiKqy degerinin 32 kati olarak 32 pg/ml ve BiKg, degeri MiKoo

degerinin 512 kat1 bulundu.
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5. TARTISMA

Dogada, toprakta ve sularda yaygin olarak bulunan ve firsatg1 patojen olarak
bilinen Acinetobacter tiirleri hastane ortamina yerleserek personelden veya hastadan
hastaya bulas ile ciddi hastane enfeksiyonlarina neden olabilirler. A. baumannii
hastalardan ve hastane g¢evresinden en sik izole edilen Acinetobacter tiirii olarak
bildirilmektedir. Son 30 yildir genigs spektrumlu antibiyotiklerin yaygin olarak
kullanilmas1 ve invaziv islemlerin daha sik uygulanmasi ile bu bakteri hastane
ortaminda, &zellikle YBU ve cerrahi kliniklerinde nozokomiyal enfeksiyon etkeni
olarak sik izole edilen bakteriler haline gelmistir (ASM Pres 2007; D’Agata ve ark,
2000; Kwon ve ark, 2007). Bu enfeksiyonlar siklikla hastane ekipmaninin
kontaminasyonu veya hastane ¢alisanlarinin kolonize elleriyle gapraz gegis ile iliskili
bulunmustur. Kontamine tibbi ekipman; ventilator tiipii, solunum cihaz1 ve arteriyel
basing dlgme cihazi hastaya gegis yolu olarak kabul edilmistir. Ek olarak yataktaki
silteler, yastiklar, televizyon, perdeler, fan gibi degisik ¢evresel kaynaklarin A.
baumannii ile kontamine olup salgin boyunca rezervuar gérevi gordiigii bildirilmistir
(Javad ve ark, 1998).

A. baumannii bakteriyemisi gelismesinde risk faktorleri olarak ileri yas, diyabet,
ventilator iligkili pnémoni, yanik enfeksiyonlari, uzun siireli ventilatér destegi, yakin
doénemde cerrahi islem uygulanmasi, malignensiler, YBU’de uzun siireli yatis ve uygun
olmayan antibiyotik kullaniminin oldugu ¢esitli ¢aligmalarla bildirilmistir (Chen ve ark,
2005; Koprnova ve ark, 2001).

Calismamizda tespit edilen sonuglara gére 152 4. baumannii izolatinin en fazla
bslimii YBU’den izole edildi ve ikinci sirada gdgiis hastaliklar klinigi yer aldi.
izolatlarimizin izole edildigi Ornekler arasinda ilk siray1 trakeal aspirat alirken kan
kiiltiirleri ikinci sirada yer almaktadir. Cetin ve ark.’nin yaptiklan ¢alismadaki 129 A.
baumannii susunun siklikla yogun bakimlardan gonderilmis olan kan kiiltiirlerinden ve
trakeal aspirat drneklerinden izole edildigi goriilmiistiir. Beyin cerrahisi suslarin ikinci
siklikta izole edildigi servis iken, 4. baumannii’nin ikinci siklikta izole edildigi klinik
ornekler yara yeri 6rnekleri olmugstur (Cetin ve ark. 2006). Ozdemir ve ark. 215 A.
baumannii susunu en sik olarak reaminasyon yogun bakimdan ve ikinci siklikta ise

gogiis hastaliklar1 yogun bakim tinitesinden izole etmislerdir. Bu suslarin izole edildigi

52



ornekler i¢inde en fazla olan solunum yolu drnekleriyken, ikinci siray1 ise kan kiiltiirii
ornekleri almigir (Ozdemir ve ark. 2009). Calisma grubumuz bu ydniiyle
degerlendirildiginde,  diger  ¢aligmalarla uyumlu  bulunmustur.  Literatiirii
inceledigimizde {ilkemizde yapilan difer ¢alismalarda bu galismada oldugu gibi
etkenlerin biiyiik ¢ogunlugu solunum sistemi &rneklerinden izole edilmistir. (Ozld,
2007; Akin, 2009). Acinetobacter tiirleri siklikla YBU’deki mekanik ventilatorlii
hastalarda solunum sistemi enfeksiyonlarma yol agmaktadir. Bu ¢alismada A.
baumannii'nin yiiksek oranda trakeal aspirattan izole edilmesinin ventilator
ekipmanlarindaki kolonizasyona bagl olabilecegi diisiiniilebilir.

1970’li  yillarda nozokomiyal Acinetobacter infeksiyonlar1 gentamisin,
minosiklin, nalidiksik asit, ampisilin ve karbenisilin ile tek basma veya kombine
kullanilarak kolayca tedavi edilebilmekte iken, 1971-1974 yillarinda gittikge artan
direng goriilmeye baslamigtir. Bugiin Acinetobacter izolatlari siklikla kullanilan
aminopenisilinler, {reidopenisilinler, dar ve genis spektrumlu sefalosporinler,
sefamisinler, aminoglikozidler gibi antibiyotiklerin biiyiik kismina yiiksek oranda direng
gostermektedir. Sefepim, sefaperazon-sulbaktam gibi genis spektrumlu sefalosporinler,
imipenem, tobramisin, amikasin ve florokinolonlara karsi duyarlibk halen degisik
oranlarda devam etmekle birlikte, son on yilda bu antibiyotiklerin Acinetobacter tiirleri
i¢in elde edilen MIK degerlerinde artis saptanmaktadir (Bergogne-Berezin ve Towner,
1996). Bir ¢ok ¢aligmada karbapenemler de dahil bir ¢ok antibiyotige direng gosteren
Acinetobacter izolatlari ile olusan salginlar bildirilmistir (Manikal ve Landman, 2000).

Yaptigimiz ¢alismada A.baumannii izolatlarinda kolistine %100, imipeneme
%21, meropeneme %22.3, piperasilin tazobaktama %15.7, piperasiline %8.5,
tetrasikline %17.1, trimetoprim siilfometaksazole %24.3, levofloksasine %17.1,
siprofloksasine % 17.7, gentamisine %22.3, seftazidime %14.5, sefepime %14.5 ve
amikasine %32.2 oraninda duyarlilik saptanmustir. Izolatlanmizin hig biri PDR degildi
ve 103 (%67.8) tanesi XDR, 22 (%14,5) tanesi MDR, 27 (%17,7) tanesi duyarl olarak
belirlendi. Biyofilm tireten 77 izolatin ise 52 (%67,5) tanesi XDR, 10 (%13) tanesi
MDR ve 15 (%19,5) tanesi duyarl olarak tespit edildi. Ulkemizde yapilan bir ¢alismada
215 A. baumannii izolatinin imipenem duyarhlign %30, amikasin duyarhligi %24,
gentamisin duyarhligi %18, siprofloksasin duyarliligi %14, seftazidim duyarliligs %11,
piperasilin tazobaktam duyarlilign %10, sefepim duyarliigi %7°dir (Ozdemir ve ark.
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2009). Yapilan diger bir calismada 200 4. baumannii izolatimn 95°i (%47,5) ¢ogul
direngli A. baumannii olarak tammlanmis ve en yiiksek direng sefotaksim (%90) ve
sefepime (%89) kars1 saptamislardir (Akin, 2010). Verilerimiz diger ¢alismalardaki
diren¢ oranlarina uyumluydu ve bu sonuglar bize hastanelerimizden izole edilen A.
baumannii izolatlarindaki diren¢ problemini ortaya koymaktadir.

A.baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde sik kullanilan karbapenem ve
sulbaktamda goriilen ve artis gosteren direng oranlar1 hekimleri, yeni tedavi
segeneklerinin arayigina sevk etmektedir. Bu suglarin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde kolistin kullanimi tekrar giindeme gelmistir (Vahapoglu, 2008). Son yillarda
sadece kolistine duyarl1 bulunan etkenler ile enfeksiyonlar ortaya ¢ikmakta ve kolistin
kullamimi ile basarili sonuglar elde edilmektedir (Aygiin, 2007). P. aeruginosa ve A.
baumannii ile olusan pndémoni, bakteriyemi, ve {iriner sistem enfeksiyonu olan
hastalarin tedavisinde intravenéz polimiksin verilmesine iliskin yeni ¢alismalar, bu
antibiyotigin kabul edilebilir etkileri oldugu ve daha &nce rapor edilenlere gére daha az
toksik etki goriildiigii kamisina yol agmistir (Falagas, 2005).

Son yillarda yapilan calismalara gore; Hawley ve ark. 95 adet A.baumannii
izolatinin buyyon mikrodiliisyon yontemi ile kolistin, polimiksin B ve tigesiklin
duyarhiliklarim arastirmislar, kolistin ve polimiksin igin %99 oraninda duyarlilik
bulmuglardir (Hawley, 2007). 2008 yilinda yayinlanan bir g¢alismada buyyon
mikrodiliisyon yontemiyle 4.baumannii’nin kolistine %99 ve tigesikline %93 oraninda
duyarli oldugu tespit edilmistir (Mezzatesta ve ark. 2008). Lolans ve ark. buyyon
mikrodiliisyon yontemiyle tiim A.baumannii izolatlarim kolistine duyarli bulmuglardir
(Lolans ve ark. 2006). Song ve ark. ise kolistin etkinligini 43 A4.baumannii izolat
lizerinde buyyon mikrodiliisyon yontemiyle degerlendirmisler, suslarin tiimiinii
kolistine duyarl olarak bildirmislerdir (Song ve ark. 2007). Ulkemizde kolistin ile ilgili
yapilan ¢alismalarda, Akin ve ark. 95 ¢ogul direngli A4.baumannii izolatinin disk
diftizyon, E-test ve buyyon mikrodiliisyon yontemleri ile yapilan kolistin duyarlilik
testlerinde, her ti¢ yontem ile de %100 oraninda duyarlilik saptamislardir (Akin ve ark.
2010). Azap ve ark.’nin Ankara’da yaptiklar1 bir ¢aligmada kolistin duyarlihgimi 48
susta agar diliisyon yontemi ile %95,8 olarak bildirmislerdir (Azap ve ark. 2005).
Ozdemir ve ark.’nin 2008 yilinda Konya’da yaptiklar1 bir ¢alismada 215 4.baumannii

izolatin1 %100 oraninda kolistine duyarli bulmuslardir (Ozdemir ve ark. 2008). Bizim
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¢alismamizda sivi mikrodiliisyon yontemi ile 4. baumannii planktonik hiicrelerinin
kolistine %100 oraninda duyarli bulunmasi, MiKs, ve MiKg, degerlerinin sirastyla 0,25
ve 1 pg/ml bulunmasi sonuglarimizin diger ¢aligmalarla uyumlu oldugunu
gostermektedir.

A. baumannii’de karsimiza ¢ikan biyofilm iiretimi, patojenlerin antimikrobiyal
ajanlardan ve konagin immiin yamtindan kagmasina olanak saglamasiyla
enfeksiyonlarin patogenezine katkida bulunmaktadir (Gaddy, 2009). A4. baumannii i¢in
onceleri lizerinde fazla durulmayan bu konu, zaman ilerledik¢e ve enfeksiyonlarin
ciddiyeti ve insidansi artmaya bagladik¢a 6nem kazanmistir (Asik, 2011; Tomaras ve
ark. 2008; Towner, 2009).

Biyofilm olusumu en az li¢ basamakta ger¢eklesmektedir. Baglangi¢ asamasinda
mikroorganizmanin normal doku ve yabanci materyal yiizeyine adezyonu, ikinci
agamada yiizeylerde hiicre proliferasyonu ve ekzopolisakkarit madde sentezi, iigiincii ve
son agamada igerisinde beslenme ve atiklarin uzaklagtirilmasini da saglayan kanallarin
bulundugu ii¢ boyutlu bir yap: olugmaktadir. Bu yapi hakkinda ¢ok fazla bilgi
olmamasina ragmen, konfokal mikroskopi ile ii¢ boyutlu yapis1 gériintiilenebilmektedir
(Rohde ve ark. 2006).

Yabanci materyallere yapismada rol oynayan mikrobiyal hiicrelerden salgilanan
ekzopolisakkaridler hem fiziksel hem de kimyasal ozellikler agisindan farkliliklar
gostermektedir. Bakterinin ylizey polisakkarid yapisi slime olarak da adlandirilan
biyofilmin (glikokaliks) ana yapisini olusturmaktadir (Donlan, 2002). Polisakkaridler
uzun, ince molekiiler zincirlerdir ve 0,5 - 2,0 x 106 Da’luk molekiiler bir yapiya
sahiptirler. Biyofilm preparatlarinda polisakkaridler bakteriyel hiicre yiizeyine tutunmus
olan ince seritler halinde ve hiicrenin etrafinda kompleks bir ag olusturmus sekilde
izlenmektedir (Leriche ve ark. 2000).

Birgok tiirde, biyofilm anyonik yapida olup esansiyal mineraller ve besinlerin
etraftan yakalanarak yogunlagtirilmasini saglayan bir sistem olusturmaktadir. Esasta,
biyofilm 3 boyutlu ¢ekim giicii olusturup, bulundugu bakteriyi ¢evreleyerek bakterinin
aderansini ve korunmasini saglamaktadir. Primer adezyon olarak adlandirilan, bir ¢ok
fizikokimyasal degiskenin rol oynadigi bu baglanma geri déniisiimlii ve gevsek bir
baglanmadir. Bakteri ve uygun inert yiizeyler arasinda olugmaktadir. Adezyonun

olugsmasi i¢in oncelikle bakteri, inert yiizeye yeteri kadar yakinlagsabilmelidir (<1nm).
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Bundan sonra adezyonun olusumu her iki yiizeyin ¢ekim ve itme giiciine bagh olarak
gelismektedir. Burada elektrostatik, hidrofobik iligki, van der Waals giicli, 1s1 ve
hidrodinamik gii¢ onemlidir. Bakterilerin hemen tiimii ve inert yiizeyler negatif sarja
sahip olup birbirleri i¢in aslinda itme giicii olusturmaktadir. Primer aderanstaki en
Onemli faktoriin bakteri ve ylizeyler arasi hidrofobik iliski oldugu bilinmektedir.
Sekonder adezyon bakteri yiizeyindeki pili, fimbria veya fibriller gibi ligandlarin
Okaryot hiicrelerdeki spesifik ligandlara baglanmasi ile olusan ozgiil ve geri
doniisiimsiiz baglanmadir. Biyofilmin maturasyonu, bakterinin yiizeye geri doniisiimsiiz
olarak yapismasindan sonra baglamaktadir. Biyofilm gelistikge bakterinin aderans ve
motilite faktorlerinin salimminda da baskilanma olmaktadir (Donlan, 2002; Carpentier
ve Cerf, 1993)

Biyofilm ile iligkili organizmalarin insanda hangi mekanizmalarla hastalida yol
actig1 halen tam olarak anlagilabilmis degildir. One siiriilen mekanizmalar arasinda
medikal cihazlar (implantlar) tizerindeki biyofilmden kopan hiicre veya hiicre
kiimelerinin kanda veya iiriner sistemde enfeksiyona neden olmalari, endotoksin
tiretimi, konak bagisiklik sistemine kars1 yapisal direng géstererek varhigini siirdiirme,
biyofilm igerisinde direng plazmidi degisimi yapmak araciligiyla, antimikrobiyal madde
direnci kazanarak varligimni stirdiirme bulunmaktadir. Planktonik bakteriyel hiicreler
biyofilmlerden salinmaktadir ve biyofilmden kopma isleminin dogal olarak
programlanmis bir olay oldugu goriisiinii destekleyen kanitlar vardir. Bu nedenle,
biyofilmler akut enfeksiyon i¢in bir 'nidus' gérevi gorerek, salinan planktonik hiicrelerin
konak savunma mekanizmalarimin basarisiz kaldigi durumlarda akut enfeksiyon
gelisimine neden olabilmektedirler (Donlan ve Costerton, 2002; Costerton, 1999).

Biyofilm gelisim siirecinin molekiiler diizenlenmesi ve antibiyotik direncinin
genetik temelleri farkli arastirmacilar tarafindan birgok kez arastirilirken, cesitli
orneklerden elde edilen suslarin, biyofilm iiretme oranlar1 hakkinda literatiirde kisitli
sayida ¢alisma mevcuttur. Srinivasa Rao ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada ¢ok ilaca
direngli 4. baumannii klinik izolatlarinda imipenem direnci ile biyofilm tiretimi
arasindaki korelasyona bakilmis ve 55 A. baumannii izolatinda tiip yontemi ve
mikrotitrasyon plak yontemi ile biyofilm iiretimi tespit edilmis. 34 (%62) izolatta
biyofilm iiretimi pozitif bulmuglardir. Ek olarak mikrotitrasyon plak yontemi ile 14

zay1f biyofilm olusumu tespit edilmis ve mikrotitrasyon plak yonteminin daha sensitif
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oldugu vurgulanmistir. Aym ¢alismada biyofilm pozitif izolatlarin %44’{inii yara
enfeksiyonlarindan ve %30’unu pnémonili hastalardan izole etmislerdir (Srinivasa ve
ark. 2009). Rodriguez-Bano ve ark. mikrotitrasyon plak yontemi kullanarak 92 A.
baumannii izolatinin 56 (%63) tanesinde biyofilm olustugunu tespit edmislerdir
(Rodriguez-Bano ve ark. 2007). Sechi ve ark. 20 izolatin 16’sinda biyofilm saptamislar
(Sechi ve ark. 2004). Rajamohan ve ark. tiip ve mikrotitrasyon plak yonteminde kristal
viyole kullanilarak 83 A. baumannii izolatimn 35’inde (%42) biyofilm iiretimi tespit
etmislerdir ve bu caligmada kan ve yara Orneklerinin %65’inde, idrar 6rneklerinin
%63’linde, bronsiyal 6rneklerin %32’sinde biyofilm pozitif saptamiglardir (Rajamohan
ve ark. 2009). Ulkemizde de Cevahir ve ark. 86 A. baumannii izolatinda gelatinaz
aktivasyonu, mannoz rezistan hemaglutinasyon ve biyofilm olusumu degerlendirmisler
ve 64’tinde (%74) biyofilm pozitif saptamiglardir. Orneklerin alindigi yere gore
degerlendirdiklerinde biyofilm pozitif 6rneklerin %61°i trakeal orneklerden, %22’si
yara ve kan Orneklerinden olugmaktadir (Cevahir ve ark. 2008). Can ve ark.’nin kan
kiiltiirlerinden izole ettikleri 17 A. baumannii izolatinda polistren yiizeylerde biyofilm
olusumunu arastirmislar ve 9°’unda (%52,9) biyofilm olusumunu tespit etmislerdir (Can
ve ark. 2006). Diger bir ¢alismada da Can ve ark. 2009 yilinda mikrotitrasyon plagi
yontemi ile 59 A. baumannii izolatimn 31’inde (%52,5) biyofilm iiretimini tespit
etrmislerdir (Can ve ark. 2009).

Yaptigimiz ¢alismada ¢esitli klinik orneklerden soyutlanan 152 4. baumannii
izolat1 kullanild1. Bu suslarin 54 tanesi trakeal aspirat drneklerinden (%35,5), 21 tanesi
kan (%13,9), 22 tanesi idrar (%14,5), 16 tanesi balgam (%10,5), 15 tanesi yara (%9,8),
9 tanesi kateter (%5,9), 5 tanesi BOS (%3,3) ve diger 10’u da ¢esitli klinik rneklerden
(akinti, ameliyat materyali, diyalizat gibi) izole edildi. 152 4. baumannii izolatinin tiip
yontemi ile 69’unda (%45.4) biyofilm olusumu pozitif bulunurken ve mikrotitrasyon
plagi yontemi ile 77’sinde (%50,6) biyofilm iiretimi pozitif bulundu. Calismamizda
biyofilm olusumu ile 6rneklerin alindig1 bélgeler arasindaki iliski degerlendirildiginde,
mikrotitrasyon plag: yontemi ile biyofilm iiretimi tespit edilen 4. baumannii suslarinin
izole edildigi orneklerin %47’si solunum sistemi orneklerinden olusmaktadir. Idrar
ornekleri %16.8, kan ornekleri %15.6, yara drnekleri %9 ve diger ¢esitli 6rnekler %11.6
olmak iizere biyofilm pozitif tespit edilen 6rnekleri olusturmaktadir. Elde ettigimiz

sonuglar daha dnce yapilan sonuglar ile uyumlu bulunmustur.
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Gelisen teknolojiyle beraber, deneysel biofilm ¢aligmalarinda kullanilan
yontemlerin sayis1 da artmaktadir. Giiniimiizde invivo, invitro biofilm ¢alismalarinda,
151k mikroskobu, elektron mikroskobu ya da fluoresan mikroskop kullanarak direkt
sayim, canli hiicre sayim y6ntemleri, metabolik aktif boya maddeleri, radyokimyasallar
siklikla kullanilmaktadir (Yildirim, 2006). Bu ¢alismada 152 4. baumannii izolatinin
biyofilm iiretim kabiliyetleri EPS’nin safranin ve kristal viole kullanarak boyanmasi
esasina gore kargilagtirmali olarak yapilmistir. Literatiirde, safranin (Fidan ve ark. 2005)
ve kristal violenin (Toledo-Arana ve ark. 2001), biofilm tespiti igin kullanildig1 bir¢ok
calisgma olmakla beraber, bu iki boyar maddenin birbirlerine iistiinliiklerinden
bahsedilmemektedir. Genel kani, biyofilm tespiti igin tlip yontemi tercih edilecekse
safranin, mikroplate yontemi tercih edilecekse kristal viole kullanma yoniindedir
(Yasssien ve ark 1995; Yildirim, 2006; Fidan ve ark. 2005; Toledo-Arana ve ark. 2001).
Bu ¢aligmada safranin tiip yonteminde, kristal viyole mikrotitrasyon plak ydnteminde
kullanilmistur.

Mathur ve ark. doku Kkiiltiirti mikrotitrasyon plagi, tiip yontemi ve Kongo
kirmizili agar besiyerinde 152 klinik S. aureus izolatim biyofilm olusumu yoniinden
kargilastirmiglardir. Mikrotitrasyon plagi yonteminde izolatlarin 22’sini (%14.4) giiclii,
60’11 (%39.4) orta ve 70’ini de (%46.0) biyofilm zayif veya negatif olarak
bulmuslardir. Tiip yonteminde izolatlarin 18’ini (%11.8) gii¢lii, 45’ini (%29.6) orta ve
89’unu (%58.6) zayif veya biyofilm olusturmayan olarak gdstermiglerdir. Kongo
kirmizih agar besiyerinde 152 klinik S.aureus izolatimin yalnizca 8’ini (%5.2) biyofilm
pozitif olarak gostermisler. Bunlarin 6’s1 orta, 2’si giiglii biyofilm olusturan izolatlar
olarak bildirilmistir. Mikrotitrasyon plagi ve Kongo kirmizili agar besiyeri arasinda
zayif bir uyum oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bu g¢alismada mikrotitrasyon plag
yonteminde yalmz TSB kullamildiginda 152 klinik S.aureus izolatimin yalmz 7’si
biyofilm olustururken, %1 glukoz ilave edildiginde 18 saatlik inkubasyonla 80 ve 24
saatlik inkiibasyonla 82 izolatta biyofilm olusumu gosterilmistir. Benzer sonuglar seker
ilaveli BHI buyyonu kullanildiginda da elde edilmistir (Mathur ve ark. 2006).

Gogunlukla S.epidermidis izolatlarinda goriildiigii gibi in vitro biyofilm olusumu
ortam sartlarma olduk¢a duyarhidir. Ornegin besiyerine glukoz veya glukozamin
eklenmesi kuvvetli biyofilm olusturan izolatlarda bile gerekebilmektedir (Cramton ve

ark. 2001).
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Yaptigimiz ¢alismada biyofilm {retiminin tespitinde tiip yontemi ve
mikrotitrasyon plak yontemi karsilagtirilmistir. Tiip yontemi kullamlarak yapilan
degerlendirmede 152 izolatin 83’iinde (%54.6) biyofilm olusumu negatif bulunurken,
69’unda (%45.4) biyofilm olusumu pozitif bulunmugtur. Mikrotitrasyon plag1 ydntemi
ile kristal viyole kullanilarak yapilan absorbans olgiimlerine dayanan kantitatif
degerlendirme sonucunda suglarin 75%inde (%49,3) biyofilm iiretimi negatif, 68’inde
(%44,7) orta derece biyofilm iiretimi ve 9’unda (%5.,9) giiglii biyofilm {iretimi
belirlenmigtir. Mikrotitrasyon plagi yontemi ile absorbans 6l¢limii yapilarak, tiip
yonteminde 83 biyofilm negatif izolatin; yalnizca 8’inde biyofilm iiretimi pozitif
belirlendi. Mikrotitrasyon plagi yéntemi ve tiip yontemi biyofilm {iretimini tespit etme
yoniinden karsilastirildiginda uyumlu bulundu (p<0.001). Biyofilm olusumunun
belirlenmesinde daha once yapilan ¢aligmalarla uyumlu olarak, mikrotitrasyon plag
yontemi tiip yOntemine goére daha duyarli saptanmistir. Ayrica bireysel, gorsel
degerlendirmeye bagli farkli sonuglara yol agmamasi ve kantitatif degerlendirmeye
olanak saglamasida mikrotitrasyon plag:i yonteminin diger bir iistiinliigii olarak kabul
edilmistir. Buna karsin biyofilm tiretim oraninin kullanilan besiyeri igerisindeki glukoz
miktar1 ve diger gevresel kosullarla degismesi dezavantaji olarak degerlendirilmistir
(Baselga, 1993; Cramton ve ark. 2001).

Birgok bakteri tiiriinde yaygin olan biyofilm iiretimi, patojenlerin antimikrobiyal
ajanlardan ve konagmn immun yamtindan kagmasina olanak saglamak suretiyle
enfeksiyonlarin patogenezine katkida bulunmaktadir (Gaddy, 2009). Bir c¢ok akut
enfeksiyon antibiyotiklerle etkin bir sekilde tedavi edilebilmektedir. Ancak iki istisna
durum vardir. Bunlardan ilki; antibiyotige duyarliligi olmayan bakteri varligadir. Ikinci
ayricalikli durum ise biyofilm igerisinde yasayan bakteri varhigidir. Biyofilm
bakterilerinin, planktonik yasayan ayni tiirdeki bakteriler oranla antibiyotik tedavisine
100-1000 kat daha direngli olabildigi bildirilmistir. Implante edilmis yabanci cisimlere
veya hasarli dokulara yapigan bakteriler persistan infeksiyonlara neden olabilir. Bunun
en 6nemli nedeni, bu bakterilerin polisakkarit ve proteinlerden olusan ve biyofilm adi
verilen bir matriks igerisinde yerlesmeleridir (Costerton ve ark. 1999; Davey ve O'toole,
2000; Georgopapadakou, 2006).

Biyofilmler yavas biiylime oOzelligine sahiptirler ve enfeksiyonlar1 siklikla

belirgin klinik semptom vermeden gelisir. Hareketsiz bakteriyel hiicreler antijen
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salgilayarak antikor tretimini uyarmaktadir. Bununla birlikte antikorlarin biyofilm
icerisindeki bakterileri dldiirebilme yetenegi yoktur. Biyofilmler bu yolla etraflarindaki
dokularda immiin kompleks hasarina yol agabilirler. Miikemmel hiicresel ve hiiméral
immiin yanitlar1 olan bireylerde bile, konak savunma mekanizmalar1 biyofilm
enfeksiyonlarini sonlandiramamaktadir. Antibiyotik tedavisi biyofilmden ayrilmis olan
planktonik hiicrelerin neden oldugu semptomlar1 ortadan kaldirir fakat biyofilmi yok
edememektedir. Bu nedenle biyofilm infeksiyonlari, dénem dénem kullanilan
antibiyoterapiye ragmen semptomlar gostermeye devam edebilmektedir. Bu durum
biyofilm popiilasyonunun cerrahi olarak viicuttan uzaklastirilmasina kadar devam
edebilir (Costerton ve ark. 1999).

Biyofilmlerin 6zellikle nozokomiyal infeksiyonlardaki énemlerinin artmasi ile
birlikte biyofilm direnci konusu da daha sik olarak giindeme gelmektedir. Bakterinin
biyofilm olusturarak ylizeye yapismis formu (sesile) ile siispansiyon formu (planktonik)
arasinda antibiyotik duyarlilik farkinin oldugu gosterilmistir. Bakteriler antibiyotiklere
MBK konsantrasyonlarimin 1000 katina kadar direng gdsterebilmektedirler. Biyofilm
olusumunun antibiyotiklerin etkisini Onleyici fonksiyonu oldugu bildirilmektedir.
Biyofilm fenotipinin diger Onemli 6zelligi ise konak immun hiicrelerinden
korunabilmesidir. Biyofilm bakteriyi fagositoz ve degraniilasyondan korumaktadir.
Kemotaksisi, notrofillerin etkisini Onlemekte ve lenfosit aktivitesini azaltmaktadir
(Costerton ve ark. 1999; Maha ve O’Toole, 2001). Biyofilmle iliskili enfeksiyonlarin
tedavisi gittikce daha da sorun olmaktadir. Biyofilm igindeki bakterilerin antibiyotiklere
direngli davranisi planktonik formu ile arasindaki en 6nemli farki olusturmaktadir (Ceri
ve ark. 1999; Gilbert ve ark. 1997).

Biyofilmin antibiyotik diren¢ olusturmasinda baz1 mekanizmalarin rol oynadig
diigtiniilmektedir. Molekiiler filtre mekanizmasinin 6zellikle vankomisin ve teikoplanin
gibi glikopeptidlerin gegisinin engellenmesinde en ©Onemli mekanizma oldugu
gosterilmistir. Biyofilmin bariyer fonksiyonunu destekleyen 6nemli bulgulardan biri
Suci  ve ark.’mn yaptiklan ¢alismada P. aeruginosa’ya siprofloksasinin
penetrasyonunun normalde 40 saniye iken, ayni genetik yapiya sahip biyofilm
olusturnus formda 21 dakika olarak tespit etmeleridir (Suci ve ark. 1994).
Antibiyotiklerle tedavi edilmis olan biyofilmlerin kenar kisimlarinda bakterisidal etki

izlenirken, daha derin kisimlarda yasayan bakteriler hayatta kalmakta yeniden
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enfeksiyon gelisiminde bir nidus teskil etmektedirler. Biyofilmin dis tabakalar1 hasari
absorbe ederken, i¢ tabakalarda stres yamitinin baglamasi igin zaman kazanilmis olur
(Mathur ve ark. 2005; Post 2004; Costerton ve ark.1999).

Bakterilerin biiylime oranlarindaki degisiklikler antibiyotik cevaplarim1 da
degistirmektedir. Baska bir deyisle, bir ¢ok antibiyotik hizla béliinen bakterileri
hedefledigi igin, dzellikle biyofilmin derin tabakalarinda bulunan ve azalmis metabolik
ve boliinme hizlar sergileyen bakterilere etkili olamamaktadir. Biyofilmli bakterilerin
bliylime hizlan planktonik bakterilerden belirgin bir sekilde diisiik oldugu tesbit
edilmistir. Eng ve ark.’nin yaptigi bir c¢alijmada duragan fazdaki Gram-negatif
bakterilere sadece flurokinolonlar aktif olabilirken, beslenmesi zayiflatilarak ¢ogalma
hizlar1 distirtilen S. auerus’lara higbir antibiyotiin yeteri kadar etkili olmadig:
gosterilmistir. Bu bulgular biyofilmin bakteri beslenme ve biiyiimesini etkileyerek
antibiyotik direng gelisimini sagladigim gostermektedir (Post 2004; Costerton ve ark.
1999; Eng ve ark. 1991).

Diren¢ mekanizmalarinin saptanmasi, yeni tedavi yaklagimlarimn gelistirilmesi
a¢isindan 6nemlidir. Yeni gelistirilecek antibiyotiklerin duragan (stationary) fazdaki ve
biyofilm igindeki mikroorganizmalara etkili olmasi istenen bir durumdur. Bu amagla
farkli antibiyotiklerin farkli bakteri tiirlerindeki biofilmlere olan etkisi, cesitli
aragtirmacilar tarafindan ¢alisiimistir (Nishimura ve ark. 2006; Williams ve ark. 1997;
Aaron ve ark. 2002; El-Azizi ve ark. 2005). Kolistin ¢ok ilaca direngli Acinetobacter
suglart i¢in son yillarda 6n plana ¢ikan, tedavide dnemli bir antibiyotiktir. Ancak A.
baumannii i¢in kolistin ve diger antibiyotiklerin biyofilm iizerine etkisini gosteren az
sayida caligma bulunmaktadir.

Cai ve ark.’nin 2009 yilinda yaptig1 bir ¢alismada kolistinin 4. baumannii ve P.
aeruginosa’da in vitro bakterisidal aktivitesini farkli biyofilm evrelerine karsi
degerlendirmislerdir. Calisilan izolatlarin 24, 48 ve 72. saatlerdeki biyofilmleri kolistin
(8pug/ml MIK) ile muamelesinden 8 saat sonra degerlendirilmistir. Sonug olarak 24. saat
biyofilmleri i¢in kontrol gruplar1 ve kolistinin verildigi grup arasinda hafif bir azalma
gozlenirken, 48 ve 72. saatlerdeki biyofilmlerde anlamli azalma saptamislardir. Bu
sonucun agiklamasinda, kolistinin baslangi¢ konsantrasyonunun 4. baumannii ve P.
aeruginosa izolatlarimin eradikasyonu i¢in belirli bir diizeye ulagsmasi gerektiginin ve

kolistinin baglangi¢ evresi biyofilmleri iizerine olana gére matiir olgun biyofilm iizerine
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¢ok daha etkili oldugunu vurgulamiglardir. Kolistinin stabil evredeki hiicrelere karsi
milkkemmel bir bakterisidal etkisinin oldugunu ve aktif evredeki izolatlara kars1 iyi
bakterisidal aktivite igin gesitli antibiyotiklerle kombinasyonunun biyofilm ile iliskili
enfeksiyonlarda kolistin ile tedavide aragtirilmasinin uygun olacagina deginmislerdir
(Cai ve ark. 2009).

Literatiirde ¢esitli bakterilerde bir ¢ok fakli antibiyotiklerin biyofilm {izerine
etkilerinin aragtirildif1 ¢cok sayida galigmalardan bazilarini inceleyecek olursak, biyofilm
gelisiminin antibiyotik duyarliligini anlamli bir gekilde azalttigini1 gérebilmekteyiz (Can
ve ark. 2009; Moskowitz ve ark. 2004; Yildirim, 2006; Sahin, 2007).

Ulkemizde 2009 yilinda Can ve ark.’nin yaptigi bir calismada 4. baumannii
planktonik ve biyofilm hiicresine tigesiklinin etkisini arastirmislardir. Biyofilm
duyarlilik testleri sonucunda suslarin BIK degerlerini 0,5-4096 pg/ml araliginda
bulmuslardir. Tiim suglarda sesil hiicrelere karsi tigesiklinin  inhibitér
konsantrasyonlarinin 1->4096 kat artig gosterdigini belirtmiglerdir (Can ve ark. 2009).

In vivo sartlarda biofilm-antibakteriyel iliskisini arastiran farkl caligsmalar
bulunmaktadir. Moskowitz ve ark. 41 kistik fibrozis hastasindan elde ettikleri 94
P.aeruginosa izolati ile yaptiklar1 kapsamli galiymada, antipseudomonal etkinligi olan
12 antibiyotik i¢in saptanan MIK ve BIK degerleri karsilastirilmistir. Calismanin
sonucunda amikasin, siprofloksasin ve tobramisin i¢in saptanan BIK ve MIK degerleri
birbirine yakin bulunurken, gentamisin ve meropenem i¢in BIK degeri, MiK’in birkag
kati  bulunmugtur.  Calisma  kapsamina  alman  aztreonem,  seftazidim,
piperasilin/tazobaktam ve tikarsilin/klavulanat gibi B-laktam antibiyotikler ve
doksisiklinde ise BIK degerleri MIK degerinin ¢ok daha yiiksek katlarinda bulunmustur
(Moskowitz ve ark. 2004). 2006 yilinda yapilan bir ¢aligmada, 10 tane P. aeruginosa
izolat1 kullanilarak kinolon grubu 3 antibiyotigin BIK ve MIK degerlerini
saptamiglardir. Buna goére 10 izolat igin, siprofloksasinin ortalama MIK degeri 2,9
pg/ml bulunurken, ortalama BIK deferi %34,5’luk bir artis gostererek 3,9 pg/ml
bulunmustur. Levofloksasin ortalama MIK degeri 6,6 pg/ml bulunurken, BIK degeri
%130’1uk bir artisla 15,2 pg/ml bulunmusgtur. Moksifloksasinin ortalama MIK degeri ise
12,4 pg/ml bulunurken, BIK degeri %161°lik artisla 32,4 pug/ml bulunmustur (Yildirim,
2006).
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Yapilan diger bir ¢alismada, 8 adet S. aureus izolatinda bazi antibiyotiklerin
MIK ve BIK degerleri karsilastirmislar ve vankomisin i¢in en diisiik BIK degeri MIK90
degerinin 8 kati olarak 16 pg/ml, linezolid i¢in en diisiik BIK degeri MIK90 degerinin 2
kat1 olarak 8 pg/ml, dalfopristin i¢in en diisikk BIK degeri MIK90 degerinin 80 katinin
tizerinde >1280 pg/ml, quinupristin i¢in en diisiik BIK degeri MIK90 degerinin 160 kati
olarak 640 pg/ml ve dalfopristin/quinupristin igin en diigiik BIK degeri MIK90
degerinin 2 kati olarak 2 pg/ml bulmugslardir. (Sahin, 2007)

Yassien ve ark. 50 klinik P.aeruginosa izolati kullanarak kinolon grubu
antibiyotiklerle yaptiklar1 duyarliik ¢alismasinda, 1/2, 1/4, 1/8 MIK’lik
konsantrasyonlarda, P.aeruginosa biyofilm olusumunu, kontrol grubuna gére anlamli
sekilde azalttiklarini gostermigslerdir. Aymi g¢alismada bu antibiyotiklerin, 2 giinliik
biyofilm olusumu iizerine 12,5-400 pg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda
etkilerine bakmiglar ve kontrol grubuna goére optik dansiteyi 12,5 pg/ml
konsantrasyonda %77- 69, 400 pg/ml konsantrasyonda ise % 60-39 arasinda degisen
oranlarda azalttigin1 gostermislerdir (Yassien ve ark. 1995).

Calismamizda 77 klinik izolatin 33’{inde, yiiksek konsantrasyonlarda (64pg/ml)
kolistinin daha 6nceden mikrotitrasyon plag: tabaninda olusturulan biyofilm tabakasinin
optik dansitesinde azalma saptanmistir. Bu etki doza bagimhiydi ve yiiksek
konsantrasyonlarda daha belirgin olarak gozlenmistir. Bu klinik izolatlarin BIK ve
MIKgy degerleri karsilastirildi. Klinik izolatlarin kolistin MiKs, degeri 0,25 pg/ml,
MIKg degeri 1 pg/ml ve BiKso degeri 128 pg/ml, BiKg, degeri 512 pg/ml olarak
hesaplandi. Bakterinin biyofilm olugturarak yiizeye yapismis formu (sesil) ile
slispansiyon (planktonik) formu arasinda, antibiyotik duyarlilik farkinin 100-1000 kat
oldugu gosterilmistir (Lewis, 2001; Ceri ve ark. 1999; Schierholz ve ark. 1999). Bizim
sonuglarimiza goére klinik izolatlarin kolistin igin BIKgg degeri MiKg, degerinin 512 kati
olarak bulundu. Izolatlarin kolistin igin en diisiik BIK degeri de MiKo, degerinin 32 kati
olarak 32 pg/ml bulundu. Bu sonuglar diger g¢aligmalarda oldugu gibi biyofilmin
antibiyotik etkinligini azalttigin1 gostermistir ancak farkli antibiyotiklerin farkli
mikroorganizma biyofilmleri {izerindeki etkinliklerinin degisiklik gosterdigide
¢alismalarda gosterilmistir. Bu durum, yontem farklih@i veya biyofilmlerin striiktiirel
yapisindaki farkliliklardan kaynaklanabilecegi gibi, bolgeler arasi farkliliktan da

kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle bu konuda epidemiyolojik ¢alismalar onemlidir.
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Ayrica biyofilm olugsum siiresininde antibiyotik etkinliginde dnemi vardir. 24. saat, 48
ve 72. saatlerdeki biyofilmlere kolistinin etkisindeki farkliliklar yapilacak yeni
calismalarla gosterilmelidir. Elde ettigimiz sonuglar biyofilm olusturmus bakterilerin
inhibisyonunun gii¢ oldugunu ve antibiyotiklerin MIK degerlerinin ¢ok daha iizerinde
dozlara ihtiyag olabilecegini géstermistir.

Sonug olarak; A. baumannii izolatlarinda biyofilm olusumunu etkileyen bir ¢ok
faktor vardir. Bu gesitlilik bir susun farkli kosullarda farkli biyofilm olusturma egilimi
gosterebilecegini gostermektedir. Biyofilm olusturma yetenegindeki bakterilerin
antimikrobiyellerle tedavide giiglikk gosterdigi gesitli ¢aligmalarla BIK degerinin MIiK
degerlerinden cok yiiksek bulunmasiyla gosterilmistir. Bu durum 6zellikle sorunlu
bolge enfeksiyonlarinda tedaviyi zorlagtiracaktir ve tedavi protokolleri olusturulurken
dikkate alinmasi gerekmektedir. A. baumannii’nin yiiksek oranda biyofilm olusturma
Ozelligi goz oniine alinacak olursa, bu bakteriye bagli enfeksiyonlarda kolistin ile tedavi
planlamrken aktivitenin farkli olabilecegi dikkate alinmalidir. Biitiin bu verilerin
is18inda 4. baumannii izolatlarinin biyofilm olusumunun farkli antibiyotiklerin
varliginda ne olgiide etkilendiklerini bagka g¢aligmalarla denenmesi gerekmektedir.
Ayrica biyofilm olusumunun 6nlenmesi i¢in molekiiler, genotipik ve fenotipik diizeyde

daha agiklanmasi ve arastirilmasi gereken ¢ok sayida noktalar bulunmaktadir.
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6. SONUCLAR
1. Tiip yontemi ile yapilan degerlendirmeler sonucunda 152 &rnedin 69’unda
(%45.4) biyofilm olusumu pozitif bulunurken, 83’iinde (%54.6) biyofilm olusumu

negatif bulundu.

2. Kiristal viyole kullanilarak yapilan absorbans 6lgiimlerine gére &rneklerin
9’unda (%35,9) gii¢lii biyofilm tiretimi, 68’inde (%44,7) orta derece biyofilm iiretimi ve
75’inde (%49,3) biyofilm iiretimi negatif belirlendi.

3. Biyofilm olusumunun tespitinde kullanilan mikrotitrasyon plag1 yontemi ve
tiip yontemi arasindaki uyum %389,5°dir ve istatiksel olarak bu uyum anlamli bulundu

(p<0.001).

4. Biyofilm olusumu ile Orneklerin alindigi bélgeler arasindaki iliski
degerlendirildiginde en yiiksek biyofilm oranlari solunum sistemleri 6rneklerinde

gosterildi (%47).

5. Izolatlarimizin antibiyotik duyarlihiklar incelendiginde en yiiksek direng

piperasilin (%91,5) ve meropenem’e (%83,8) kars1 goriildii.

6. Tiim izolatlarimiz kolistine duyarl1 bulundu.

7. Izolatlarimizin hig biri PDR degildi ve 103 (%67,8) tanesi XDR, 22 (%14.,5)
tanesi MDR, 27 (%17,7) tanesi duyarl olarak belirlendi.

8. Biyofilm iireten 77 izolatin 52 (%67,5) tanesi XDR, 10 (%13) tanesi MDR ve
15 (%19,5) tanesi duyarl izolat olarak tespit edildi.

9. Biyofilm tabakas1 iizerine kolistinin etkisi mikrotitrasyon plaginda OD

olgiilerek antibiyotik 6ncesi 6lgiilen OD ile antibiyotik sonrasi &lgiilen OD arasinda

anlamli fark bulunmadi (P>0,05).
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10. 77 klinik izolatin 33’linde, yiiksek konsantrasyonlarda (64pg/ml) kolistinin
daha 6nceden mikrotitrasyon plagi tabaninda olusturulan biyofilm tabakasinin optik

dansitesinde azalma saptandi.

11. Klinik izolatlarin kolistin i¢in en diisiik BIK degeri MIKg degerinin 32 kati
olarak 32 pg/ml bulundu.

12. Klinik izolatlarin kolistin igin BIKgy degeri MiKgo degerinin 512 kati olarak

bulundu.
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