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OZET

OZLUK NU., Acinetobacter baumannii izolatlarinda viriilans faktorleri ve
antimikrobiyal diren¢ profilleri ile iliskisi. Biilent Ecevit Universitesi Tip
Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah, Uzmanhk Tezi, Zonguldak, 2016

Amag: Firsatgr patojen olan Acinetobacter baumannii’nin son yillarda yapilan
calismalarda, daha direngli ve viriilan hale gelerek temel nozokomiyal bir tehdit
olusturdugu gosterilmistir. Farkli birtakim mekanizmalar kullanarak bir¢ok antibiyotik
grubuna karsi direng gelistirebilen A.baumannii‘de gelisen bu direng beklenmeyen
fizyolojik, fenotipik ve genotipik degisikliklere neden olabilmektedir Antibiyotiklere
kars1 olusan adaptasyon siirecinde, antibiyotik direnci kazanmis bakterinin viriilans
ozelliklerinde azalma oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir. Bakteriye ait
bugiine kadar az sayida virulans faktorii tanimlanmis olup, bu faktorler ile duyarli ve
direngli A.baumannii suslar1 arasindaki iligkinin arastirildigi ¢alisma sayisi sinirlidir
ve sonuglar heniiz netlesmemistir. Bu ¢alismada A.baumannii izolatlarmin virulans
ozelliklerinin, ilaglara kars1 diren¢ durumuyla karsilastirilarak incelenmesi ve yeni

gelistirilecek anti-viriilans tedavi stratejileri igin yol gosterici olmasi hedeflenmistir.

Gere¢ ve yontem: Calismaya, laboratuvarimiza 2005-2007 tarihleri arasinda
gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen, daha 6nceki yillarda farkli ¢alismalarda
kullanilmis olan 18 izolat ile Ocak 2015 -Aralik 2015 tarihleri arasinda laboratuvara
rutin olarak gonderilen gesitli klinik 6rneklerden izole edilen 12 izolat, toplamda 30
Acinetobacter baumannii izolat1 olacak sekilde dahil edilmistir. Antibiyotik duyarlilik
testleri, Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) onerileri dogrultusunda,
Kirby Bauer disk difiizyon yontemi ile yapilmustir. izolatlar antibiyotik duyarlilik test
profillerine gore {i¢ gruba ayrilmistir. Birinci grupta ti¢ gruptan daha az antibiyotige
direngli bulunan (Duyarl1)10 sus, ikinci grupta ti¢ ya da daha fazla antibiyotik grubuna
direngli olan (Multidrug resistant, MDR) 10 sus, ti¢lincii grup ise iki ya da daha az
grup antibiyotige duyarli olan (Extreme-drug resistant, XDR) 10 sus belirlenerek

incelemeye alinmistir.



Calismada Galleria mellonella enfeksiyon modeli kullanilmistir.  Virulans
faktorlerinden biyofilm olusumu, spektrofotometrik mikroplak yontemi ile; siderofor
tiretimi, Chrome Azurol-S agarda fenotipik olarak; serum direnci, PBS igerisinde %40
konsantrasyondaki normal insan serumu ve 1s1 ile inaktive edilmis serumda izolatlarin
tireme oOranlar1 hesaplanarak; twitching hareketi, %1 oraninda agar igeren Mueller
Hinton besiyerinde; swarming hareketi % 0.25 oraninda agar iceren Luria Bertani
besiyerinde; proteolitik aktivite, azoalbumin deneyi uygulanarak spektrofotometrik
degerlendirme ile; fosfolipaz C aktivitesi, kromojenik substrat p-nitrofenilfosforilkolin
(NPPC) kullanilarak mikroplak yontemi ile test edilerek spektrofotometrik 6lgiim ile
degerlendirilmistir.

Bulgular: G.mellonella enfeksiyon modelinin kullanildigi ¢alismamizda duyarhi
izolatlardan olusan birinci grup ile ¢ok ilaca direngli izolatlardan olusan ikinci grubun
mortalite hizlarimin birbirine yakin diizeylerde olduklari goriilmiis olup, ekstrem
direngli izolatlardan olusan {igiincii grubun mortalite hizinin ise 24. - 96. saat
araliklarinda diger iki gruptan istatistiksel olarak anlamli oranda diisiik oldugu tespit
edilmigtir. Tim izolatlarin biyofilm olusturdugu tespit edilmistir. Bunlardan 8'i
(%26.7) giclii, 11’1 (%36.7) orta, 11’1 (%36.7) ise zayif diizeyde biyofilm
olusturmustur. Birinci grupta yer alan duyarli izolatlarm, biyofilm olusturma
yeteneginin diger gruplardaki direncli izolatlara oranla daha yiiksek oldugu gézlenmis
ancak istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir. Uciincii gruptaki zayif biyofilm
olusturan bes sustan ti¢ tanesinin kolistine direngli izolatlar olduklar: tespit edilmistir.
Higbir izolatta “twitching” hareketi tespit edilemezken, direngli bakterilerden
ikisinde "swarming" gozlenmistir. Birinci grupta ortalama normal insan serum direnci
%36.8, ikincide %63.5, iicilincii grupta ise %58.1 olarak tespit edilmistir. Birinci
gruptaki serum direnci, direngli olan ikinci ve tgiincii gruplarla karsilastirildiginda
daha disiik bulunmus, serum direnci agisindan gruplar arasindaki fark anlamli
bulunmustur. Ug gruptaki izolatlarin hepsinin inaktif serum direnci yiiksek
bulundugundan gruplar arasindan anlamli bir fark bulunamamistir. Tiim
izolatlarda fosfolipaz C aktivitesi, proteolitik aktivite ve siderofor iiretiminin var
oldugu tespit edilmistir. U¢ grup karsilastirildiginda ise fosfolipaz C aktivitesi,
proteolitik aktivite diizeyleri ve siderofor iiretimi agisindan anlamli bir fark

bulunamamastir.



Sonug¢: Calismamizda, tim izolatlarda biyofilm olusturma, fosfolipaz C
aktivitesi, proteolitik aktivite ve siderofor tiretimi saptanmistir. Duyarli, cogul ve
ekstrem direngli bakteri gruplarina gore sonuglar karsilastirildiginda ise sadece normal
serum direnci agisindan anlamli fark bulunmus olup, duyarli grupta serum direncinin
daha disiik diizeyde oldugu tespit edilmistir. Ekstrem ilag direnci bulunan tgiincii
gruptaki izolatlarin ise enfeksiyon modelinde daha diistik viriilans gosterdikleri
goriilmiistiir. Bakterinin klinik basarisi ve ilag direncinden tek bir virtilans faktoriiniin
sorumlu olmadigi, A.baumannii’nin virulansinda multifaktéryel ve kombine bir

stratejinin rol oynadig: distiniilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, viriilans faktorleri, antimikrobiyal

direng, Galleria mellonella enfeksiyon modeli
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ABSTRACT

OZLUK NU.,The relationship between the virulence factors of Acinetobacter
baumannii isolates and the antimicrobial resistance profiles. Bulent Ecevit
University, Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Thesis.
Zonguldak, 2016.

Objective: Acinetobacter baumannii, an opportunistic pathogen, has been shown in
studies done in recent years to have become more resistant and virulent, posing a
fundamental nosocomial threat. This resistance, which has developed in A.baumannii,
and which can develop resistance against several antibiotic groups using certain
different mechanisms, can lead to unexpected physiological, phenotypic and genotypic
changes. Studies showing that the virulence properties of antibiotic resistant bacteria
are reduced during the adaptation process against antibiotics exist. A small number of
virulence factors pertaining to the bacteria have been identified so far and the number
of studies investigating the relationship between these factors and the susceptible and
resistant A.baumannii strains is limited, whose results have not yet become clear. In
this study, it was aimed to investigate the virulence properties of A.baumannii isolates
by comparing them with resistance to drugs and for this to provide guidance in
developing new anti-virulence treatment strategies.

Materials and method: The study included a total of 30 Acinetobacter baumannii
isolates consisting of 18 isolates which were isolated from clinical samples sent to our
laboratory between 2005-2007 and had been used in different studies in previous years
and 12 isolates isolated from various clinical samples sent routinely to the laboratory
between January 2015-December 2015. Antibiotic susceptibility tests were conducted
using the Kirby Bauer disk diffusion method in accordance with Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) recommendations. The isolates were divided
into three groups according to their antibiotic susceptibility test profiles. The first
group included 10 strains which were found to be resistant to less than three groups of
antibiotics (Susceptible), the second group included 10 strains which were resistant to
three or more antibiotic groups (Multidrug resistant, MDR) and the third group
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included 10 strains which were susceptible to two or less groups of antibiotics
(Extreme-drug resistant, XDR) to be investigated.

The Galleria mellonella infection model was used in the study. Of the virulence
factors, biofilm formation was evaluated using the spectrophotometric microplate
method, siderophore production was evaluated phenotypically in a Chrome Azurol-S
agar, serum resistance was evaluated by calculating the growth rates of isolates in
normal human serum with a 40% concentration in PBS and heat inactivated serum,
twitching motility was evaluated in a Mueller Hinton medium containing 1% agar,
swarming motility was evaluated in a Luria Bertani medium containing 0.25% agar,
proteolytic activity was evaluated with a spectrophotometric assessment using an
azoalbumin assay and phospholipase C activity was evaluated with spectrophotometric
measurement by testing with the microplate method using chromogenic substrate p-
nitrophenylphosphorylcholine (NPPC).

Findings: In this study using the G.mellonella infection model, the mortality rates of
the first group consisting of susceptible isolates and the second group consisting of
multidrug resistant isolates were seen to be at close levels to one another and the
mortality rate of the third group consisting of extreme-drug resistant isolates was found
to be lower to a statistically significant degree than the other two groups at the 24th-
96th hour intervals. All isolates were found to form biofilms. Of these, 8 (26.7%)
formed strong biofilms, 11 (36.7%) formed moderate biofilms and 11 (36.7%) formed
weak biofilms. The biofilm forming ability of susceptible isolates found in the first
group was observed to be higher compared to resistant isolates found in the other
groups but it wasn't found to be statistically significant. Three out of the five strains in
the third group that formed weak biofilms were found to be colistin resistant isolates.
While no "twitching" motility was detected in any isolates, "swarming" was observed
in two of the resistant bacteria. Average normal human serum resistance was found as
36.8% in the first group, 63.5% in the second group and 58.1% in the third group.
Upon comparison with the resistant second and third groups, the serum resistance of
the first group was found to be lower and the difference between the groups in terms
of serum resistance was found to be significant. Because the inactive serum resistance
of all of the isolates in the three groups was found to be high, no significant difference

was found between the groups. Phospholipase C activity, proteolytic activity and
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siderophore production were detected in all isolates. When the three groups were
compared, no significant difference was found in terms of phospholipase C activity,

proteolytic activity levels and siderophore production.

Conclusion: In this study, biofilm formation, phospholipase C activity, proteolytic
activity and siderophore production were detected in all isolates. When the results were
compared according to the susceptible, multiple and extreme resistant bacteria groups,
the only significant difference was found in terms of normal serum resistance and
serum resistance was found to be lower in the susceptible group. The isolates in the
third group with extreme-drug resistance showed lower virulence in the infection
model. It was inferred that a single virulence factor is not responsible for the clinical
success and drug resistance of the bacteria and that a multifactorial and combined

strategy plays a role in the virulence of A.baumannii.

Keywords: Acinetobacter baumannii, virulence factors, antimicrobial resistance,

Galleria mellonella infection model.
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1. GIRIS

Acinetobacter baumannii, non-fermentatif Gram negatif bir kokobasil olup
Moraxellaceae ailesinin bir iiyesidir. ilk olarak 1911 yilinda Beijerinck tarafindan
taksonomik olarak smiflandirilan Acinetobacter‘in 32 farkl tiirii tanimlanmistir. Bu
tiirlerin gogu cevresel olup insan hastaliklariyla iliskisi saptanmamistir. Ancak son
yillarda A.baumannii 6zellikle nozokomiyal bir patojen olarak dikkat ¢ekmektedir.
Bunun yaninda son 10 y1l igerisinde ¢ok ilaca direng gelistirmesi tiim diinyada 6nemini

son derece artirmistir (1).

A.baumannii deri ve solunum yollarinda kolonize halde bulunabilmektedir.
Cevrede toprak ve hayvanlarin dogal yasam alanlari olmasi, su ve yiyecekleri
kontamine etmeleri nedeniyle insanlarda enfeksiyona neden olmaktadir. Hemen
hemen her yiizeye kolonize olmalar1 ve antibiyotik direnci gelistirebilmeleri
Acinetobacter tiirlerini diger enfeksiyoz bakterilerden ayirmaktadir. Enfeksiyon
genellikle konak savunmasi bozuldugunda olusmaktadir, ayrica galismalar uzun siire
hastanede kalmaya bagli olarak kolonizasyonun arttigin1 gostermektedir (2, 3).
A.baumannii tarafindan olusturulan enfeksiyonlar arasinda bakteriyemi, ventilator
iligkili pnémoni, menenjit, kolanjit, peritonit, tiriner sistem enfeksiyonlari, deri ve

yumusak doku enfeksiyonlari, ventrikiilit, infektif endokardit yer almaktadir (2).

A.baumannii enfeksiyonlarinin 6nlenmesi ve tedavisinde yasanan zorluklar;
bakterinin hastane ortaminda ve tibbi cihazlarda kisithh kosullar altinda bile
yagayabilme ve yaygm antibiyotik direnci gelistirebilme yeteneginden
kaynaklanmaktadir. Farkli birtakim mekanizmalar kullanarak direng gelistiren
A.baumannii'de gelisen bu durum beklenmeyen fizyolojik, fenotipik ve genotipik
degisikliklere neden olabilmektedir (3). Birgok antimikrobiyale kars1 dogal direncli
olmas1 ve ek olarak yeni direng mekanizmalarini da kolaylikla kazanabilmesi
nedeniyle ¢ok ilaca direngli A.baumannii suslarinin neden oldugu enfeksiyonlarda
tedavi segenekleri oldukea kisitlidir. Yogun bakim tiniteleri basta olmak tizere hastane
enfeksiyonlarm en 6nemli etkenlerinden biri haline gelerek, bakteri hem Tiirkiye hem

de diinyada onemli bir saglik problemi haline gelmistir (4).



Giiniimiize kadar A. baumannii izolatlariyla yapilan c¢aligmalarin ¢ogunun
antibiyotik direnci, tedavi protokolleri ve epidemiyolojik veriler iizerine
odaklanmasina karsin bakterinin virulans faktorleriyle ilgili calismalarin sayisi azdir
(5). A.baumannii enfeksiyonun baslayis ve ilerleyis mekanizmalar1 da heniiz netlik
kazanmamugtir. Toksin ve sitolizin tretimi saptanamamis olmakla birlikte, cesitli
virulans faktorleri tanimlanabilmistir (2,4). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda molekiiler
diizeyde gosterilen virulans faktorleri arasinda; dis membran proteini A (Omp A),
penisilin baglayan protein-7/8, lipolitik enzimler, lipopolisakkarit, polisakkarit kapsiil,
tip-1 pili, asinetobaktin ve dig membran kesecikleri bulunmaktadir. Sayilan virulans
faktorleri bakterinin olumsuz kosullarda hayatta kalabilmesini saglamakta, serum
direnci, hemolitik aktivite, biyofilm olusturma, hareket yetenegi, efluks pompasi,
demir kazanimi gibi kritik mekanizmalara etki ederek enfeksiyon patogenezini
yonetmektedir.(4). Bununla birlikte halen, bu mikroorganizmaya kars1 daha etkili
kontrol ve tedavi stratejileri gelistirebilmek igin virulans faktorlerinin daha fazla

arastirilmasina ihtiyag vardir (2).

Hastanemiz de dahil olmak tizere iilkemizde ¢ogul direncgli ve hatta tiimiiyle
direngli A. baumannii enfeksiyonlar1 hastanelerde salginlara ve 6nemli sorunlara yol
agmaktadir. Genel viriilans faktorleriyle ilgili birtakim ¢alismalar olsa da; ¢ogul ya da
tim direngli suslarla, duyarli olan suslar arasindaki viriilans ozelliklerinin
karsilastirildigi, ¢ok smirli sayida c¢alisma bulunmakta olup sonuglar heniiz
netlesmemistir. Bu ¢alismada Kklinik 6nemi gittikge artan A.baumannii izolatlarinin
virulansi ile iliskili temel o6zelliklerin arastirilmasi, ve bu o6zelliklerin izolatlarin

ilaglara kars1 direng durumuyla karsilastirilarak incelenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Taksonomi ve Tarihge

Acinetobacter baumannii, non-fermenter Gram negatif kokobasil olup
Moraxellaceae ailesinin bir tiyesidir ve son yillarda nozokomiyal patojen olarak dikkat
cekmektedir. Ilk olarak 1911 yilinda Beijerinck tarafindan taksonomik olarak 32 farkli
tir tammlanmis olup, bu tiirlerin ¢ogu c¢evresel bakteriler olup insanlardaki
hastaliklarla iliskileri olmadigi saptanmistir. Ancak son 10 yil igerisinde Acinetobacter
tirlerinin ¢ok ilaca direng gelistirmesi tiim diinyada bu tiirlerin 6nemini son derece
artirmistir (1). 'Acinetobacter’ Yunanca orjinali 'akinetos' olarak gecen ‘hareketsiz'
anlaminda olup motilite yetenegi olmayan fakat ‘twitching' (segirme) tarzinda bir
motiliteye sahip olabilen bakteri tiiriinti tanimlar (2). Brisou ve Prevot tarafindan ilk
Acinetobacter kelimesi 1954 yilinda, hareketli Achromobacter cinsi bakterilerden
ayirabilmek amaciyla tiiretilmistir ve 1971 yilinda resmi olarak taksonomide yer
almustir (6). Bu cins iginde ilk olarak Acinetobacter calcoaceticus tiirii tanimlanmustir.
Bouvet ve Grimont 1986’da DNA-DNA hibridizasyonu ile Acinetobacter cinsi
tiyelerini 12 tiire ayirmiglardir (7). Bunlar arasinda A. baumannii, A.calcoaceticus,
A.haemolyticus, A.johnsonii, A.junii ve A.lwoffii bulunmaktadir. Farkli ¢aligmalar
sonucunda ise 32’ye ulasan genomik tiir oldugu gosterilmistir (8). Fenotipik olarak
ayirt edilemeyen bir benzerlik Acinetobacter calcoaceticus, A. baumannii, genomik
tiir 3 ve genomik tiir 13 arasinda bulunmaktadir. Farkli ¢alismalar neticesinde bir ¢ok
aragtirmaci bu tiirleri A. calcoaceticus-A. baumannii complex olarak tanimlamistir.
Hastane infeksiyonlarinda ise en sik goriilen genomik tir A. baumannii olup,

sonrasinda A. lwofii ve A. johnsonii etken olarak goriilmektedir (9).

2.2. Genel Mikrobiyolojik Ozellikler

Acinetobacter tiirleri gram negatif, non-fermentatif, sporsuz, hareketsiz, ince
kapsiil olusturabilen bakterilerdir. Biyokimyasal 6zelliklerine bakildiginda, nitratlari
nitritlere indirgeyemeyen, oksidaz, deoksiriboniikleaz ve indolii negatif olan, katalazi
ise pozitif olan bir gruptur. Bakteriler segici olmayan besiyerinde genelde kokobasil

formunda iken, antibiyotik igeren bazi besiyerlerinde basil formunda



bulunabilmektedir. (10). Acinetobacter spp. tiirlerinin Gram boyama ile goriilebilen
morfolojileri yasam dongiisiindeki evresine gore farklilik gosterebilmektedir.
Genellikle bakteriler logaritmik tireme fazinda basil, iiremenin duraklama fazinda
kokobasil olarak goriiliirler. Gram boyamada alkol ile yapilan dekolarizasyona direng
gosterebilmekte olup, bakteriler Gram negatif kok, kokobasil, diplokok seklinde
boyanabilmektedirler (11). Acinetobacter tiirleri koyun kanli agar, triptik soy agar gibi
laboratuvarlarda rutin olarak kullanilan besiyerlerinde ve Mac Conkey/ Eozin -metilen
blue (EMB) agarda iyi tirerler. Mac Conkey/ EMB agarda laktoz negatif koloniler
olustururlar. Koyun kanli agarda, 18-24 saat inkiibasyon periyodu ardindan 0,5-2mm
capinda diizgiin, saydam ya da mat olabilen, Enterobacteriaceae ailesinde bulunan
bakterilerden daha kiiciik, yiizeyden hafif kabarik S tipi koloniler olustururlar.
Acinetobacter tiirleri arasinda sadece Acinetobacter haemolyticus koyun kanli agarda
hemolize neden olmaktadir (11). Gram boyanma 6zellikleri ve dekolorizasyona bazen
direng  goriilmesi  nedeniyle Neisseria tirleri ve S. maltophilia ile
karistirilabilmektedir. Oksidaz negatif 6zellik gostermeleri nedeniyle Neisseria ve
Moraxella gibi diger nonfermentatif bakterilerden ayrilirlar (12). Acinetobacter
tirlerinin ayriminda kullanilmak igin, uygulanmasi zor olan ve uzun siirede
sonuglanan bir takim fenotipik o6zellikler degerlendirilebilmektedir. Bu fenotipik
tanimlama 6zellikleri igerisinde tireme derecesi, hemoliz olusturma, jelatin hidrolizi,
glikozdan asit olusturma ve farkli karbon kaynaklarinin asimilasyonu bulunmaktadir
(13).

Herelea agar, Holton’s agar, Leeds Acinetobacter Medium gibi birtakim segici ve
ayirt edici besiyerleri ile bakteriler klinik 6rneklerden izole edilebilir. Bu besiyerleri
safra tuzlari, seker ve bromkrezol moru igermektedir. (14). Tiir diizeyinde ayrim
yapabilmek icin glukoza oksidatif etkisi, hemoliz o6zellikleri ve 44°C sicaklikta
tireyebilme yetenegi yeterli olabilmektedir. A.baumannii hemoliz yapmadan, glukozu
oksidasyonu yapar ve 44°C sicaklikta iireyebilme yetenegi ile kolayca diger
Acinetobacter tiirlerinden ayirt edilebilmektedir. Glukoz oksidasyonu negatif olan
kokenlerden hemoliz yapmayan A.lwoffi, hemoliz yapan tiir ise A.haemolyticus olarak
adlandirilir. A.johnsonii diger Acinetobacter tiirlerinden 37°C’de tireyememesi nedeni
ile ayirt edilebilmektedir (14,15).



Tablo 1: Acinetobacter tiirlerinin bazi temel tanimlayici 6zellikleri

Acinetobacter tiirleri  44°C’de iireme Glukoz oksidasyonu  Hemoliz
A.baumannii pozitif pozitif negatif
A.calcoaceticus negatif pozitif negatif
A. haemolyticus negatif pozitif pozitif
A.lwoffii negatif negatif negatif

2.3. Epidemiyoloji

Acinetobacter tiirleri, canliigin1 koruyabilmek i¢in olduk¢a az gereksinime
ihtiyag duyarlar ve cesitli karbon kaynaklarin1 kullanabilmeleri nedeniyle dogada
toprak, su, sebze, bitki gibi canlilarda saprofit olarak serbest yasayabilmektedirler (16).
Ozellikle pastorize siitlerde, dondurulmus gidalarda bulunabilen bu bakteriler ve
hastanelerde havalandirma sistemlerinden, hasta odalarinda gesitli ylizeylerden, hasta
yastiklar1 ve sabunluklardan da izole edilebilirler (17). A. baumannii canli kalabilmek
icin az miktarda besin gereksinimi duyar ve biyofilm olusturma yetenegi ile de
kolaylikla ilaglara kars1 direng gelistirebilmektedir (18). Acinetobacter tiirleri yaklagik
bes ay kadar bir siire ile kuru ve cansiz yiizeylerde yasayabildikleri icin insan
rezervuarlar1 ve hastane ortamlarindaki kolonizasyonlari1 sayesinde hastadan hastaya
kolaylikla gegis yapabilmektedir (19). Viicudun nemli bolgeleri olan koltuk alti, kasik
gibi yerlerde derinin normal florasinda bulunabilir ve saglikli insanlarda %25 oraninda
deride Acinetobacter tiirlerini tagindigi diisiniilmektedir (19). Agiz boslugu ve
solunum yollarinda da tasiyicilik bulunmakta olup faringeal kolonizasyon %7
oranindadir (20). Hastaneye yatirilmamis bireylerde tasiyicilik orani oldukga diisiik
olmakla birlikte hastanede izlenen hastalarda 6zellikle salgin donemlerinde tasiyicilik
yiikselmekte ve bogaz tasiyicihiginin %7-18’e kadar yiikseldigi gorilmektedir.
Ozellikle trakeostomili hastalardan alinan siiriintiilerinde bu oranin %45’e kadar
ciktig1 goriilmektedir (20). Acinetobacter tiirleri 6zellikle hastane calisanlarinin
ellerinde ve trakeostomi kenarlarinda en sik ve en uzun siire kolonize bakterilerdir
(21).

Acinetobacter hastane ¢alisanlarinda, 6zellikle ciltlerine kolonize olarak tasinan

en yaygi Gram negatif mikroorganizmadir (22). Saglik ¢alisanlarinin Acinetobacter



bulasindaki rollerinin arastirildigi bir ¢alismada, doktorlarin ve hemsirelerin %3-23
oraninda ellerinde Acinetobacter kolonizasyonu tespit edilmistir (23).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde 6zellikle yogun bakim {initelerinde
Acinetobacter’e bagli olarak gelisen pnémoni sikliginin National Nosocomial
Infection Survaillance Control (NNIS) verilerine gore yillar igerisinde arttigi
goriilmiis, 1986 yilinda %4, 2003 yilinda ise %7 olarak bulunmustur. 2003 yilinda
yogun bakim initelerinde gelisen hastane kokenli  pnémonilerin - %6,9’u,
bakteriyemilerin %2.,4’#, cerrahi alan enfeksiyonlarinin %2,1°i ve iriner sistem
enfeksiyonlarinin %1,6’sinda Acinetobacter tiirleri etken olarak saptanmustir (24).
Avrupa’da ise Acinetobacter tiirleri ile gelisen enfeksiyonlar degerlendirildiginde,
2011 yilinda Ozellikle yogun bakimlarda gelisen pnomonilerin  %4,2’sinin,
bakteriyemilerin %4,1°’i nin ve driner sistem infeksiyonlarmin = %21,9’unun bu
bakteriler tarafindan olusturuldugu goriilmektedir. Enfeksiyon orani 6zellikle italya,
Romanya ve Slovakya’da yiiksek bulunmustur (25). Tirkiye’de 22 merkezin
katilimiyla 2001 yilinda bir ¢alismada yogun bakimlarda gelisen enfeksiyonlarda

%18,2 oranla Acinetobacter tiirleri tespit edilmistir (26).

2.4. Patogenez

Gegmiste Klinik 6nemi az, ¢ogunlukla saprofit bakteri olarak kabul edilen
Acinetobacter tiirleri yeni antibiyotiklerin klinikte kullanilmaya baslanmasi, tarim,
invaziv proesediirlerin yogun bakim {initelerinde kullanilmaya baslanmasi, ilag
direnci-toplum iligkisi nedenleriyle hastane kaynakli Acinetobacter enfeksiyonlarmin
siklig1 artmistir (16,17). A.baumannii diinya ¢capinda 6nemli bir Nozokomiyal patojen
olup buna A. lwoffii ve A. haemolyticus bakterileri de eklenmistir (8,9). Acinetobacter
spp. tarafindan olusturulan enfeksiyonlar arasinda bakteriyemi, ventilator iliskili
pnomoni, menenjit, kolanjit, peritonit, tiriner sistem enfeksiyonlari, deri ve yumusak
doku enfeksiyonlari, ventrikiilit, infektif endokardit yer almaktadir. Bakteri ayni
zamanda deri ve solunum yollarinda kolonize halde bulunabilir (19,20). Enfeksiyon
konagin ilk savunmasi tehlikeye girerse olusur, ancak ¢alismalar uzun siire hastanede
kalmaya bagli olarak kolonizasyonun arttigint gostermektedir. Kolonizasyon
enfeksiyon olusumundan ¢ok daha sik goriilmektedir, yapilan ¢alismalar patojen

suslarin  immun  baskilanmis hayvanlarda %75-100 oranlarinda Glimciil



enfeksiyonlara neden oldugunu gostermektedir. A.baumannii ayn1 zamanda neonatal
yogun bakim ve pediatrik onkoloji servislerinde de bakteriyemi nedeni olup, ayni
zamanda toplum koékenli menenjit ve endoftalmit etkeni de olmaktadir. Siipiiratif
enfeksiyonlari icerisinde beyin, akciger ve tiroid abseleri; yara ve cerrahi travmalara
bagli sekonder enfeksiyonlar, goziin piriilan enfeksiyonlari yer alir (24,25).
Nozokomiyal etkenler igerisinde S. aureus, E. coli, Klebsiella spp. P. aerugenosa, C.
albicans, Enterococci, Serratiae ve Enterobacter'den sonra 9. siradadir; %34 mortalite
ile seyretmekte olup, hastane kaynakli enfeksiyonlarin %43'tinden sorumludur.
Insandan izole edilen nonfermenter bakteriler icerisinde Pseudomonas aeruginosa
sonrasinda 2. sirada sikliktadir, insidanslarinin artmasi mortalite oranlarini olduk¢a
artirmaktadir. A.baumannii tiirlerinin ¢ok sayida fatal seyirli toplum kokenli pnémoni
ile iliskili oldugu gosterilmistir. A.haemolyticus ise endokardit, verotoksin iiretimi
sonucu ise kanli ishal olusumuna neden oldugu gésterilmistir (2, 24).

Acinetobacter spp. bakterilerine ait patojenite mekanizmalar1 ¢ok az arastirilmig
ve tam olarak anlasilamamustir. insan enfeksiyonlarindaki enfektif doz heniiz tespit
edilememis olup, 40 klinik izolat ile farelere intraperitoneal enjeksiyon yapilan bir
calismada LD50 degerinin her fare igin 103-150 canli hiicre arasinda oldugu tespit
edilmistir. En ¢ok calisilan tiir A.baumannii olmasma ragmen bu tiir igin de
enfeksiyonun baslayis ve ilerleyis mekanizmalari heniiz netlik kazanmamuistir. Toksin
ve sitolizin tretimi bilinmemekle birlikte birkag virulans faktorii tanimlanabilmistir.
Ancak A.baumannii ve A.baylyi ile yapilan karsilagtirmali genomik ¢aligsmalar pilus
biyogenezi, demir alimi ve metabolizmasi, quorum sensing ve tip 4 sekresyon
sistemine ait genleri tanimlamistir (2, 27). Daha etkili kontrol mekanizmalar
bulunabilmesi  i¢in virulans faktorlerinin daha fazla arastirilmasina ihtiyag

goriilmektedir.

2.5.Viriillans Faktorleri

Firsat¢1 patojen olan A. baumannii, son yillarda giderek artan bir 6neme sahip
olmasina karsin bakterinin virulans faktorlerine dair bilgiler smirli kalmistir (27).
Genel olarak virulansinin disiik oldugu kabul edilmekte olup ve bagisiklik sistemi
normal olan bireylerde nadiren enfeksiyona neden olmaktadir fakat 6zellikle yogun

bakimlarda firsat¢1 hastane enfeksiyonlarina neden olduklari bilinmektedir (28).



Acinetobacter tiirleri nadiren toplum kaynakli enfeksiyon etkeni olarak da karsimiza
cikmaktadir. Ozellikle A. baumannii’ye bagh gelisen toplum kaynakli pnémonilerde
mortalite oran1 yiiksek seyretmektedir. Bu durum A. baumannii’nin yiiksek
patojeniteye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir (29). Son yillarda yapilan
calismalar sonucunda, A.baumannii’nin daha direncgli ve viriilan hale geldigi

belirtilerek temel nozokomiyal bir tehdit olusturdugu goriilmektedir(3).

2.5.1 Hiicre yiizey yapis1 ve enzimleri

Genel olarak bakterilerin hiicre yiizey 6zellikleri ve olusturduklari tirtinler konak
dokularinda hasara neden olmakta ve bu durum enfeksiyonlarin patogenezinde 6nemli
rol oynamaktadir. A. baumannii’de bulunan lipopolisakkarid O antijeni, yapisindaki
tekrarlayan deoksiamino sekerler ve bu polimerlerin ¢ogundaki yapisal dallanmalar
nedeniyle hidrofobik o6zellik gostermektedir (3). Bakterideki bu o6zellik bakteriyel
adezyonun onemli bir belirleyicisidir. Basarili bir enfeksiyon olusmasi i¢in bakterinin
konak hiicresine basarili bir sekilde yapigsmasi gerekmektedir. Bu hidrofobisite
bakteriyi fagosite edilmekten korur ve bakterinin farkli polimerlere baglanmasinda
onemli rol oynamaktadir (2). Bu konu ile ilgili calismalarda, Acinetobacter RAG-1
susunun ince fimbria ve polisakkarid kapsiil benzeri yapilari kullanarak, insan agiz ici
epitel hiicrelerine hidrofobik yiizey bilesenleri araciligiyla tutundugu gosterilmistir.
Hiicre yiizey hidrofobisitesi ve kollajen, fibronektin, fibrinojen ve vitronektin gibi
hiicresel matriks proteinlerine baglanma ile iliskili sonuglar elde edilmistir. Ancak bu
hidrofobisiteyi saglayan faktorlerin patogenezdeki rolleri, hayvan deneyleri ve
bunlarla kombine molekiiler genetik yontemler ile ¢alisilarak heniiz dogrulanmamistir
(3). Hidrofobisite bakterinin katater ve protez gibi yiizeylere yapisma kabiliyetini de
saglamaktadir. Bakteri suglarinin hidrofobik 6zellikleri yiizey yapisina baglidir. Hiicre
yiizeyinin piiriizli yapist ya hidrofobisiteyi artirir ya da tam tersi etki eder.
Acinetobacter tiirlerine ait hiicre ylizeyinde bulunan protein uzantilarinin varligi
hidrofobisite kazanmasina neden olur. Yeni bir ¢calisma elektron mikroskobik olarak
A. johnsonii S35 ve A. junii S33 suslarinda hiicre yiizeyine ait blister benzeri
uzantilarin varhigimin diger bakteri hiicreleri ile birlikte koagregasyona izin verdigini
gostermis, diiz ylizeye sahip mutant sus A. johnsonii IAM1517 ise agragasyon

yapamadig1 gézlenmistir (2).



Yiizey hidrofobisitesi kolonizasyon faktorlerine, fimbria, diger dis membran
komponentlerine ve konak hiicrelerine bakteri hiicrelerinin adezyonunu saglayan
adezyon enzimlerine aracilik etmektedir. Ornegin Acinetobacter'deki iireaz aktivitesi
bakterinin fare midesine kolonizasyonuna aracilik eder. Ureaz ayn1 zamanda
bakterinin insan midesinde hipoklorhidrik ve aklorhidrik yiizeyine kolonize olarak
inflamasyonun baslamasina yardimci olur. Bakteri hiicre yiizeyindeki polisakkarid
slime tabaka hidrofobikligi saglamaktadir. Bakteri virulansinda 6nemli olan diger
enzimler ise esteraz , aminopeptidaz, asit fosfatazlardir. Esterazlar kisa zincirli yag
asitlerine kars1 giiclii hidroliz etme aktivitesine sahip oldugundan ozellikle lipid
dokulara zarar verirler. Hidrolitik enzimler bakteriye ¢ok giiglii hemolitik aktivite
saglarlar. Uzerinde en ¢ok calisilan hidrofobik enzim P.aeruginosa'da plcS tarafindan
kodlanan fosfolipaz C(PLC)-H’dir. Asidik olup ¢ok giiglii hemolitik aktiviteye
sahiptir. plc-N tarafindan kodlanan PLC-N daha basit olup hemolitik aktivitesi yoktur.
Yapilan son calismalarda fosfolipaz C (plc) geninin 2 kopyasinin %50 benzerlik ile
A.baumannii bakterisinde de oldugunu ortaya koymustur. Bu lipazlarin benzer
fonksiyona sahip olduklar1 goriilmiis fakat tam olarak aydinlatilamamistir (1,2,5).
Ayrica fosfolipaz C yapisindaki bir enzimin epitel hiicrelerine olan toksisiteye katkida
bulundugu rapor edilmistir (30). Hostacka ve Klokoénikova tarafindan fosfatidilkolin
ve sfingomyelin salinimiin 16kosit hiicrelerine toksik etkide bulundugu gosterilmistir
(2).

Russo ve ark., A.baumannii’nin viriilans faktorlerini arastirdiklar: ¢alismalarinda,
AB307-0294 susunda olusturulan transpozon mutantlari ile bakterinin in vitro viicut
asitinde tiremesini saglayan genetik yapilar1 arastirarak, kapsiil polimerizasyonu ve
olusumu ile iligkili iki genin (protein tirozin kinazi kodlayan ptk ve polisakkarid-dis
atim dig membran proteinini kodlayan EpsA) 6nemini ortaya koymuslardir. Kapsiilii
bulunan fenotipin insan asit sivisinda rahatlikla iireyebildigi ve hem insan serumunda
hem de farelerin yumusak dokusunda canli kalmalarinin arttig; fakat kapsiilii olmayan
mutantlarin  tamamen elimine edildigi gosterilmistir. Bu c¢alismada K1 kapsiil

yapisinin bakterinin viriilansinda énemli oldugu bildirilmistir (3).



2.5.2. Toksik slime polisakkaritler

A.baumannii izolatlari, yapis1 ve antijenik 6zellikleri iyi bilinen, klinik ve tanisal
onemleri belirlenmis olan farkli birtakim lipopolisakkaridler (LPS) iiretmektedir. LPS
yapilarinin, serum direnci, konagin endotoksine karst olusturdugu immiin yanit ve
Klinik semptomlar ile iliskili viriilans faktorleri olabilecegi diistiniilmektedir (3).
Toksik slime polisakkaritler genellikle biiyiimenin eksponansiyel fazinda tiretilirler ve
D-glucuronic acid, D-mannose, L-ramnose and D-glucose gibi glukoz yapi bloklarini
olustururlar. Bu polisakkaritler nétrofillere karsi toksik etkiye sahiptir. Konak immun
sistemini  bozmadan notrofil  migrasyonunu ve fagositozu onlerler. Olusan
enfeksiyonlarda etkili bir kontrol mekanizmas: gelistirebilmek igin bu yapilar1 tam
olarak anlamak gerekmektedir (2).

2.5.3. Verotoksinler

Ik olarak Grotius ve ark. Acinetobacter (A.haemolyticus) tiirlerine ait verotoksin
salmimmi tanimlamislardir. Verotoksinler bir¢ok enterik bakteri 6zellikle E.coli ve
Shigella dysenteriae tarafindan salgilanan kanli ishal ile iliskili toksinlerdir. Toksinler
hiicre ribozom sisteminde protein alt sinifindan RNA N-glycosidases ile iligkili olup
dogrudan protein sentezinin inhibisyonuna sebep olurlar. Verotoksinler vtx-1 ve vtx-
2 olarak 2 antijenik gruba ayrilir ve bu gruplar 6nemli sayida genotipik varyantlar
icermektedir. A.haemolyticus tarafindan iretilen bu toksinin mekanizmasi ¢ok iyi
anlagilamamistir. Lambert ve ark. A.haemolyticus tarafindan, tiretilen vtx-2 toksini ile
bakterinin bagirsak hiicrelerine horizontal gen transfer yolu ile ¢ok hizli transforme
oldugu ileri striilmiistiir. E.coli ve diger bakterilere ait verotoksinler ile Acinetobacter
tiirlerine ait toksinler temel yapi, kimyasal komponent ve patojenite agisindan ayni

ozellikleri gostermektedir (2).

2.5.4. Demir kazamim mekanizmalari

Bakteriler enfeksiyonu devam ettirebilmek i¢in cogalmalar1 esnasinda gereksinim
duyduklart demiri konak hiicre ile yarisarak saglayabilmeye c¢aligirlar. Demir,
laktoferrin ve transferrin gibi demiri baglayabilen bilesiklerde de bulunmakta olup,

ortamda bulunmasina ragmen bakterinin ¢ogalmasi sirasinda hazir olarak mevcut
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degildir (2). Bu nedenle mikroorganizmalar konak hiicrede yasayabilmek igin, yiiksek
afiniteli demir kazanim sistemlerini eksprese ederek oncii demir molekiillerini
kullanabilme yeteneklerini gosterirler. Demir konsantrasyonu 6énemli bir ¢evresel
sinyal olup, temel hiicresel fonksiyonlar1 kodlayan bazi genlerin ekspresyonunun
diizenlenmesiyle iligkilidir. Sideroforlar bu amacla bakteriler tarafindan {iretilirler,
bakterinin demir kazanimini saglayarak yine ayni zamanda, enfekte konakta hiicre
hasarina da neden olarak bir viriilans faktorii 6zelligi gosterirler (3). Sideroforlar
protein yapisinda olup, bakterinin demiri baglayarak hiicre igine alimini saglayan
yapilardir. Bakteriler bu demir baglayan proteinler ile serbest ekstraselliiler demir
konsantrasyonunu azaltarak savunma mekanizmalarint saglarlar. Viicutta serbest
demir 10® M konsantrasyonda bulunmakta fakat bakterinin konak hiicrede
yasayabilmesi icin gerekli demir konsantrasyonu 10 M dir. A.baumannii suslari,
demir kazanimini siderofor aracili ve/veya hemin kazanim fonksiyonlarini eksprese
etme gibi farkli yollarla saglayarak bagimsiz bir demir kazanim sistemi
olusturmuslardir ve bu sayede konak hiicreye kolonize olmay1 basarabilmektedirler
(3). Bakteriyel siderofora aerobaktin adi verilir. Acinetobacter sideroforu
acinetobactin adin1 alir ve histidin dekarboksilasyonu sonucu olusan amin histidin
yapilarindan olusmaktadir. Bakteri hiicresine demir alimi ferrik regulator alim proteini
tarafindan transkripsiyonun baskilanarak siderofor sentezinin artirilmasi yolu ile
diizenlenir (2).

Molekiiler ¢alismalarda, asinetobaktin ile iligkili 18 ac¢ik okuma bolgesi (ORF)
iceren bir bolge A.baumannii kromozomunda gosterilmistir. Bu bolgede yer alan bauA
asinetobaktin transportundan, basD asinetobaktin biyosentezinden, barA ve barB ise
siderofor salinimindan sorumlu genlerdir. Klinik izolatlarin analizi neticesinde, farkli
Acinetobacter tiirlerinin farkli demir alim sistemlerini eksprese etme ve farkl: biyofilm
yapilar1 olusturma yeteneklerine sahip olduklarini gostermistir. Farkli ¢alismalarda
siderofor biyosentezi ve salinimindan sorumlu genlerde olusan delesyonlarda, suslarda
hemin ile iliskili demir kazanim sistemlerinin devreye girdigi gdsterilmis olup, bu
durum A.baumannii‘nin demir elde etmek icin olduk¢a basarili bir sistem igerdigini

gostermektedir (3).
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2.5.5. Dokulara yapisma ve hasar olusturma mekanizmalari

Dis membran proteinleri ("Outer membrane proteins') (OMPs): Bakteride konak
hiicre ylizeyine baglanma, fimbria ve bakteriye ait farkli membran komponentleri ile
olmaktadir (3). Dis membran proteinlerinin bazi Gram negatif bakterilerde
patogenezde ve konak hiicreye adaptasyonda yine ayni zamanda antibiyotik direnci
gelisiminde temel rollleri oldugu bilinmektedir (2). A.baumannii 'yiizeyinde bulunan
OmpA (AbOmpA) proteini, 38 kDa molekiiler agirliginda olup kiigiik maddelerin
gegisinde rol oynamaktadir. Daha 6nceki yillarda Omp38 olarak bilinen bu protein,
mikroorganizmanin epitelyal hiicrelere yapisip invazyonu gerceklestirmesinden
sorumludur. Okaryotik hiicrelere direkt olarak baglanan AbOmpA, sitokrom ¢ ve
apoptozu indiikleyici faktor (AIF) gibi proapoptotik molekiillerin salinimi sonucu
urettigi sinyallerle, epitel hiicrelerinin apoptozuna neden olmaktadir (3). OmpA
ailesine ait dis membran proteinleri (OMPs) ¢esitli Acinetobacter suslarinda
karekterizedir. Vila ve ark. A. radioresistens, A. baumannii ve A. junii suslarina ait
OmpA protein genom sekanslarinda benzerlik oldugunu saptamiglardir. OmpA
proteinleri epitel hiicre apoptosisini indiikler, gastrin ve interlokin B gen
ekspresyonunu stimiile eder. Yeni bir ¢calismada Vallenet ve ark. A.baylyi OmpA
proteininin emiilsifiye edici aktiviteye sahip oldugu ve ayn1 zamanda her
Acinetobacter susunda OmpA proteinini sadece bir genin kodladigini bildirmislerdir.
Diger bir deyisle bu proteinler aminoasitlerinin %89 dan fazlasini1 paylasarak ayni
kromozomal baglama sahip olurlar. Acinetobacter tiirleri konake¢1 hiicreleri dldiiren
OmpA proteini ile cevrilidir. Enfeksiyon sirasinda okaryotik hiicrelere baglanarak
niikleusa transloke olur ve hiicre 6liimii gergeklesir.(2)

Konak ile patojen arasindaki etkilesim sonucu enfeksiyon veya kolonizasyon
olusmast i¢in etkenin hiicre duvarina tutunmasi gerekir. Yapilan ¢alismalar sonrasinda
Acinetobacter RAG-1 susu ve A.calcoaceticus susunun epitel ve lenfositlere yapistigi
gosterilerek insan hiicreleri ile etkilesimi kabul edilmistir. A.baumannii klinik
izolatlariyla yapilan sonraki ¢alismalar da ise insan eritrositleri ve bronsiyal epitel
hiicrelerine tutundugu belirlenmistir (31).

De Breij ve ark. A.baumannii ATCC 19606 susunun abiyotik yiizeylere,
CsuA/BABCDE saperonu onciiliigiinde pili ¢eviri sistemini eksprese ederek

yapistigini gostermislerdir. Bu susun, CSUA/BABCDE saperonundan bagimsiz olarak
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tirettigi kisa ve ince pililer ile insan solunum sistemi hiicreleri gibi biyotik yiizeylere
yapistigl, CSUA/BABCDE aracili pilusun ise abiyotik yiizeylerde biyofilm olusumuna
katkis1 oldugunu ifade etmislerdir (3). Farkli bir ¢alismada ise, PER-1 tipi beta-
laktamaz iireten A.baumannii Klinik izolatlarinin hiicrelere daha iyi yapistigi, ancak
bakterinin PER-1 tipi beta- laktamaz iiretimi ile dokulara adezyonu arasindaki iliskinin

onemi tam olarak aydinlatilamamaistir (32).

2.5.6. Quorum sensing mekanizmasi

Mikroorganizmalarin patogenezinde, yeni c¢evreye karsi adapte olmak ve
cevreden gelen uyaranlari algilayarak bunlara kars1 yanit gelistirmek 6nemli bir yere
sahiptir. Bakteri bir¢cok farkli mekanizma ile pH, ozmolarite, besin kaynagi ve
popiilasyon yogunlugu gibi c¢evresel sartlardaki degisiklikleri algiladiginda,
metabolizmasinda birtakim degisiklikler yaparak yeni sartlara kendini adapte etmeye
calisir. “Minimum popiilasyon birimini algilama” olarak ifade edilen “Ouorum
Sensing (QS)” mekanizmasi, bakterinin etrafindaki popiilasyon yogunlugunu
saptamasina yarayan bir sistem olup, bakteri bu bilgiyi bircok 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 (3).

Oto-indiikleyiciler, transkripsiyonel regiilator proteinlere baglanarak ve boylece
organizmada gen ekspresyonu aktivasyonu/regiilasyonu yaparak islev goriirler. Agil
Homoserin Laktonlar (AHL) araciligi ile meydana gelen QS siireglerinin sonunda
AHL iireten komiinitenin faydasma olan bazi fenotipler ortaya ¢ikmaktadir. Bu
fenotiplere 6rnek olarak viriilans faktorlerinin iiretimi, motilite, nodiilasyon, plazmid
transferi, antibiyotik tiretimi, bioemiilsan iiretimi, bioliiminesans ve biofilm olusumu
verilebilir. Gram negatif bakterilerdeki tipik AHL sisteminde LuxI ve LuxR ailelerine
mensup iki protein gorev almaktadir. Luxl tipi proteinler, LuxR tipi ayni aileden
proteinlerle direkt olarak etkilesime giren ve bunlarla bir kompleks yapan AHL’lar1
sentezler. Bu kompleks daha sonra lux-box ad: verilen spesifik bir promotor dizisine

baglanir ve QS hedef genlerinin ekspresyonunu regiile eder (33).
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Acinetobacter suslarinin %63’1 birden fazla AHL molekiili iiretmektedir. Bununla
birlikte bu AHL molekiillerinin higbirisi genus igindeki bir tek tiire spesifik degildir.
Ortamin besin kosullari, hiicresel iletisimi ve quorum sensing ile kontrol edilen
genlerin ekspresyonunu etkilemektedir. Acinetobacter quorum sinyalleri, viriilan ve
non-viriilan suslar arasinda homojen olarak dagilmamaktadir. Bu nedenle quorum
sinyallerine bakarak viriilan/non-viriilan ayrimi1 yapmak zordur (33).

Gunumiizde, ¢oklu ila¢ direngli Acinetobacter’ler ile savasmak icin alternatif
stratejiler gelistirilmesi gerektigi agiktir QS’i inhibe eden ya da QS ile diizenlenen
genlerin prematiir ekspresyonuna neden olan stratejiler bazi bakteriyel hastaliklarda
genis spektrumlu bir kontrol saglayabilirler. Quorum sensing sinyallerinin
inhibisyonunu ve bu sayede hem biofilm olusumunu hem de muhtemel diger viriilans
genlerini  engellemeyi hedefleyen yaklagimlar yeni bir tedavi segenegi
olusturmaktadir. Quorum sensing’in regiilasyonunu bozmak ya da bu siireci
engellemek igin baz1 bitki ekstreleri, sentetik bilesikler, ve AHL pargalayici enzimler
kullanilabilir. Acinetobacter tiirlerinde quorum sensing’in anlasilmasi ve viriilanstaki
muhtemel roliiniin bilinir hale gelmesiyle birlikte bu infeksiyonlar1 kontrol edebilecek

yeni biyomolekiiller gelistirmek miimkiin olacaktir (33).

2.5.7. Biyofilm olusumu

Biyofilm kavramu, ilk olarak 17. yiizyilda Van Leeuwenhoek tarafindan ortaya
konmustur. Uzun yillar konuyla ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmamustir ancak 1978
yilindan sonra biyofilmler ve ozellikleri ile ¢alismalar artarak bildirilmeye
baglanmistir (34). Biyofilm, bir yiizeye yapisarak, belirli bir yapisal biitiinliik
icerisinde toplu halde yasayan ve birbirleriyle haberleserek varliklarinin devami igin
gerekli islevlerin yerine getirilmesini saglayan bakterilerin olusturdugu karmasik bir
organizasyondur. Bakteriler ekstraseliiler polimerik maddeler olarak da bilinen ve bir
dizi polisakkarid, niikleik asit ve protein iceren ¢amur veya balgik benzeri bir matriks
icerisinde gomiili olarak bulunurlar (35).

Acinetobacter spp. yiiksek derecede kurutulmus ortamlardaki abiyotik yiizeylerde
uzun siire canli kalabilme yetenegine sahiptir. Ornegin Javad ve ark. tarafindan yapilan
bir ¢alismada 39 adet klinik izolat kullanilmis olup bu izolatlarin cam lameller

tizerindeki canli kalabilme siireleri arastirilmis ve 27 giin Acinetobacter izolatlarinin
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bu cam lameller tizerinde canli kalabildigi gézlenmistir. Bu sonu¢ Gram negatif ve
Gram pozitif bakterilere oranla ¢ok daha fazla yaygin bir durumdur (36). Yine yapilan
bir galismada klinik Acinetobacter spp. izolatlar1 toplanmis ve biyofilm olusturma
yetenekleri olanlarin 6zellikle katater ile iliskili iiriner sistem enfeksiyonu, Katater ile
iliskili kan dolasim sistemi enfeksiyonu ve santa bagli menenjit enfeksiyonlar
olusmus hastalardan elde edilen izolatlar oldugu saptanmistir (36). A.baumannii igin
daha 6nceleri 6nemsenmeyen bu konu, zaman gegtik¢e enfeksiyonlarin ciddiyeti ve
siklig1 artmaya basladik¢a 6nem kazanmus, bakterinin biyofilm olusturma yetenegi ve
bunu hangi mekanizmalar1 kullanarak gergeklestirdigi ile ilgili bilgiler 2003 yilinda
aciklik kazanmaya baslamistir (3).

Bakterinin klinik olarak solunumsal epitel hiicrelerine ve polistren abiyotik
ylizeylere yapigma yetenegi ile antibiyotik direng gelistirme yetenegi arasinda bir iliski
oldugu gosterilmistir (36). Cok ilaca direngli izolatlarin daha fazla biyofilm
olusturdugu ve bunun bakteriye ait diger membran proteinlerinin birikimi ile iligkili
oldugu gorilmistiir. Direngli A.baumannii suslarinda PER-1 beta-laktamaz geni
tastyanlarin biyofilm olusturma ve epitel hiicrelere yapisma kapasitesinin bu geni
icermeyen izolatlara gore daha fazla oldugu belirtilmektedir. Ayrica, onceden
aminoglikozid tiirii bir ilag kullaniminin da biyofilm iiretimini artirarak kolonizasyon
ve enfeksiyon riskini de yiikselttigi gosterilmistir (3).

Acinetobacter yiizeyindeki ve hiicresel komponentlerindeki gesitlilik nedeniyle
biyofilm olusumu ve olgunlagmasinin diizenlenmesi ¢ok basamakli siire¢ seklinde
yiriitillmektedir. Bir yiizeye bakterinin yapisarak biyofilm olusturma ve baslatma
stireci sans eseri olusmus bir durum degildir, ciddi anlamda molekiiler diizenlenmeler
icermektedir. Biyofilm olusumunu etkileyen faktorler icerisinde besin durumu,
bakteriyel uzantilar (pili ve kamg1), bakteriyel yiizey bilesenleri (dis zar proteinleri,
adhesinler), quorum sensing ve makromolekiiler salgilar1 (polisakaritler, yani, niikleik
asitler ve) sayilabilir (36).

Acinetobacter baumannii izolatlarinin abiyotik polistren ve cam yiizeylerde
biyofilm olusturabilmesi icin pili {iretimine ihtiyact vardir (36). Bu pililer
CSUA/BABCDE saperonu onctiliigiinde pili geviri sisteminin eksprese edilmesi
tirtintidiir (37). Bakterideki u¢ adezini kodlayan gen olan csuk geninin inaktivasyonu

pili tretimi ve biyofilm olusmasinin sonlanmasina neden olmaktadir. Bu gozlem,
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CSUA/BABCDE iliskili pili sisteminin biyofilm olusumunun baslangi¢ safhalarini
yonettigini, bakterinin abiyotik yiizeylere yapismasinda ve biyofilm olusumunu
baslatmasinda onemli bir rolii oldugunu gostermektedir. Bu operon iki adet
diizenleyici sistem olan sensor kinazi kodlayan bfmS ve yanit diizenleyici sistemi
kodlayan bfmR tarafindan regiile edilmektedir. Transkripsiyonel ve translasyonel
analizler bfmR inaktivasyonunun cfu operon ekspresyonunun kaybina neden olarak
pili sentezi ve plastik yiizeylerde biyofilm olusumunu engelledigini gostermistir (36).
‘Bap’ bakterinin hiicre yiizeyinde bulunan ve flowsitometri ve immunofloresan
yontemlerle tanimlanabilen bir proteindir. Staphylococcal biofilm iliskili protein (Bap)
homologu olan bu proteinin sentezinde transpozon inaktivasyonu sonucu cam
yiizeylerde biyofilm maturasyon asamasinda aksakliklar olustugu gozlenmistir (36).
Biyofilm formasyonunun diizenlenmesinde etkili olan bir diger durum A.baumannii
bakterilerinde bulunan metal katyonlardir. A.baumannii 19606 tip susunun kimyasal
tanimli demir-selat kompleksleri olusumu altinda tiretildigi ortam sonucunda 2,2'-
dipyridyl ve ethylenediamine-di-(o-hydroxyphenyl) acetic acid gibi sentetik demir
selatorlerinden etkilenerek ¢ok daha fazla oranda biyofilm olusturabildigi
gosterilmistir (38).

Biyofilm  olusumunun diizenlenmesinde ve ekstraselliiler  sinyallerin
algilanmasinda etkili olan bir diger yol ise quorum sensing’dir. Acinetobacter M2 susu
tarafindan abal gen {iriinii olan acyl-homoserine lactone sentezi olmaktadir. Bu
gendeki mutasyonlar, sentezlenen bu iriinlerin biyofilm olusumunun daha sonraki

basamaklarinda etkili oldugunu gostermektedir (39).

2.5.8. Hareket

Bakteriyel motilite "swimming" (yiizme), "swarming"(yayilma), "twitching"
(segirme), "gliding" (siiziilme) ve "sliding"(kayma) adlar1 verilen hareket tiplerini
iceren ve ¢ok farkli karmasik siirecleri olan bir sistemdir. Bu mekanizmalar ayni
zamanda hareket i¢in flajella, pili gibi farkli uzantilara ihtiyag¢ duyarlar. Swimming ve
swarming hareketleri flajellalar ile diizenlenir ve Kkati yiizeylerde ortaya c¢ikar.
Twitching hareketi ise tip IV pili sistemi tarafindan diizenlenmektedir. Gliding
hareketi protein yapida olan hiicre yiizeyindeki adezin hareket motorlar1 sayesinde

olmaktadir. Sliding hareketi ise hiicre yiizey ozellikleri ile iliskili olup genisleme
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anlamina gelmektedir (40). Acinetobacter cinsi gegmiste flagella kaybina bagl olarak
hareketsiz olarak tanimlanmis olsa da ¢esitli ¢alismalar Acinetobacter calcoaceticus-
baumannii kompleksine ait hareket yeteneginin oldugunu gostermistir (41). 1975
yilinda Henrichsen and Blom tarafindan yapilan bir ¢alismada fimbria varlig: ile
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii kompleksinin hareketi arasindaki korelasyon
gosterilmistir (42). Twitching hareketi bulunan suslarin karekteristik olarak daha kalin
bir polar fimbriaya sahip olduklar1 hareketsiz olan suslarin ise daha ince bir peritrik6z
fimbrialar1 bulundugu tespit edilmistir. A.baumannii suslarina ait twitching hareketi
son yillarda daha bircok yayinda bildirilmistir (43, 44, 45, 46,47, 48, 49, 50).
Swarming hareketi ise Barker ve Maxted tarafindan yapilan bir ¢alismada 1975 yilinda
bildirilmistir (51). Motilite hareketinin genetik temeli motilite iliskili genlerin
tanimlanmasiyla ortaya ¢ikmustir. Acinetobacter suslarindaki hareket yeteneginin
yapisal temeli pili gibi bir ekstraselliiler uzantiya dayanmaktadir. PilA, pilD ve pilT
mutant suslarda twitching yetenegi olmadigi gosterilmistir (44). Yine ayn1 zamanda
motilite yetenegi bakteriye ait diger hiicresel karekteristik 6zellikler, oksidatif stres,
pili sistemi gibi kompleks 6zelliklerin biraraya gelmesiyle diizenlenmektedir (46,52).
Son zamanlarda yapilan bazi ¢aligmalarda A.baumannii strain ATCC 17978 susuna
ait hareket yeteneginin mavi 1sik ve demir kisitlamasi ile inhibe edildigini
gostermektedir (53,54). Demir seviyelerinin azalmasinin A. baumannii bakterisinin
hareketi ile iligkili olan tip IV pili sistemini kodlayan genlerdeki regiilasyonda
azalmaya neden oldugu gosterilmistir (54). Acinetobacter baumannii izolatlarinda
hareket ile patojenite arasindaki iliski tam olarak belirlenememesine ragmen 2002°de
Mattick tarafindan yapilan bir ¢alismada tip 1V pili-twitching hareketinin tip 1V pili
sisteminin bakteriyel virulansa etki etmesi nedeniyle virulansa katkida bulunacagi
bildirilmistir (40). Yine aym1 zamanda 2014 yilinda Bayr1 Era¢ ve ark. yaptigi
A.baumannii tiirlerindeki ¢esitli virulans faktorlerinin  arastirildigi  ¢alismada

swarming hareketinin patojenite ile ilgili 6zellikler arasinda yer aldigi bildirilmistir

(4).

2.5.9. Hastane Ortaminda Sagkalim

Patojenik mikroorganizmalarda, sinirli besin bulunan ortamlarda ve kuru

yiizeylerde canliligini siirdiirebilme yetenegi bulunmakta olup, bu durum bakterinin

17



dogal ve tibbi ortamlarda canliligin1 koruyarak yayilmasina da yardimci olmaktadir
(17,18,21). Bu durumda bakteri, hastane ortamlarinda bulunan cihazlarda uzun siireli
kolonize olmakta ve bunun sonucu olarak da salginlar ortaya ¢ikabilmektedir.
A.baumannii tibbi cihazlarda, hastalara ait yatak ve yastiklarda, kullanilan
eldivenlerde, yogun bakim ve servislerde bulunan bir takim elektrikli ekipmanlarda ve
tibbi giysiler gibi abiyotik yiizeylerde giinlerce hatta haftalarca stirebilecek bir canli
kalabilme yetenegine sahiptir (19, 21). Tim bu veriler, immun sistemi baskilanmig
hastalarin ¢ok bulundugu 6zellikle yogun bakim servislerinde meydana gelen
nozokomiyal salginlarda A.baumannii tiirlerinin bu ortamlardaki inat¢1 sagkaliminin
ne kadar onemli oldugunu gostermektedir. Bakterinin yiiksek oranda antibiyotik
direncine sahip olabilmesinin yaninda dogal ve hastane ortamlarinda uzun siire canli

kalabilme yetenegi, enfeksiyonun kontroliinii ve tedavisini giiclestirmektedir (3).

2.6. Antibiyotik Duyarhhgi ve Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

A.baumannii izolatlarinda artan antibiyotik direnci, bu bakteri tarafindan
olusturulan enfeksiyonlarin kontroliinii gii¢lestirmis ve bakterinin eradikasyonunda
zorluklar ortaya ¢ikmistir. Yapilan galigmalar 1980°1i yillardan sonra A.baumanii 'nin
Klinik izolatlarinda antimikrobiyal direncinin giderek arttigin1 gostermektedir (55).
A.baumannii ampisilin, amoksisilin ve birinci kusak sefalosporinlere kars1 dogal
direnglidir. Son yillarda Acinetobacter izolatlarinda biiyiik oranda aminopenisilinler,
tireidopenisilinler, genis spektrumlu sefalosporinler, aminoglikozidler, kinolonlar,
kloramfenikol ve tetrasiklinler gibi sik¢a kullanilan antibakteriyel ajanlara kars1 direng
gelistigi goriilmektedir. Acinetobacter tiirlerinde goriilen bu ¢oklu ilag direnci bu
bakterilerin neden olduklari enfeksiyonlarinin tedavisinde karbapenemlerin
(imipenem, meropenem) yogun olarak kullanilmaya baglanmasina neden olmustur.
Bununla birlikte giiniimiizde Acinetobacter izolatlarinda yiiksek oranda karbapenem
direnci goriilmeye baslanmis olup, bu direngli izolatlar tiim diinyadan bildirilmekte ve
baz1 Acinetobacter izolatlarinda ise tim geleneksel antimikrobiyal ajanlara karsi
direng gelisimi bulunmaktadir (56).

Acinetobacter tiirlerinde ortaya c¢ikan ¢ok ilaca karsi gelisen direng (“Multidrug
resistant” MDR) bakterinin ti¢ ya da daha fazla antibiyotik grubuna karsi gelistirdigi

direnci ifade etmektedir. Bu antibiyotik gruplari; genis spektrumlu sefalosporinler
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(sefotaksim, seftriakson, seftazidim, sefepim), antipsédomonal karbapenemler
(imipenem, meropenem, doripenem), ampisilin/sulbaktam, piperasilin/tazobaktam,
tikarsilin/klavulonik asit, antipsédomonal kinolonlar (siprofloksasin, levofloksasin),
aminoglikozidler (gentamisin, tobramisin, amikasin, netilmisin),
trimetoprim/sulfametaksazol, polimiksinler (kolistin, polimiksin B) ve tetrasiklinler
(tetrasiklin, doksisiklin, minosiklin)’dir. Yaygin/ekstrem ilaca direngli (“Extreme-
drug resistant” XDR) bakteri tanimlamasi, iki ya da daha az antibiyotik grubuna
duyarli olmak anlamina gelmektedir. Tim antimikrobiyal ajanlara karsi direncli
(“Pan-drug resistant” PDR)  olmak ise polimiksinler dahil kullanilan tiim

antibiyotiklere gelisen direng olarak tanimlanmaktadir (57).

2.6.1 Beta-laktam antibiyotiklere direng

A.baumannii 'nin beta-laktam antibiyotiklere karsi direncinden sorumlu énemli
mekanizmalardan biri  kromozom veya plazmid kontroliinde betalaktamaz
enzimlerinin iretilmesidir. Antibiyotige 6zgii dis membran porinlerinin kaybi ve
penisilin baglayan proteinlerdeki degisiklikler de, A. baumannii’nin beta-laktam
direncinde rolii oldugu bilinen diger mekanizmalardir (57).

Dogal kromozomal beta-laktamazlar iki gruba ayrilmigtir. A.baumannii
kompleksine ait dogal beta-laktamazlar izolatlarin neredeyse tamaminda tanimlanmis
olan OXA-51 benzeri beta-laktamazlar ve ampC-tipi sefaloporinazlardir (58). AmpC
tipi  sefolosporinazlar birinci  kusak sefalosporinleri, ireidopenisillinleri ve
aminopenisillinleri etkili bir sekilde hidrolize ederler. Ancak bu enzimlerin bazal
diizeylerde salinimi genis spektrumlu sefalosporinlerin Acinetobacter tiirlerine karst
olan etkilerini azaltmazlar. blaAmpC geninin st kismina ISAbal olarak gosterilen
Insersion Sequence (IS) elementinin eklenmesi yiiksek diizeylerde beta-laktamaz
ekspresyonunu artirir. Bunun sonucunda sefotaksim (CTX) ve seftazidim (CAZ) gibi
genis spektrumlu sefalosporinlere kars1 yiiksek diizeyde direng gelisimi goriiliirken,
karbapenemlere kars1 olan direnci etkilemez (59). ISAbal Enterobacterieceae veya P.
aeruginosa gibi diger organizmalarda giintimiize kadar yapilan ¢alismalarda
bulunamamustir fakat Acinetobacter tiirlerinde birkag kopya olarak bulunur (60).

Birgok A. baumannii tiirlerinde sinif D oksasilinazlardan OXA-51/0OXA-69 enzim

kiimesi olarak bilinen ikinci bir dogal beta-laktamaz iiretimi goriilmektedir (61).
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Cesitli cografik bolgelerde su ana kadar en az 18 OXA-51 varyanti saptanmistir. Bu
varyantlar 1-15 amino asit modifikasyonu ile birbirinden ayrilir. A.baumannii OXA-
51 enzim kiimesi tyelerinden sadece OXA-69 karbapenemler dahil tiim beta-
laktamlara direngte etkin rol oynamaktadir. A.baumannii OXA-51 benzeri enzim
analizleri, tim izolatlarda blaOXA-51 benzeri gen bulunmasina ragmen sadece
ISAbal ile komsu olan blaOXA-51 benzeri genleri tasiyan suslarin karbapenem
direngli oldugunu gostermistir. Bu nedenle 1ISAbal blaOXA-51 i¢in diizenleyici gibi
goriinmektedir (58).

Acinetobacter tiirlerinde plazmid aracili kazanilmis beta-laktamazlar ilk 6nce
TEM, sonra da SHV enzimlerinin gosterilmesiyle ortaya ¢ikmistir. Bu enzimler
nedeniyle ampisilin, karboksipenisilinler ve iireidopenisilinlere karsi direng gelistigi
diistiniilmektedir fakat genis spektrumlu sefalosporinler ve karbapenemlere karsi
bunlarm aktif olmadigi belirtilmistir. Genislemis spektrumlu beta-laktamaz
enzimlerini (GSBL) Acinetobacter tiirlerinde saptamak pek kolay degildir. Bu
enzimleri saptamak igin yapilan ilk ¢alismalarda Tiirkiye’den PER-1, Fransa’dan
VEB-1, Cin’den SHV-12 ve Japonya’dan CTX-M tipi enzimler bildirilmistir (58). A.
baumannii tiirlerinde Ambler siniflandirmasinda A grubunda bulunan TEM-1, PER-1,
VEB-1, SHV-12- TEM-116, TEM-92, CTX-M-2, CTX-M-43 gibi genislemis
spektrumlu betalaktamazlar 6nemli yer tutmaktadir (62).

Metallobetalaktamaz (MBL)  iretimi A.baumannii tiirlerinde antibiyotik
direncinde sorumlu bir diger mekanizmadir. Monobaktam grubu antibiyotikler
disindaki tiim B-laktam gruplarini hidroliz ederler, ayrica B-laktamaz inhibitorlerinden
etkilenmezler. Bu enzimlerin aktiviteleri igin ¢inko elementi gerekmektedir ve
inhibisyonlari ise etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) ile olmaktadir (63). Yapilan
¢alismalarda birgok MBL enzimi tanimlanmis olup bunlardan sadece IMP, VIM, SIM
ve NDM A.baumannii’de belirlenmistir. NDM disindaki enzimler tipik olarak sinif 1
integron icinde bazi aminoglikozit direngleriyle birlikte bulunmaktadirlar (64). Son
yillarda, yeni bir MBL enzimi olan “’New Delhi MBL>’> (NDM-1) Klebsiella
pneumoniae ve Escherichia coli izolatlarinda tanimlanmistir (65). Bu enzim de diger
MBL enzimleri gibi, aztrenam digindaki tiim B-laktam antibiyotiklere karsi direng
gelisimini saglamaktadir. A.baumannii tiirlerinde ilk NDM, 2010 yilinda, Hindistan’da
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tamimlanmistir. Bu kokende NDM ile birlikte blaOXA-23 geni ve aminoglikozit
direncini saglayan armA geni bulunmaktadir (66).

Beta-laktamazlar igerisinde karbapenemleri hidrolize eden oksasilinazlar (KHO)
olarak adlandirilan Sinif D oksasilinazlar oksasilinleri hidrolize etmektedir ve bu grup
enzimlere Acinetobacter tiirlerinde daha az rastlanmaktadir. Tanimlanmis toplamda
yaklasik 120 civarinda D grubu beta-laktamaz enzimi olup, bunlardan 45 tanesi
karbapenemleri hidrolize eden oksasilinaz aktivitesi gosterirler. A.baumannii
tirlerinde dogal olarak sinif D oksasilinaz grubu icerisinde bulunan ve karbapenemaz
aktivitesi daha zayif olan OXA-51 benzeri enzim kiimesi bulunmaktadir. Bununla
birlikte, karbapenemlere kars1 direng gelisiminde rol oynayan ii¢ adet kazanilmis sinif
D oksasilinaz enzim kiimesi de tanimlanmis olup, bu enzimlerin karbapenemleri
hidrolize etme etkinliklerinin MBL sinifindan oldukga diisiik oldugu belirtilmistir.
Acinetobacter tiirlerinde ilk tanimlanan kazanilmis KHO OXA-23 enzimidir.
Kazanilmig ikinci grupta ise OXA-24, OXA-25, OXA-26 ve OXA-40 enzimleri
bulunmaktadir. OXA-58 ilk olarak Fransa’dan bildirilen ve kazanilmis KHO tg¢iincii
potansiyel kiimesi olarak bilinmektedir. OXA-58 ile OXA-51 enzim kiimeleri % 59
oraninda benzerlik igermektedir. OXA-58 enziminin salinmasi ile A.baumannii’de
karbapenemlere karsi duyarlilikta azalma oldugu, asir1 salimmminda ise yiiksek
karbapenem direncine neden oldugu bildirilmistir. Baz1 Acinetobacter tiirlerinde
tamimlanan karbapenemleri hidrolize eden oksasilinazlar kromozomal olarak
kodlanmaktadir fakat OXA-23 ve OXA-58’i kodlayan genlerin plazmidler tarafindan
da kodlandig1 ve poliklonal olarak yayildig: bildirilmistir (58).

2.6.2 Aminoglikozit direnci

Fosfotransferazlar, asetiltransferazlar ve niikleotidiltransferazlar gibi
aminoglikozit modifiye edici enzimlerin iiretilmesi Acinetobacter tiirlerinde gelisen
aminoglikozit direncinde 6nemli bir yer tutmaktadir (62). Bu enzimleri kodlayan

genler plazmid ve transpozonlar ile bakteriler arasinda yayilma gostermektedir (57).
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2.6.3 Kinolon direnci

Acinetobacter tiirlerinde kinolon grubu antibiyotiklere karsi direng gelismesi
1990’11 yillardan sonra ortaya ¢ikmistir ve direng gelisimi yillar igerisinde hizli bir
sekilde yayilmistir. Kinolon direnci DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerinin alt
birimlerinde meydana gelen degisiklikler sonucunda olusmaktadir. Bu degisikliklikler
ise gyrA ve parC genlerindeki mutasyonlara bagli olarak goriilmektedir. Sadece GyrA
geninde meydana gelen mutasyon orta diizeyde bir direng olustururken her iki gende
olusan mutasyon yiiksek diizeyde direng gelisimine neden olmaktadir. Kinolon
direncindeki bir bagska mekanizma da dis membran gegirgenliginin azalmasi ya da
ilacin efluks pompasi ile digar1 atilmasidir. Bu mekanizmalar ile kinolonlarin hiicre

icindeki konsantrasyonlari azaltilarak bakterinin direng gelisimi saglanmaktadir (6).

2.6.4 Tetrasiklin direnci

Tetrasiklinlere karsi direncte ilk mekanizma efluks pompa sistemleridir.
Acinetobacter tiirlerinde bu direngten TetA ve TetB genleri sorumlu olup, TetA
tetrasiklin, TetB ise hem tetrasiklin hem de minosiklin direncine yol agmaktadir.
Bunun disinda ribozomal koruma sistemi olarak adlandirilan, mutasyonlar sonucunda
tetrasiklinin - ribozomal hedefinde degisikliklerin olustugu farkli bir direng
mekanizmasi daha bulunmaktadir (62). Tigesikline kars1 gelisen direng ise AdeABC
efluks pompa sistemi araciligiyla gergeklesmektedir (67).

2.6.5 Polimiksin (Kolistin) direnci

A.baumannii, P. aeruginosa ve K. pneumoniae gibi bakterilerde son yillarda ¢ok
sayida antimikrobiyal ilaca kars1 direng gelismesi nedeniyle, bu bakterilerinin yol
actiklar1 enfeksiyonlarin tedavisinde kolistin aktif olarak kullanilmaya baslanmistir
(68). Kolistine kars1 gelisen direncgte A. baumannii’nin lipopolisakkarit tabakasinda
meydana gelen mutasyon en onemli mekanizmay1 olusturmaktadir. Ayrica hiicre
duvarindaki dig membran porinlerinde meydana gelen degisiklikler ve efluks pompasi
da kolistin direncinde rol oynamaktadir (69). Bazi ¢alismalarda Acinetobacter tiirleri
arasinda kolistin i¢in rutin duyarlilik testleri ile tespit edilmesi zor olan heterorezistans

tanimlanmistir. in vitro veriler bu direncin kolistin dozu ile ilgili oldugunu ve tespit
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edilmesindeki sikintilardan dolayir tedavide de basarisizliga neden olabilecegini
gostermektedir. Kolistinin tedavide tek basina ve uygun olmayan dozlarda kullanimu,
ayrica tedavinin de uzun siireli olmasi heterorezistans igin risk faktorleri olarak kabul
edilmektedir (70,71).

2.7. Tedavi

Acinetobacter  tiirleri  nedeniyle  gelisen enfeksiyonlarin  tedavisinde
kullanilabilecek antimikrobiyal ilaglarin sayis1 bakterinin gelistirdigi ilag direnci
nedeniyle oldukca azalmigtir. Enfeksiyonlar 1970°1i yillardan 6nce aminoglikozitler,
beta-laktamlar ve tetrasiklinler gibi antibiyotikler ile kolaylikla tedavi edilebilirken,
bazi suslarda glinlimiizde kullanilan tiim antimikrobiyallere karsi direng gelisimi $6z
konusu olmustur (19). Coklu ilag direnci nedeniyle karbapenemler tedavide oncelikli
olarak tercih edilir hale gelmislerdir, fakat bu ilaglara karsi direng de tiim diinyada
hizla bir artis géstermektedir (72). Kullanilan tiim antimikrobiyal ajanlara kars: direng
gelisimi bildirildiginden dolay1 yeni gelistirilecek tedavi segeneklerine acilen ihtiyag
duyulmaktadir (73).

Acinetobacter tiirlerine kars1 hem bakteriyostatik hem de bakterisidal etkisi olan
betalaktamaz inhibitorii sulbaktamin Acinetobacter tiirlerine karsi intrensek aktivitesi
bulunmaktadir (74). Bu antimikrobiyal ajan ayn1 zamanda, karbapenemlere direngli
kokenlerin de yer aldigi Acinetobacter tiirlerine karst in vitro etkilidir. Ampisilin-
sulbaktam veya sefoperazon-sulbaktam kombinasyonlar: tedavide kullanilmaktadir
(75).

Duyarli  Acinetobacter tiirleri ile olusan enfeksiyonlarin tedavisinde
karbapenemler segilebilecek ilag gruplarindandir. Fakat tedavi sirasinda bu ilaglara
direng gelisebilmektedir. Bu grup ilaglarin kullaniminin artmasi1 nedeniyle OXA beta-
laktamaz enzimi iireten Acinetobacter tiirlerinde artis meydana gelmis ve bu durum
karbapenemlere karsi diren¢ artisina neden olmustur. Doripenem, karbapenem
grubunda yer alan ve Acinetobacter tiirlerine etkili olan yeni bir antibiyotiktir fakat
metallo-beta-laktamaz veya OXA tip karbapenamazlar iireten direngli tiirler tarafindan
inaktive edilmektedir (75). Karbapenemler ¢ok ilaca direngli Acinetobacter

enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilan en 6nemli ilaglar olma 6zelliklerini devam
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ettirseler de bakteride artan direng nedeniyle bu ilaglarin etkinlikleri de azalmaktadir
(76).

Karbapenem ve polimiksine kars1 direngli Acinetobacter tiirlerinde tigesiklinin in-
vitro etkinligi bulunmaktadir (75). Cok ilaca direngli kokenlerde de invitro etkinliginin
Iyi oldugu gosterilmistir. Bakteriyemi ve solunum yolu enfeksiyonlarinda akternatif
bir tedavi segenegi olmadiginda endikasyon disi olarak kullanilmis ve %76 - %84
arasinda Klinik yanit alindig1 bildirilmistir (77,78). Yapilan ¢alismalarda tigesiklin
MIK degerleri diisiik olarak saptanmis ve ozellikle ¢ok ilaca direncli A.baumannii
suslarinda tedavi seceneklerinin sinirli olmasi nedeniyle tedavide alternatif olarak
kullanilmaya baslanmistir (78).

Kolistin, MDR mikroorganizmalarin tedavisinde son yilarda artan oranlarda
kullanilmaya baglanan eski bir antibiyotiktir. Tedavide kullanilan tiim antimikrobiyal
ajanlara direngli olan Gram negatif bakterilerin tedavisinde son secgenek, kurtarici
ajanlar olarak kullanilmaktadir. MDR ve XDR kokenlerinin biiyiik bir kismi
polimiksinlere duyarli olmaya devam etmektedir (79). ilacin giincel kullaniminda
devam eden nefrotoksisitesine ragmen tedavide kullanimi giin gectik¢e artmaktadir.
Kolistin kullanimindaki artisa paralel olarak bu ilaca kars1 gelisen direng oran1 da artig
gostermektedir (80,81). 2004 yilinda Duenas Diez Al ve ark. tarafindan 221
A.baumannii - A.calcoaceticus kompleksi ile yapilan bir ¢alismada Acinetobacter
kokenlerinin % 98’inin in-vitro olarak kolistine duyarli olduklari bulunmustur (75).
Diinyanin cesitli bolgelerindeki Fransa (82), Arjantin (83), Ispanya (84), Kuveyt (85),
Hindistan (86) gibi farkli iilkelerden Kolistin direngli A.baumannii bildirimleri
yapilmistir. Tirkiye’de ise kolistin direnci ¢ok nadir olarak bildirilmis olup direng
oranlar1 %1 - %4 arasinda yer almaktadir (87,88,89).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Acinetobacter baumannii izolatlar

Bu calismaya, Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim dali Bakteriyoloji laboratuvarina 2005-2007 tarihleri arasinda gonderilen
klinik orneklerden izole edilen, daha 6nceki yillarda farkli ¢alismalarda kullanilmig
olan 18 izolat ile Ocak 2015 -Aralik 2015 tarihleri arasinda laboratuvara rutin olarak
gonderilen gesitli klinik 6rneklerden izole edilen 12 izolat, toplamda 30 Acinetobacter
baumannii izolat1 olacak sekilde ¢alismaya dahil edildi. Farkli direng fenotiplerine

sahip olan suslar ileri ¢alismalarda kullanilmak tizere skim milk besiyeri (Oxoid,

Ingiltere) i¢inde -20°C’de saklandi.

3.2. izolatlarin Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

Calismaya dahil edilen izolatlar antibiyotik duyarlilik test profillerine gore iig
gruba ayrildi. Birinci grupta ii¢ gruptan daha az antibiyotige direngli bulunan
(Duyarl1)10 sus, ikinci grupta ti¢ ya da daha fazla antibiyotik grubuna direngli olan
("Multidrug resistant” MDR) 10 sus, tgilincii grup ise iki ya da daha az grup
antibiyotige duyarli olan ("Extreme-drug resistant” XDR) 10 sus belirlenerek
incelemeye alindi. Bu farkli direng paternleri "European Centre for Disease
Preventation and Control" (ECDC) ve "Centers for Disease Control and Prevention™
(CDC) tarafindan Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., Enterobacteriaceae
(Salmonelle ve Shigella disinda), Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter spp. igin

tanimlanan uluslararasi direng terminolojisine uygun olarak degerlendirilmistir (56).

3.3. Mikroorganizmalarin Tanimlanmasi

Aerob, Gram negatif, hareketsiz, kok veya kokobasil morfolojisinde, katalaz
pozitif, oksidaz negatif, glukoz ve laktoz fermentasyonu yapmayan bakteriler
Acinetobacter siiphesiyle ileri identifikasyon testlerine alindi. 2005-2007 yillari
arasinda izole edilen izolatlar otomatize sistem MicroScan Walk Away Neg Combo
Panel (Dade Behring, West Sacremento, USA) ve API 20 NE (bioMerieux, France)

tamimlama Kiti ile tiir diizeyinde tanimlandi. 2014-2015 yillar1 arasinda izole edilen
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Acinetobacter izolatlari ise BBL Crystal Enteric / Nonfermenter tanimlama Kiti tiretici

firmanin Onerilerine gore kullanilarak tiir diizeyinde tanimlandi.

3.4. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Calismaya alan suslarin antibiyotik duyarlilik testleri, Clinical and Laboratory
Standarts Institute (CLSI) dnerileri dogrultusunda, Kirby Bauer disk difiizyon yontemi
ile yapildi ve tabloda 6nerilen zon caplarina gore degerlendirildi. Test i¢in dort mm
kalinliginda dokiilmiis Mueller Hinton agar besiyeri kullanildi. Bakteri suslarinin
yogunlugu 0,5 Mc Farland olacak sekilde siispanse edildi ve bir ekiivyon yardimu ile

agar yiizeyine ekim yapildi. Antibiyotik diskleri (Bioanalyse, Tiirkiye) birbirlerine
uzakliklart merkezden merkeze en az 24 mm olacak sekilde yerlestirildi. 37°C’de 24

saat inkiibasyon islemi ardindan zon gaplar1 degerlendirildi. Kalite kontrol susu olarak
P.aeruginosa ATCC 27853 susu kullanildi.

Antibiyotik duyarlilik testlerinde, imipenem (IPM, 10 pg), meropenem (MEM, 10
ug), seftazidim (CAZ, 30 nug), sefepim (FEP, 30ug), piperasilin (PRL, 100 ng),
piperasilin-tazobaktam (TZP, 100/10 pg), seftriakson (CRO, 30ug), sefotaksim (CTX,
30pg), ampisilin-sulbaktam (SAM, 10/10pg), siprofloksasin (CIP, 5ug), levofloksasin
(LEV, 5pg), gentamisin (CN, 10ug), tobramisin (TOB, 10ug), amikasin (AK, 30 ug),
tetrasiklin (TE, 30ug), trimetoprim-siilfometaksazol (SXT, 1.25/23.75 pg), doksisiklin
(D, ng), kolistin ( CO, pg) kullanildi. Antibiyogram sonuglari duyarli (S), direngli (R)
ve orta duyarli (I) olarak degerlendirildi. Tigesiklin duyarlilik sonuglart i¢in CLSI
standartlarina goére bir degerlen dirme kriteri bulunmamaktadir. Kulah ve ark.
tarafindan (90) 2009 yilinda yapilan bir calismada A.baumannii igin tigesiklin
duyarliliklar1 referans metod broth mikrodiliisyon, Etest ve disk difiizyon yontemleri
caligilarak birbirleri ile karsilastirllmis ve mindr hata ile disk difiizyon yontemi igin
kullanilabilecek degerlendirme Kriteri i¢in 6nerilen sinir degerler >17 / <13 mm olarak
tespit edilmistir. Calismamizda tigesiklin duyarliligin1 degerlendirebilmek i¢in bu sinir
degerler kullanilmigtir. Kolistin igin ise CLSI o6nerileri dogrultusunda E test yontemi

ile MIK belirlenmistir.
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Tablo 2: Acinetobacter spp i¢in zon ¢aplar1 yorumlama standartlari

Antibiyotik” Zon gapi sinir degerleri (mm)
Duyarh Orta Duyarh Direncli

IMP (10 pg) >22 19-21 <18
MEM (10 pg) >18 15-17 <14
CAZ (30 ng) >18 15-17 <14
FEP (30 png) >18 15-17 <14
PRL (100 pg) >21 18-20 <17
TZP (100/10 pg) >21 18-20 <17
CRO (30 png) >21 14-20 <13
CTX (30 nug) >23 15-22 <14
SAM (10/10 png) >15 12-14 <11
CiP (5 pg) >21 16-20 <15
LEV (5 ng) >17 14-16 <13
CN (10 pg) >15 13-14 <12
AK (30 pg) >17 15-16 <14
TOB (10 png) >15 13-14 <12
TE (30 ng) >15 12-14 <11
SXT(1.25/23.75pg) >16 11-15 >10
D (30 pug) >13 10-12 <9

*IMP:Imipenem, MEM:Meropenem,CAZ:Seftazidim, FEP:Sefepim, PRL:Piperasilin, TZP:Piperasilin
tazobaktam, CRO: Seftriakson, CTX: Sefotaksim, SAM: Ampisilin-sulbaktam, CIP: Siprofloksasin,
LEV: Levofloksasin, CN: Gentamisin, AK: Amikasin, TOB: Tobramisin, TE: Tetrasiklin, SXT:
Trimethoprim-sulfometaksazol, D: Doksisiklin

Tablo 3: Kolistin MiK degerlendirme kriteri (pg/ml)

MIK degerlendirme Kriteri (ug/ml)

Duyarh Direncli

Cco* <2 >4

*CO:Kaolistin
Kaynak : CLSI. (2014) Performance Standarts for Antimicrobial Susceptibility Testing;Twenty -
Fourth Informational Suplement M100-S24. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute

3.5. Galleria mellonella Enfeksiyon Modeli Cahismasi

Mikroorganizmalarin neden olduklar1 enfeksiyonlarin patogenezinin arastirilmasi
icin gegmis yillardan giiniimiize farkli canli modelleri kullanilmaktadir. En sik
memelilerin segildikleri bu modellerde, fareler, siganlar ve tavsanlar ile de farkh

caligmalar yapilarak enfeksiyonlarin tan1 ve tedavisinde yol gosterebilecek bilgiler
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edinilmistir. Ancak son yillarda deneysel hayvan modellerinin kullaniminda ¢esitli
kisitlamalar yasanmasi ve zorluklar nedeniyle omurgasiz modellerin kullanimi
giindeme gelmistir. Galleria mellonella bal peteklerine zarar veren ve 6nemli miktarda
ekonomik zarara yol agabilen bir canlidir. Son yillarda mikroorganizmalarin neden
olduklar1 enfeksiyonlarin patogenezinin arastirilmasinda, memeli modellerinin
yaninda kullanilan mini modellerden biridir. 28-30°C arasinda yasayabilmesi ve kolay
yetistirilmesi nedeniyle patojenitenin degerlendirilmesinde avantaj saglamaktadir
(91). Bu enfeksiyon modeli Peleg ve ark. tarafindan farkli Acinetobacter tiirleri ile
caligilarak, bu bakteri cinsi i¢cin konak-patojen iligkilerinin ve antibakteriyel ajanlarin
etkinliginin degerlendirilebilmesi agisindan kullanilabilecegi belirtilmistir (92). Bu

nedenlerle ¢calismamizda G. mellonella enfeksiyon modeli kullanilmustir.

Bu ¢alismada Kalkanci ve ark.’nin ¢esitli bakteri ve mantarlar icin G. mellonella
enfeksiyon modelini kullanarak yaptiklari virulans arastirmasinin ¢aligma protokolii
esas alind1 (91). Antibiyotik duyarlhiliklarina gore {i¢ gruba ayrilan toplam 30 A.

baumannii izolatinin Luria Bertani agar plaklarindaki 24 saatlik kiilttirleri kullanildi.

Her izolat igin serum fizyolojik (%0.9 NaCl) i¢inde 108 koloni olusturan {inite
(CFU)/mL konsantrasyonda inokuliim olacak sekilde bakteri siispansiyonlari

hazirlandi.

3.5.1. Galleria mellonella larvalar:

Bu ¢alismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim dal:
tarafindan iiretilen G. mellonella larvalar1 kullanildi. Larvalardan 0.33 gr agirliginda,

krem rengi olan ve yaklasik 2-3 cm uzunlugunda olanlar ¢alismaya dahil edildi.

3.5.2. Larvalara enjeksiyon yapilmasi
Bakteri siispansiyonlarindan 10 pL’si larvalarin sol arka ayagina denk gelecek sekilde

0.5 ml’lik insiilin enjektorii ile enjekte edildi. Larva sayisinin yetersiz olmasindan

dolay1 ¢alismada ilk grupta bulunanl0 izolattan dort tanesi ile ¢alisilarak, her izolat
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icin 6 adet larvaya enjeksiyon yapildi, ikinci gruptaki 10 izolatin 8 tanesi ile ¢aligilarak
lic izolat i¢in 6 adet larvaya, 5 izolat i¢in ise 10 adet larvaya enjeksiyon yapildi. Ugiincii
gruptaki 10 izolatin hepsi c¢alisilarak her izolat i¢in 10 larvaya enjeksiyon yapildi.
Ayrica 10’ar adet larva ise herhangi bir enjeksiyon yapilmamis saglikli kontrol, serum
fizyolojik enjekte edilmis SF kontrol deney gruplari olarak ayrildi. Larvalar 30°C
sicaklikta 144. saate kadar izlendi ve her giin kontrol edilerek dlen larvalar (hareketsiz

ve kahve renkli) kaydedildi.

3. 6. Biyofilm Olusturma

Suslarin biyofilm olusturma kapasiteleri, Stepanovic ve ark. (93), Judith H.
Merritt ve ark. (94), Lusia C. S. Antunes ve ark. (30) kullandiklar1 mikroplak
yontemleri modifiye edilerek arastirildi. Buna gore, %0.25 oraninda glikoz iceren
triptik soy broth (TSB) (Sigma, Almanya) besiyerleri her tiipte 5ml olacak sekilde
hazirlandi. Bakteri hiicreleri TSB igerisinde OD (Optik dansite) 600 degeri 1.0 olacak
sekilde siispanse edildikten sonra 37 © C’de 14 saat inkiibe edildi. Ardindan kiiltiirler
1/100 oraninda diliie edildi. Diliie edilmis olan kiiltiirlerin her birinden 200 ul alinarak
diiz tabanli mikroplak icerisine dagitildi. Her bir sus i¢in 3 adet kuyucuga dagitim
yapildi. Negatif kontrol icin 3 kuyucuga sadece broth koyuldu. Plagin kapagi
kapatilarak 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Ardindan kuyucuk igleri pipetle aspire
edildi. Ardindan 250ul steril serum fizyolojik ile her kuyucuk 3 kez iyice calkalayarak
yikand1. Yikama ardindan tiim kuyucuklara 200 pl %99°lik metanol (Sigma, Almanya)
dagitildi. 15 dk beklemenin ardindan kuyucuklar pipetle bosaltilarak plak ters gevrildi
ve kurumaya birakildi. 200ul %2’lik kristal viyole (Hucker kristal viyole Gram
boyama i¢in hazirlanmis) tiim kuyucuklara dagitildi ve 5 dk beklendi. Cesme suyunun
altinda kuyucuklar yikanarak plak ters ¢evrildi ve kurumaya birakildi. 160ul %33’1lik
glacial acetik asit (Riedel de Haen, Almanya) tiim kuyucuklara dagitildi, 5-10 dk
beklemenin ardindan spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda 6lgiim yapilarak
optik dansite degerlerine gore biyofilm olusturma kapasiteleri negatif, zayif, orta,

giiclii olarak degerlendirildi.
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Degerlendirmede kullanilacak cut-off (ODc) degeri negatif kontrol OD &lgiim
degerinin ti¢ standart sapma tizeri hesaplanarak tespit edilmistir. Buna gore izolatlar
asagidaki hesaplamaya uygun olarak kategorize edilmistir.
OD <0Dc biyofilm olusturmayan
ODc <0OD <2 x 0ODc zay1f biyofilm olusumu
2x ODc <OD <4 x ODc orta biyofilm olusumu
4 x ODc<0OD giicli biyofilm olusumu

3.7. Hareket Testi

Suslarin hareket 6zelligi Eijkelkamp ve arkadaslarinin (41) ve Luisa C. S. Antunes
ve arkadaslarinin (30) kullandiklar1 metodlar modifiye edilerek arastirildi. Buna gore
"twitching" (segirme) hareketi icin Mueller Hinton (Oxoid, Ingiltere) besiyeri,
"swarming” (yayilma) hareketi i¢in Luria Bertani (Sigma, Almanya) besiyeri
kullanildi. Luria Bertani (%1.5 agar) besiyerinde iiretilen bakterilerden steril 6ze ile
birer koloni alinarak "twitching" hareketi i¢cin %1 oraninda agar i¢geren Mueller Hinton
besiyerine; swarming hareketi icin %0.25 oraninda agar igeren Luria Bertani
besiyerine besiyerinin dip kisima dogru batirma seklinde ekim yapildi. Besiyerleri 37
0C’de 48 saat inkiibe edildi. 24. ve 48. saatlerde degerlendirme yapildi. "Twitching"
hareketini degerlendirmek i¢in besiyerinin agar kismi kaldirilarak petri plagi %0.1°lik
kristal viyole boyasi ile 30 dk boyunca boyandi ve boyanmis olan halo seklindeki zon
cap1 degerlendirilerek >10 mm olanlar pozitif olarak degerlendirildi. "Swarming"
hareketi igin besiyeri yiizeyindeki hareket degerlendirildi. Zon ¢ap1 > 20 mm olanlar

pozitif olarak degerlendirildi.

3.8. Serum Direnci

Insan serumuna direng Kim ve ark. tarafindan tanimlanan protokole gore
arastirilmistir (95). Kanl agarda (Oxoid, ingiltere) 14 saat boyunca cogaltilan bakteri
kolonileri toplanarak PBS (Phosphate buffer salin) ile 2 defa yikandi Bunun igin her
bir izolat i¢in birer 6ze dolusu bakteri toplanarak 2 ml’lik ependorf tiiplerine aktarildi.
Uzerlerine 1 ml PBS soliisyonu koyuldu ve 5000 g’de 5 dk santrifiij edildi ve ardindan

OD 600 degeri 1.0 olacak sekilde (yaklasik 1x 10° cfu/ml) PBS ile tekrar siispanse
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edildi. Bes saglikli goniilliiden toplanan serumlar havuzlandi ve PBS iginde %40
konsantrasyona denk gelecek sekilde her bakteri icin 200 p’lik diliisyonlar yapildi. Is1

ile inaktivasyon i¢in ayn1 serumdan alinan baska bir kisim 56 °C’de 30 dk inkiibe

edildi. Daha sonra 10p’lik (1x107 bakteri) bakteri siispansiyonlar1 200 p’lik hem insan
serumu + PBS hem de 1s1 ile inaktive edilmis serum + PBS karisimina eklendi.
Ornekler 37°C°de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon ardindan yasayan bakteri sayisini
hesaplamak icin seri diliisyonlar hazirlanarak kanl1 agar (Oxoid, Ingiltere) plaklarina

ekimler yapild1 ve 37°C’de 20 saat inkiibasyon sonucunda bakteri sayimlar1 yapildi.

Yasayan bakteri sayisinin inokulumun (1x107) yiizde kag1 oldugu hesaplandi.

PBS (Phosphate buffer salin) ( 0.067 M, Ph: 6.80) Hazirlanmasi:
Stok Alkali Tampon:

11.8 g Na2HPO4 1000 ml distile su igerisinde ¢oziildii. 1atm basingta 121 °C’de 15 dk

otoklavlanarak sterilize edildi.
Stok Asit Tampon:

9.47 gr KH2PO4 1000 ML distile su igerisinde ¢oziildii. 1atm basingta 121 °C’de 15 dk

otoklavlanarak sterilize edildi.
Her iki soliisyon esit miktarlarda karigtirilarak pH kontrol edildi. pH’y1 yiikseltmek
i¢in az miktarda alkali buffer, azaltmak igin az miktarda asit buffer kullanildu.

3.9. Fosfolipaz C Aktivitesi

Ekstraselliiler fosfolipaz C aktivitesi Randy M. Berka ve ark. yaptiklar1 ¢alisma
protokoliine uygun olarak calisilmistir (96). Buna gore Triptik Soy Broth (Sigma,
Almanya) igerisinde 14 saat boyunca inkiibe edilen kiiltiirler 0.45 um’lik selliiloz
asetat membran filtre (Orange scientific, Belgika) ile sterilize edildi. Bu testte
kromojenik substrat olarak p-nitrofenilfosforilkolin (NPPC) substrati kullanildi. NPPC
reaktifi; 250 mM tris-HCI (ph 7.2) (Amresco, A.B.D), %60 gliserol (Amresco, A.B.D),

1uM ZnClz(Sigma, Almanya) ve 10 mM NPPC (Sigma, Almanya) igermektedir. Filtre

ile sterilize edilmis kiiltiir siipernatanindan 10ul alinip NPPC reaktifinden 90ul
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aliarak 96 kuyucuklu mikroplaklara aktarildi. Reaksiyon karisimi 37 °C’de 24 saat

inkiibe edildikten sonra spektrofotometrede OD 405 6l¢iimii yapilarak degerlendirildi.
Deneyde pozitif kontrol olarak Pseudomonas aeruginosa PAO1 susu kullanildi.
Fosfolipaz C aktivitesi U/L olarak hesaplandi. Bu hesaplama igin asagidaki formiil
kullanilmustir (88).

Fosfolipaz C aktivitesi = (Toplam reaksiyon hacmi / Ornek hacmi) X (Optik dansite /

g) X 10°

¢ : Substratin molar ekstinksiyon katsayisi

3.10. Proteolitik Aktivite

Ekstraselliiler proteolitik aktivite degerlendirmesi ig¢in azoalbumin deneyi
kullanilmistir. Bu c¢alismada Luisa C. S. Antunes ve ark. kullandigi c¢alisma
protokoliine uygun olarak c¢alisilmistir (30). Buna gore, tris-HCI (ph 7.7) iginde
Img/ml  konsantrasyonundaki  azoalbumin  (Sigma, Almanya) soliisyonu
hazirlanmistir. 14 saat boyunca TSB iginde yapilmis olan kiltirler 0.45 pum’lik

selliiloz asetat membran filtre ile sterilize edildikten sonra azoalbumin soliisyonunun

500 pl’si alinarak siipernatanin 500 pl’sine eklendi. Bu karisim 37°C’de 24 saat inkiibe
edildi. inkiibasyon sonunda degrade olmamis proteinleri presipite etmek icin ortama
%13 son konsantrasyona sahip olacak sekilde 50 g¢/lt trikloroasetik asit eklendi.
Ornekler -20 °C’de 20 dk inkiibe edilmis, 15000 g’de 10 dk santrifiijlendikten sonra
final siipernatanlara spektrofotometrik olarak OD 440 6l¢timii yapildi. Deneyde pozitif
kontrol olarak Pseudomonas aeruginosa PAOL susu kullanilmistir. Proteolitik
aktivite U/L olarak hesaplanmistir. Bu hesaplama igin asagidaki formiil kullanilmistir
(97).

Proteolitik aktivite = (Toplam reaksiyon hacmi / Ornek hacmi) X (Optik dansite / )

X 10°

€ : Substratin molar ekstinksiyon katsayisi
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3.11. Siderofor Uretimi

Diisiik demir varliginda siderofor iiretimi, Schwyn ve Neiland’in (98) kullandigi
yontem esas alinarak CAS (Chrome Azurol S ) deneyi ile fenotipik olarak
arastirtlmistir. Bu yontemde chrome azurol S (CAS) ve hexadecyltrimethylammonium
bromide (HDTMA) indikator olarak kullanilmistir. CAS /HDTMA ferrik demir ile siki
bir kompleks olusturmakta ve sonug¢ olarak mavi bir renk agiga ¢ikmaktadir. Eger
ortamda siderofor gibi gii¢lii bir demir selatorti bulunur ve bu kompleksten demiri
uzaklastir ise renk maviden turuncuya doniismektedir. Kullandigimiz yontemin

basamaklar1 asagida belirtilmistir.

3.11.1. Crome Azurol S (CAS) Deneyi:

Kullanilacak tim cam malzemeler 6M HCL (Riedel de Haen, Almanya) ile herhangi
bir element kalmamasi i¢in temizlendi ve distile su ile yikandi.

A. Mavi boya hazirlanmast

a. l.soliisyon:

-50 ml distile su igerisinde 0.06 gr CAS (Sigma, Almanya) ¢6ziildii.
b. 2.soliisyon:
- 10 ml 10 mM HCL igerisinde 0.0027 gr FeCls-6H20 ¢oziildii.

. 3.soliisyon:

- 40 ml distile su igerisinde 0.073 gr HDTMA (Fluka, Almanya ) ¢6ziildii.

d. 1. soliisyon ile 2. soliisyonun 9 ml’si karistirildi. Ardindan 3. soliisyon eklendi. Bu
karisim ardindan soliisyonun rengi mavi renge doniistii. Bu karisgim 121°C’de 1 atm

basing altinda 15 dk otoklavlandiktan sonra plastik saklama kabina alind:.

B. Karisim soliisyonu
a. Minimal Media 9(MM9) Tuz Soliisyon Stogu

- 500 ml distile su igerisinde 15 gr KH2POa4 (Riedel de Haen, Almanya), 25 gr NaCl

(Riedel de Haen, Almanya) ve 50 gr NH4Cl (Riedel de Haen, Almanya) ¢6ziildii.
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b. %20 Glukoz Stogu
- 100 ml distile su igerisinde 20 gr glukoz (Merck, Almanya) ¢6ziildii.

c. NaOH Stogu
-150 ml distile su igerisinde 25 gr NaOH (Himedia, )¢oziildii.. Cozelti ph’s1 12 olacak

sekilde ayarlandi.

d. Casamino Asit Soliisyonu

-27 ml distile su igerisinde 3 gr Casamino asit (Sigma, Almanya) ¢oziildii.

- Kloroform (Sigma, Almanya) igerisinde %3’lik 8-hidroksikinolin (Sigma,
Almanya) ¢ozeltisi hazirlanarak 3 ml’si herhangi bir demir belirtisi kalmamasi igin
eklendi.

- 0.45ul’lik seliiloz asetat memran filtre ile sterilize edildi.

C. CAS Agar Hazirlanmast
a. 750 ml distile su igerisine 100 ml MM9 soliisyonundan eklendi.

b. Bu soliisyon igerisinde 32.24 gr piperazine-N,N’-bis(2-ethanesulfonic acid)
(PIPES) (Amresco, A.B.D) ¢oziildii.

PIPES ph 5’in altinda ¢6ziilmeyen bir madde oldugundan dolay ¢ozelti ph’s1 6ncelikle
6 ya c¢ikarildi. Daha sonra ¢oziinme islemi baslatildi. PIPES ¢oziildiikge ph
diiseceginden dolay1 ph yavasca 6.8 civarina getirilerek ve karigtirilarak ¢oziinme
saglandi. Agar renginin yesile donlismemesi igin ¢ozelti ph’sinin 6.8’i gegmemesi
saglandi.

c. 15 gr agar (Himedia) eklendi.

d. 121°C’de 1 atm basingta 15 dk otoklavlandiktan sonra 50 °C’ye kadar sogutuldu.

e. Uzerine 30 ml sterile Casamino asit soliisyonu ve 10 ml sterile glukoz soliisyonu
eklendi.

f. Son olarak 100 ml mavi boya soliisyonu da yavas yavas eklenerek yeteri kadar
karistirilmis ve mavi renkli bir besiyeri elde edildi.

g. Hazirlanan besiyeri plaklara dokiildi.

Besiyeri kontrolii i¢in doymus 8-hidroksikinolin ¢6zeltisi kullanildi. Buna gore 1

ml’lik pastor pipet ucunun arka kismui ile besiyeri delinip kesilen yuvarlak besiyeri
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pargasi ¢ikarildiktan sonra olusan gukurcuga doymus 8-hidroksikinolin ¢ozeltisinden
damlatiip birkag dk beklendikten sonra ¢ukur etrafinda turuncu halo olusumu
gozlendi.

Izolatlardaki siderofor iiretimi Garcia ve ark. (99) tarafindan S.maltophilia
izolatlarindaki siderofor {iretiminin degerlendirildigi ¢alismaya uygun olacak sekilde

degerlendirildi. Buna gore hazirlanan CAS besiyerlerine bakterilerin igne 6ze ile nokta

seklinde ekimleri yapildi, 37 °C’de 24. ve 48. saatlerde bakterilerin olusturduklar

turuncu halolarin zon ¢aplar1 Glgiilerek olusturduklar1 siderofor iiretim dereceleri
degerlendirildi. Calismada pozitif kontrol olarak A.baumannii ATCC 19606 susu
kullanildi. Olusan halolarin zon gaplar1 asagida belirtilen 6lgim Kriterlerine gore

degerlendirildi.

) Turuncu zon olusumu yok (Siderofor iiretimi yok)
(+) <4 mm turuncu zon gap1
(++) 4.5 mm - 11 mm turuncu zon ¢ap1

3.12. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi
kullanilarak yapildi. Sayisal degiskenler igin tanimlayict istatistikler aritmetik
ortalamatstandart sapma, kategorik yapidaki veriler i¢in say1 ve yiizde olarak ifade
edildi. Kategorik yapidaki degiskenler bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar Ki-
kare testi ile incelendi. Sayisal degiskenler i¢in iki grubun karsilastiritlmasinda Mann-
Whitney U testi, ii¢ grubun karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis varyans analizi
kullanildi. Kruskal-Wallis varyans analizinde alt gruplarin ikiserli karsilastirilmasi ise

Dunn testi ile yapildi ve tiim analizler igin p<0.05 degeri anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 izolatlarin Genel Ozellikleri

Calismaya dahil edilen toplam 30 A.baumannii izolatinin klinik 6rneklere gore
dagilimlarina bakildiginda %27 ile en yiiksek oranda yara ornegi oldugu gozlendi.
Bunu sirasiyla trakeal aspirat, kan, doku, periton, bronkoalveoler lavaj ve balgam
orneklerinin takip ettigi gortildi. (Tablo 4)

Tablo 4: A.baumannii izolatlarinin izole edildikleri klinik 6rneklere gore dagilimi

Klinik 6rnek Say1 %
Yara 8 27
Trakeal aspirat 7 23
Kan 7 23
Doku 4 14
Periton 2 7
Bronkoalveoler lavaj 1 3
Balgam 1 3

4.2. Antibiyotik Duyarhhik Profilleri

Caligmaya dahil edilen 30 izolatin disk diffiizyon yontemi ile belirlenen
antibiyotik duyarlilik sonuglar1 Tablo 5' de gosterilmistir. Disk diffiizyon yontemi ile
Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) onerileri dogrultusunda yapilan
antibiyotik duyarlilik test profillerine gére tiim izolatlar i¢ gruba ayrilarak
incelenmistir. Birinci grup duyarh (ii¢ grup antibiyotikten daha azina direngli olan) 10
adet izolattan, ikinci grup multi-drug resistant (MDR) (en az t¢ ve iizeri antibiyotik
grubuna direngli olan ) 10 adet izolattan ve ii¢lincii grup extreme-drug resistant (XDR)
(iki veya daha az grup ilaca duyarli olan ) 10 adet izolattan olusmaktadir.

Birinci grupta izolatlarin tiimiinin imipenem, meropenem, sefepim,
siprofloksasin, levofloksasin, ampisilin- sulbaktam, gentamisin, tobramisin, amikasin,
tigesiklin ve kolistine duyarli oldugu; piperasilin-tazobaktam, doksisiklin, tetrasiklin,

trimetoprim-sulfametaksazol duyarlilik oranlarinin %90 oldugu; piperasilin ve
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seftriakson duyarlilik oraninin %70 oldugu; seftazidim %80 ve sefotaksim duyarlilik
oraninin %60 oldugu tespit edilmistir.

Ikinci grupta tiim izolatlarmn kolistine duyarl1 oldugu goriildii. ikinci sirada %90
oraninda duyarlilik ile tobramisin ve doksisiklin oldugu, bunlar1 siras1 ile %80
duyarhilik ile tigesiklin, %60 ile trimetoprim-sulfametaksazol, %50 ile amikasin,
imipenem, meropenem, %40 ile gentamisin, tetrasiklin,%30 ile levofloksasin, %20 ile
ampisin- sulbaktam, %10 ile sefepim ve siprofloksasinin takip ettigi tespit edilmistir.
Bu gruptaki tiim izolatlarin ise seftriakson, sefotaksim, piperasilin ve piperasilin-
tazobaktama direncli olduklari tespit edilmistir.

Uciincii grupta tiim izolatlarm seftazidim, seftriakson, sefotaksim, sefepim,
piperasilin, piperasilin-tazobaktam, ampisilin-sulbaktam ve tetrasikline direngli
olduklar1 tespit edilmistir. Bunu ikinci olarak %90 oraninda direng ile imipenem,
merpoenem, doksisiklin, siprofloksasin ve levofloksasinin takip ettigi tespit edilmistir.
Izolatlarin amikasin ve tobramisin direncinin %80 oldugu, gentamisin %70, tigesiklin
%50, kolistin ve trimetoprim-sulfamtaksazole %40 oraninda direngli olduklar: tespit
edimistir. Bu grupta en yiiksek duyarlilik oraninin %60 ile kolistin duyarliligi oldugu
tespit edilmistir.
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Tablo 5: Calismaya alinan izolatlarin antibiyotik duyarliliklar

Tiim Izolatlar Grup 1 Grup 2 Grup 3
(n=30) (n=10) (n=10) n=10

S% 1% | R% S% 1% R% | S% 1% R% | S% | 1% R%
Mm (M | M (n) (n) M M | | (N Mm 1 | ()

IMP__ 153 [ - |4 J100 |- - |50 |- |5 |10 [- [%0
(16) (14) | (10) ®) ®) 1

MEM |53 47 | 100 50 50 | 10 90 (9)
(16) (14) | (10) ®) ®) 1)

CAZ 27 10 63 80 20 - 10 90 - 100
® | [ |6 |O @ |10 (10)

CRO 23 7 70 70 20 10 - 100 100
o 1@ |@ |0 [@ [0 (10) (10)

CTX 20 10 70 60 30 10 100 100
® |G [@) |6 |G [O (10) (10)

FEP 137 |3 |60 [100 |- |10 [0 |eo0 100
11 | @) | @8 | @0 @ | |® (10)

CIP__ 13 |7 [5 [100 0 |10 |8 0 900
(11 | @ |[an |10 @ 1@ |@® 1

LEV 143 [3 |54 100 30 70 0 |90
(13) | @) [ 16) | (10) 3) (7) (1)

PIP |23 |10 [67 |70 [30 100 100
() @ @) | 3) (10) (10)

PIP- 130 |3 |67 [9 |10 100 100

ar @ o | o |a (10) (10)

SAM | 40 60 | 100 20 80 100
(12) (18) | (10) @ ®) (10)

CN |57 43 | 100 40 60 |30 70 (7)
17) (13) | (10) 4) (6) 3)

TOB | 70 30 | 100 90 0 |20 80 (8)
(21) ©) (10) ©) 1) &)

AK |57 43 | 100 50 50 |20 80 (8)
)] (13) | (10) 5) ®) (2

TGC |60 [23 |17 [ 100 80 |20 |- 50 |50 0)
18 [ (G (10) ® 1@ ®)

co 87 |- |13 |100 100 | - 60 | - |40(
(26) 4 (10) (10) (6)

D 63(L | 3(1) 330 |20 |10 90 0 |10 90 (9)
9) ) ) 1) ) 1) 1

SXT 66 7 27 90 - 10 60 10 30 50 10 40 (4)
200 @ [(® €) @ [® @ (©)) ® 1@

TE 3 [ - |57 | 0 [40 |- 60 — - [0
(13) an 10 @ 1@ (6) (10)

S: Duyarls, I: Orta duyarli, R:Direngli

Grup 1: Duyarh izolatlar, Grup 2: MDR izolatlar, Grup 3: XDR izolatlar
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4.3. Galleria mellonella Enfeksiyon Modeli

G.mellonella larvalar1 ile A.baumannii izolatlart kullanilarak olusturulan
enfeksiyon modelinde larvalar 12 saat araliklarla 144 saat boyunca degerlendirilmistir.
Ik 24 saatlik degerlendirmede birinci gruptaki larvalarin ortalama %58 inin, ikinci
gruptaki larvalarin ortalama %62’sinin, tiglincii gruptaki larvalarin ise ortalama olarak
%44’tiniin o6ldiikleri tespit edilmistir. Enfeksiyon modelinde deney saatlerine gore
canli kalan larva sayilar1 ve mortalite oranlari tabloda gosterilmistir. Buna gore duyarl
izolatlardan olusan birinci grup ile ¢ok ilaca direngli izolatlardan olusan ikinci grubun
larvalar tizerindeki mortalite hizlarinin birbirine yakin diizeylerde olduklari goriilmiis
olup, ekstrem direngli izolatlardan olusan tigiincii grubun mortalite hizinin ise diger iki
gruptan diisiik oldugu tespit edilmistir. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde iiciincii
gruptaki izolatlarin mortalite hizinin 24. - 96. saatler arasinda ikinci gruptan anlaml
olarak diisiik oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Diger saatlerde ise fark
bulunamamistir. Duyarli izolatlardan olusan birinci gruptaki larva sayisinin yetersiz
olmas1 nedeniyle, ilk grup ile ikinci ve tgiincii gruplar arasinda istatistiksel olarak

degerlendirme yapilamamustir.

Sekil 1: A.baumannii ile enfekte edilen larvalarin yasam egrileri

E 13 i mt= 1. Grup (Duyarli )
S 6 - == 7. Grup (MDR)

S 4 = 3. Grup (XDR)

S 2 - ———— =8=SF

Tcs: 0 T 1 =8=Ellenmemis

&

0 12 36 60 84 108 132 144
Zaman (saat)
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Tablo 6: A.baumannii izolatlar1 ile olusturulan enfeksiyon modelinde deney saatlerine

gore canli kalan larva sayis1 ve mortalite oranlari

Canli kalan larva ortalamas1 (mortalite orani, %)*

Deney Saati 1. Grup 2. Grup 3. Grup
n=4 n=8 n=10

6. 4.75 (21) 7.00 (18) 8.10 (19)
12. 4.25 (29) 6.50 (24) 7.80 (22)
24, 2.50 (58) 3.25 (62) 5.60 (44)
36. 2.25 (62) 3.13 (63) 5.60 (44)
48. 2.25 (62) 2.75 (68) 5.20 (48)
60. 2.25 (62) 2.50 (71) 5.00 (50)
72. 2.00 (67) 2.38 (72) 5.00 (50)
84. 1.75 (71) 2.13 (75) 4.40 (56)
96. 1.75 (71) 2.00 (76) 4.30 (57)
108. 1.75 (71) 2.00 (76) 3.50 (65)
120. 1.75 (71) 1.63 (81) 3.50 (65)
132. 1.75 (71) 1.63 (81) 2.60 (74)
144. 0.50 (92) 0.63 (93) 1.40 (86)

*Birinci gruptan 4 izolat ile ¢alisilarak, her izolat ig¢in 6 adet larvaya enjeksiyon yapilmistir, ikinci
gruptaki 10 izolatin 8 tanesi ile ¢alisilarak ti¢ izolat i¢in 6 adet larvaya, 5 izolat igin ise 10 adet larvaya
enjeksiyon yapilmistir, tiglincii gruptaki 10 izolatin hepsi galigilarak her izolat igin 10 larvaya enjeksiyon
yapilmistir.

Sekil 2: Galleria mellonella larvalar:.

Saglikl larvalar agik renkli, enfektif larvalar koyu renkli gériinmektedir.
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4.4. Biyofilm Olusumu

A.baumannii izolatlarinin biyofilm olusturma o6zellikleri, 37°C’de 24 saatlik

inkiibasyonu takiben bakterilerin polistren mikroplak yiizeylerine adezyonu OD 550
Ol¢timii ile degerlendirilmistir. (Sekil 3) Tim izolatlar biyofilm olusturmayan, zayif
biyofilm olusturan, orta biyofilm olusturan ve giiglii biyofilm olusturan izolatlar
seklinde kategorize edilmistir.

Calismamizda bulunan tiim izolatlarin biyofilm olusturma yetenekleri oldugu
gozlenmistir. Toplamda 8 izolatin (%26.7) giiglii biyofilm olusturdugu, 11 izolatin
(%36.7) orta diizeyde biyofilm olusturdugu, 11 izolatin (%36.7) ise zayif diizeyde
biyofilm olusturduklari tespit edilmistir. Gii¢li biyofilm olusturma yetenegi olan 8
izolatin 6 tanesinin duyarli izolatlardan olusan birinci grupta yer aldigi tespit
edilmistir. Diger gii¢lii biyofilm olusumu gosteren izolatlarin ise birisinin multi-drug
resistant izolatlarin yer aldigi ikinci grupta digerinin ise extreme-drug resistant
suslarin yer aldig1 tglincti grupta oldugu goézlenmistir. Orta diizeyde biyofilm
olusturan izolatlar da ise 3 tanesinin birinci grupta, 4 tanesinin ikinci grupta, 4
tanesinin de t¢iincii grupta yer aldig1 goriilmiistiir. Zayif biyofilm olusturan izolatlarin
1 tanesinin birinci grupta, 5 tanesinin ikinci grupta, 5 tanesinin ise ti¢iincii grupta yer
aldiklar1 goriilmiistir.

Bu sonuglara gore birinci grupta yer alan duyarl izolatlarin biyofilm olusturma
yeteneginin diger gruplardaki direncli izolatlara oranla daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Fakat gruplar arasinda degerlendirme yapildiginda istatistiksel olarak
anlaml1 bir sonug elde edilememistir (p=0.084, p>0.05). MDR ve XDR izolatlarinin
yer aldiklar1 ikinci ve ii¢iincii gruplarda biyofilm olusumunun orta ve zayif diizeylerde
olduklari tespit edilmistir. ikinci ve {iciincii gruplar arasinda orta ve zayif diizeylerde
biyofilm olusturmalar1 agisindan anlamli bir fark goriilememistir (p>0.05). XDR
izolatlarin yer aldigi son gruptaki 5 adet zayif biyofilm olusturan sustan {i¢ tanesinin

kolistine direngli izolatlar olduklar: tespit edilmistir.
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Sekil 3: 96 kuyucuklu polistren mikroplakta izolatlardan biyofilm olusumu

Tablo 7: Biyofilm olusum derecesinin gruplar arasindaki dagilim1

1. Grup 2. Grup 3. Grup
Biyofilm DUYARLI MDR XDR P
olusumu n=10 n=10 n=10
Sayr | % Say1 % | Sayi %
Zayf 1 10 5 50 5 50
0.084
Orta 3 30 4 40 4 40
Giiclii 6 60 1 10 1 10

Sekil 4: Mikroplak yontemi ile biyofilm olusumu. OD 550 6lgiim degerleri

m biyofilm olusumu (OD 550)
0,750

0,600

0,450

0,300

0,150

0,000
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 negatif
kontrol
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4.5. Hareket

Referans olarak aldigimiz calismada “swarming” hareketi tespiti i¢in farkli
yiizdelerde (%0.25, %0.5, %0.75, %1 ) agar miktarlar1 iceren Luria Bertani ve Mueller
Hinton besiyerleri kullanilmis olup en etkili sonu¢ en diisiik agar diizeyinde
hazirlanmis olan besiyerinde bulunmustur (41). On deneylerimize dayanarak
calismamizda “swarming” hareketi tespiti i¢in en iyi sonucu veren % 0.25 oraninda
agar igeren Luria Bertani besiyeri tercih edilmistir. izolatlari 37 C'de 24 ve 48 saatlik
inkiibasyonu sonrasinda “twitching” ve “swarming’ hareketleri agisindan 24 ve 48 saat

arasinda herhangi bir fark gézlenmemistir.

Toplam 30 izolatin higbirinde “twitching” yetenegi olmadigi tespit edilmistir.
Izolatlarda “twitching” hareketinin tespit edilememesinin ardindan test %1 oraninda
agar iceren Luria Bertani besiyeri ile tekrar edilmistir. Kullanilan her iki besiyeri
arasinda "twitching" hareketi agisindan herhangi bir fark gozlenmemistir. “Swarming”
hareketinin ise sadece 2 susta pozitif oldugu tespit edilmistir. (Sekil 5) “Swarming”
hareket yetenegi olan izolatlarin birisinin MDR izolatlarin bulundugu ikinci grupta
digerinin ise XDR izolatlarinin yer aldig: iiciincii grupta olduklart tespit edilmistir.
Duyarli izolatlardan olusan ilk gruptaki hicbir izolatin “swarming” ya da “twitching”
hareket yetenegi olmadigi tespit edilmistir. Ikinci ve iigiincii gruptaki izolatlarin

hareket yetenekleri agisindan anlamli bir fark bulunamamaistir (p>0.05).

Sekil 5: "Swarming” hareketi olusumu. Altta goriilen 16 numarali izolatta pozitif.
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4.6. Serum Direnci

Referans olarak aldigimiz ¢alismada farkli yiizdelerde serum érnekleri kullanilmis
ve normal insan serumunun PBS igerisindeki yiizdesinin %20°nin altinda oldugunda
yasayan bakteri sayisinda anlamli bir degisme olmadigi, serum yiizdesinin %40’
tizerine ¢iktiginda ise yasayan bakteri sayisinda anlamli olgiide azalma gorildigi
tespit edilmistir (95). Bu sebeple bizim ¢alismamizda serum direnci tespiti i¢in PBS
igerisinde %40 oraninda serum ile ¢alisilmistir. Her izolat i¢in hem normal insan
serumu hem de 1s1 ile inaktive edilmis serum orneklerindeki yasayan bakteri sayisi
kanli agar plaklarina yapilan seri diliisyon ekimleri sonucunda tespit edilerek yasayan
bakteri sayis1 yiizde olarak hesaplanmuistir.

Tim izolatlar degerlendirildiginde, normal insan serumunda yasayan bakteri
sayist agisindan inokulumun %1’inin altinda olan iki adet bakteri oldugu tespit
edilmistir. Bu bakterilerden birisi duyarli izolatlardan olusan birinci grupta, digeri ise
MDR izolatlarn yer aldigi ikinci grupta bulunmaktadir. Birinci grupta yer alan izolatin
normal serum direnci %1’in altinda olmasina ragmen inaktif serum direnci %91
olarak, ikinci grupta yer alan izolatin inaktif serum direnci ise %1’in altinda tespit
edilmistir. Normal insan serumuna olan direncin arastirilmasinda, sadece bir izolatin
serumda yasayan bakteri sayisi agisindan inokulumun %90’1n1n tizerinde oldugu tespit
edilmistir. Bu izolat ikinci grupta yer almaktadir. Diger tiim izolatlarin normal serum
ve inaktif serum direnci oranlar1 %20 nin lizerinde bulunmaktadir.

Normal insan serumuna olan diren¢ incelendiginde, birinci grupta ortalama
normal insan serum direnci %36.8, ikinci grupta %63.5, tiglincii grupta ise %58.1
olarak tespit edilmistir. Duyarl1 izolatlardan olusan birinci grupta bakterilerin serum
direnci ytizdeleri %0.017 ile %59 arasinda, MDR izolatlarindan olusan ikinci grupta
%0.001 ile %94 arasinda XDR izolatlarindan olusan ti¢iincii grupta ise %35 ile %76
arasinda bulunmustur. Duyarli izolatlarin yer aldig: birinci gruptaki serum direncinin,
direngli izolatlarin yer aldig: ikinci ve ti¢iincii gruplarla karsilastirildiginda daha diisiik
oldugu belirlenmis, aradaki fark anlamli bulunmustur (p<0.05). Birinci ve igiincii grup
arasinda anlaml farkin P degeri 0.035, birinci grup ile ikinci grup arasinda anlaml
farkin p degeri 0.020 olarak tespit edilmistir. Ikinci grup ile {i¢iincii grup arasinda

serum direnci agisindan anlamli bir fark bulunamamstir (p>0.05).
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Izolatlarin inaktive edilmis serum direnci incelendiginde direng orani %1’in
altinda olan sadece bir izolat oldugu tespit edilmistir. Diger tiim izolatlarin direng
oranlar1 en az %68 olarak tespit edilmistir. Toplam 23 adet izolatin inaktive edilmis
serum direnci yiizdesinin %90 ve iizerinde olduklar1 tespit edilmistir. Ug gruptaki
izolatlarin hepsinin inaktif serum direnci yiiksek bulundugundan dolay1 gruplar
arasindan anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). Bu sonuglara gére normal insan
serumu direnci ile inaktive edilmis serum direnci arasinda anlamli derecede fark
oldugu tespit edilmistir. (Sekil 6) Tim izolatlarn normal insan serumu ve 1s1 ile

inaktive edilmis serum direng yiizdeleri Tablo 8 ve 9'de gosterilmistir.
Sekil 6: Izolatlarm normal ve 1s1 ile inaktive edilmis serum direnci yiizdeleri

mnormal insan serumu direnci (%) m inaktif serum direnci (%)

150

120

123456 7 8 9101112131415161718192021222324252627282930

9

o

6

o

3

o

Tablo 8: Normal ve inaktif serum direncinin gruplar arasi dagilimi

) . inaktif Serum
Serum Direnci . )
Ort + Std.d Direnci Ort
rex std.dev. P + Std.dev. P

[0) in-9
(% min-%6max) (Y%omin-%max)

1. Grup(Duyarl) 36.8+15.0 96.1+13.2
n=10 (0.01 - 59) (80-120)

2. Grup (MDR) 635+ 187 0011 96.0£9.4 0.231
n=10 (0.001 - 94) ' (0.28 - 118)

3. Grup (XDR) 58.1+ 14.1 1043 +18.3
n=10 (35-76) (68 -131)

Ort: Ortalama, min: Minimum deger,Std. dev.:Standart deviasyon , max:Maksimum deger
n: Grupta bulunan izolat sayis1
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Tablo 9: Izolatlarm normal insan serumu ve 1s1 ile inaktive edilmis serum direnci

yiizdeleri

[zolat no Serum direnci % Inaktif serum direnci %

2 22 91

4 22 93

6 50 110

8 0,017 91

10 46 112

12 63 93

14 44 85

16 0,001 0,28

18 77 97

20 49 97

22 66 109

24 56 89

26 38 119

28 35 68

30 66 97
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4.7. Fosfolipaz C Aktivitesi

Tiim izolatlarda ekstraselliiler fosfolipaz C aktivitesi saptanmustir. izolatlarin
aktivite olgtim degerleri birbirlerine olduk¢a yakin bulunmustur. (Sekil 7) Pozitif
kontrol P.aeruginosa PAOL susunun aktivitesinden daha yiiksek aktivite gosteren
herhangi bir izolat tespit edilememistir. Duyarli izolatlardan olusan birinci gruptaki bir
izolatin fosfolipaz C aktivitesi kontrol susu ile ayn1 degerde tespit edilmistir. Bu
izolatin  antibiyotik duyarlilik profili incelendiginde sadece trimetoprim-
sulfametaksazol ve tetrasiklin direncli, doksisiklin orta duyarli oldugu goriilmustiir.
Duyarli izolatlardan olusan birinci gruptaki bakterilerin fosfolipaz C aktivite
ortalamasi1 2.126 U/L, MDR izolatlardan olusan ikinci grubun 2.065 U/L, XDR
izolatlardan olusan ti¢lincii grubun ise 2.104 U/L olarak hesaplamistir. Birinci grupta
bulunan izolatlarin ortalama fosfolipaz C aktivitesi diger gruplardan daha yiiksek
bulunmustur. U¢ grup arasinda fosfolipaz C aktivitesi acisindan anlamli bir fark

bulunamamistir (p>0.05).

m Fosfolipaz C aktivitesi U/L

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28

3,0

2,5

21

o

11

(&)]

11

o

01

(&)

01

o

PAO1

Sekil 7: izolatlarin fosfolipaz C aktiviteleri U/L olarak gériilmektedir.
PAOL1 :Pozitif kontrol susu
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4.8.Proteolitik Aktivite

Tim izolatlarda proteolitik aktivite pozitif tespit edilmistir. Sekil 8' de izolatlarin
proteolitik aktivite diizeyleri U/L olarak goriilmektedir. Ugiincii grupta yer alan bir
izolat disinda tiim izolatlardaki proteolitik aktivite diizeylerinin pozitif kontrol susu
olan P.aeruginosa PAOL susundan yiiksek oldugu tespit edilmistir. Proteolitik aktivite
diizeyi en disiik olacak sekilde tespit edilen bu izolata ait antibiyotik duyarlilik profili
incelendiginde siprofloksasin, levofloksasin, tigesiklin orta duyarli; doksisiklin ve
kolistin duyarli olarak tespit edildigi ve XDR izolati olarak degerlendirildigi
goriilmistiir. Duyarli izolatlardan olusan birinci gruptaki bakterilerin ortalama
proteolitik aktiviteleri 137.27 U/L, MDR izolatlardan olusan ikinci grupta 149.84 U/L,
XDR izolatlardan olusan tiglincti grupta ise 139.02 U/L olacak sekilde hesaplanmustir.
Ikinci gruptaki proteolitik aktivite diizeyinin diger gruplardan daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Ug grup arasinda proteolitik aktivite diizeyleri agisindan anlamli bir
fark bulunamamistir (p>0.05).

Tablo 10: Gruplarda fosfolipaz C aktivitesi ve proteolitik aktivite diizeylerinin
ortalama, standart sapma ve p degerleri

1. Grup 2. Grup 3. Grup p
DUYARLI MDR XDR
n=10 n=10 n=10
aktivitesi (2.05-2.31) (1.94-2.24) (1.94-2.24) '
Proteolitik aktivite 137.2£12.9 149.8+21.0 139.0+£20.8
0.390
(123.1-154.5) (124.7-189.5) (89.7-164.5)

Fosfolipaz C we Protealitik aktivite dederlendirmesinde tahloda ¢ gruba ait aktiviteler

ortalama =+ standart sapma dederleri ve parantez icinde minimum-maksimum dederler

seklinde helirtilmigtir.
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200 B Proteolitik-Aktivite-U/L

160
120
80
40 |
0
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 PAO1

Sekil 8: izolatlarin proteolitik aktivite diizeyleri.
PAOL: Pozitif kontrol susu

4.9. Siderofor Uretimi

Izolatlar 24. ve 48. saatlerde turuncu halo olusumu agisindan degerlendirilmistir.
[k 24 saat icerisinde turuncu halo olusumu gergeklesmis olup ve 48. saatte herhangi
bir zon gapr artis1 saptanmamustir. Sekil 9'de CAS agarda siderofor tiretimi ile iligkili
olarak zolatlarin etrafinda turuncu /sar1 halo olusumu goriilmektedir. Konak hiicrede
yasamay1 saglayan onemli viriilans faktorlerinden birisi olan siderofor {iretiminin tiim
izolatlarda var oldugu tespit edilmistir. zolatlarin %73 {iniin olusturdugu zon ¢apmnin
< 4 mm oldugu ve siderofor iiretiminin zayif oldugu tespit edilmistir. Toplam yedi
izolatin 5 mm, bir izolatin ise 6 mm turuncu zon ¢ap1 olusturarak diger bakterilerden
daha giiclii siderofor iiretimi gergeklestirdigi goriilmistiir. Farkli ilag duyarlilig1 olan
izolatlar1 igeren ti¢ grubun siderofor tiretimleri birbirleri ile kiyaslandiginda olusan zon
caplarmin 3-6 mm arasinda degistigi, 5 ve 6 mm zon ¢ap1 olusturan izolatlarin 6zellikle
bir grupta yogunlasmadigi ve ii¢ grup arasinda siderofor tiretimi agisindan anlamli bir
fark bulunmadigi tespit edilmistir (p>0.05). Tablo 11'de gruplara gore siderofor

iiretimi gosterilmektedir.

Tablo 12'de caligilan tiim viriilans faktorlerine ait sonuglar derlenmistir.
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Tablo 11: Siderofor tiretim diizeyinin gruplar arasi dagilimi

1. Grup 2. Grup 3. Grup
Siderofor iiretimi DUYARLI MDR XDR P
n=10 n=10 n=10
Say1 % Say1 % Say1 %
+
7 70 9 90 6 60 0.450
A 3 30 1 10 4 40

Sekil 9: CAS agarda siderofor tiretimi.
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Tablo 12: Calisilan tiim viriilans faktorlerine ait sonuglar

VIRULANS FAKTORU

1 GUCLU 2,312

3 GUCLU - - 2,083 139.0 + 20 90

5 GUCLU 2,083

7 ORTA - = 2,104 153.8 + 42 83

9 ORTA - - 2,058 131.3 ++ 48 120

11 ORTA F F 2,012 148.4 + 65 96

13 ORTA = - 1,941 1747 + 86 99

15 ZAYIF - - 2,083 152.7 + 94 118

17  ZAYIF - - 2,104 126.3 + 42 88

19 ZAYIF - - 2,058 160.4 + 52 91

21  ZAYIF - - 2,058 152.0 ++ 51 105

23 ORTA - + 2,058 128.8 ++ 52 98

25 ZAYIF - - 2,033 164.5 + 73 125

27 GUCLU - - 2,175 148.8 ++ 68 102

29 ORTA - - 2,241 156.1 ++ 76 131

NS:Normal serum direnci IAS:Inaktif serum direnci
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5. TARTISMA

Acinetobacter baumannii olarak siniflanan Gram-negatif kokobasiller, tiim Gram-
negatif hastane enfeksiyonlarmin %2-10’undan sorumlu olan o6nemli firsatgi
bakteriyel patojenlerdir (100). Bakteri, hastane ortaminda yayilabilme kabiliyeti ve
antibiyotiklere kolaylikla direng gelistirebilmesi sayesinde tip diinyasi icin global bir
sorunu teskil etmektedir (30). Amerikan Enfeksiyon Hastaliklari Dernegi, A.
baumannii’yi tim diinyada yaygin goriillen en o6nemli 6 ¢ok ilaca direngli
mikroorganizma igerisinde saymaktadir. A. baumannii genusu yillar iginde birgok
taksonomik degisiklige ugramistir. 1986 yilina kadar A. baumannii tiirti resmi olarak
tamimlanmamistir. Bu da bu senenin 6ncesinde bilimsel ve medikal literatiirde kayit
altina alinmis olan Acinetobacter enfeksiyonlarinin yorumlanmasini zorlagtirmaktadir.
Bugiin A. baumannii olarak adlandirilan mikroorganizmalarin  yarattig
enfeksiyonlarmm  bir problem haline gelmesi muhtemelen 1970’lere kadar
dayanmaktadir (100). Popiilasyonlarda Acinetobacter ile meydana gelen infeksiyon
hizlart (%28,6) alarme edici derecede yiiksektir ve Staphylococcus aureus’un
enfeksiyon hizlarinin (%30,9) ardindan ikinci sirada bulunmaktadir. Acinetobacter
iligkili infeksiyon olgular: artik metisilin-direngli S. aureus olgulariyla kiyaslanacak
hale gelmistir ve olgular artik “Gram-negatif MRSA” olarak adlandirilmaktadir.
Kliniklerde Acinetobacter ile kolonize hastalarin enfekte hastalara olan orani 10:1 iken
bu oran MRSA igin 2:1’dir (29). Calismalar pediatrik ve eriskin Acinetobacter
enfeksiyonlarmin birbirine esit oldugunu gostermektedir (101). Hastanelerdeki
giintimiiz hasta popiilasyonlari, 1970’1lerdeki popiilasyonlara kiyasla A. baumannii’ye
daha duyarhidir. Bunun birkag¢ nedeni soyle sayilabilir: Hastalarin altta yatan ciddi
hastaliklari, buna bagli olarak selektif antibiyotiklerin yiiksek oranda kullanilmasi,

kateterlerin kullaniminda artis, ve invaziv cihaz kullaniminda artig (100).

Belirli A. baumannii klonlarina dahil enfeksiyon suslarinin ¢ogu ¢ok ilaca direng
(MDR) fenotipi gostermektedir (100). ABD’de ‘The National Nosocomial Infections
Surveillance’ (NNIS) tarafindan yapilan ve 1986- 2003 yillar1 arasii kapsayan bir

calismada A. baumanni’de seftazidim direncinin %24’den %67’ye, amikasin
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direncinin %3’den %20’ye, imipenem direncinin de %20’lere ¢iktigi ortaya konmustur
(102). Onbir Avrupa iilkesinin katildigr bir diger izlem g¢alismasinda (MYSTIC
Program 1997-2000) 37 hastaneden toplanan Acinetobacter izolatlarinin %14’
meropeneme, %16’s1 imipeneme direngli bulunmustur. Bu ¢alismada piperasilin-
tazobaktam, tobramisin, seftazidim ve siprofloksasine diren¢ daha yiiksek oranlarda
bulunmus olup bu oranlar sirasiyla %39, %41, %45 ve %53 diir. Tirkiye’nin farkl
bolgelerinin de dahil oldugu bu ¢alisma, tilkemize ait Acinetobacter izolatlarinda
imipenem direncinin %38, meropenem direncinin %34 oldugunu ve izolatlarin
%80’inden fazlasinin piperasilin- tazobaktam, seftazidim ve siprofloksasine direngli
oldugunu ortaya koymustur (103). MYSTIC grubunun 2000-2003 yillar1 arasinda
yaptiklar1 ¢alismada ise Tiirkiye’de izole edilen Acinetobacter izolatlarinin %42’sinin
meropeneme, %48’inin imipeneme, %84 liniin seftazidime, %91’inin sefotaksime,
%76’smin sefepime, %82’sinin piperasilin-tazobaktama, %79’unun siprofloksasine,
%357’sinin tobramisine direngli oldugu gortlmistiir (104). Son galismalar kuvvetle
gostermektedir ki ¢ok ilaca direng (MDR) fenotipi kazanimi, bakterinin bir hastane

patojeni olarak basarili olmasinin belirleyicilerinden birisidir (100).

Bakteriyel adaptasyon ve direng mekanizmalari1 bakterilerin konak ve cevre ile
olan iligkilerini etkilemektedir. Bu bakteriyel direng, tek ya da ¢oklu antibiyotik
gruplarina karsit olabilmekte ve ciddi sekilde antibiyotiklerin patojenlere karsi
etkilerinde azalmalar goriilmektedir. A.baumannii‘de antimikrobiyal ajanlara karsi
direng gelisimi farkli mekanizmalar yolu ile olmakta ve gelisen bu direng sonucunda,
beklenmeyen fenotipik, genotipik ve fizyolojik degisiklikler ortaya ¢ikabilmektedir.
Bakterilerde antibiyotiklere karsi olusan bu adaptasyon “biyolojik uyum bedeli
(biological fitness cost)” olarak tanimlanmaktadir. Bu uyum siirecinde bakterilerde
tireme yeteneginde diisiis gdzlenirken, antibiyotik direnci kazanmis bakterinin virtilans

ozelliklerinde de azalma oldugu bildirilmektedir (105).

Son yillarda genomik, fenotipik ve enfeksiyon modeli analizleri yaklagimlarinin
beraberce kullanilmasi1 4. baumannii patojenitesi i¢in énemli viriilans faktorlerinin
tanimlanmasina yardimci olmustur. Bugiine kadar dis membran proteinlerinin,
hidrolitik enzimlerin, ve baz1 multifaktoriyel fenotiplerin patojenitede rol aldig: teyit

edilmistir (100). Yapilmis calismalarin ¢ogu A. baumannii’nin epidemiyolojisi ve

53



antibiyotik direnci konularini ele almistir. Bununla birlikte bakterinin viriilans1 ile
ilgili detaylarin tanimlanmas: ise eksik kalmistir (30). Insan saghg icin nemli olan
A.baumannii’nin patojenitesinin ortaya ¢ikarilmasi igin antimikrobiyal direng
mekanizmalarinin arastirilmasinin yaninda bakteri tarafindan eksprese edilen virtiilans

faktorlerinin mekanizmasinin anlasilmasi da olduk¢a 6nemlidir (3).

Bakteri popiilasyonunda antibiyotik direncinin ortaya c¢ikmasi sonrasi siireg,
dirence kars1 gelisen mutasyon orani Ve bu mutantlarin uyum bedeli (fitness cost) gibi
kritik kabul edilen birkag faktor tarafindan diizenlenir. Efluks pompasi gibi direng
mekanizmalarinin asir1 ekspresyonu ve kromozomal mutasyonlarin ilacin hiicresel
hedefinde meydana getirdigi yapisal degisiklikler sonucunda bakteride uyum bedeli
(fitness cost) ortaya c¢ikmaktadir. Bakterilerde ortaya ¢ikan kinolon direnci, efluks
pompa artisi ve DNA giraz, topoizomeraz enzimlerindeki mutasyonlar nedeniyle
olmaktadir. Bu direncin Escherichiae coli ve Salmonella enterica’da biiyiimeyi ve

virtilans1 azalttig1 gosterilmistir (106).

Prokaryotlarda 6zellikle Acinetobacter cinsinde biyolojik uyum bedeli siire¢ ve
sonuglart ile ilgili yeterli ¢alisma bulunmadigr igin bilgilerimiz sinirl kalmis olsa da
konu ile ilgili yapilan bir ¢alismada A.baumannii ATCC 19606 susunun kolistin
direngli mutanti (RC64), dirence karst olusan bakteriyel adaptasyon siirecinde dis
membran proteinlerinde, metabolik bazi enzimlerin saliniminda bir takim degisiklikler
olusturmus ve bakterinin iiremesinde yavaslama oldugu goriilmistiir. Olusturulan fare
hayvan modelinde diisiik virtilans saptanmistir (107). Kang Y.S ve ark.’nin rifampin
direngli A.baumannii susuyla yaptiklari viriilans g¢alismasinda, duyarli sus ile
karsilastirildiginda bakteride qourum sensing kaybi, swimming ve swarming
hareketlerinde azalma, fimbria ekspresyonunda zayiflik, membrandaki yag asiti
kompozisyonunda degisiklik meydana geldigi gorilmustiir. Bakteride farkli
antimikrobiyal ajanlara kars1 gelisen direncin farkli genotipik ve fenotipik
degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (105). Rifampisin direnci ve biyolojik uyum
bedeli arasindaki baglanti, daha ©nce de Mycobacterium tuberculosis ve
Staphylococcus aureus'da tanimlanmistir (108,109).

Son yillarda enfeksiyon hastaliklarinin patogenezinin ortaya ¢ikarilmasinda,

memeli modelleri yaninda kullanilmaya baslanan mini modellerden biri olan Galleria
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mellonella enfeksiyon modelidir. A.baumannii ile olusturulan G.mellonella
enfeksiyon modeli c¢alismalarinda Antunes ve ark. farkli klonlara ait t¢ klinik
A.baumannii suslar1 arasinda virulans agisindan herhangi bir fark olmadigini, klinik
olmayan SDF susunu ise aviriilan olarak tespit etmislerdir. Hemolitik aktivite,
fosfolipaz, proteaz aktiviteleri gibi virtilans faktorleri agisindan ise suslar arasinda fark
tespit edilememis olup, bakterinin patojenitesinde metabolik yetenekler ve cevresel
stres ile basa ¢itkma mekanizmalarinin, spesifik viriilans faktorlerinin tiretilmesinden
daha 6nemli oldugu bildirilmistir (30). Yine Ayse Kalkanci ve ark. kolistin duyarli ve
direngli A.baumannii suslar1 arasinda bu enfeksiyon modelinde virulans agisindan fark
tespit edememislerdir (91). Peleg ve ark. A.baumannii suslariin A.baylyi ve A.lwoffii
suglarina gére daha patojen olduklarmi tespit ederek, bu enfeksiyon modelinin
Acinetobacter spp. suslarimin patojenitesinin arastirilmasinda kullanilabilecek uygun

bir model oldugunu bildirmislerdir (92).

Calismamizda Galleria mellonella enfeksiyon modeli kullanilmistir. Elde
ettigimiz sonuglar degerlendirildiginde ekstrem ilag direngli tiglincti grubun diger
duyarli ve ¢ok ilaca direngli gruplara oranla daha diisiik viriilans olusturdugu
goriilmistiir. Fakat tiim izolatlarda biyofilm olusumu, siderofor iiretimi, fosfolipaz C
ve proteaz aktivitesi gibi spesifik viriilans faktorleri tespit edilmis olup, ekstrem
direngli bu izolatlarin diisiik virtilansin1 spesifik viriilans determinantlarini tasimama
ya da biyolojik uyum bedeli siirecinde kaybetmelerine baglayabilmek miimkiin
olmamaktadir. Bu enfeksiyon modelinde tgiincti grupta bulunan izolatlarin total
virlilansinda azalma mevcut oldugundan dolayr ¢alismamizda bulunmayan gourum
sensing sinyal molekiilleri ile iliskili diren¢ ve viriilans regiilasyonu gibi farkl
faktorlerin arastirilmasi gerekmektedir. Elde ettigimiz sonuglar bakterinin direng
kazanmasi ile olusan biyolojik uyum siirecinde viriilansinin azaldigini gosteren
caligmalarla uyumludur. Ancak biyolojik uyum bedeli olmaksizin ya da daha digiik
uyum bedeli ile kazanilmis antibiyotik direncinin bulundugu da farkli bakteriler ile
yapilan c¢alismalarda gosterilmistir ve Acinetobacter tirleri i¢in  konunun

aydinlatilmas1 gerekmektedir (109, 110).

Birgok bakterinin viriilansinda onemli bir rol oynayan biyofilm olusumu

A.baumannii’de de biyotik ve abiyotik yiizeylerde goriilmekte olup, bu sayede bakteri
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hastane ortamlarindaki cesitli yiizeylerde kolayca kolonize olabilmekte, ayrica
antibiyotik  direnci  gelistirmesi ve konak immiin sisteminden kagmasi
kolaylagsmaktadir (4). Ayn1 zamanda A.baumannii biyofilm ile iliskili medikal cihaz

kontaminasyonunun da en yaygin sebebi olan bakteridir (111).

Biyofilm olusumu ile antibiyotik direnci arasindaki iligski su an net degildir. Son
yirmi yilda yapilan birgok c¢alisma celiskili sonuglar vermistir. Lee HW ve ark.
tarafindan yapilan bir c¢alismada 23 ¢ok ilaca direngli A. baumannii izolati ile
caligilarak solunum yolu epitel hiicrelerine yapisma ve polistren yiizeylerde olusan
biyofilm arastirilmis, bu iki durumun birbiri ile iliskili oldugu tespit edilmistir. RT-
PCR sonuglarina gore bla (PER-1) geni igeren suslarin igermeyenlere gore biyofilm
olusumunun ve solunum yolu epitel hiicre adezyonunun daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Aym1 zamanda ¢oklu ilag direncinin bakterinin hayatta kalmasina ve
cevresel olarak yayilmasina da katki saglayabilecegi diistiniilmiistiir (112). Benzer
bulgular Rao ve ark. tarafindan da rapor edilmistir. Biyofilm yapilarinin
antimikrobiyal tedaviye kars1 direng gelistirme yetenegini artirdigi ve ayn1 zamanda
cevresel stres, sinirli besin ve dehidratasyona karst dayanmada rol oynadigi
belirtilmistir (113).

Hui Liu ve ark. tarafindan Cin’de yapilan bir ¢alismada 122 hastaya ait alt
solunum yolu 6rneklerinde biyofilm ile iligkili abal, csuE, ompA, bla-PER1 genleri
PCR ile arastirilmig ve abal- ve cSuE- pozitif suslarin 14 farkli antimikrobiyal ajana
daha fazla direng gosterdikleri goriilmiistiir. Bu antimikrobiyal ajanlar arasinda;
amikasin, ampisilin, sefepim, sulbaktam, sefotaksim, seftazidim, siprofloksasin,
gentamisin, imipenem, meropenem, piperasilin, tetrasiklin, trimetoprim-
sulfametaksazol ve levofloksasin bulunmaktadir. Ayni ¢alismada biyofilm olusumu ile
ilgili olarak farkli goriisler ileri strilmiistir. Bunlar; yiiksek diizey yogunlukta
biyofilm olusumunun antibiyotik penetrasyonunda azalmaya yol agtigi, ayrica
biyofilm icindeki bakterilerin metabolizmalarinin ve biiyiimelerinin yavas olmasi
onlart antibiyotiklere kars1 daha az duyarli hale getirdigi belirtilmistir. Biyolojik
membranlarin, suslar1 direngli fenotip olusturmalar1 yoniinde uyardigi, efluks pompa
direnci ekspresyonu ve antibiyotik direng gen sayisinda artis olustugu ve direng
gelistigi belirtilmistir. Yine biyofilm olusumunun bakterinin bagisiklik sistemi
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tarafindan o6ldiiriilmesini engelleyen dogal bir bariyer sistemi oldugu ve biyofilm
icerisindeki bazi bakterilerin quorum sensing sayesinde bagimsiz olarak planktonik
biiyiime gostererek enfeksiyonun yayilmasma ve relapsina neden olabilecegi ileri

stirilmistiir (114).

Biyofilm olusumu ile antibiyotik direnci arasindaki iliskinin arastirildig: bir baska
calismada Badave ve ark. ampisilin-sulbaktam, amikasin, siprofloksasin ve seftazidim
direncinin imipenem ve piperasiline oranla biyofilm iireten suslarda ¢cok daha fazla
oldugu bildirilmistir. Bu sonuglara gore ise imipenem ve piperasilin tiiri
antimikrobiyal ajanlarin florokinolon ve aminoglikozit gruplarma oranla biyofilm
penetrasyonunun daha yiiksek oldugu ileri stiriilmiistiir (115). Tiirkiye’de Bayr1 Erag
ve ark. tarafindan yapilmis c¢ok ilaca direngli A.baumannii izolatlarinda virulans
faktorlerinin arastirildig1 ¢alismada incelenen 16 sustan 12’sinin gii¢lii biyofilm iireten
suslar olduklar: tespit edilmis ve ¢oklu ilag direnci ile biyofilm olusumu arasinda bir
iliski oldugu bildirilmistir (4).

Farkl yillarda yapilan ¢alismalar incelendiginde biyofilm olusturma yetenegi olan
suslarin daha fazla antibiyotik direnci gelistirdigini bildiren ¢alismalarin sayis1 az
degildir (112-118). Fakat bununla birlikte birgok ilaca duyarli olan A.baumannii
suslarinin ¢ok ilaca direngli suslardan daha fazla biyofilm tirettigini bildiren ¢alismalar
da mevcuttur. 2016 yilinda yaymlanmig olan, Lihua Qi ve ark. tarafindan Cin’de
yapilmig antibiyotik direnci ve biyofilm olusumu arasindaki iligkinin incelendigi
caligmada 272 klinik izolattan 249’unda biyofilm olusumu goézlenmis, duyarli olan
suslarin, ¢ok ilaca direngli ve ekstrem ilag direncli suslara oranla daha giiglii biyofilm
olusturduklari tespit edilmistir. Biyofilm kapasiteleri ile antibiyotik gruplar arasindaki
direng iligkisi de arastirilmis olup aminoglikozit, karbapenem, florokinolonlar,
ampisilin-sulbaktam, trimetprim-sulfametaksazol, tetrasiklin ve penisilin gruplarina
duyarl olan suslarda biyofilm olusumu, bu gruplara direncli olan suslardan daha giiglii
bulunmustur. Sefalosporinler ve lipopeptitler igin duyarl ve direngli suslar arasinda
anlamli bir fark bulunamamistir (119). Lauren B. King ve ark. tarafindan yapilan
serum direnci ve biyofilm iiretiminin arastirildigi ¢alismada, yedi sus igerisinde en
giiclii biyofilm iireten iki susun da antibiyotiklerin ¢oguna duyarli olduklari, zayif

biyofilm iireten dort susun ise ¢ok ilaca direngli izolatlar olduklari tespit edilmistir. Bu
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sonuglar ile antibiyotik duyarliligi ile biyofilm olusumu arasinda iliski olabilecegi ileri
stiriilmiistiir (120). Yine 2007 yilinda Jian Li ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada
kolistin direngli suslarin biyofilm {iretme giiciiniin kolistine duyarli olan suslardan
daha az oldugu tespit edilmistir (121). Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde giiglii
biyofilm iiretimi olan 8 izolattan 5’inin kullanilan tiim ilaglara duyarl olduklari, 1’inin
sadece trimetprim-sulfametaksazol ve tetrasiklin direncinin oldugu, diger iki izolatin
ise direngli grupta yer aldiklar1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda ¢alismamizda bulunan
dort kolistin direngli izolatin ti¢ tanesinin zayif biyofilm tirettigi de tespit edilmistir.
Bu durum bize biyofilm olusumu ile antibiyotik direnci arasinda negatif bir korelasyon

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ozellikle baz1 ¢alismalarda belirli baz1 antibiyotiklerin diisiik dozda kullaniminin
biyofilm olusumunu uyarabilecegi ve aynmi zamanda biyofilm regiilasyonunun
antibiyotikleri de igeren dis streslere karsi global bir yaniti i¢erdigi bildirilmistir (122).
Bununla birlikte biyofilm ile antibiyotik direnci arasindaki iliski su an net degildir.
Son yirmi yilda yapilan bir¢ok ¢alisma celiskili sonuglar vermistir. Ornegin Abidi. ve
ark. yaptiklar1 bir galismada 22 Pseudomonas izolati ¢alisilmis ve ¢ok ilaca direncgli
izolatlarda biyofilm olusumu anlamli derecede yiiksek ¢ikmustir (123). Atashili ve ark.
yaptig1 ¢alismada ¢ok ilaca direngli ve duyarli S.aureus suslari arasinda biyofilm ve
antibiyotik direnci arasinda bir iliski tespit edilememistir (124). Perez 116
A.baumannii izolati ile galismis ve meropenem direnci ve biyofilm arasinda ters bir

iliski tespit etmistir (125).

Luisa C.S. Antunes ve ark. tarafindan ti¢ farkli klinik A.baumannii susu ve bir adet
insan bitinden izole edilen, klinik olmayan ve duyarli bir sus olan SDF susu ile virulans
faktorlerinin arastirildig1 ¢alismada klinik olmayan SDF susunun biyofilm olusturma
yetenegi klinik suslara kiyasla 10 kat daha fazla bulunmustur (30). Bu durum
A.baumannii suslarinin biyofilm yetenekleri ve bunun klinige yansimasi arasinda bir
korelasyon olmadig1 goriisiinii diisiindiirmektedir. Antibiyotik direnci biyofilm
olusturma kapasitesi ve biyofilm 6zgii direng arasindaki niceliksel iliski ile ilgili yeterli

yayin yoktur.

Bakterilerin etkili olarak kolonize olup hastalik olusturabilmeleri i¢in konak

hiicreye baglanmalar1 gerekir. Cogu bakteri konaga spesifiktir ve sadece
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yiizeylerinden bakteriyel adezyon faktorii igin belirli reseptorleri salgilayan
konaklarda enfeksiyon olusturabilirler ve uygun reseptor iceren doku ve hiicreleri
enfekte ederler. Enfeksiyon siirecinde baglanma ilk basamagi olusturur. Bunu derin
doku penetrasyonu ve sistemik dagilim izler. Bakteriler yiizeylere yapismak igin pili,
fimbria, flajella gibi yiizeyel uzantilarini kullanirlar (126). Swimming ve swarming
hareketleri flajellalar ile diizenlenir ve kati yiizeylerde ortaya ¢ikar. Twitching hareketi
ise tip IV pili sistemi tarafindan diizenlenmektedir (40). Acinetobacter cinsi ge¢miste
flagella kaybina bagli olarak hareketsiz olarak tanimlanmis olsa da ilk olarak 1975
yilinda Henrichsen ve Blom tarafindan fimbria varligi ile Acinetobacter calcoaceticus-
baumannii kompleksinin hareketi arasindaki korelasyon gosterilmistir (42). Daha
sonraki yillarda yapilan bazi ¢alismalarda A.baumannii ATCC 19978 susunun hareket
yeteneginin sinirli demir bulunan ortamlarda ve mavi isik ile inhibe oldugunu gosteren
calismalar bulunmaktadir (53,54). Indirgenmis demir seviyelerinin tip IV pili sistemini
kodlayan bir ¢ok gende azalmaya neden oldugu gosterilmistir (54). Acinetobacter
anitratus tiirlerinde Barker ve Maxted tarafindan ‘ditching’ isimli bir hareket tiirti
tanimlanmuistir. Bu harekette hiicreler agar yiizeyinde karigik dallanmalar seklinde
cizgisel goriintiiler olusturarak bu ¢izgiler boyunca hereket etmektedir (127). Bu tip
hareketin swarming hareketinin bir tipini temsil ettigi 6ne siiriilmiis fakat daha sonra

yapilan ¢alismalarda twitching hareketi olarak tanimlanmistir (128).

Motilite yeteneginin bakterinin artan virulansi ile iliskili oldugu, Pseudomonas
aeruginosa ve Dichelobacter nodosus gibi farkli bakteri tiirleri ile yapilmis
caligmalarda gosterilmistir (129,130). Eijkelkamp ve ark. 2011 yilinda 52 klinik
A.baumannii izolatinda twitching ve swarming hareketlerini arastirmiglardir.
Uluslararasi klon 1 igerisinde bulunan tiim suslarda twitching hareketi goriilmiistiir.
Diger twitching hareketi pozitif suslarin ise bu klona ait olmadig: ve biyofilm {iretme
yeteneklerinin de diger twitching hareketi pozitif olan suslardan daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Biyofilm olusumu zayif olan suslarda twitching hareketinin zon
capmin da daha az oldugu gortilmistiir. Swarming hareketi ise 3 uluslararasi klona da
ait olmayan farkli suslarda tespit edilmistir. Ayrica bazi twitching pozitif suslarda
swarming hareketi olmamasi ya da swarming pozitif olanlarda twitching hareket
yeteneginin olmamasi nedeniyle bu iki hareket seklinin birbiri ile baglantili olmayip,

farkli fenotipik ozellikler oldugu belirtilmistir. Bu c¢alismada hareket yetenegi
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arastirilirken testler Mueller-Hinton ve Luria Bertani besiyerlerinde ayr1 ayri ve farkli
agar konsantrasyonlarinda ¢alisilmis ve hareket 6zelliginin hem besiyerine hem de
besiyerinde bulunan agar miktarina bagli olarak degistigi gozlenmistir (41). Bizim
calismamizda da her iki hareket Luria Bertani ve Mueller Hinton besiyerlerinde ayri

ayr1 ¢alisilmis olup sonuglar agisindan herhangi bir farklilik goriilmemistir.

Bayr1 Erag ve ark.’nin yaptiklar1 ¢ok ilaca direngli A. baumannii suslarindaki
virulans faktorlerinin arastirildigi calismada incelenen 16 izolatin yedisinde swarming
hareketi belirlenmis, bunlardan birinin orta, digerlerinin ise giiglii biyofilm iireten
suslar olduklar1 gozlenmistir. Ayrica sadece bir susta twitching hareketi gézlenmis
olup, bu susta ayn1 zamanda swarming hareket yetenegi de oldugu saptanmistir (4).
Luisa C. S. Antunes ve ark., tiim genom dizisi belirlenmis {i¢ farkli klinik A.baumannii
susu Ve bir adet insan bitinden izole edilen, klinik olmayan ve duyarli bir sus olan SDF
susunda %0.5 agar igeren Luria-Bertani (LB), Chelex 100 ile muamele edilmis
triptikaz soy broth diyalizat (TSBD) ve 0.4 mM MgCI2 katkili kazamino asit (CAA)
besiyerlerinde hareket 6zelligi arastirmislardir. Sadece bir susta (¢ok ilaca direngli ve
uluslararasi klon | iginde yer alan) hem twitching (LB ve TSBD plaklarinda) hem de
swarming (TSBD plaginda) hareketi gézlenmis olup, bir susta da (ATCC 17978, ¢ogu
ilaca duyarli) sadece swarming hareketi (CAA plaginda) tespit edilmistir (30).

Bizim ¢alismamizda ise twitching hareketi higbir izolatta tespit edilememis olup,
swarming hareketi ise sadece iki izolatta goriilmiistiir. Swarming hareketi pozitif olan
izolatlardan birinin ¢ok ilaca direngli grupta, digerinin ise ekstrem ilaca direngli
grupta yer aldiklar1 ve bu izolatlarin orta diizeyde biyofilm olusturduklar: tespit
edilmistir. Ayrica bakterideki hareket yeteneginin laboratuvar ortaminda suslarin sik
pasajlanip kiiltiire edilmesi nedeniyle genetik olarak yok oldugunu bildiren galismalar
bulunmaktadir. Bu durum ozellikle swarming hareketi i¢in gegerlidir (131).
Motilitenin Acinetobacter virulansindaki rolii ve ilag direnci ile iliskisi tam olarak

aydinlatilamamuis olup daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir.

A.baumannii tarafindan olusturulan firsat¢i enfeksiyonlarda en sik o6zellikle
solunum yolu enfeksiyonlar1 ve bakteriyemiler goriilmektedir. Yiiksek mortalite
altinda yatan en snemli nedenler bakteriyemi nedeniyle gelisen septik sok ve mekanik

ventilasyon ihtiyacidir. Buna ek olarak ¢oklu ilag direnci gelismesi ve yayilmasi da
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diinya capinda halk saglig1 icin endise verici bir durum haline gelmistir. invaziv
ozellikleri ve konaktaki yasam siireleri goz oniine alnirsa patojenik bakterilerin
immun yanittan kagma yeteneklerinin oldugu gériilmektedir. Invaziv bakterilerin ortak
ozelligi serumun bakterisidal etkisini onleme yeteneklerinin olmasidir (132). Birgok
patojenik bakteri kompleman sisteminin aktivasyonuna karsi direng gostererek
oliimden kagmaktadir. Bakterilerin bu sisteme direng gosterebilmesindeki en 6nemli
durum yiizeylerinde bulundurduklar1 kompleman regiilatorleridir. Bakteri yilizeyine
C4b-binding protein baglanmasi ile klasik kompleman yolu inhibe olur. Faktor H ve
H-like protein 1 (FHL1) ile de alternatif yol inhibe olur. Patojenik bakteriler
kompleman yolunu farkli noktalarda farkli birgok mekanizma ile regiile etmektedir
(132). Dis membran proteinlerine (Omps) kompleman regiilatérlerinin baglanmasi
bircok Gram negatif patojen i¢in kompleman aktivasyonunu 6nlemede 6nemli bir
yoldur (120).

Literatiire bakildiginda A.baumannii serum direncinin arastirildign farkli
caligmalar bulunmaktadir. Kim ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada bakteriyemik
hastalarin kanindan izole edilen dort klinik A.baumannii izolati serum direnci
acisindan incelenmis, 6zellikle serum konsantrasyonunun %40 ve {izeri oldugu zaman
canli bakteri sayisinin olduk¢a azaldigi gorilmiistiir. Dort Klinik izolatta da serum
direnci oldugu goriilmiis ve ayrica test 1s1 ile inaktive edilen serumlarda da
tekrarlandiginda bu serum direnci oranlarinin ¢ok daha fazla arttigi gézlenmistir.
Klasik ve lektin kompleman yollarin1 aktive etmek igin enzim kofaktorii olarak
kalsiyuma ihtiya¢ duyulmaktadir. Magnezyum alternatif yol aktivasyonu igin

gereklidir. EDTA (etilen diamin tetraasetik asit) kalsiyum ve magnezyumu baglayarak

her ii¢ yolu da inaktive etmektedir. MgCl>-EGTA (etilen glikol tetraasetik asit) klasik

yol ve lektin yolunu inhibe etmektedir. Bu ¢alismada EDTA eklenmis serumda

izolatlarin hayatta kalmasi artmistir. MgCIl2-EGTA eklenmis Serumda izolatlarin

hayatta kalmasi belirgin azalmistir (132). Bu durum bize A.baumannii 6ldiiriillmesinde

alternatif kompleman yolunun direkt etkili olan yol oldugunu gostermektedir.

Lauren B. King ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada yedi klinik A. baumannii

izolatinin normal ve 1s1 ile inaktive edilmis serum direnci, ayn1 zamanda alternatif
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kompleman yolunun aktivasyonunu degerlendirebilmek i¢in C2 faktorii eksik olan
serum ornegi kullanilarak degerlendirilmistir. Ayrica flow sitometri ile bakterinin
kompleman baglayici protein H’1 baglayarak hiicre yiizeyinde C3 birikimini saglamasi
gosterilmeye c¢alisgilmistir. Dort izolatin seruma duyarli, ii¢ izolatin ise direngli
olduklari, ayn1 zamanda 1s1 ile inaktive edilen serumlarda ise bakteri Slimi
gerceklesmedigi tespit edilmistir. Seruma duyarli olan suslar, C2 faktorii eksik olan
serum ile muamele edildikten sonra bu bakterilerde yine de serum direnci gelismedigi
gbzlenmis olup, bu sonug ile bakterilerin oldiiriilmesi i¢in alternatif kompleman
sisteminin aktivasyonunun olmasi gerektigi vurgulanmistir. Flow sitometrik inceleme
ile de bakteri yiizeyinde C3 faktor birikimi arastirilmistir. Duyarli olan suslarda C3
birikiminin seruma direngli suslardan daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayni
caligmada, serum direngli suslarda daha giiglii biyofilm tretimi goriiliirken, serum
duyarl1 olanlarda biyofilm olusumu daha zayif olarak tespit edilmistir (120). Liao ve
ark. tarafindan yapilan ¢alismada ise ozellikle ¢ok ilaca direngli suslarla infekte
hastalarda serum direncinin hastalarin mortalite oraniyla direkt iliskili oldugu tespit
edilmistir (133).

Bayr1 Era¢ ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada incelenen Kklonal gruplarin
temsilcisi suglardan cogunun serumun bakterisidal etkisine duyarli oldugu, iki alt grup
temsilcisinin ise direngli oldugu gozlenmistir. Suslarin temsil ettikleri gruplarin
sayilar1 dikkate alindiginda, ¢alismadaki serum direngli bakteri oran1 %30.7 olarak
bulunmustur (4). Cevahir ve ark. 48 klinik A.baumannii susunda insan serumunun
etkisini incelemisler ve seruma direngli suslarin oranini %81.2 olarak tespit etmislerdir
(134). Farkli su kaynaklarindan izole edilen Acinetobacter tiirlerinde virulansin
arastirildigr bir ¢alismada, seruma direnci kaynaga gore %30 ile %64 arasinda
bulunmustur (135). Acinetobacter tiirlerinde serum direncinin yapilan ¢alismalarda
oldukga farklilik gosterdigi goriilmektedir. Bunun nedeninin ise kullanilan
yontemlerin gesitliligi ya da suslarin izole edildigi kaynaklarin farkliligindan dolay1

olabilecegi diisiiniilebilir.

Bizim calismamizda ise normal insan serumuna olan direng incelendiginde,
duyarl izolatlarin yer aldig1 birinci gruptaki serum direncinin, direngli izolatlarin yer

aldig1 ikinci ve tglincii gruplarla karsilastirildiginda daha diisiik oldugu goriilmiis ve
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serum direnci agisindan birinci grup ile ikinci ve tgiincii gruplar arasindaki fark
anlamli bulunmustur (p<0.05). Is1 ile inaktive edilmis serum direnci oraninin ise
normal serum direncine gére anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yine
ayrica Lauren B. King ve ark. yaptiklar1 ¢alisma (120) sonucundan farkli olarak bizim
calismamizda giiglii biyofilm {iretimi yapan sekiz izolattan altisinin serum direnci
orani daha diisiik olan ve antibiyotiklerin coguna duyarli olan izolatlarin yer aldigi
birinci grupta bulunduklar: tespit edilmistir. Bizim yaptigimiz ¢alisma ve daha 6nceki
yillarda serum direnci ile ilgili yapilan g¢alismalar; A.baumannii oldiriilmesinde
alternatif kompleman yolunun direkt etkili olan yol oldugunu, A4.baumanni’nin
oldirilmesinde normal insan serumunda istya duyarli kompleman proteinlerinin
onemli role sahip oldugunu ve serum direncinin direkt olarak A.baumannii

patogenezine katkida bulundugunu gostermektedir.

Demir ¢evresel ve biyolojik sistemlerde fazla bulunmasina ragmen, insanda

serbest demir ¢ok smirli olarak bulunmaktadir (1078 M). Demirin ¢oziiniirligi

diisiiktiir ve aerobik kosullarda diisiik molekiil agirlikli hem proteini ya da yiiksek
afinite ile demir baglayan laktoferrin, transferrin gibi proteinlere bagl olarak
bulunurlar (5,136). Sinirli demir bulunan ortamlarda bakteriler siderofor gibi yiiksek
afiniteli demir selasyonu yapabilen maddeler iretirler. Baz1 bakteriler hem ve
hemoglobini demir kaynagi olarak kullanabilirken bazilar1 da transferrin ve
laktoferrinden demiri uzaklastirabilmektedir (136). A.baumannii transferrine
baglanamadigi gibi, laktoferrinden ve transferrinden demir kazanilmasini saglayan
protein yapisin1 kodlayan herhangi bir genetik determinant da igermemektedir (137).
Fakat bununla birlikte A.baumannii ATCC 19606 susu hem molekiilini demir
kaynagi olarak kullanabilmektedir (136).

A.baumannii’nin siderofor sentezi igin birden fazla gen lokusu igerdigi de yapilan
genetik analizler sonrasinda gosterilmistir (138,139). Antunes ve ark., genotipik olarak
farkli olduklar1 tespit edilen 50 klinik A.baumannii izolatinda demir kazanim
mekanizmasinda rol oynayan 16 geni arastirmislar ve tiim suslarda hem asinetobaktin
hem de hidroksamat tipi genlerin bulundugunu tespit etmislerdir. Ayrica suslar
arasinda demir selatorlerinin miktar: ve aktivitesi agisindan biiyiik farklar oldugu da

bildirilmistir (4). Bayr1 Erag¢ ve ark. farkli klonlar1 temsil eden 16 A.baumannii susu
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ile Chrome Azurol S (CAS) agarda fenotipik olarak siderofor iiretimini arastirdiklari
calismalarinda, higbir susta siderofor iiretimi saptanamamistir, bu durumun kullanilan
yontemin analitik duyarliliginin diisiik olmasindan veya pH, sicaklik gibi birtakim
fiziki ve kimyasal kosullardan kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Ayrica, sideroforlarin
daha ¢ok enfeksiyon siireci igerisinde in vivo olarak salgilandigi da bu ¢alismada

vurgulanmisgtir (4).

A.baumannii’de siderofor sentezi ve sideroforun demirin kazaniminda
kullanilabilmesi igin bes adet gen dizisi tanimlanmistir (139). Ayrica insan bitinden
izole edilen ve klinik olmayan bir sus olan SDF susunun sideroforlar1 demir alimi
stirecinde kullanamadiklarinin belirlenmesi siderofor tiretiminin bakteri viriilansinda
etkin rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (30). Gaddy ve ark. yaptiklari ¢aligmada,
insan epitel hiicresi, Galleria mellonella tirtil deneyi, fare enfeksiyon modeli
deneylerinde asinetobaktin iliskili sistemin hiicre hasari olusturmada 6nemli rolii
oldugunu gostermislerdir (140). Prakasam ve ark. 108 klinik A.baumannii izolat1 ile
28 saglikli insan derisinden izole edilen A.lwoffii ve A.junii izolatlarint siderofor
tiretimi agisindan CAS (Chrome Azurol S ) agar deneyi ile arastirmislardir. Klinik
izolatlar ile saglikli insan derisinden izole edilen izolatlar siderofor tiretimi agisindan
karsilastirildiginda aralarinda anlamli farkliliklar bulunmus olup Kklinik izolatlarin
siderofor tiretimi ¢ok daha fazla olarak tespit edilmistir ve bu mikroorganizmanin deri
kolonizasyonunun ardindan siderofor iiretimi yetenegi kazanarak daha giiclii bir

patojen haline geldigi ileri stirtilmistiir (136).

Rafael Lopez-Rojas ve ark. tarafindan A.baumannii ATCC 19606 susu ve bu
susun kolistin direngli olan mutant: RC64 (MIK: 64 mg/It) ve 11 klinik kolistin direncli
A.baumannii izolat1 ile yapilan ¢alismada, demir selatorii olan 2,2'-bipyridine
kullanilarak bakterilerin sinirli demir bulunan ortamlarda iireyebilme yetenekleri ve
demir ile zenginlestirilmis ortamlardaki ireme durumlari birbirleri ile
karsilastirilmistir. ATCC 19606 susunun demir bakimindan kisitli olan ortamda
kolistin direngli olan mutantindan daha iyi treyebildigi tespit edilmistir. Bununla
birlikte demir ilave edilmis ortamda ise RC64 susunun iireme miktarinin ATCC 19606
susundan ¢ok daha fazla miktarda arttigi tespit edilmistir. Test 11 Klinik kolistin

direngli izolat ile tekrar edilmis olup sekiz izolatin demir bakimindan smirli olan
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ortamda tireme miktarinin olduk¢a azaldigi tespit edilmistir. Sonu¢ olarak
A.baumannii’de kolistin direnci kazanimi ile demir miktarmin diisiik oldugu
ortamlarda azalmis tireme durumu birbirleri ile baglantili bulunmustur (141). Bu sonug
bakterinin ilag direnci gelistirmesine karst olusan biyolojik uyum bedelinde
viriilansinin azaldigin1 gosteren c¢alismalarla uyumludur. Bizim c¢alismamizda
siderofor {iretiminin tiim izolatlarda var oldugu tespit edilmistir. izolatlarin %73 {iniin
olusturdugu siderofor iiretiminin zayif oldugu goriilmiis olup, kolistin direngli
izolatlarin da bu grupta yer aldig: tespit edilmistir. Diger izolatlar da ise daha giiglii
siderofor tiretimi gerceklestirdigi goriilmiistiir fakat olusturulan enfeksiyon modelinde

ekstrem direngli izolatlarin azalan virtilansi ile iliskilendirilememistir.

Fosfolipitler insanda fazla miktarlarda bulunmakta olup, biyolojik membranlarin
onemli yapitagini da olusturmalari nedeniyle 6nemli bir karbon ve enerji kaynagidir.
Fosfolipitlerin yapisinda yaklasik %50 oraninda bulunan fosfatidilkolin de 6karyotik
membranlarda fazlaca bulunmaktadir. Bu oran akcigerde %80 ‘lere kadar ¢ikmakta
olup; fosfatidilkolin, trakeobronsiyal sekresyonlarda bulunan en 6nemli ve mukusa

1slaklik 6zelligini kazandiran fosfolipittir (142).

A.baumannii’nin esteraz, fosfolipaz ve proteaz aktivitelerinin  oldugu
bilinmektedir. Uzerinde en ¢ok calisilan hidrofobik enzim P.aeruginosa'da plc-S
tarafindan kodlanan fosfolipaz C(PLC)-H’dir. Asidik olup ¢ok gii¢lii hemolitik
aktiviteye sahiptir. plc-N tarafindan kodlanan PLC-N daha basit olup hemolitik
aktivitesi yoktur. Yapilan son ¢alismalarda fosfolipaz C (plc) geninin 2 kopyasinin
%50 benzerlik ile A.baumannii bakterisinde de oldugunu ortaya koymustur. Bu
lipazlarin  benzer fonksiyona sahip olduklar1 gorilmiis fakat tam olarak
aydinlatilamamustir (2). Ayrica fosfolipaz C yapisindaki bir enzimin epitel hiicrelerine
olan toksisiteye katkida bulundugu rapor edilmistir (30). Hostacka ve Kloko¢nikova
tarafindan fosfatidilkolin ve sfingomyelin saliniminin 16kosit hiicrelerine toksik etkide
bulundugu gosterilmistir (2). Ozellikle P.aeruginosa ile yapilan ¢alismalarda, solunum
yolu enfeksiyonlar1 sirasinda fosfatidilkolinin patojen mikroorganizma i¢in 6nemli bir
besin kaynagi oldugu, fosfolipaz C aktivitesinin bakterinin virulansinda énemli rol
oynadi@1 gosterilmistir (142, 143,144).
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Ventilator iligkili pndmoni A.baumannii tarafindan olusturulan enfeksiyonlar
arasinda en sik goriilen enfeksiyon tipi olup, fosfatidilkolinin mukus icerisinde fazlaca
bulunmasi A.baumannii tarafindan besin kaynagi olarak kullanilip kullanilmadigi
sorusunu akillara getirmektedir. Simdiye kadar sadece fosfolipaz C ve fosfolipaz D,
A.baumannii ATCC 17978 susu ve baz1 Klinik izolatlarda virulans faktorii olarak
tanimlanmistir. Mutasyon ¢aligmalari  bu iki enzimin sitotoksisite ve epitel hiicre
invazyonu ile iliskili olarak virulansta etkin olabilecegini gostermektedir (142). Julia
Stahl ve ark. Galleria mellonella enfeksiyon modelini kullanarak ii¢ fosfolipaz D
(PLD1, PLD2, PLD3) enziminin A.baumannii ATCC 19606 susunun virulansindaki
etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, her ii¢ fosfolipaz D enziminin de A.baumannii
ATCC 19606 susunun konak hiicre invazyonu ve virulansinda 6nemli rol oynadigini
tespit ederek, fosfolipaz D enzimlerinin A.baumannii virulansinda major virulans
faktorii olduklari bildirilmistir (142). Farkli bir calismada da A.baumannii’de azalmis
fosfolipaz D aktivitesinin, bakterinin serumda gelisme yeteneginin azalmasina, epitel
hiicre invazyonunun bozulmasina, fare pnoémoni modelinde azalmis patojeniteye
neden oldugu gosterilmistir (145). Fosfolipaz D aktivitesinin enfekte hayvanlarda,
bakteriyel patojenlerin hematojen yayiliminda &nemli rol oynadigi ve
Corynebacterium pseudotuberculosis tarafindan olusturulan enfeksiyonlarda major bir
virulans faktorii oldugu farkli ¢alismalarda gosterilmistir (142,146). Antunes ve ark.
tarafindan A.baumannii virulans faktorlerinin arastirildign farkli klonlara ait
A.baumannii temsilcilerini ve klinik olmayan SDF susunun yer aldigi ¢alismada
fosfolipaz C ve proteaz aktivitelerinin tiim suslarda varoldugu gosterilmistir (30).
Bizim c¢alismamizda ise tiim izolatlarda ekstraselliiler fosfolipaz C aktivitesi
saptanmustir. Izolatlarin aktivite dl¢iim degerleri birbirlerine olduk¢a yakin bulunmus
olup farkl ilag duyarliliginda bakterileri iceren ii¢ grup arasinda anlamli bir fark

bulunamamastir.

A.baumannii’ye ait farkli proteaz aktiviteleri de geg¢mis yillarda farkli
caligmalarda gosterilmistir. Cevahir ve ark. tarafindan A.baumannii izolatlarindaki O
ve AB grup eritrositleri ile hemagliitinasyon aktivitesi gosterilmis olup, yine ayni
calismada jelatinaz tiretimi ile hemoglobin, kollajen ve jelatin hidrolizi kapasitesi test
edilerek, A.baumannii izolatlarinin %41’tinde ve o&zellikle trakeal kolonizasyon

bulunan hastalarda jelatinaz aktivitesi tespit edilmistir (147). Ureaz aktivitesi ve farkli
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A.baumannii suslarina ait genomlarda tireaz genleri tespit edilmistir (148,149). Esteraz
aktivitesi yapilan bir ¢alismada tiim suslarda tespit edilmis olup, bu proteazin yiiksek
oranda ¢esitlilik gostermesi nedeniyle klinik izolatlarin tiplendirilmesine de olanak
sagladig1 belirtilmistir (150). Bizim ¢alismamizda ise proteaz aktivitesi tiim izolatlarda

tespit edilmis olup gruplar arasi anlamli bir fark bulunamamustir.

Onceki yillarda yapilan ¢alismalar neticesinde klinik suslarda mevcut olup klinik
olmayan suslarda mevcut olmayan ya da A.baumannii’de bulunup da diger
Acinetobacter tiirlerinin genomunda bulunmayan herhangi bir virulans faktoriiniin
bulunmadigi gosterilmistir (100). A.baumannii virulansinin regiilasyonu igin farkli
hipotezler ortaya konulmustur. Bu hipotezlerden birincisi, A.baumannii’nin insan
konagindaki virulansinda virulans faktorlerinin tek tek 6nemli olmadig: fakat bununla
birlikte bu faktorlerin bazilarinin sadece hayvan modellerinde 6nemli olduklari
bildirilmistir (5). Ikincisi, ayn1 virulans faktorii farkli habitatlarda farkli rollere sahip
olabilir. Ornegin uluslararas1 klonlara ait olan klinik A.baumannii suslar1 ile klinik
olmayan (SDF) bir susun yiiksek oranda biyofilm olusturduklar tespit edilmistir (30).
Bu durum A.baumannii’de biyofilmlerin birden ¢ok islevi olabilecegini
diistindiirmektedir. Son olarak ise virulans ile iligkili genlerin ekspresyonunun
patojenik ve patojenik olmayan tiirlerde farkli sekilde regiile ediliyor olabilecegi
bildirilmistir. Karsilastirmali genomik analizlerin sonucunda A.baumannii ve patojen
olmayan Acinetobacter spp. tiirlerinin kor genom ve pan-genomlarinda yiiksek oranda
transkripsiyon faktorii regiilatoriine rastlanmigtir (151). Fakat bu gen regiilatorlerinin
A.baumannii virulansini nasil kontrol ettigi konusu bilinmezligini biiyiik oranda

korumaktadir.

A.baumannii viriilans faktorlerinin arastirilarak anti-viriilans tedavi stratejilerine
katki saglamak istedigimiz ¢alismamizda, antibiyotik duyarlilik test profillerine gore
tic gruba ayrilan A.baumannii izolatlarinda Galleria mellonella enfeksiyon modeli
kullanilmis olup; biyofilm olusumu, serum direnci, siderofor temelli demir alim
mekanizmasi, hareket, fosfolipaz C aktivitesi, proteolitik aktivite gibi ¢esitli virulans
faktorlerinin varhigi fenotipik yontemlerle tespit edilerek, bu virulans faktérlerinin ilag
direngleri ile iligkisi tespit edilmistir. Ortaya ¢ikan sonuglar degerlendirildiginde,

G.mellonella enfeksiyon modelinde ekstrem ila¢ direngli izolatlarda goriilen diisiik
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viriilansin antibiyotiklere kars1 olusan bakteriyel uyum bedeli (fitness cost) siirecinin
bir sonucu olarak olustugu diistintilmiistiir. Fakat ¢alismamizda arastirdigimiz viriilans
faktorleri tek tek ele alindiginda higbirisi bu enfeksiyon modelinde olusan diisiik
viriilans1 agiklayamamaktadir. Viriilansin azalmasina neden olabilecek farkli
mekanizmalar arastirilmalidir. Ornegin bakteriler tarafindan iiretilen quorum sensing
sinyal  molekiilleri ~ transkripsiyonel  regiilator ~ proteinlere  baglanarak
mikroorganizmada gen ekspresyonunun aktivasyonu/regiilasyonu siirecinde rol
oynamaktadir (33). Bu sistemin Acinetobacter gibi firsat¢1 patojenlerde gesitli viriilans
faktorlerinin otoindiiksiyonunda temel mekanizma olabilecegi diistiniilmektedir (3).
Bu sebeple quorum sensing mekanizmasi arastirilarak bakterinin  ilag direnci
gelistirmesi ve  viriilans faktorlerinin {iretimi siirecindeki rolleri daha fazla

aydmnlatilmalidir.

Calismamizda arastirilan viriilans faktorlerinin higbirisinin bakterinin patojenik
basarisindan tek basina sorumlu olmadigi tespit edilmistir. Bu durum bize
A.baumannii’nin virulansinda multifaktoryel ve kombine bir stratejinin rol oynadigini
diisindirmektedir. A.baumannii farkli ortamlara uyum saglama yetenegi ile
donatilmistir. 1950°1i yillarda antibiyotik tedavilerinin kullanima girmesi sonucunda
bakterinin genetik cesitliliginde meydana gelen bir rediiksiyon sonucunda, yiiksek
homojenlik diizeyine sahip az sayidaki klon evrimlesip yaygilagmis ve spesifik olarak
hastane ortamlarina adapte olmustur (100). Bakteri insan konagina adaptasyon
saglamak i¢cin muhtemelen virulans ve direng faktorlerinin farkli kombinasyonlarini
kullanmaktadir (100). A.baumannii’nin virulanst ile ilgili yaptigimiz ¢alismada
bakterinin klinik basarisindan ve ilag direnci gelistirmesinden biitlinliyle sorumlu
olabilecek spesifik bir virulans faktorii tespit etmekte yetersiz kalmamizin altinda

yatan muhtemel nedenin de bu durumlar oldugunu diisiinmekteyiz.

Enfeksiyoz hastaliklar i¢in tedavilerin gelistirilmesine yonelik yeni bir yaklasim,
bakteri iiremesini inhibe etmeden ve bakteriyi 6ldiirmeden spesifik olarak bakteri
viriilansin1 bloke etmektir. Bakterinin konakgi hiicreye adezyonunu engellemek,
toksinleri veya 6zel salgilama sistemlerini inhibe etmek ve viriilans 6zelliklerine ait
genlerin diizenlemesine miidahale etmek de dahil olmak iizere pek ¢ok anti-viriilans

stratejisi  arastirillmaktadir.  Pilisidlerle yapilan tedavinin iriner sistemdeki
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tiropatojenik E.coli izolatlarmin Kkolonizasyonunu azalttigi gosterilmistir. Anti-
viriilans tedaviye yonelik aragtirmalar bakterilerin konak hiicre ve gevre ile yararl bir
etkilesim i¢inde olduklarmi ve polimikrobiyal ortamda dengeli olarak yasadiklarini
gostermektedir  (126). Virtilans kontrol edilebilirse konak immiin sistemi
antimikrobiyal ajanlara gerek kalmadan enfeksiyonun iistesinden gelebilecektir.
Bunun miimkiin olmadigi durumlarda ise anti-viriilans tedaviler geleneksel
antimikrobiyal ajanlarla birlikte kullanilarak sinerjistik etki olusturulacak ve
antibiyotiklerin kullanimi azaltilarak, bu ajanlara karsi1 direng gelisimi de Onlenmis
olacaktir. Ayrica A.baumannii’nin 6nemli bir insan patojeni haline gelmesine yol agan
bu evrimsel siireci tam olarak anlayabilmek igin, virulans faktorlerinin rolleri daha

fazla ¢aligmalar yapilarak aydinlatilmalidir.
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6. SONUCLAR

Calismaya 30 A.baumannii izolat1 dahil edilerek, antibiyotik duyarlilik test
profillerine gore; birinci grup duyarli (ti¢ grup antibiyotikten daha azina direngli
olan) 10 adet izolattan, ikinci grup multi-drug resistant (MDR) (en az iig ve tlizeri
antibiyotik grubuna direngli olan ) 10 adet izolattan ve tigiincii grup extreme-drug
resistant (XDR) (iki veya daha az grup ilaca duyarli olan ) 10 adet izolattan
olusacak sekilde gruplandirilmistir.

izolatlarin elde edildikleri klinik 6rneklere gore dagilimlarinda %27 ile en yiiksek
oranda yara 6rnegi oldugu, bunu sirasiyla trakeal aspirat, kan, doku, periton,
bronkoalveoler lavaj ve balgam oérneklerinin takip ettigi gortilmiistiir.

Calismada Galleria mellonella enfeksiyon modeli kullanilmistir. Ekstrem direngli
izolatlardan olusan iiglincii grubun mortalite hizinin 24. - 96. saatler arasinda ikinci
gruptan anlamli olarak diisiik oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Diger saatlerde ise
fark bulunamamustir.

Tiim izolatlarin biyofilm olusturma yetenekleri oldugu gozlenmistir. Toplamda 8
izolatin (%26.7) giiclii biyofilm olusturdugu, 11 izolatin (%36.7) orta diizeyde
biyofilm olusturdugu, 11 izolatin (%36.7) ise zayif diizeyde biyofilm
olusturduklar1 tespit edilmistir.

Giglii biyofilm olusturma yetenegi olan 8 izolatin 6 tanesinin birinci grupta yer
aldig1 tespit edilmistir. Diger giiclii biyofilm olusumu gosteren izolatlarin ise
birisinin ikinci grupta digerinin ise {giincii grupta oldugu gézlenmistir. Zayif
biyofilm olusturan izolatlarin 1 tanesinin birinci grupta, 5 tanesinin ikinci grupta,
5 tanesinin ise tigtincii grupta yer aldiklari tespit edilmistir.

30 izolatin higbirinde twitching yetenegi olmadig: tespit edilmistir. Swarming
hareketinin ise sadece 2 susta pozitif oldugu tespit edilmistir. Swarming hareket
yetenegi olan izolatlarm birisinin ikinci grupta digerinin ise ii¢lincii grupta oldugu
tespit edilmistir.

A.baumannii izolatlarindaki hareket yeteneginin arastirilmasinda iki farkli besiyeri
(Mueller Hinton agar ve Luria Bertani besiyeri ) kullanilmis olup, kullanilan her
iki besiyeri arasinda bakterinin hareket yetenegi agisindan herhangi bir fark

gozlenmemistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

Tiim izolatlar degerlendirildiginde normal insan serumunda yasayan bakteri sayisi
acisindan, serum direncinin %1’in altinda olan iki adet bakteri oldugu tespit
edilmistir. Bu bakterilerden birisinin birinci grupta, digerinin ise ikinci grupta yer
aldiklar1 goriilmiistiir.

Normal insan serumuna olan direncin arastirilmasinda, sadece 1 izolatin serum
direncinin %90’min {izerinde oldugu tespit edilmistir. Bu izolat ikinci grupta yer
aldig1 gortilmistiir. Diger tiim izolatlarin normal serum ve inaktif serum direnci
oranlart %20 nin iizerinde olarak tespit edilmistir.

Normal insan serumuna olan direng incelendiginde, duyarl izolatlardan olusan
birinci grupta bakterilerin serum direnci yiizdeleri %0.017 ile %59 arasinda
degismektedir. MDR izolatlarindan olusan ikinci grupta serum direnci yiizdeleri
%0.001 ile %94 arasinda tespit edilmistir. XDR izolatlarindan olusan ii¢iincii
grupta ise serum direnci yiizdeleri %35 ile %76 arasinda bulunmustur. Birinci
grupta ortalama normal insan serum direnci %36.8, ikinci grupta %63.5, ti¢iincii
grupta ise %58.1 olarak tespit edilmistir.

Duyarli izolatlarin yer aldigi birinci gruptaki serum direncinin direngli izolatlarin
yer aldig: ikinci ve tgiincii gruplarla karsilastirildiginda daha diisiik oldugu ve
serum direnci agisindan birinci grup ile ikinci ve tigiincii gruplar arasindaki fark
anlamli bulunmustur (p<0.05).

Izolatlarin inaktive edilmis serum direnci incelendiginde direng orani %1’in
altinda olan sadece bir izolat oldugu tespit edilmistir. Diger tiim izolatlarin direng
oranlar1 en az %68 olarak tespit edilmistir. 23 adet izolatin inaktive edilmis serum
direnci yiizdesinin %90 ve tizerinde olduklari tespit edilmistir.

Tiim izolatlarda ekstraselliiler fosfolipaz C aktivitesi saptanmugtir. Birinci gruptaki
bakterilerin fosfolipaz C aktivite ortalamasi 2.126 U/L, ikinci grubun 2.065 U/L,
ficiincii grubun ise 2.104 U/L olarak hesaplamistir. Ug grup arasinda fosfolipaz C
aktivitesi agisindan anlamli bir fark bulunamamuistir (p>0.05).

Tim izolatlarda proteolitik aktivite pozitif tespit edilmistir. Birinci gruptaki
bakterilerin ortalama proteolitik aktiviteleri 137.27 U/L, ikinci grupta 149.84 U/L,
ficiincii grupta ise 139.02 U/L olacak sekilde hesaplanmustir. U¢ grup arasinda
proteolitik aktivite diizeyleri agisindan anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05).
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15. Siderofor iiretimi CAS agarda fenotipik olarak arastirilmis olup, tiim izolatlarda
pozitif olarak tespit edilmistir. U¢ grup arasinda siderofor iiretimi agisindan

anlamli bir fark bulunamamustir (p>0.05).
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