1.C

CUMHURIYET UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

HASTANEDE YATAN HASTALARDAN iZOLE EDILEN
MIKROORGANIZMALARIN BIYOFILM FORMASYON
AKTIVITELERI

BIO. ABDULHAMIT CALI

YUKSEK LISANS TEZI
MIKROBIYOLOJI
ANABILIM DALI

SIVAS-2017



T.C.
CUMHURIYET UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

HASTANEDE YATAN HASTALARDAN iZOLE
EDILEN MIKROORGANIZMALARIN BiYOFILM
FORMASYON AKTIiVITELERI

BiO. ABDULHAMIT CALI

YUKSEK LiSANS TEZI

MIKROBIYOLOJI
ANABILIM DALI

TEZ DANISMANI
YRD. DOC. DR. CEM CELIK

SiVAS-2017



“Hastanede Yatan Hastalardan izole Edilen Mikroorganizmalarin Biyofilm
Formasyon Aktiviteleri” adli yiiksek lisans tezi, Cumhuriyet Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii Lisansiistii Tez Yazim Kilavuzuna uygun olarak hazirlanmis ve
jiirimiz tarafindan Cumhuriyet Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii

Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Baskan Prof. Dr. Yasemin OZTOP

Uye Yrd. Dog. Dr. Umut Safiye SAY COSKUN

Uye (Danisman)  Yrd. Dog. Dr. Cem CELIK

ONAY

Bu tez calismasi, 27.03.2017 tarihinde Enstitii Yonetim Kurulu tarafindan

belirlenen ve yukarida imzalar1 bulunan jiiri tiyeleri tarafindan kabul edilmistir.

Prof. Dr. Ziibeyda AKIN POLAT
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
MUDURU



Bu tez, Cumhuriyet Universitesi Senatosu’nun 18.02.2015 tarihli ve 4/4 sayili
karari ile kabul edilen Saglik Bilimleri Enstitiisii Lisansiistii Tez Yazim Kilavuzuna
gore hazirlanmistir.



TESEKKUR

Bu ¢alismanin yiiriitiilmesi sirasinda destegini esirgemeyen danismanim Yrd. Dog.
Dr. Cem CELiK’e, ¢ahsmami destekleyen Cumhuriyet Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Baskanligia (CUBAP) miitesekkirim. Calismalarim sirasinda
sabir gosterip bana katlanan aileme ve motivasyon destegi igin Muhammet
CALI’ya, caligmalarim sirasinda iimit verdigi ve destek oldugu icin Cumhuriyet
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda calisan i1s arkadaslarima ve gerekli tiim kolayliklar1 gosteren
Laboratuvar Sorumlusu Prof. Dr. M. Zahir BAKICI’ya, sagladigi miikemmel
calisma ortami ve destekleri nedeniyle Yrd. Dog¢. Dr. Ugur TUTAR’a,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda 6gretim iiyesi olan Prof. Dr. Yasemin OZTOP,
Prof. Dr. Omer POYRAZ ve ¢alismam sirasinda kiigiik veya biiyiik yardimini

esirgemeyen herkese tesekkiir ederim.

Abdulhamit CALI



OZET

HASTANEDE YATAN HASTALARDAN iZOLE EDIiLEN
MIKROORGANIZMALARIN BiYOFILM FORMASYON
AKTIVITELERI

Abdulhamit CALI
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Danigsman: Yrd. Dog. Dr. Cem CELIK
2017, 85 sayfa

Hastanede gelisen enfeksiyonlar; olusturdugu ekonomik maliyet, morbidite ve
mortalite oranlarindaki yiikseklik nedeniyle tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de
onemli bir saglik sorunudur.

Antimikrobiyallere direngli mikroorganizmalarin  giderek yayilmasi
sonucunda bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde ciddi sorunlar yasanmaktadir.
Antimikrobiyal maddelere karsi direncin Onemli nedenlerinden birisi de
biyofilmlerdir. Biyofilm tabakasi, i¢inde mikroorganizmalar1 barindiran korunakli
bir yapidir. Biyofilmi olusturan mikroorganizmalar antimikrobiyal ajanlara ve
dezenfektanlara kars1 planktonik sekillerine oranla 200 - 500 kat daha direnglidir.

Bu arastirmada, yiiksek ekonomik maliyet, morbidite ve mortaliteye neden
olan hastane enfeksiyonlarindan siklikla izole edilen Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Candida albicans’mn biyofilm
formasyon aktivitelerinin degerlendirilmesi ve antimikrobiyallere direng durumlari
ile iliskisinin arastirilmasi1 amag¢lanmustir.

Arastirma, tanimlayici arastirma 6zelligindedir. Bu arastirmada kullanilan
orneklem biyilikligli giic analizi kullanilarak hesaplanmistir. Cumbhuriyet
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi’'nde gerceklestirilen arastirmanin
orneklemini (o= 0,05, B = 0,10 ve (1 - B) = 0,90 olarak alindiginda) hastalarin ¢esitli
orneklerinden izole edilen 25’er adet A. baumannii, P. aeruginosa, S. aureus ve
C. albicans olusturmaktadir. izolatlarin biyofilm iiretim kapasitelerinin
belirlenmesi amaciyla mikrotitre plak yontemi kullanilmistir.  Biyofilm
formasyonlar1 negatif kontrol degeri baz alinarak; biyofilm olusturmayan = O,
zayif biyofilm = I, orta dereceli biyofilm = II ve giigli biyofilm = Il olarak
degerlendirilmistir. Arastirmadan elde edilen veriler SPSS (ver 22.0) programina
yiiklenerek verilerin degerlendirilmesinde Khi-Kare testi kullanilmis ve yanilma

diizeyi 0,05 olarak alinmastir.



Elde edilen sonuglara gore, A. baumannii, P. aeruginosa, S. aureus ve
C. albicans suslarinin sirast ile % 100, % 88, % 92 ve % 76 oranlarinda biyofilm
olusturduklar1 goriilmiistiir (p < 0,05). Biyofilm olusturan P. aeruginosa suslarinin
siprofloksasin, gentamisin, amikasin, imipenem, meropenem, aztreonama karsi
diren¢lilik oranlar1 sirasi1 ile % 22,7, % 9,1, % 4,5, % 45,5, % 50, % 95,5 olarak
bulunmustur. Biyofim olusturan A. baumannii suslarinin siprofloksasin,
gentamisin, amikasin, imipenem ve meropeneme karsi direnglilik oranlari sirasi ile
% 92, % 88, % 84, % 92 ve % 92 olarak bulunmustur. Biyofilm olusturan S. aureus
suglarmin gentamisin, metisilin, tobramisin, sefoksitin, eritromisin, klindamisine
kars1 direnglilik oranlar1 sirasi ile % 8,7, % 26, % 8,7, % 8,7, % 8,7, % 8,7 olarak
bulunmustur. Biyofilm olusturan C. albicans suslarinin amfoterisin B, ketokonazol,
itrakonazola kars:1 direnglilik oranlar1 ise sirasi ile %10,5, %5,3, %26,3 olarak
bulunmustur.

Suglarm bir kisminda antimikrobiyallere karsi direng oranlarinda artiglar
olabilmesine ragmen bir¢ogu istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p > 0,05) .

Sonug olarak, hastane kaynakli P. aeruginosa, A. baumannii, S. aureus ve
C. albicans mikroorganizmalarinin 6nemli oranlarda biyofilmler olusturdugu
goriilmiistiir. Biyofilm formasyon aktivitelerinin artisina bagl olarak antibiyotik
direngliligi de kismen artis gostermektedir. Caligmamizda yiiksek biyofilm
formasyonuna sahip mikroorganizmalarin bazi antimikrobiyallere karsi diisiik
direng oranlarmna sahip olmalarinin, antimikrobiyal direnglilik testlerinin in-vitro
kosullarda mikroorganizmalarin planktonik formlar1 ile yapilmasi ile ilgili
oldugunu diistinmekteyiz. Calismamizda elde edilen verilerin bu konuda yapilacak

daha ileri caligmalar i¢in literatiire veri sunacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, antibiyotik direnci, Acinetobacter baumanni,

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans
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ABSTRACT
BIOFILM FORMATION ACTIVITIES OF ISOLATED
MICROORGANISMS FROM HOSPITALIZED PATIENTS

Abdulhamit CALI
Thesis
Department of Microbiology .
Supervisor: Assistant Prof. Dr. Cem CELIK,
2017, 85 pages
Hospital infections are an important health problem in our country as it is in the
whole world due to its high economic cost, morbidity and mortality rates.

As a result of the spread of antimicrobial-resistant microorganisms, there
are serious problems in the treatment of bacterial infections. One of the major
causes of resistance to antimicrobials is biofilms. The biofilm layer is a sheltered
structure containing microorganisms. Biofilm-forming microorganisms are
200 - 500 times more resistant to antimicrobial agents and disinfectants than their
planktonic forms.

In this study, it was aimed to evaluate the biofilm formation activities of
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and
Candida albicans microorganisms which are frequently isolated from hospital
infections causing high economic cost, morbidity and mortality as well as to
investigate the relationship with resistance status to antimicrobials.

Research is descriptive research. The sample size used in this study was
calculated using power analysis. The sample of the study consisted of
25 A. baumannii, 25 P. aeruginosa, 25 S. aureus and 25 C. albicans isolated from
various samples of the patients in Cumhuriyet University Research and Practice
Hospital ( a = 0,05, = 0,10 and (1 - B) = 0,90). Microtiter plate method was used
to determine biofilm production capacities of isolates. Biofilm formations were
evaluated based on negative control value how non-biofilm = 0, weak biofilm =1,
moderate biofilm = 11 and strong biofilm = I1l. The data obtained from the study
were uploaded to the SPSS (ver. 22.0) program and the Chi-square test was used in
the evaluation of the data and the level of error was taken as 0,05.

According to the results obtained, A. baumannii, P. aeruginosa, S. aureus
and C. albicans isolates were found to produce biofilms 100 %, 88 %, 92 % and
76 % respectively (p < 0,05). Resistance rates to ciprofloxacin, gentamycin,

amikacin, imipenem, meropenem and aztreonam of biofilm-forming P. aeruginosa
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isolates to were found to be 22.7 %, 9.1 %, 4.5 %, 45.5 %, 50 %, 95.5 %
respectively. Resistance rates to Ciprofloxacin, gentamycin, amikacin, imipenem,
meropenem of biofilm-forming A. baumannii isolates to were found to be 92 %, 88
%, 84 %, 92 %, 92 % respectively. Resistance rates to gentamycin, methicillin,
tobramycin, cefoxitin, erythromycin, clindamycin of biofilm-forming S. aureus
isolates to were found to be 8.7 %, 26 %, 8.7 %, 8.7 %, 8.7 %, 8.7 % respectively.
Resistance rates to amphotericin B, ketoconazole, itraconazole of biofilm-forming
C. albicans isolates to were found to be 10,5 %, 5,3 %, 26,3 % respectively.

Although a majority of the isolates may have increased relative resistance
to antimicrobials, most of them are not statistically significant (p > 0,05).

As a result, hospital-borne P. aeruginosa, A. baumannii, S. aureus and
C. albicans microorganisms were found to form biofilms at significant proportions.
Antibiotic resistance also increases partially due to increased biofilm formation
activities. In our study, we think that microorganisms, which have high biofilm
formation, have low resistant rate against some antimicrobials is related to making
antimicrobial resistant tests with microorganisms’ planctonic forms in-vitro
conditions. We think that the data obtained in our study will provide literature data

for further studies in this regard.

Key words: Biofilm, antibiotic resistance, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans

viii



ICINDEKILER

Sayfa No
ICKAPAK ..., i
ONAY L i
YONERGE..........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, i
TESEKKUR. ...ttt iv
OZET ..o %
ABSTRACT .. vii
ICINDEKILER DIZINT. ..., iX
TABLOLAR DIZINI...........cooooooo Xiii
SEKILLERDIZINI. ..., XV
KISALTMALAR DIZINI..........oiiiiiiii e, XVi
1o GIRIS ... 1
1.1. Problemin Tanimi ve Onemi........................oeeveenee, 1
1.2. Aragtirmanin AMacL..........covueeiiinieeiiiieeaineeeannn 3
2. GENELBILGILER.................ooii 4
2.1. Hastanede Gelisen Enfeksiyonlar............................. 4
2.2. Hastanede Gelisen Enfeksiyonlarin Antimikrobiyaller
ile Tedavisinde Karsilasilan Diren¢ Sorunu ................ 4
2.3. Mikroorganizmalarin Olusturdugu Biyofilmlerin
Antibiyotiklerle Etkilesimi.....................oooiii. 5
2.3.1. Biyofilmin Bariyer Olusturulmasi ve Biyofilm
I¢ine Diisiik Penetrasyon................................. 6
2.3.2. Biyofilm Nedeni ile Mikroorganizmalarin
Cogalma Oranlarinin Degismesi....................... 7
2.3.3. Mikrogevrenin Antimikrobiyal Dirence Etkisi...... 7
2.3.4. Biyofilme Ozgiil Direngli Fenotip Olusumu........ 8
2.4. Biyofilmin Tarihgesi ve Tanimi.....................oeeeen. 8
2.5.Biyofilm ..o 9
2.6. Biyofilmin Yapist ......cooveiiiiiiiiiiiiiiiie 10



2.7. Biyofilm Olusumu ..o,
2.7.1. Biyofilm Olusumunu Etkileyen Faktorler...........
2.7.2. Mikroorganizmalarm Biyofilm Olusturma

Nedenleri.....o.oeviiiiiiiii
2.7.2.1.SaVUNMA .o
2.7.2.2. Yasanabilir Cevre Olusturma................
2.7.23. Adezyon .......oooiiiiiii
2.7.2.4. Topluluk Olusturmak ........................
2.7.3. Biyofilm Olusum Basamaklar1 ........................
2.7.3.1. Mikroorganizmalarin Yiizeye Dontigiimli
Tutunmast.........oooviiiiiiiiiiii
2.7.3.2. Yuzeye Donusimsuz Tutunma...............
2.7.3.3. Koloni Olusumu...................cooeveean
2.7.3.4. Mikroorganizmalarin Biyofilm I¢inde
Olgunlasmast ...........ccccevviveiiiiinnnnnn.
2.7.3.5. Planktonik Hiicrelerin Biyofilmden
Kopmast........oooooviiiiiiiiii

2.8. Biyofilm Olusumunda Mikroorganizmalar Arasi
Haberlesme “Quorum Sensing”.............coevvvvvviennnnn.

2.9. Biyofilm Olusturan Mikroorganizmalarin Neden Oldugu
Enfeksiyonlar................oooiiii

2.10. Biyofilm Olusturabilen Baz1 Mikroorganizmalar ........
2.10.1. Acinetobacter baumannii ..................c.oo..e

2.10.1.1. A. baumannii’nin Mikrobiyolojik
OzelliKleri..........coooveiiiiiiiieie,
2.10.1.2. A. baumannii’'nin Patogenez ve Virulans
Faktorlert............ooooiii
2.10.1.3. A. baumannii’nin Neden Oldugu
Enfeksiyonlar.................cooo
2.10.1.4. A. baumannii’nin Antimikrobiyallere
Diren¢ Mekanizmalari......................
2.10.1.5. A. baumannii’nin Biyofilm Olusturma
OzelliKleri...........cccoveeieeiieeieen.

12
12

12

12

12

13

13

14

14

15

16

16

17

17

19

21

21

21

22

23

23

24



2.10.2. Pseudomonas aeruginosa...............ceevenenn...
2.10.2.1. P. aeruginosa’nin Mikrobiyolojik
OzelliKleri..........ccoooveieiieeieein..,

2.10.2.2. P. aeruginosa nmn Patogenez ve Virulans
Faktorleri..........ooooeviiiiiiiin,
2.10.2.3. P. aeruginosa nin Neden Oldugu
Enfeksiyonlar.....................ooa
2.10.2.4. P. aeruginosa nm Antimikrobiyallere
Direng Mekanizmalart.....................
2.10.2.5. P. aeruginosa’nin Biyofilm Olusturma
OzelliKleri..........ccoevvviiiiieiei
2.10.3. Staphylococcus aureus.............c.coeevenvenenn...
2.10.3.1. S. aureus’un Mikrobiyolojik
OzelliKleri.........cooooiveiieiieieein,
2.10.3.2. S. aureus’un Patogenez ve Virulans
Faktorlert.............oooo.
2.10.3.3. S. aureus’un Neden Oldugu
Enfeksiyonlar....................cooiin
2.10.3.4. S. aureus ’un Antimikrobiyallere Direng
Mekanizmalart..................ooo
2.10.3.5. S. aureus’nun Biyofilm Olusturma
OzelliKleri.........cc.ooveiiiiiieiiai,
2.10.4. Candida albicans .................cooeiiiiiiiiinnn,
2.10.4.1. C. albicans’m Mikrobiyolojik
OzelliKleri.........coooovveiiieiieieiin,
2.10.4.2. C. albicans n Patogenez ve Virulans
Faktorlert.............ooooiil,
2.10.4.3. C. albicans ' m Neden Oldugu
Enfeksiyonlar.................o.ol
2.10.4.4. C. albicans n Antimikrobiyallere Direng
Mekanizmalari...................oooeal.
2.10.4.5. C. albicans’in Biyofilm Olusturma
OzelliKleri..........c...oeeieiiieieainn. .,

Xi

25

25

26

27

27

27
28

28

29

30

31

31
31

32

33

34

35

35



3. GERECVEYONTEM.........ooiviiiiiiiiiiiiiiie

3.1, Arastirmanin Tipi........coovvniiiiiiiiiiiiiieeeae,

3.2. Arastirmanin Yapildig1 Yer ve Ozellikleri.................

3.3. Arastirmanin Evreni..................oocciii i

3.4. Arastirmanim Orneklemi.............c.o.oeueiueeuneeeenenn..

3.5. Bagimli ve Bagimsiz Degiskenler..........................

3.6. Verilerin Toplanmast.............cooevviiiiiiiiiiiiinnnnnnnn.

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi.................ccooeiiinnnin.

3.8. Arastirmanin Etik YOnt....................oooL

4, BULGULAR. ...ttt
5. TARTISMA . ........cooiiiiiiiiii e,
6. SONUCLAR VE ONERILER.............ccccocovivirinererennrnnn,

6.1. Sonuclar...........oo i
8.2, ONCTIICT. .. oo

7. KAYNAKLAR. ..o

OZGECMIS

Xii

36
36
36
37
37
37
38
44
44

45
58
67
67
68

70

85



Tablo 1.

Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.
Tablo 9.

Tablo 10.

Tablo 11.

Tablo 12.

Tablo 13.

Tablo 14.

Tablo 15.

Tablo 16.

Tablo 17.
Tablo 18.

Tablo 19.

Tablo 20.

TABLOLAR/SEKILLER DiZiNi

Biyofilm olusturan mikroorganizmalar ve neden
olduklari enfeksiyonlar.....................coo
Acinetobacter cinsinin siniflandirilmasit................
Pseudomonas cinsinin siiflandirilmast................
Staphylococcus cinsinin siniflandirilmasi...............
S. aureus’un neden oldugu enfeksiyonlar...............
Candida cinsinin siniflandmrilmast........................
Kanl1 agar besiyeri igerigi..........oovvveviineninenn...
Eosin Metilen Blue (EMB) agar besiyeri icerigi.......
Sabouraud Dekstroz Agar besiyerinin igerigi...........
Triptik Soya Buyyon besiyerinin igerigi................
Fosfat Tamponunun igerigi..............ccoeevinian.nn.
Kristal Viyole boya ¢ozeltisinin igerigi..................
Mikroorganizmalari biyofilm formasyonlar1 i¢cin
degerlendirme OlCei.........oovviiiiiiiiiiiiiiaa
Hastane enfeksiyonlarina siklikla neden olan bazi
mikroorganizmalarin biyofilm olusturabilme oranlari
P. aeruginosa suslarinim biyofilm formasyon
aktiviteleri...........oooi i
A. baumannii suslarmin biyofilm formasyon
aktiviteleri..........ooooii i
S. aureus suslarinin biyofilm formasyon aktiviteleri..
C. albicans suslarmin biyofilm formasyon
aktiviteleri..........ooooii i
P. aeruginosa suslarinda biyofilm olusumu
formasyonuna gore antibiyotik direng profili

[SaY1 (%0)] e
A. baumannii suslarinda biyofilm olusumu

formasyonuna gore antibiyotik direng profili

[SaY1(90)] e

Xiii

Sayfa No

20
21
25
28
31
32
38
39
39
40
40
40

43

45

46

48

50

52

54

55



Tablo 21.

Tablo 22.

S. aureus suslarinda biyofilm olusumu formasyonuna

gore antibiyotik direng profili [Say1 (%)]............... 56
C. albicans suslarinda biyofilm olusumu

formasyonuna gore antibiyotik direng profili

[SAYL(%6)]- e, 57

Xiv



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.

Sekil 4.

Sekil 5.

Sekil 6.

Sekil 7.

Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.
Sekil 18.
Sekil 19.

SEKILLER DiZiNi

Biyofilm yapist.......c.oooiiiiiiiii

Biyofilm Olugum Basamaklart...........................

Biyofilmdeki mikroorganizmalarin sinyal molekiilleri

1le HetiSImI. ..t
A. baumannii’nin (a) kanl agar besiyerindeki koloni

morfolojisi ve (b) Gram boyama yontemindeki

GOTUNUMLL. ...ttt ettt e e,

P. aeruginosa’nin (a) Gram boyama yontemindeki

gOriiniimii, (b) kanli agardaki koloni yapisi.............

S. aureus’un (a) Gram boyama yontemindeki
mikroskopi goriiniimii, (b) S. aureus’un kanl
agardaki koloni morfolojisi............cccooveiniin....

C. albicans’in (a) Sabouraud dekstroz agar

besiyerindeki koloni morfolojisi ve (b) Gram boyama

yontemindeki gorinimii...............coeiiiiiiiin...

Mikroorganizma siispansiyonlar1 eklenmis 96

kuyucuklu steril U tabanli polistren mikroplak.........

37 °C'de bir gece inkiibe edilen mikroplak.............

%0,1°1lik Kristal viyole eklenmis mikroplak............
PBS ile yikanan mikroplak..........................o
P. aeruginosa suslarinin biyofilm-OD grafigi..........
P. aeruginosa suslarinin biyofilm dereceleri grafigi...
A. baumannii suslarmm biyofilm-OD grafigi...........
A. baumannii suslarinin biyofilm dereceleri grafigi. ..
S. aureus suslarmm biyofilm-OD grafigi................
S. aureus suglarmin biyofilm dereceleri grafigi.........
C. albicans suslarmin biyofilm-OD grafigi................

C. albicans suslarinin biyofilm dereceleri grafigi......

XV

19

22

26

29

33

41
42
42
43
47
47
49
49
51
51
53
53



KISALTMALAR/SIMGELER

ABD Amerika Birlesik Devletleri

Ca Kalsiyum

CLSI Clinical Laboratory Standards Institute

EPIC Europe Prevalance Infection Committe

EPM Ekstraselliiler Polimerik Matriks

DNA Deoksiribo Niikleik Asit

DNaz Deoksiribo Niikleaz

IgA Immunoglobulin A

19G Immunoglobulin G

IgM Immunoglobulin M

KNS Koagiilaz Negatif Stafilokok

MALDI-TOF Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Time of Flight

MiK Minimum Inhibitér Konsantrasyonu

oD Optik Dansite

PBS Phosphate-Buffer Saline

PBP Penisilin Baglayan Protein

pH Power of Hydrogen

RNA Riboniikleik Asit

SDA Sabouraud Dekstroz Agar

TSB Triptik Soya Buyyonu

YBU Yogun Bakim Unitesi

°C Santigrat derece

XVi



1. GIRIS

1.1. Problemin Tanim ve Onemi

Hastane ortaminda gelisen enfeksiyonlar, toplum kaynakli enfeksiyonlarla
karsilastirildiginda 6nemli oranda morbidite ve mortalite oranlarina sahiptir. Bir
hastane ya da klinikteki hastane enfeksiyonlarmin orani hasta bakimu ile ilgili en
onemli belirteglerdendir [1].

Mikroorganizmalarda antibiyotiklere direng gelismesi ile antibiyotik
kullannmi  arasinda  dogrudan  bir  iliski  vardwr.  Hastanelerin,
mikroorganizmalarda antibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi i¢in en
uygun ortamlar olmasinin baslica nedeni antibiyotik kullannominin ¢ok fazla
olmasidir. Hastane enfeksiyonlarindan izole edilen etkenlerdeki antibiyotiklere
diren¢ orani, hastane dis1 enfeksiyonlardan izole edilen etkenlere gdére daha
yiiksektir [2]. Bu fark ozellikle antibiyotik kullanimmm yaygin oldugu yogun
bakim {initelerinde (YBU) ¢ok daha belirgindir [3]. Akilc1 olmayan ilag
kullannmi da antibiyotiklere diren¢ gelisiminin Onemli bir kismini
olusturmaktadir. Yanls sekilde ila¢ kullanimi; ilag yan etkisinde artisa, etkisiz
tedaviye ve antibiyotiklere direng gelisimine neden olur [4].

Antibiyotiklere karst diren¢ olugsmasmin Onemli bir nedeni de
mikroorganizmalarin biyofilm olusturmasidir. Biyofilm, cansiz veya canli bir
yiizeye yapisan kendi irettikleri ekstraseliiler polimerik matriks (EPM) i¢inde
hareketsiz halde bulunan ve bir kat1 ylizeye geri doniisiimsiiz olarak tutunan
mikroorganizmalarm olusturdugu topluluktur [5]. Biyofilmler, 6zellikle ¢cevresel
ve kimyasal strese karsi olusturmus oldugu hiicre dis1 EPM ile koruma, hayatta
kalma ve diren¢ saglar [6]. Biyofilm igerisinde bulunan mikroorganizmalarin
planktonik formlarina gére antibiyotiklere 200 - 500 kat daha direngli olduklar1
bilinmektedir [7, 8]. Biyofilm igerisindeki mikroorganizmalarin yiiksek
direncini agiklamak i¢in ¢esitli mekanizmalar ileri siirlilmiistiir. Bunlar; biyofilm
yapisina antimikrobiyal maddelerin smirli niifuz etmesi, besin ve oksijen
siirlamas1 nedeniyle yavas biliylime, genel stres yanitina katilan genlerin

ekspresyonu ve biyofilmin kendine 6zgli mimarisinin ortaya ¢ikmasidir [9].



Mikrobiyal direncin olugsmasinda biyofilm yapisinin ig¢indeki oksijen
miktar1 etkilidir. Biyofilmin iist kisimlarinda oksijenin tiiketilmesine ragmen alt
katmanlarda anaerobik bir g¢evre oOlustugu bilinmektedir. Bu sebeple bazi
antimikrobiyallerin etkinligi azalip antimikrobiyal direng gelisebilmektedir.
Bunun yani sira, biyofilm i¢cinde mikroorganizmalarin olusturdugu asidik atik
maddeler ortamin pH’n1 degistirir ve bunun sonucunda bazi antimikrobiyaller
iizerine antagonistik etki gosterir. Ayrica biyofilm i¢inde mikroorganizmalar
arasinda antimikrobiyal diren¢ genlerinin aktarimmin kolay olmasi nedeniyle
mikroorganizmalar antimikrobiyallere direng kazanir [5]. Cogu biyofilm
calismalarinda bu faktorlerin kombinasyonu artirilmasina ragmen tam olarak
antibiyotiklere biyofilm diren¢ mekanizmalarmi anlamak zordur [9].

Biyofilm tibbi 6nemi ag¢isindan incelendiginde bakteri virulansindan,
enfeksiyonun tedaviye yanitsizligina kadar genis bir yelpazede rolii oldugu
goriilmektedir. Biyofilmin tibbi agidan 6nemli olmasinin nedenlerinden ilKi
bakteri aderansidir. Ikinci olarak antibiyotik direnci; mikroorganizmanin
biyofilm olusturarak ylizeye yapismis formu (sesil) ile siispansiyon formu
(planktonik) arasinda antibiyotik duyarlihk farkinin oldugu gdsterilmistir.
Ucgiincii olarak da inflamasyona etkisidir. Enfekte biyomedikal implantlarda,
konak tarafindan immiin yanitlarin indiiklenmesinde, biyofilm onemli rol
oynamaktadir [10].

Onemli hastane enfeksiyonu etkenlerinden biri olan Acinetobacter
baumannii 6zellikle YBU’de ve immiin sistemi baskilanmis hastalarda olmak
tizere ciddi hastane enfeksiyonlarma neden olabilmektedir. A.baumannii tiirleri
pnomoni, endokardit, menenjit, septisemi, cilt, yara ve friner sistem
enfeksiyonlarma neden olmaktadir. A.baumannii tiirlerinin antimikrobiyallere
yiikksek oranda diren¢ gelistirebilmelerinin yani sira, hastane ortaminda uzun
stire canli kalabildikleri i¢in hastalari kolaylikla kolonize edebilmektedir. Ayrica
hastane personeli, medikal cihazlar ve ekipmanlar araciligiyla diger hastalara
yayilarak epidemilere neden olabilmektedirler [11, 12].

A.baumannii’nin  yanm1 swa ¢oklu antibiyotik direnci gosteren
nonfermenter Gram-negatif bakterilerden biri de Pseudomonas aeruginosa’dir.

P.aeruginosa dogada yaygin olarak bulunmasi, minimal tireme kosullarinda bile



iireyebilmesi, degisik virulans faktorlerinin bulunmasi ve gelistirdigi direng
mekanizmalar1 ile olduk¢a &nemli bir bakteridir. YBU, yanik iiniteleri veya
yaygin olarak antibiyotik kullanilan birimlerde yatarak tedavi olan hastalardan
izole edilebilirler [13].

Ortam kosullarina olduk¢a dayanikli olan ve ¢evresel kaynaklarda yaygin
olarak bulunan bir mikroorganizma olan Staphylococcus aureus genel
enfeksiyonlara (Fronkiilit, follikiilit, impetigo, Ritter hastaligi, sepsis, tonsilit,
pnomoni, endokardit, otitis media, menenjit vb.), osteomiyelit gibi
rahatsizliklara ve ameliyat sonrasi yara enfeksiyonlarma neden olmaktadir.
Ozellikle bu bakterilerin patojenite 6zellikleri, biyofilm tabakas1 ile kombine
oldugunda, fagositoza karsi diren¢ saglamasindan dolay1 virulansi oldukg¢a
yilikselmektedir. Bu nedenle oncelikli patojenler arasinda yer almaktadir [5].

Giiniimiizde, Candida cinsi patojenik mantarlar ¢ok ciddi sistemik
hastalik nedenleri arasinda gériilmektedir. Candida enfeksiyonlar1 artan sayida
invaziv prosediire, implante biyomateryallere, solid organ ve kemik iligi
transplantasyonuna, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi ile normal bakteriyel
floranin baskilanmasina ve immiin sistemi baskilanmis hasta sayilarindaki artisa
bagh olarak gelismektedir. Hastane kaynakli kan akimi enfeksiyonlarinda
Candida albicans en c¢ok karsilagilan etkenlerden biri olarak karsimiza
cikmaktadir. Bir¢ok Candida tiirii biyofilm yapisini1 olusturabilmektedir.

Biyofilm yapis1 Candida patogenezinde major virulans faktordiir [14].

1.2. Arastirmanin Amaci

Calismamizda, yiiksek mortalite ve morbiditeye neden olabilen, siklikla hastane
enfeksiyonlarindan izole edilen A. baumannii, P. aeruginosa, S. aureus,
C. albicans’in biyofilm formasyon aktivitelerinin gdsterilmesi ve olusan
biyofilm formasyon aktivitelerinin mikroorganizmalarin antimikrobiyallere
diren¢ durumlar1 ile iligkisinin arastirilmast amaclanmistir. Yaptigimiz
calismanin  mikroorganizmalarin  biyofilm olusturma mekanizmalarinin
anlasilmasi, biyofilmlerin Onlenebilmesi, biyofilmler ve antimikrobiyallere
diren¢ konularmda yapilacak daha ileri ¢aligmalar i¢in literatiire veri sunacagi

diistiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hastanede Gelisen Enfeksiyonlar

Nozokomiyal terimi Latince nosos (hastalik) ve komein (bakim) kelimelerinden
olusmaktadir. Hastane enfeksiyonlar1 ile ayni anlama gelmektedir. Hastane
enfeksiyonlari, hastanin hastaneye bagvurdugu anda veya hastaneye yattiginda
heniiz inkiibasyon déneminde olmayan, sonradan gelisen, hatta bazen hasta
taburcu olduktan sonra ortaya c¢ikan enfeksiyonlar olarak tanimlanmaktadir.
Diger bir ifadeyle hastane enfeksiyonlar1 hastaneden alinan mikroorganizmalar
ile gelisen enfeksiyonlardir [15].

Hastane enfeksiyonlari, morbidite, mortalite ve tedavi maliyetlerini
arttrmalarindan dolay1r dnemini ve giincelligini korumaya devam eden saglik
sorunlaridir [16].

YBU’de tedavi edilen hastalar, siklikla invaziv girisimlerin uygulanmast,
genel durum bozuklugu nedeni ile diger hastalara gore hastanede kalis siireleri
daha uzun olmasi ve siklikla genis spektrumlu antibiyotik uygulanmasindan
dolay1r diren¢li mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlara daha

yatkindirlar [17].

2.2. Hastanede Gelisen Enfeksiyonlarin Antimikrobiyaller ile Tedavisinde
Karsilasilan Diren¢ Sorunu

Hastane enfeksiyonlarindan sorumlu mikroorganizmalarin sikligi ve dagilimi
iilkelere, saglk kuruluslarina ve kliniklere gore farkliliklar gosterebilmektedir
[18]. Ozellikle hastanelerde nozokomiyal enfeksiyonlarin en sik goriildiigii
klinikler arasinda YBU yer almaktadir. YBU’de yatan hastalarin sadece
% 5 - 10’u tedavi gdormesine ragmen, tiim nozokomiyal enfeksiyonlarin yaklasik
% 20 - 25’1 bu iinitelerde gelismektedir [ 19]. Bu tinitelerde yatan hastalarda diger
kliniklere gore 5 - 10 kat daha fazla oranda hastane enfeksiyonu goriilmektedir.
Bu enfeksiyonlarin 6nemli bir boliimiinii pndomoniler ve kan dolagimi
enfeksiyonlar1 olusturmaktadir [20]. YBU’de gériilen hastane enfeksiyonlarin
% 53,6’smin oliimle sonuglanmasi dikkate alindiginda, bu enfeksiyonlarin

onlenmesinin daha da 6nemli oldugu anlasilmaktadir [21].



Son yirmi yilda YBU'deki etken mikroorganizmalar ve bu etken
mikroorganizmalarin duyarliik durumlarinda O6nemli degisimler oldugu
goriilmiistir [22]. Bu durumun en Onemli nedeni, YBU’de gelisen
enfeksiyonlarin  Onlenebilmesi i¢in degisik antimikrobiyallerin kullanimi1
sonrasinda mikroorganizmalarin antibiyotiklere diren¢ kazanmasma yol
acmasidir [23]. 1960’1 yillarda, Gram-negatif basiller YBU'de en &nemli
patojenler olarak bildirilirken, genis spektrumlu sefalosporinler, florokinolonlar
ile karbapenem tiirevlerinin kullanilmasi ve hastalara uygulanan girisimlerin
artmasi gibi nedenlerle, bunun Gram-pozitif mikroorganizmalara dogru degistigi
gozlenmistir. EPIC (Europe Prevalance Infection Committe) ¢aligmasinda,
YBU’de gelisen enfeksiyonlarin Gram-pozitif ve negatif etkenlerin esit siklikta
izole edildikleri bildirilmistir [22].

Antibiyotiklere kars1 diren¢g gelisiminde en sik gozlenen direng
mekanizmalarindan bazilar1 da plazmid/transpozon transferleri, kromozomal
mutasyonlar ve tiirler arasinda gerceklesen genetik transferlerdir. Ozellikle
yogun antibiyotik kullanimina bagh olarak duyarl suslarin ortadan kalkmas1 ve
direngli suslarin segilime ugramasi diren¢ gelisiminin ana mekanizmasini
olusturmaktadir. Antimikrobiyal direncin gelismesi Kullanim siiresi ve miktar1

ile dogru orantilidir [24].

2.3. Mikroorganizmalarin Olusturdugu Biyofilmlerin Antimikrobiyallerle
Etkilesimi

Antimikrobiyallere karsi olusan direncin 6nemli bir nedeni de bakterilerin
biyofilm olusturmasidir. Biyofilmler 6zellikle cevresel ve kimyasal strese kars1
olusturdugu hiicre dis1 EPM ile koruma, hayatta kalma ve direng gosterir [6].
Mikroorganizmalarin sesil formu ile planktonik formu arasinda, antimikrobiyal
duyarlilk  farkinin  oldugu  gosterilmistir  [25].  Sesil ~ formdaki
mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi direnci, planktonik formlarmma gore
200 - 500 kat daha fazla oldugu bilinmektedir [7]. Biyofilm igindeki
mikroorganizmalarin antimikrobiyallere karsi direncinden atim pompalar1 ve
ila¢ hedefinde meydana gelen mutasyonlar ya da enzimatik inaktivasyon gibi

bilinen diren¢ mekanizmalarinin sorumlu oldugu gézlenmektedir [26]. Ciinkii



antimikrobiyallere direnci olmayan bir mikroorganizma biyofilm olusturunca
direngli duruma, tekrar biyofilm yapisindan ayrildiginda ise yine duyarli duruma
gecebilmektedir [5].

Biyofilm i¢indeki mikroorganizmalarin yiiksek direncini agiklamak igin
c¢esitli mekanizmalar ileri siiriilmiistiir. Bunlar:

1. Biyofilm yapisina antimikrobiyal maddelerin sinirli niifuz etmesi,

2. Besin ve oksijen siirlamasi nedeniyle yavas tireme hiz,

3. Genel stres yanitina katilan genlerin ekspresyonu,

4. Biyofilm 6zgili mimarisinin ortaya ¢ikmasi,

5. Biyofilm olusumu ile birlikte bakteride meydana gelen fenotip

degisikligi

olarak agiklanmaktadir [9, 27]. Cogu biyofilm g¢alismalarinda bu faktorlerin
kombinasyonu artirilmasma ragmen tam olarak antimikrobiyallere biyofilm
diren¢ mekanizmalarini anlamak zordur [9]. Ancak sesil mikroorganizmalarin

antimikrobiyal maddelere direncinin mekanizmalarindan dort tanesi sunlardir:

2.3.1. Biyofilmin Bariyer Olusturmasi ve Biyofilm Icine Diisiik Penetrasyon
Bu mekanizma ile planktonik formdaki mikroorganizmalarin, sesil formdaki
mikroorganizmalarla kiyaslandiginda c¢esitli antimikrobiyallere duyarliligin
daha fazla oldugunun bulundugu g¢alismalar biyofilmin bariyer fonksiyonunu
destekleyen en 6nemli bulgulardandir. Bu mekanizmanin, ¢esitli antimikrobiyal
maddelerin biyofilm yapis1 ile gec¢isinin engellenmesinde gorev aldigi
goriilmiistiir [28]. Biyofilmin fiziksel bir bariyer olarak antimikrobiyallerin
mikroorganizmalara ulagmasini engellemesi, siklikla antimikrobiyallerin
biyofilm bilesenlerine baglanmasi sonucunda olugsmaktadir [29].
Antimikrobiyallerin enzimatik inaktivasyonu nedeni ile olusan direngte
biyofilm i¢ine diisiik penetrasyonun daha belirgin hale geldigi goriilmektedir.
Ornegin, kistik fibrozis hastalarinin solunum yollarida olusan biyofilm tabakas1
icerisinde siklikla yiiksek diizeyde beta-laktamaz enzimi olustugu gdzlenmistir.
EPM’den niifuz eden beta-laktam antibiyotiklerin bu enzimler ile hidrolize
olmas1 sonucunda niifuz eden ilacin miktar1 azalmaktadir ve bu durum

enfeksiyonun ortadan kaldirilmasini zorlagtirmaktadir [26].
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2.3.2. Biyofilm Nedeni ile Mikroorganizmalarin Cogalma Oranlarinin
Degismesi

Mikroorganizmalarin ¢ogalma oranlarindaki degisiklikler antimikrobiyallere
karsi olusan cevaplarini da degistirmektedir. Sesil mikroorganizmalarin biiylime
hizlarinin, planktonik mikroorganizmalardan 6nemli derecede diisiik oldugu
yapilan calismalar sonucu tespit edilmistir. Ornegin duragan fazdaki Gram-
negatif bakterilere sadece florokinolonlarin aktif olabilirken, beslenmesi
azaltilarak ¢ogalma hizlar1 diisiiriilen S. aureus'lara higbir antibiyotigin yeteri
kadar etkili olamadig1 gosterilmistir. Yine yapilan caligmalar sonucunda
S. auerus biyofilminin olusum siiresi ile antibiyotik direncinde artis oldugu
gosterilmistir. Tiim bu bulgular, biyofilmin antimikrobiyallere direng gelisimini

sagladiginin en 6nemli gostergesidir [28].

2.3.3. Mikrocevrenin Antimikrobiyal Dirence Etkisi

Biyofilmi olusturan mikroorganizmalarin besin konsantrasyonuna gore
biyofilmdeki yogunlugu degisiklik gostermektedir. Biyofilmin en dis
kisimlarinda bulunan mikroorganizmalar besin maddelerine derinlerdeki
bakterilere gore daha kolay ulasabilmektedir. Bu durum biyofilm iginde
mikroorganizmalarin heterojenligine neden olmaktadir. Biyofilm igindeki bu
heterojenligin  antibiyotik duyarhiliginda farkliliklara yol agabilecegini
gostermektedir [29].

Antimikrobiyal direncin olusmasmda biyofilm igerisindeki oksijen
yogunlugunun 6nemli bir yeri vardir [5]. Oksijenin biyofilmin ist kisimlarinda
tiiketilmesi ve biyofilmin alt kisimlarinda anaerobik ortamin olugmasi biyofilm
icinde oksijen yogunlugunun farkli olmasmma neden olur. Bu durum
antimikrobiyal direnci etkileyen diger bir faktordir. Bu nedenle
aminoglikozidler gibi bazi antibiyotiklerin etkinligi azalmaktadwr. Ayrica
biyofilmde bu antimikrobiyallere karsi direng gelisebilmektedir [30].

Biyofilm igerisinde mikroorganizma metabolizmasi sonucu asidik atik
maddeler olugmaktadir. Bu durum pH’da degisimlerin olmasina neden olur. Bu

degisim bazi1 antimikrobiyallerin {izerine antagonistik etki gostermektedir.



Biyofilm igindeki mikroorganizmalarin antimikrobiyallere direngli hale
gelmesinde, mikroorganizmalar arasinda antimikrobiyal direng genlerinin
aktariminin kolay olmasi etkilidir. Ayrica pCO2 iki degerli katyonik
konsantrasyonun hidrasyon seviyesi, pirimidin konsantrasyonu gibi mikrogevre
degiskenlerinin de biyofilm olusumu iizerine etkili olduklar1 bilinmektedir

[5, 28].

2.3.4. Biyofilme Ozgiil Direncli Fenotip Olusumu

Mikroorganizmalar bir yiizeye tutunduktan sonra cesitli fizyolojik, metabolik,
genotipik ve fenotipik degisikliklere ugramaktadir. Biyofilmin yapisinda
bulunan mikroorganizmalarin biiyiik bir boliimiiniin antimikrobiyallerin etkisi
ile yok oldugunun kiiciik bir bolimiiniin ise canliligmi siirdiirdigi
bilinmektedir. Bu  fenotipik  varyantlarmm  yiiksek  konsantrasyonda
antimikrobiyallere direngli oldugu agiklanmaktadir. Direngli bu fenotipik
varyantlar direncli biyofilmlerin olusumunu saglamaktadir [31].

Biyofilmler = sadece  antimikrobiyal = maddelere kars1  degil,
dezenfektanlara karst1 da direng¢ gelisimine neden olmaktadir. Sesil
mikroorganizmalar, planktonik mikroorganizmalara gore dezenfektanlara
10 - 100 kat daha direnclidir. Olusan bu direncin nedenleri arasinda glikokaliks
yapisi, hiicre dis1 enzimler, dezenfektanlarin mikroorganizmalara ulagsmasinda
zorluk gibi c¢esitli faktorlerin oldugu diisiiniilmektedir. Mikroorganizmalar
biyofilm yapisindan ayrilip sivi kiiltiir ortamlarinda serbestge Tiretilirse,

dezenfektanlara kars1 tekrar duyarli hale gelirler [32].

2.4. Biyofilmin Tarihgesi ve Tanimi

Biyofilm, ge¢misten giliniimiize kadar bir¢ok bilim insani tarafindan farkli
sekillerde tanimlanmustir. ilk olarak 17. yiizyilda Antonie van Leewenhoek,
disinden almis oldugu ornekte plaklar i¢inde yasayan mikroorganizmalarin
varligindan bahsetmistir [33]. Bundan 250 yil sonra, Claude E. ZoBell
tarafindan yapilan ¢aligmalarda cam slaytlarin yiizeylerine tutunan bazi deniz
mikroorganizmalarinin olusturdugu mikrokoloniler gézlemlenmistir [34].

1970’li yillarin  baglarma gelindiginde ise Characklis yapmis oldugu



calismalarda, endiistriyel su sistemlerindeki mikroorganizmalarin olusturdugu
biyofilmlerin klor gibi dezenfektanlara bile direngli olabileceklerini giin yliziine
cikarmistir [35]. 1977 yilinda ise Costerton ve arkadaslar1 yaptiklari ¢aligmalar
ile daha ayrintili bir biyofilm tanimi yapabilmislerdir [33]. Elder ve arkadaslar1
1995 yilinda biyofilmi, mikroorganizmalarin yapisal birligi seklinde
tanimlamislardir [36]. Daha sonra Costerton ve Donlan 2002 yilinda yeni bir
biyofilm tanimi yapmuslardir. Buna gore, mikroorganizmalar tarafindan
olusturulan, bir ylizeye, ara ylizeylere, birbirlerine ya da bir substrata geri
doniisiimlii olarak tutunmus ve farkli mikrobiyal gelisme fizyolojileri ile gen
trankripsiyonuna bagl olarak farkli fenotip sergileyen yapilarin, i¢inde gomiilii

olarak bulunduklar1 EPM biyofilm olarak tanimlanmistir [37].

2.5. Biyofilm

Biyofilm tabakasina su ile temas halindeki tiim yiizeylerde karsimiza ¢ikabilir.
Ornegin; su depolama, dagitim ve aritma tesislerinde, su iletim borularinda ve
dis Unitlerinde karsilagilabilir. Boyle ortamlarda biyofilm tabakasi,
mikroorganizmalar1  kurakliktan, besinsizlikten, pH degisikliklerinden,
dezenfektanlardan, ve toksinlerden korur. Biyofilm bu cansiz yiizeylerde
olusabildigi gibi canli organizmalarda da ¢esitli kosullarda, ¢esitli dokularda
olugmaktadir. Biyofilmler 6zellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda ve
kalic1 tibbi arag veya kateteri olan hastalarda 6nemli enfeksiyonlara neden
olabilmektedir. Insan viicudunda kateterler, kontakt lens, kalp pilleri, protez kalp
kapakgiklari, rahim i¢i arag, akciger dokusu gibi canli ve cansiz birgok ylizeyde

biyofilm olusabilir [38].

Biyofilm yapis1 igindeki mikroorganizmalar belirli bir yapisal biitiinlitk
icerisinde toplu halde yasarlar ve birbirleriyle kendilerine 6zgli haberlesme
yontemlerini kullanarak varliklarinin devami icin gerekli islevleri yerine
getirirler. Bu tanim ¢ok 6nemlidir. Ciinkii herhangi bir yiizeyde koloniler halinde
tutunarak yasayan bazi mikroorganizmalarin olusturduklar1 her tabaka biyofilm
degildir. Gergekte biyofilm olmayan bu topluluklar, bulunduklar: yiizeylerde
planktonik hiicre davranigi gostermeye devam ederler. Higbirinde sesil

mikroorganizmalarda izlenen direng ve geri doniisiimsiiz tutunma gibi 6zellikler
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izlenmez. Ayrica biyofilm igerisindeki mikroorganizmalarin zamanla EPM’den

koparak ayrildiklar1 ve serbest halde dolagima gectikleri unutulmamalidir [39].

2.6. Biyofilmin Yapisi

Biyofilm {i¢ boyutlu bir bakis agist ile bakildigi zaman, mikroorganizmanin
yiizeyinde diizensiz olarak dagilmis ekstraseliiler polimerik bir matriks oldugu
goriiliir. Cesitli mikroorganizmalarin EPM genisligi ve yogunlugu birbirlerinden
farklidir [40].

Bir biyofilmin olusabilmesi i¢in olmasi gereken unsurlar yiizey,
mikroorganizma ve glikokalikstir. Bu unsurlardan biri olmadigi zaman biyofilm
olusamaz [37]. Biyofilm yapisinin biiyiik bir kismi sudan (% 97) olusmaktadir.
Ayrica % 1 - 5 mikroorganizma, % 1 - 2 polisakkarid, % 1 - 2 protein, % 1 - 2
DNA ve iyonlar bulunmaktadir [41]. Fakat bu oranlar mikroorganizmalarin
tiriine, fizyolojik 6zelliklerine, gelisme ortamiin dogasina, akiskanin tipine,
genel fiziksel 6zelliklere gore degisebilmektedir [42].

Biyofilm tabakasi, i¢inde bulundurdugu mikroorganizmalarin gevre
sartlarindan etkilenmesini engelleyen korunakli bir yapidir [8]. Biyofilmin
matriks yapisinda sadece bir mikroorganizma tiirii de bulunabilir birden fazla
mikroorganizma tiirii de bulunabilir. Cesitli mikroorganizmalarin bulundugu
biyofilmlerde her tiir kendi mikrokolonisini olusturur. Bu mikrokoloniler su
kanallar1 vasitasiyla birbirlerinden ayrilmistir. Bu kanallarin iginde devam eden
su akis1 sayesinde mikroorganizmalarin besin ve oksijen ihtiyaci karsilanir [43].

Biyofilm, mikroskobik olarak bakildiginda mikrokolonilerin aralarmdan
su kanallarinin gegtigi mercan kayaliklar iizerindeki mantar sekilli uzantilardan
olusan Sekil 1°deki gibi bir gériiniime sahiptir. Biyofilmin bu mantar gériiniimlii,
yogun ve kompleks yapisi ortamdaki organik ve inorganik molekiillerin

ekstraselliiler yapisinda toplanmasiyla olusur [44].
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Sekil 1. Biyofilm yapisi [45].

EPM, biyofilmin yapisal biitiinligli i¢cin gerekli olmasmnin yani sira
planktonik ve sesil mikroorganizmalar arasindaki en 6nemli farkliliklardan
biridir [46]. EPM ¢ogunlukla mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ve biyofilm
hiicrelerinin i¢ine yerlestigi ekstraselliiler materyaldir. Farkli tipteki polimerlerin
kiimeleri ile olugsmaktadir. EPM ii¢ boyutlu biyofilm yapisinin iskeletini
olusturur ve biyofilmin yiizeylere adezyonu ve kohezyonundan sorumludur [47].

EPM, hem fiziksel hem de kimyasal saldirilara kars1 mikroorganizmalari
koruyucu bir bariyer olarak gérev yapmaktadir. Sesil mikroorganizmalar bir¢ok
antimikrobiyal tarafindan o6ldiiriilmeye karsi direnglidirler. Ayrica fagositoza
direng gostererek immun sistemden kagarlar. Bu yiizden biyofilm iginde
yasamak mikroorganizma i¢in avantajdir [48].

Biyofilm yapis1 protein, Ca*? iyonlar1 ve polisakkaritler sayesinde daha
¢ok saglamlagmaktadir. Bununla birlikte biyofilm yapisini etkileyen hidrolaz,
liyaz, glikozidaz, esteraz ve diger enzimler ise biyofilm yapisinda diisiik molekiil
agirlikli irtinlerin olusmasina neden olur. Olusan tirtinler de biyofilmde tutunan
mikroorganizmalarin metabolizmasinda karbon ve enerji kaynagi olarak

kullanilmaktadir [49].
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2.7. Biyofilm Olusumu

2.7.1. Biyofilm Olusumunu Etkileyen Faktorler

Biyofilmlerin olusumunda ve gelismesinde mikroorganizma tiirii, yiizey
ozellikleri, ortamin pH’s1, sicaklig1 ve ortamdaki besin miktar etkili olmaktadir
[37]. Primer tutunmanin gergeklesmesinde hidrofobik etkilesimlerin katkisinin

yani sira yiizeyin cinsi, kirpik varligi, su akig hizininda etkisi vardir [50].

2.7.2. Mikroorganizmalarin Biyofilm Olusturma Nedenleri
Mikroorganizmalarin biyofilm olusturma nedenleri hakkinda bir¢ok goriis

bulunmasina ragmen bu nedenleri su sekilde smiflandirabiliriz.

2.7.2.1. Savunma

Mikroorganizmalarin herhangi bir strese karsi olusturdugu cevaptir. Biyofilmin
tikiliriiglin yikama gilicii ve kan akimi gibi birtakim fiziksel giliclere karsi
dayanikliligi vardir. Sesil mikroorganizmalar, pH degisikliklerine, besin
yoksunluguna, dezenfektanlara, fagositoza, oksijen radikallerine ve
antimikrobiyallere kars1 planktonik mikroorganizmalardan daha direnglidirler.
Bu nedenle biyofilm, bu 6zelligi nedeniyle kronik enfeksiyonlarda 6nemli bir
faktordiir. Biyofilmin 6nemli bir kismini olusturan EPM, savunmada 6nemli bir
rol oynar. EPM, biyofilm i¢indeki mikroorganizmay1 ¢ekim alanlarmdan
(elektrik ¢ekimi) wuzaklastirarak inflamatuar hiicrelerin fagositozundan,

antibiyotik etkisinden korur [51].

2.7.2.2. Yasanabilir Cevre Olusturma

Glikozun mikroorganizma tarafindan kullanilabilir  olmasinin  ¢esitli
mikroorganizmalarin EPM’yi ve biyofilmi olusturmalarii belirgin bir sekilde
artirdigr  gosterilmistir.  Karbon  katabolitlerinin, konaga  tutunan
mikroorganizmanin gen diizenlenmesini uyararak biyofilm olusumunda kritik
rol oynamasi, mikroorganizmanin konakta uygun bir ortam olusturarak

kalabilmesi i¢in biyofilmin gerekli oldugunu gostermektedir [52].
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2.7.2.3. Adezyon

Mikroorganizmalarin bir ortamda kalarak yasayabilmesinin bilinen en etkili yolu
biyofilm olusturmalaridir. insan ve hayvanlar, mikroorganizmalarin devamli bir
sekilde viicutlarinda bulunmalarindan (flora) dolayr karmasik immun
sistemlerini gelistirirler. Viicut, mikroorganizmalarin yasamasi ve gelismesi i¢in
besin yoniinden zengindir ve devamli bir sekilde su igerigi, oksijen varhigi, is1
gibi faktorlerle sabit bir yap1 olusturmaktadir. Tiim bunlarin sonucunda viicudun
immun sistemi ile mikroorganizmalar arasinda viicudun istila edilmesine kars1
bir yarig vardir. Bazi durumlarda uzlagma olarak belli bolgelerde biiyiik
miktarlarda kommensal mikroorganizmalarin yasamasina miisaade edilmektedir
ve bu mikroorganizmalarin ¢ogu biyofilm olusturmaktadirlar. Viicut, bilindigi
gibi  mikroorganizmalarm  yasamasi i¢in ¢ekici bir ortam olup,
mikroorganizmalarin bu bdlgede biyofilm olusturarak yasamasi i¢in dnemli bir
ilgi alani olusturmaktadir [40]. Mikroorganizmalarm viicudun herhangi bir
yerinde sabit bir sekilde kalabilmeleri igin bazi stratejileri bulunmaktadir.
Mikroorganizmalarm yiizey proteinleri, konagin ekstraseliiler —matriks
proteinlerine yapisirlar. Bu adezin ve matriks proteinleri, mikroorganizmanin
aderansinda 6nemli bir rol oynarlar [28]. Adezyon sonrasi bu bolgeye yerlesen
mikrooorganizmalar bir taraftan ¢ogalirken diger taraftan da biyofilm
olusturmaya baslarlar. Burada ilging olan, biyofilm mikroorganizmanin
adheransini arttirirken, biyofilm olusumu basladiktan sonra bakteri adezyon

faktorlerinin ekspresyonunda bir baskilanma olmaktadir [53].

2.7.2.4. Topluluk Olusturmak

Mikroorganizmalarin topluluk olusturmas1 kazanglarinin ortak bir sekilde
paylasiimasidir. Tim mikroorganizmalarin ¢evre faktorlerine ayni yanit
vermeleri ve fenotipik degisiklikler sergilemeleri topluluk olusturarak
yasamalarinin  6nemli bir gdstergesidir. Mikroorganizmalar  biyofilm
olusturduklar1 gibi degisik kosullarda biyofilm yapisini bozabilirler de, bu

durum genler araciligi ile olur [28].
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2.7.3. Biyofilm Olusum Basamaklarn

Biyofilm olusumu mikroorganizmalarin sirasi ile herhangi bir yiizeye
doniisiimlii ve doniistimsiiz bir sekilde tutunup baglandigi EPM iirettigi ve
mikroorganizmalarda ¢esitli degisikliklerle sonuglanan bir siiregtir [54].
Biyofilm olusumu basamaklar halinde ilerleyen bir siiregtir [38]. Sekil 2°de
gosterilen biyofilmin olusum basamaklar1 temel olarak bes asamadan

olugmaktadir [55].

7
v -,

Sekil 2. Biyofilm Olusum Basamaklari [56]
Biyofilm olusum basamaklar1 ise su sekilde agiklanmaktadir;
1- Yiizeye doniisiimlii tutunma
2- Yiizeye doniisiimsiiz tutunma
3- Koloni olusumu
4- Mikroorganizmalarin biyofilm i¢cinde olgunlagmasi

5- Planktonik hiicrelerin biyofilmden ayrilmasi ve yayilimi

2.7.3.1. Mikroorganizmalarin Yiizeye Doniisiimlii Tutunmasi

Mikroorganizmalarda biyofilm olusumunun baslamasi besinlerin var olup
olmamasi, pH degisiklikleri, sicaklik gibi cevresel etmenlere bagli olarak
degismektedir. Siirekli taze besiyeri saglanan ortamlarda biyofilm geligimi
devam eder. Ancak ortamda besin maddeleri tiikenince mikroorganizmalarin
ylizey baglantilar1 zayiflar ve planktonik formlarma geri donerler. Besin
yoksunlugu durumu hiicrelerin yeni besin kaynaklar1 aramalarini, ortamlara

daha iyi adapte olmalarini ve yayilmalarini saglar [49].
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Biyofilm olusumunun ilk asamasi olan doniisimli tutunma
gerceklesmeden Once mikroorganizmalarin tutunacagi yilizeyin uygun hale
gelmesi gerekmektedir. Bu asamada sudaki cansiz partikiiller, elementler,
organik veya inorganik molekiiller yiizeye yapisir ve ince bir film tabakasi
olustururlar. Boylece mikrobiyal biyofilm olusumu i¢in yiizey hazir hale gelir.
Yiizey oOzelliklerini degistiren bu ince film tabakasi mikrobiyal tutunmay1
kolaylastirir [50].

Tutunma, sonradan mikroorganizma tutunmasini etkileyen organik ve
inorganik maddelere baglh olarak iginde mikroorganizmalarin bulundugu
herhangi bir sulu yiizeyde gerceklesebilir [56]. Ozellikle yiizeye organik veya
inorganik maddelerin yapismasindan sonra mikroorganizmalar bu yiizeye geri
dontisimli  sekilde tutunur [26]. Doniisimlii  tutunmada  Oncelikle
mikroorganizmalar yiizeye yakin mesafede etkileserek yilizeye tutunurlar.
Yiizeye donilisimlii olarak tutunurken o ylizeyde yasamlarini devam
ettirebilmelerini saglayacak besin maddelerinin var olup olmadigini arastirirlar
[57].

Mikroorganizmanin hareketi veya mikroorganizma ile tutunulan yiizey
arasindaki elektrostatik veya fiziksel etkilesimler bu evrede en 6nemli roli
oynamaktadir [38]. Ayrica mikroorganizmalar tiirlerine gore farkli yiizeylere
farkli miktarlarda baglanabilirler [57].

Mikroorganizmalar ilk asama olan doniisiimlii tutunma fazinda durulama
gibi basit yikama islemleri ile kolayca uzaklastirilabilirler. Doniisiimlii tutunma,

yapisan ve durgun haldeki hiicreler arasindaki dengeli dagilimin bir sonucu
olabilir [49].

2.7.3.2. Yiizeye Doniisiimsiiz Tutunma

Mikroorganizmalar daha sonra ylizeyle kisa mesafeli etkilesimler olan
dipol-dipol etkilesimi, hidrofobik etkilesimler, iyon-dipol etkilesimi, iyonik ve
kovalent baglar ve hidrojen etkilesimleri sayesinde hiicre organelleri ile yiizeye
doniisiimsiiz olarak tutunurlar [26]. Ayrica yiizeye doniisiimsiiz sekilde tutunan

mikroorganizmalar hiicre zarindaki proteinlerin uyarilmasi sonucunda EPM ana
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bileseni olan ekzopolisakkarid sentezler ve bdylece mikroorganizmalarin
birbirlerine ve yiizeye tutunmasi saglanir [38].

Mikroorganizmalarin yapisindaki flagella, pili gibi organeller; mannoz
spesifik, nonspesifik ve abiyotik yiizeylere baglanabilme &zelligindedir [58].
Mikroorganizmalar flagella, pili gibi organelleri ve EPM tabakasi ile yiizeylere
doniisimstiz  olarak tutunabilirler. Ancak EPM olusturmayan bazi
mikroorganizma tiirlerinin de yilizeylere baglanabildigi belirtilmektedir [57].

Yiizeye tutunan mikroorganizmalar geliserek mikrokolonileri olustururlar [26].

2.7.3.3. Koloni Olusumu

Yiizeye doniisiimsiliz olarak tutunan mikroorganizma gelisir ve g¢ogalmaya
baslar. Bir taraftanda EPM olustururlar. Boylece EPM tabakasinda diger
planktonik mikroorganizmalarin yakalanmasi da saglanir. Bu asamada bir
mikroorganizma hiicresi ylizeyde ilk koloniyi olusturduktan sonra, ayni yilizeyde
diger mikroorganizmalar da ikincil bir koloniyi olusturur [49]. Bdylece
biyofilmin en kiiciik birimi olan mikrokoloniler, ylizeye tutunan
mikroorganizmalarin ~ boliinlip ¢ogalmast ile olusurlar.  Planktonik
mikroorganizmalarda mikrokolonilerin tlizerine tutunarak kolonizasyonu saglar
[26]. Daha sonraki evrede ise mikrokoloniler biiyiirler ve kompleks, mantar sekli
goriiniimiindeki yapilara doniisiirler [49]. Cesitli yiiksekliklerde kuleler
olusturan mantar seklindeki mikrokolonilerin aralarinda, besinlerin ulastirilmasi
ve metabolik atik maddelerin uzaklastirilmasi i¢in ilkel bir dolasim sistemi

seklinde gorev yapan su kanallar1 bulunmaktadir [49, 59].

2.7.3.4. Mikroorganizmalarin Biyofilm I¢inde Olgunlasmasi

EPM mikrooganizmalarin  biyofilm i¢inde olgunlasmasinin yani sira
antimikrobiyal direnglerinin olusmasina ve antimikrobiyallerin hedeflerini
degistirmeye, mikroorganizmalarin biiylimesinin yavaglatilmasina, enzimlerin
yok edilmesine yol acar [60]. Quorum sensing sistemi (¢ogunlugu algilama) ile

biyofilmi olusturan bakterilerin sayisi sinirlandirilmaktadir [61].
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2.7.3.5. Planktonik Hiicrelerin Biyofilmden Kopmasi

Biyofilm olusumu gergeklestikten sonra, mikroorganizmada genetik
diizenlenmeler sonucunda mikroorganizmanin hareketini saglayan flageller
sentezlenir [58]. Boylece hiicreler planktonik formlarina geri donerler [57].
Biyofilmin iist kismindan koparak ayrilmalar gerceklesir. Koparak serbest kalan
mikroorganizmalar yeni biyofilm odaklarmi olusturmak igin biyofilmden ayrilir.
Kopan tek bir mikroorganizma veya mikroorganizma kiimeleri olabilmektedir
[49, 58]. Bu durum bir denge olusunca siireklilesir [49].

Sesil mikroorganizmalarin biyofilmden koparak ayrilmasinda, artan akis
kuvveti, i¢ enzimatik bozulma, Ekzopolisakkarit ya da yiizey baglayan
proteinlerin agiga c¢ikmasi gibi durumlarin 6nemi biiyiiktiir. Ayrica hiicresel
ayrilmalarin 6nemli bir nedeni de ortamda besin maddelerinin titkenmesidir. Bu
kopma islemi dis kuvvetlerin etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm olusum
basamagmin bir pargasi olarak tek bir hiicrenin veya ¢oklu hiicre kiimelerinin
kopmasmin bir sonucu da olabilir [57]. Biyofilm topluluklar1 igindeki

mikroorganizmalar yeni ylizeylere yapisir [49].

2.8. Biyofilm Olusumunda Mikroorganizmalar Arasi1 Haberlesme
“Quorum Sensing”
Cogu mikroorganizmada biyofilm olusumunun kontrolii hiicreden hiicreye
sinyal iletimi ile gergeklesir [62, 63]. Bu sinyal sistemine “quorum sensing”
denmektedir. Bir mikroorganizma patogenezi i¢in bulundugu ortama adaptasyon
saglar ve ¢evreden gelen gesitli uyarilar1 algilayarak yanit gelistirir. Cevrede
meydana gelen herhangi bir degisiklikte metabolizmasinda degisiklikler yaparak
cevreye uyum saglamaya calisir. “Quorum sensing” mekanizmasit da
mikroorganizmalarm etrafindaki populasyon yogunlugunu saptamasini saglayan
bir mekanizmadir [64]. “Quorum sensing” sinyalleri sayesinde bir odaga
yonelen ve bu odakta toplanan mikroorganizmalar biyofilm olusumunun
temelini olusturur [65].

Quorum sensing sinyalleri, c¢ogunlugu algilama sinyalleri olarak
adlandirilirlar. Bu sinyaller, genis bir mikroorganizma toplulugunda virulans

etkenleri tiretiminin diizenlenmesinde de rol oynarlar. Genel olarak bu sinyaller,
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hiicre dis1 isaretlesmeler yolu ile c¢alisir. Mikroorganizmalar bu isaretleri,
bolgedeki yogunluklarini degerlendirmek amaci ile kullanirlar. Bu isaretler
yeterli yogunluga ulastiginda, diizenleyici bir geri bildirim (feed back) ¢emberi
uyarilmaktadir. Bunun sonucunda ise populasyondaki fenotiplerin sunumunda
hizl1 bir artis goriilmektedir. Uzerinde en iyi calisilan sinyal molekiilleri; Gram-
negatif bakterilerde saptanan, N-acylated homoserine lactone (azotlanmis
homoserin lakton) ve hem Gram-pozitif hem de negatif bakterilerde saptanan
auto inducer (kendi kendini uyaran) sinyalidir [66].

Quorum  Sensing’in, mikroorganizma topluluklarinda  genetik
sunumunda ve islevsel Ozelliklerin yonetiminde temel gorevi oldugu
bilinmektedir. Mikroorganizma yogunluguna bagl olarak quorum sensing ile
mikroorganizmalar kiiciik isaret molekiillerinin birikimine kars1 cevap
olustururlar, ortamu arastirirlar, salinimda bulunurlar [67].

“Quorum sensing” mekanizmasmin mikroorganizmaya pek cok avantaj
saglar. Bu mekanizma ile mikroorganizma davranislarini diizenleyerek besin
kaynaklarina adaptasyon gelistirir. Ayni besin i¢in yarisan diger
mikroorganizmalara karsi savasabilir. En Onemlisi ise enfeksiyon sirasinda
virulans faktorlerinin regiilasyonu sonucu konak immiin yanitindan kagabilir
[68].

Aynu tiirler veya farkli tiirler arasinda quorum sensing sinyal molekiilleri
ile iletisim saglanabildigi gibi farkli cinsler arasinda da pozitif veya negatif
yonde bir iletisim oldugu gozlenmistir [26]. Sekil 3’de biyofilmdeki

mikroorganizmalarin sinyal molekiilleri ile iletisimi sematize edilmistir.
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Sekil 3. Biyofilmdeki mikroorganizmalarin sinyal molekiilleri ile iletigimi [45].

2.9. Biyofilm Olusturan Mikroorganizmalarin Neden Oldugu
Enfeksiyonlar

Mikrobiyal adezyon ve biyofilmler o6zellikle intravaskiiler kateterler, idrar
sondalar1 ve ortopedik implant gibi implante tibbi cihazlarla ilgili olan
enfeksiyonlarda onemlidirler. Mikroorganizmalar tibbi bir malzemenin
ylizeyine tutunur, ¢ogalir ve implante olmus yiizeyde biyofilm olusturmak iizere
kolonize olur ve bunun sonucunda biyomalzeme iliskili enfeksiyon ortaya ¢ikar.
Biyomalzeme iliskili enfeksiyonlarin tek basina antibiyotiklerle tedavisi oldukga
zordur. Ciinkii biyofilm, mikroorganizmalari antimikrobiyallere karsi korur [69].
Biyofilmlerin insanlarda neden oldugu c¢esitli enfeksiyonlar Tablo 1’de

gosterilmistir.
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Tablo 1. Biyofilm olusturan mikroorganizmalar

enfeksiyonlar [48, 65, 70].

ve neden olduklari

Enfeksiyon veya hastahk

Etken mikroorganizma

Dis ¢lirtigii Streptokoklar

Otitis media Tiplendirilemeyen H. Influenzae

Kronik tonsillit Cesitli aerop ve anaerop bakteriler
Endokardit Viridans grup streptokoklar, stafilokoklar

Kistik fibrozis

P. aeruginosa, Burkholderia cepacia

Safra yolu infeksiyonlar1

Enterik bakteriler

Infeksiydz bobrek taglari

Gram-negatif basiller

Bakteriyel prostatit

Escherichia coli ve diger Gram-negatif
bakteriler

Dogal kapak endokarditi Viridans streptokoklar
Bakteriyal prostatit E. coli ve diger Gram-negatif basiller
Osteomyelit Cesitli bakteri ve mantarlar

Nekrotizan fasit

Grup A streptokoklar

Iskelet—kas infeksiyonlar1

Gram-pozitif koklar (6rn. Stafilokoklar)

Periodontit

Gram-negatif anaerobik oral bakteriler

Yabanci cisim enfeksiyonlar

Santral venoz kateter

KNS, S. aureus, enterokoklar

Uretral kateter

E. coli, Candida spp., KNS

Yapay kalp kapakciklari

KNS, S. aureus, streptokoklar

Koroner stentler

S. aureus, KNS, P. aeruginosa, Candida spp.

Periton diyaliz kateterleri

S. aureus, P. aeruginosa, diger Gram-negatif
bakteriler

Ortopedik protezler

Stafilokoklar,
diger  streptokoklar,
acnes

Streptococcus pneumoniae,
Propionibacterium

Endotrakeal tiipler

Enterik gram-negatif basiller

Kontakt lensler

P. aeruginosa ve Gram-pozitif koklar

Meme implantlar

Stafilokoklar, E. coli, Peptostreptococcus
spp., Clostridium perfringens

Koklear implantlar

S. aureus, P. aeruginosa, streptokoklar,
Neisseria meningitidis, mantarlar

Hickman kateterleri

S. epidermidis ve C. albicans
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2.10. Biyofilm Olusturabilen Bazi Mikroorganizmalar

Ozellikle coklu antimikrobiyal direnci bulunan A. baumannii suslarmin,
Staphylococcus spp. ve Pseudomonas spp.’lerin yani sira giderek artan oranlarda
hastane enfeksiyonu etkeni oldugu bildirilmektedir [71].

2.10.1. Acinetobacter baumannii

A. baumannii 6zellikle YBU’de ve immiin sistemi baskilanmis hastalarda olmak
tizere ciddi hastane enfeksiyonlarina sebep olabilmektedir [12]. Acinetobacter

tiirleri hastane enfeksiyonlarmin % 3 - 20’sinden sorumludur [72].

2.10.1.1. A. baumannii’nin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Ik olarak 1911°de Beijerinck tarafindan topraktan izole edilen acinetobacter
cinsi Micrococcus calcoaceticus olarak adlandmrilmistir. Bu bakteri igin
gliniimiize kadar en az 15 farkli isim kullanilmistir. Bunlardan en iyi bilinenleri
Bacterium anitratum, Herellea Vaginicola/Mima polymorpha, Achromobacter,
Alcaligenes, Micrococcus calcoaceticus, B5W, Moraxella glucidolytica ve
Moraxella Iwoffii’dir. Giiniimiizde kullanilan Acinetobacter kelimesi 1954
yilinda, Brisou ve Prevot tarafindan, hareketli Achromobacter cinsi
mikroorganizmalardan ayirt etmek amaciyla Yunanca akinetos (harcketsiz)
kelimesinden tiiretilmistir [73]. Taksonomik ¢alismalar sonucu Acinetobacter
cinsi giiniimiizde Moraxellacea ailesinin tiyesidir [74]. Acinetobacter cinsinin

bakterinin taksonomik simiflandirilmasi Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Acinetobacter cinsinin siniflandirilmasi [90].

Smiflandirma

Alem Bacteria

Sube Proteobacteria

Siif Gamma Proteobacteria
Takim Pseudomonadales
Familya Moraxellaceae

Cins Acinetobacter

Acinetobacter cinsi bakteriler; 35 - 37°C’de iireyebilen, nonfermentatif,

oksidaz negatif, katalaz pozitif, indol negatif, hareketsiz, nitratlar1 rediikte
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etmeyen, aerop ireyen, cevrede yaygin olarak bulunabilen Gram-negatif
mikroorganizmalardir [75]. ilk izolasyonda ve bir giinliik taze kiiltiirlerinde
kokobasil formunda olup subkiiltiirlerinde ¢comak seklinde goriiliirler [76].
Acinetobacter cinsi bakteriler iiremenin logaritmik fazinda kisa, iri,
Gram-negatif, 1,0 - 1,5 um uzunlugunda basil, tiremenin duraklama fazinda kok
ya da kokobasil seklinde goriilmektedir. Kiime halinde, ikiserli veya kisa zincir
halinde goriilebilirler. Pozitif kan kiiltiir sisesinden hazirlanan preparatlarda
kristal violeyi tutmaya yatkindirlar ve bu yiizden yanhslikla Gram-pozitif kok
olarak tanimlanabilirler [75]. A. baumannii’nin kanli agar besiyerindeki koloni
yapist ve Gram boyama yontemi ile boyanmasi sonrasindaki goriiniimleri

Sekil 4’te gosterilmistir.

Sekil 4. A. baumannii’nin (a) kanli agar besiyerindeki koloni morfolojisi ve (b)

Gram boyama yontemindeki goriiniimii [77, 78].

A. baumannii ¢ikolata agar ve %5°lik koyun kanli agarda ireyebilirler
[79]. Genel olarak diizgiin, opak, bazen mukoid, renksiz, 1 - 2 mm ¢apinda,
kubbe seklinde koloniler olusturur. Koloniler Enterobacteriaceae ailesinin
iiyelerine gore daha kiigliktiir. Enterobakterilerden anaerobik sartlarda
irememesi ve nitratlar1 rediikte etmemesi ile kolayca ayrilabilir. Diger

nonfermantatif bakterilerden ayirmak i¢in oksidaz testi kullanilabilir [80].

2.10.1.2. A. baumannii’nin Patogenez ve Virulans Faktorleri
Acinetobacter cinsi bakteriler virulans: diisiik olan patojenlerdir. Ekzotoksin
veya sitolizin benzeri maddeler sentezlemezler. Canli ve cansiz ortamlara

kolaylikla tutunabilirler. Kateter etrafinda biyofilm olusturabilirler [72].
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Virulans1 diisiik olmasina ragmen virulanstan sorumlu bir takim faktorleri
vardir:

1. Polisakkarit kapsiil: L-ramnoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-glukoronik
asitten olusan kapsiil sayesinde bakterinin yiizeyi hidrofilik olur ve boylece
bakteri fagositozdan korunur. Ayrica polisakkarit kapsiil yapist1 ¢esitli ylizeylere
tutunmay1 kolaylastirir.

2. Fimbria: bakterilerin epitel hiicrelerine baglanmasini saglar.

3. Lipopolisakkarit ve lipid A: Lipid A hiicre duvarinda bulunur ve potansiyel
toksik etki gosterir.

4. Cesitli enzimler tireterek dokulardaki lipitleri yikarlar.

5. Bakterilerin iireyebilmesi icin gerekli olan demir, demir tutucu dis
membran reseptér proteinlerinin {iretimi araciligiyla temin edilmektedir

[75, 81].

2.10.1.3. A. baumannii’nin Neden Oldugu Enfeksiyonlar

Insan deri florasinda bulunduklarmdan dolayr klinik 6rneklerden izole
edilebilirler. A.baumannii giderek artan oranda hastane enfeksiyonu etkenidir.
Zaman zaman firsat¢1 patojen olarak enfeksiyon yaparlar [76]. Hastanede ve
ozellikle YBU’de tedavisi giic olan pndmoni, bakteriyemi, iiriner sistem
enfeksiyonlari, kateter enfeksiyonlari, kan dolasim yolu enfeksiyonlari,

menenjitlere, peritonit, cerrahi yara, endokardit, deri ve géz enfeksiyonlarina

neden olabilirler [82, 83].

2.10.1.4. A. baumannii’nin Antimikrobiyallere Diren¢ Mekanizmalari
Antimikrobiyal direng, A. baumannii’nin neden oldugu enfeksiyonlarin etkin
tedavisine karsi giderek artan oranda tehdit olusturmaktadir. Geleneksel
antimikrobiyaller, patojenik mikroorganizmalarda ¢oklu ilag direncinin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir [84].

Hastane enfeksiyonlarindan izole edilen Acinetobacter tiirlerinde en sik
goriilen direng mekanizmalar1 beta-laktamazlar ve hiicre duvarindaki efluks

pompa sistemidir [85].
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1. Beta-laktam antibiyotiklere karsi diren¢ mekanizmalari:

A. baumannii suslarinin beta-laktam antibiyotiklere karsi direnci diger
tirlere gore daha fazladir. Beta-laktam antibiyotiklere karsi direncin
mekanizmalari;  beta-laktamaz ~ enzimlerinin  antibiyotigi  pargalamasi,
beta-laktam antibiyotigin hiicrenin igerisine girisinin 6nlenmesi ve penisilin
baglayan proteinlerde (PBP) meydana gelen degisimlerdir [13, 85].

2. Kinolonlara kars1 diren¢ mekanizmalari:

Kinolon grubu antimikrobiyallere karsi olusan direncin mekanizmast;
hedef enzimlerdeki (DNA giraz ve topoizomeraz 1V) mutasyonlara,
gegirgenlikte azalmaya veya antimikrobiyalin aktif tasima yolu ile atimina bagl
olabilmektedir. Bu mekanizmalarin tiimii kromozom kontroliinde olup
gyrA ve parC genlerindeki mutasyonlar ile direng gelismektedir [13, 85].

3. Aminoglikozidlere kars1 diren¢ mekanizmalari:

Aminoglikozid antibiyotiklere direng biiyiikk cogunlukla plazmid,
kromozom veya transpozonlarda bulunan genler tarafindan kodlanan modifiye
edici enzimler sayesinde olmaktadir. Tek bir bakteride birden fazla enzim geni
bulunabilir. Bir aminoglikozid molekiilii birden fazla enzimin susbstrati

olabildigi gibi, bir enzim bir¢ok farkli aminoglikozidi degistirebilmektedir [13].

2.10.1.5. A. baumannii’nin Biyofilm Olusturma Ozellikleri

A. baumannii canli ve cansiz yiizeylere tutunma ve biyofilm olusturabilme
yetenegine sahiptir. Cansiz yilizeylerde biyofilm olusturabilme yetenegi
sayesinde hastane ekipmanlari ve kalic1 tibbi cihazlarin yiizeyine kolonize olarak
hastane enfeksiyonlar1 olusmasina neden olurlar. A. baumannii’nin biyofilm
olusturmasi gesitli faktorlerin etkisinin yaninda hiicresel ve ¢evresel sinyallere
yanit olarak iyi yonetilen bir siiregtir [86]. Diger mikroorganizmalarda da oldugu
gibi A. baumannii’nin biyofilm olusturmasi igin etkili olan yollardan biri de
quorum sensing’tir. A. baumannii, abal otoindiiktor sentez geninin bir Griinii
olan, acil-homoserin lakton molekiilii tiretebilmektedir. abal genindeki
mutasyon, biyofilm olusumunun sonraki basamaklarinda 6nemli rol oynadigini
gostermistir. Bu genin inaktive olmasiyla biyofilm olusumunun % 30 - 40

azaldig1 yapilan ¢aligmalar sonucunda saptanmustir [87].
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2.10.2. Pseudomonas aeruginosa
Bir diger firsat¢1 patojen olan Pseudomonaslar insanlarda birgok enfeksiyona
sebep olmaktadir [88]. Hastane enfeksiyonlarmin % 10 - 25’inden

P. aeruginosa’nin sorumlu oldugu bildirilmektedir [13].

2.10.2.1. P. aeruginosa 'nin Mikrobiyolojik Ozellikleri

P. aeruginosa ilk defa 1850 yilinda Sedillot, cerrahi yara pansumanlarinda mavi
renk degisikligine neden olan bir etken olarak tanimlamustir. 11k olarak Bacillus
pyocyaneus ve daha sonra Pseudomonas pyocyanea olarak adlandirilmistir.
Pseudomonaceae ailesinde yer alan bu cinsteki bakterilerin sayilar1 oldukga
fazladir. Simiflandirilmasi goriiniimlerine, pigment olusturup
olusturmamalarina, metabolizmalarina ve RNA / DNA hibridizasyonlarma gore
yapilmaktadir.  Niikleik  asit  hibridizasyon ¢alismalar1  sonucunda,
Pseudomonas’lar rRNA homolojilerine gore 5 gruba ayrilmislardir. Son yillarda
yapilan ¢alismalarda bu cinsin siniflandirilmasi yeniden diizenlenmistir [89].
Pseudomonas cinsi bakterilerin taksonomik smiflandirilmast Tablo 3’te

verilmistir.

Tablo 3. Pseudomonas cinsinin smiflandirilmasi [90].

Siniflandirma

Alem Bacteria

Sube Proteobacteria

Simif Gamma Proteobacteria
Takim Pseudomonadales
Familya Pseudomonadaceae
Cins Pseudomonas

P. aeruginosa Gram-negatif, hareketli, oksidaz pozitif, zorunlu aerob,
sporsuz basildir [76, 91]. Yaklasik olarak 0,5 - 1 um genisliginde, 1,5 - 5 pm
uzunluga sahiptirler. Bir veya birden fazla polar konumlu kirpige sahiptir ve bu
sebeple ¢ok hareketlidir. En 6nemli 6zelliklerinden biri piyosiyanin adi verilen
¢Oziinlir fenazin pigmenti tiretmesidir. Bakteri, piyosiyanin diginda kirmizi
pigmentten sorumlu piyorubin, siyah pigmentten sorumlu piyomelanin veya
sar1-yesil veya yesil-kahverengi renk veren piyoverdin pigmenti icerebilir [92].
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P. aeruginosa’nin kanli agar besiyerindeki koloni yapisi ve Gram boyama

yontemi ile boyanmasi sonrasindaki goriiniimleri Sekil 5°te gosterilmistir.

/
- \ 4
, v 3
e 7%, /_"/(‘ 7
- ' ~ » Vi
¥ 2 J
3 = sy
> N 7 V., ~7 I‘\.‘S‘
) o8 Sl NG
! YR~ N ¥
& b G AN /. . / - 'y
. N ‘ e
L % 18 Al X /\u
S ]
1= f s \“
YN \/
X, h Is LR —
\ 7 T 7 >
o N7, [
‘l s
= W
W \
a L

Sekil 5. P. aeruginosa’nin (a) Gram boyama yontemindeki goriiniimii, (b) kanl

agardaki koloni yapisi [93, 94].

P. aeruginosa uygun besiyerinde ve 30 - 37 °C sicakliklarda
ireyebilmektedir. P. aeruginosa’nin 6nemli bir 6zelligi de 41 °C' de iireyebilme
yetenegidir. P. aeruginosa’yi, P. fluorescens ‘den ayirt eden en 6enmli 6zellik art
arda yapilan ii¢ pasajda 41 °C' de iireyebilmesidir [89]. P. aeruginosa {i¢ tip
koloni olusturur. Tip 1 koloni, 2 - 3 mm ¢apinda yuvarlak, ortas1 kabarik, mat
yiizeyli, yassi, beyaz renkli karsidan bakilinca floresan ozelligi olan ve
besiyerinin her tarafina yayilmis olan yesil-mavi pigmentleri géze carpan
kolonilerdir. Bu tip koloniler genellikle klinik 6rneklerden izole edilir. Tip 2
koloni, daha kii¢iik, konveks, kabarik ve diizensiz koliform kolonilerine
benzeyen kolonilerdir. Bu tip koloniler ¢ogunlukla dogal kaynaklardan izole
edilirler. Tip 3 koloni ise, P. aeruginosa’ nin bazi suslarinin hiicre dis1 alginat
salgilamasi nedeniyle mukoid goériiniimde bakterinin olusturdugu R kolonilerdir.
Kiiltiirlerde triptofan 2-aminoasetofenon iretildigi i¢in karakteristik bir meyve
kokusu olusur [89, 95].

2.10.2.2. P. aeruginosa’nin Patogenez ve Virulans Faktorleri
P. aeruginosa yapisal bilesenler, toksin ve enzimler gibi birgok virulans
faktoriine sahiptir [95]. Virulans 6zellikleri arasinda piluslar ve nonpilus adezin
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yapilar1 6nemli rolii vardir. Bunun diginda bazi suglar alginat yapisinda kapsiil
ve mukoid koloniler olustururlar. Bu suglar kistik fibroz, brongektazi
hastalarinda siklikla hastalik etkeni olarak belirlenirler. Elastaz, proteaz,
ndraminidaz gibi ¢ok sayida enzimle etkili olarak hastalik olusturur. Lokosidin,
hemolizin etkili fosfolipaz-C hiicre yikimindan sorumludur. Ekzotoksin protein

sentezini inhibe eder [76].

2.10.2.3. P. aeruginosa’nin Neden Oldugu Enfeksiyonlar

P. aeruginosa’ nin proteolitik enzim, letal ekzotoksin ve enterotoksin 6zellikli
hiicre dis1 salgilarinin olmas1 ve firsat¢t patojen 6zelliginin bulunmasi ¢esitli
hastaliklarin meydana gelmesine sebep olur. Pseudomonas’lar; menenijit,
bronsit, septisemi, osteomiyelit, dis kulak, orta kulak, g6z, idrar yolu, yanik ve
yara enfeksiyonlarindan izole edilebilirler. Son yillarda Pseudomonas
enfeksiyonlarinin hastane ortamlarinda gittikce arttigi goézlenmektedir. Bu
durumun en Onemli sebebi gittikge artan oranda direngli suslarm ortaya

¢ikmasidir [96].

2.10.2.4. P. aeruginosa’nin Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalari
Antibiyotiklerin yaygin kullanilmasina bagl olarak bakterilerin de yeni
diren¢ mekanizmalar1 gelistirdigi yapilan ¢alismalar sonucunda gézlenmistir. Bu
durumun beta laktam antibiyotiklere diren¢ oranlarmi giderek artirdigi
bildirilmektedir. Pseudomonas’larda aktif disa pompalama sistemi ile
antibiyotigin digar1 atilmasina bagli diren¢ mekanizmasmin yani sira antibiyotik
hedeflerinde degisiklik yapan penisilin baglayan proteinlerdeki degisim,
kromozomal veya plazmid kaynakli beta laktamazlarin iretimi, porin
proteinlerindeki degisiklik sonucu dis membran gegirgenliginin azalmasi gibi

diren¢ mekanizmalar1 bulunmaktadir [97].

2.10.2.5. P. aeruginosa’nin Biyofilm Olusturma Ozellikleri
Bakteriler mikrogevrede birikmeye ve gogalmaya bagladiginda besin miktarinda
azalma olur. Bunun sonucunda iireme yavaslamaktadir. Olgun biyofilmlerde

meydana gelen tlremenin yavaslamasi, antimikrobiyallere dirence neden
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olabilmektedir. P. aeruginosa’nin neden oldugu iriner ve akciger
enfeksiyonlarinda olusan biyofilm yapisinin  antimikrobiyal direncin
gelismesinde Onemli bir etkisi oldugu bilinmektedir. Yapilan caligmalar
sonucunda P. aeruginosa yavas {lireme evresinde, planktonik ve sesil
mikroorganizmalarin siprofloksasine esit direng gosterdigi gozlenmistir. Ancak
iireme hiz1 arttikca, planktonik mikroorganizmalarin sesil
mikroorganizmalardan daha duyarli oldugu goriilmistiir. Ayrica yapilan
caligmalar sonucunda P. aeruginosa’nin hiicre disina salgiladigi birgok virulans
faktoriiniin kontrolii ve biyofilm olusumunun quorum sensing sistemi ile kontrol

edildigi gosterilmistir [98].

2.10.3. Staphylococcus aureus

S.aureus’un neden oldugu enfeksiyonlarin olusmasi i¢in hastalarin tasiyict olan
ve gecici el kolonizasyonu bulunan kisilerle temaslarindan veya 6nceden bu
bakteri ile kolonize olmalar1 6nemli rol oynar. Hastalarin veya saglik
personelinin  burun tasiyiciligit  S. aureus’un neden oldugu hastane

enfeksiyonlarinin en 6nemli kaynagidir [99].

2.10.3.1. S. aureus’un Mikrobiyolojik Ozellikleri

S. aureus, 6nemli bir enfeksiyon etkenidir [5]. Deri, yumusak doku ve {iriner
sistem enfeksiyonlar1 gibi ¢esitli enfeksiyonlarin meydana gelmesine neden
olmaktadir. Tablo 4’te Staphylococcus cinsinin siniflandirilmasi gosterilmistir
[100].

Tablo 4. Staphylococcus cinsinin siniflandirilmasi [90].

Siniflandirma

Alem Bacteria

Sube Firmicutes

Simif Bacilli

Takim Bacillales
Familya Staphylococcaceae
Cins Staphylococcus
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Genel olarak stafilokoklar tekli, bazen tetrat ya da diizensiz kiimeler
olusturan koklar seklinde goriilen bakterilerdir. Stafilokoklar hareketsiz,
fakiiltatif aerobik, Gram-pozitif, sporsuz ve kapsiilsiizdiir. Ancak S. aureus
tirlerinden  bazilar1 organizmadan ilk izole edildiklerinde kapsiil
olusturabilmektedir [5].

S. aureus aerop ve fakiiltatif anaerop bakteridir. En iyi tireme pH 7,0 ve
35 - 37 °C dir. Kati1 besiyerinde 18 - 24 saatte yuvarlak, diizgiin, 1 - 3 mm ¢apinda
S seklinde koloniler yaparlar. R ve M koloni sekilleri de yapabilmektedirler.
S. aureus kanli agarda beta hemoliz yapar. Glikoz ve mannitolu gaz
olusturmaksizin asit meydana getirerek fermente eder [100]. S. aureus’un kanl
agar besiyerindeki koloni yapilar1 ve gram boyama yontemi sonrasindaki

mikroskopi goriintiisii Sekil 6’da gosterilmistir.

Sekil 6. S. aureus’un (a) Gram boyama yontemindeki mikroskopi gériiniimii, (b)
S. aureus’un kanli agardaki koloni morfolojisi [101, 102].

S. aureus, ortam kosullarina ¢ok dayaniklidir ve ¢evrede yaygin olarak
bulunur [5].

2.10.3.2. §. aureus’un Patogenez ve Virulans Faktorleri

Stafilokoklar arasinda en patojen tiir olan S. aureus gesitli virulans faktorleri
icerir [99]. Stafilokoklarim, protein A, kapsiil, teikoik asit, peptidoglikan tabakas1
gibi hiicre duvarinin yapisinda bulunan yapilari ile olusturduklar1 hemolizinler,
koagiilaz, deoksiriboniikleaz, fosfataz ve hyaluronidaz enzimlerinin virulansla
iligkili oldugu bildirilmektedir [5].
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1. Kapsiil: S.aureus’a ait klinik suslarin biiyiik cogunlugunda lokositler
tarafindan organizmanin fagositozunu dnleyen ayni zamanda konak hiicrelere
tutunmasini saglayan polisakkarit yapida kapsiil bulunmaktadir [103].

2. Protein A: Protein A antijen 6zelligi olan hiicre duvari proteinidir.
Protein A’nin en 6nemli 6zelligi IgG3 disindaki tim IgG’ler (IgG1, 11 1gG2,
IgG4), IgA2, IgM’nin Fc reseptorleri ile birlesebilmesidir. Bu yilizden protein
A’nm antikomplementer ve antifagositer etkinligi vardir [103].

3.Peptidoglikan:  Bu  polisakkarit ~ polimer  yapist  bir¢ok
mikroorganizmada sik bir sekilde goriilmesine ragmen capraz bagli pentaglisin
yapist S.aureus’a ozgilidiir. Monositlerden interlokin-1 salinimi, kompleman
aktivasyonu ve opsonik antikor iiretimini indiikler [103].

4. Teikoik Asit: Hiicre duvarindaki ribitol fosfat polimerlerine teikoik
asit denir. S. aureus’un hiicre duvarinm % 40’1 olusturur. Ozgiil reseptérleri
ile birleserek S. aureus’un konaga aderansini saglar [103].

5. Toksinler: S.aureus sitolotik toksinler (alfa, beta, delta, gamma ve
Panton-Valentin; P-V), eksfoliatif toksinler (A ve B), enterotoksinler ve toksik
sok sendromu toksini-1 (TSST-1) gibi ¢ok sayida toksin iiretmektedir. Bu
sitokinler nétrofilleri parcalayarak ve lizozomal enzimler agiga c¢ikararak
dokulara zarar vermektedirler [103].

6. Enzimler: S. aureus koagiilaz, hemolizin, deoksiriboniikleaz (DNaz),
hyaluronidaz ve fosfataz gibi enzimleri treterek bakterilerin birbirlerine
yapismasini, fagositoza karsi bakterilerin korunmasini ve dokularda yayilmasini
kolaylastirirlar [5, 103].

7. Biyofilm: Ozellikle S. aureus’un patojenitesi, fagositoza kars direng
saglayan biyofilm tabakasi ile kombine oldugunda virulansi oldukca

yiikselmektedir [5].

2.10.3.3. S. aureus’un Neden Oldugu Enfeksiyonlar
S. aureus’un etken oldugu hastaliklar; invaziv enfeksiyon sonucu olusan
hastaliklar ve enfeksiyon olmadan toksinin neden oldugu hastaliklar olmak tizere

ikiye ayrilir. Bu enfeksiyonlar Tablo 5°te gosterilmistir [99].
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Tablo 5. S. aureus’un neden oldugu enfeksiyonlar [99].

Invaziv Enfeksiyon Sonucu Enfeksiyon Olmadan Toksinin
Olusan Hastalklar Neden Oldugu Hastaliklar
Deri enfeksiyonlari Toksik sok sendromu
Bakteriyemi Besin zehirlenmesi

Endokardit Haslanmis deri sendromu
Pnémoni

Osteomiyelit

Enfektif artrit

2.10.3.4. S. aureus’un Antimikrobiyallere Diren¢ Mekanizmalar

S. aureus ortam sartlarma olduk¢a dayaniklidir. Ayrica bu bakteriler gevrede
oldukga yaygin bir sekilde bulunabilirler. Ozellikle bu bakterilerin patojenitesi,
fagositoza karsi diren¢ saglayan biyofilm tabakasi ile kombine oldugunda
virulansi oldukga yiikselmektedir. Ayrica S. aureus, kapsiil yapisi, peptidoglikan
tabakasinda bulunan yapilar ve irettikleri gesitli enzimler sayesinde gesitli
antimikrobiyallere diren¢ mekanizmasi gelistirmektedir. Bu nedenle de 6ncelikli

patojenler arasinda yer almaktadir [5].

2.10.3.5. S. aureus’mn Biyofilm Olusturma Ozellikleri

Diger mikroorganizmalarda oldugu gibi S. aureus’un biyofilm olusum siireci
cesitli mekanizmalar1 icerir. Bu biyofilm olusum siireci iki asamalidir. Ilk
asamada bakteriler, uygun ylizeylere, konak doku ligandlari, mikrobiyal
yapistirict matriks molekiilleri olarak tanman yiizey proteinleri ile tutunmay1
gerceklestirmektedir. Ikinci asamada ise, bakteriler diger bakterilere tutunur ve

cogalarak biyofilmi olustururlar [5].

2.10.4. Candida albicans

Candida tiirleri genellikle deri ve mukoz membranlarda kolonizasyonunu
gerceklestiren maya tiirli mantarlardir. Saglikli bireylerin % 30 - 50° sinde ag1z
ve gastrointestinal kanaldan, saglikli kadinlarin % 20’ sinde ise genital kanaldan
izole edilebilirler [14].
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2.10.4.1. C. albicans’mn Mikrobiyolojik Ozellikleri

Candida’larin  smiflandirilmasinda, 1987 yilinda Berlin’de diizenlenen
14. Ulusal Botanik Kongresindeki mantar siniflandirmasi baz alimmig olup
Candida’lar, Deuteromycetes smifindaki Cryptococcales takimmin igine

konulmustur [104]. Candida cinsinin smiflandirilmasi Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Candida cinsin smiflandirilmasi [90].

Siiflandirma

Alem Fungi

Sube Ascomycota

Simif Saccharomycetes
Takim Saccharomycetales
Familya Debaryomycetaceae
Cins Candida

Candida tiirleri oval, ince duvarli, kapsiilsiiz, 1 - 3 X 4 - 6 um boyutlarinda,
hareketsiz, fakiiltatif anaerob ve blastospor ile aseksiiel olarak iireyen mayalardir
[104]. Maya formu disinda, kiiltiir ve dokularda yalanci hif veya gergek hif
olusturabilirler. Tomurcuklanma sirasinda meydana gelen uzantinin ana
hiicreden ayrilmamasi sonucu yalanci hifler olusur. Ayrica gercek hifler
bogumlanma gostermez, bélmeli ve diizgiin kenarlidir. Candida tiirlerinin ¢ogu

yalanc1 hif olusturur. C. albicans gergek hif olusturma 6zelligine sahiptir [105].

Candida’larin g¢evresel saprofit olarak bulunan ¢ok sayida tiirii vardir.
Bunlarin % 65’inden fazlas1 37 °C’de {ireyememektedir. Bu nedenle
Candida’larin ¢ok az bir kism1 insanlarda enfeksiyona neden olmaktadir [104].
C.albicans’in kanli agar besiyerindeki koloni yapilari ve gram boyama yontemi

sonrasindaki mikroskopi goriintiisii Sekil 7°de gosterilmistir.
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Sekil 7. C. albicans’in (a) Sabouraud dekstroz agar besiyerindeki koloni

morfolojisi ve (b) Gram boyama yontemindeki goriintiimii [127].

Candidalar, kanli agar ve Sabouraud Dekstroz Agarda (SDA), oda
1s1sinda Ve bazi tiirleri 37 °C’de tireyebilirler. Kiiltiirii yapilan 6rneklerin 26 °C
ve 37 °C’de ayr1 ayri inkiibasyonu sonucunda 37 °C’de lirememe durumu
saprofit bir tiir oldugunu ortaya koyar. Uretildikleri ortamlarin % 30 - 40
oraminda bir nem oranina sahip olmasi gerekir. Ureyebilmeleri icin optimum
pH’1n 4,5 - 5 olmas1 gerekmektedir. 24 - 48 saat sonra SDA besiyerinde diizgiin
yiizeyli, opak, krem renkli, tipik maya kokusu olan, 1 - 2 mm ¢apta S tipi
koloniler olustururlar. Candida kolonileri, kendilignden S tipinden R tipine
gecebilirler. Migel miktarindaki artistan dolayr R tipi kolonilerin olusur.
C. albicans SDA besiyerinde bazen burusuk koloniler olustururken kanli agar

besiyerinde ise kenarlarinda yildizsi uzantilar1 olan koloniler olusturur [105].

2.10.4.2. C. albicans’m Patogenez ve Virulans Faktorleri
Firsatg1 patojen olan C. albicans, ¢ogunlukla immiin sistemi baskilanmig
kisilerde akut veya kronik enfeksiyonlar olusturabilmesinin yaninda genellikle
kutandz, mukozal, veya cilt enfeksiyonlarina neden olurlar [104]. Genellikle
enfeksiyondan dnce florada bulunan mantar kolonizasyon ile sayica artig gosterir
ve kolonizasyondan sonra enfeksiyon tablosu olusur [99].

Baz1 Candida kokenlerinin fenotipik degisiklik gosterdigi saptanmustir.
Bu degisikliklerin virulans ile ilgili oldugu bildirilmistir. Ayrica C. albicans’in

epitel ylizeylerine yapigmasmi saglayan en az ii¢ yiizey adezyon molekiilii
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tagidig1 ve aspartil proteinaz ve hif olusumu ile keratinize epitel arasinda
ilerledigi bilinmektedir [99]. Bunun yaninda biyofilm yapisinin Candida
patogenezinde en 6nemli virulans faktorlerinden biri oldugu belirlenmistir [14].

C. albicans’m bazi 6nemli virulans faktorleri sunlardir :

Dimorfizm: C. albicans Belirli ¢evresel degisiklikler sonucunda maya
formundan hif formuna gegebilir. Invazyonun gerceklesmesi igin hif
olusumunun gergeklesmesi gerekmektedir. Hif olusumu bir taraftan dokuya
penetrasyonu saglarken, diger taraftan mikroorganizmay: fagositozdan korur
[104].

Aderans: C. albicans’in dokulara yapismasi invazyonun onemli bir
asamasidir. Ayrica kolonizasyon ve enfeksiyonda birinci basamagi olusturur
[104].

Fenotipik Doniisiim (Switching) ve Antijenik Cesitlilik: C. albicans,
Birbiri ile iliskisi olmayan birden fazla genin koordine bir sekilde regiilasyonu
sonucunda yiiksek bir hizda (102 - 10®) farkli fenotipik sekiller arasinda
dontisim gosterebilir. Boylece hiicre sekli, hiicre duvar morfolojisi, koloni
morfolojisi, aderans 6zellikleri, antijen ekspresyonu, doku afinitesi ve antifungal
ilaglara direnclilik gibi birgok fenotipik karakter degisime ugrayabilir [104].

Enzimler: Candida tiirlerinde proteinaz, fosfolipaz, hyaliironidaz,
esteraz, kitinaz, lipaz, glukoamilaz ve gesitli glukolitik enzimler dokuya
invazyonu saglarlar [104].

Biyofilm: Candida tiirlerinin kateter iizerine yapisarak kolonizasyonu
neticesinde hastane enfeksiyonlarina ve mantar enfeksiyonlarma sebep oldugu
bilinmektedir. Kateterlere aderans ve kolonizasyonda biyofilm olusumunun

etkili oldugu gosterilmistir [106].

2.10.4.3. C. albicans’m Neden Oldugu Enfeksiyonlar
Normal florada bulunan Candida tiirleri immiin sistemi baskilanmis hastalarda
hayat1 tehdit eden enfeksiyonlara yol agabilirler. Candida’lar i¢erisinde invaziv

olmayan deri ve mukoza kandidozunda en sik izole edilen tiir C. albicans’tir
[106, 107].
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Kandidoz, birgok Candida tiiriiniin neden oldugu ve immiin sistemi
baskilanmig kisilerde goriilen en onemli enfeksiyondur [99]. Candida cinsi
patojenik mantarlar; solid organ ve kemik iligi transplantasyonuna, implante
biyomateryallere, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi ile normal bakteriyel
floranin baskilanmasma ve immun yetmezlikli hasta sayilarindaki artisa bagh
olarak ciddi sistemik hastalik nedenleri arasinda goriilebilmektedir. Yiiksek
mortalite ve morbidite nedeni olan hastane kaynakli kan akimi enfeksiyonlarinda

Candida tiirleri en sik goriilen dort etkenden biridir [105].

2.10.4.4. C. albicans’in Antimikrobiyallere Diren¢ Mekanizmalari

Candida biyofilminin antifungallere direnci ilk olarak 1995 yilinda
gosterilmistir. Calismada Candida biyofilmi, serbest hiicrelere gore amfoterisin
B, itrakonazol, flukonazol, ketakonazol gibi ¢esitli antifungalere 30 ile 2000 kat
kadar daha direng¢li bulunmustur. Biyofilmlerin antifungal ilaglara daha direngli
olmasinda antifungal ilaglarin biyofilm matriksine iyi penetre olamamasi,
biyofilm i¢indeki hiicrelerin daha yavas iiremesi ve biyofilme bagl hiicrelerin
yiizeyindeki degisikliklerin rol oynadigi1 diisiiniilmektedir. Biyofilm i¢indeki
hiicrelerin biiylime hizlar1 diisiik olsa da, antifungal direnci agiklamak i¢in tek

basina yeterli degildir [14].

2.10.4.5. C. albicans’in Biyofilm Olusturma Ozellikleri

Bir¢ok Candida tiirii biyofilm yapisini olusturabilmektedir. Biyofilm yapisi
Candida patogenezinde major virulans faktoriidiir ve yiiksek antifungal direng
nedeniyle Candida biyofilminin eradikasyonu zordur [14]. C. albicans
biyofilmleri bakteriyel biyofilmlere benzemektedir fakat C. albicans biyofilm
yapist yiiksek oranda biyofilmin olustugu ortamin sartlaria baghidir. Biyofilmin
yapis1 Candida tiirtine gore de farklilik gosterebilmektedir [108, 109].
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

Arastirma, tanimlayici aragtirma 6zelligindedir.

3.2. Arastirmanmin Yapildigi Yer ve Ozellikleri
Bu calismada, Cumhuriyet Universitesi T1p Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma
Hastanesi servislerinde ve yogun bakim {initelerinde yatan hastalardan
gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden yapilan kiiltiirlerde iireyen A. baumannii,
P. aeruginosa, S. aureus ve C. albicans’in tanimlamasinin ardindan izole edilen
bu mikroorganizmalarin Christensen ve arkadaslarmin tanimladigi mikrotitre
plak test yontemi kullanilarak biyofilm formasyonlari incelenmistir [110].
Laboratuvara servis ve yogun bakim ftinitelerinden gonderilen klinik
ornekler 6zelliklerine uygun olarak % 5 koyun kanli agar (Becton Dickinson,
ABD), Eosin Metilen Blue (EMB) agar (Becton Dickinson, ABD), ve
Cukulatams1 agar (Becton Dickinson, ABD) besiyerlerinden bir veya birkagina
ekilerek 36 + 1 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda
mikroorganizmalar koloni morfolojisi, Gram boyama ve konvansiyonel test
yontemleri ile degerlendirilmistir. Maya oldugu anlasilan mikroorganizmalarin
Saboraud dekstroz agara (Becton Dickinson, ABD) pasajlar1 yapilmustir.
Mikroorganizmalar Microflex LT MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics,
Almanya)  cihazt  kullanilarak  matriks  ile  desteklenmis  lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ucgus zamani kiitle spektrometresi yontemi ile iiretici
firma calisma prosediirlerine gore tanimlanmistir. Tanimlanan suslarin
antimikrobiyal duyarlilik testleri Phoenix 100® (Becton Dickinson, ABD) cihaz1
kullanilarak; Gram pozitif bakteriler i¢cin gram pozitif test panelleri (PMIC/ID-
70®, Becton Dickinson, ABD), Gram negatif bakteriler icin Gram negatif test
panelleri (NMIC/ID-82® ve UNMIC/ID-83®, Becton Dickinson, ABD)
kullanilarak  idretici firma c¢alisma prosediirlerine gore yapilmustir.
P. aeruginosa’nin amikasin, siprofloksasin, gentamisin, imipenem, meropenem,
aztreonam, sefepim, seftazidim ve piperasilin / tazobaktama Kkarsi

anitimikrobiyal duyarliliklar1 test edilmistir. A. baumannii’nin amikasin,
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siprofloksasin, kolistin, gentamisin, imipenem, meropenem, netilmisin ve
trimetoprim / siilfometoksazole karsi anitimikrobiyal duyarliliklar: test
edilmistir. S. aureus’un siprofloksasin, gentamisin, klindamisin, eritromisin,
levofloksasin, metisilin, trimethoprim / siilfometoksazol, teikoplanin, tetrasiklin,
tobramisin ve vankomisine karsi anitimikrobiyal duyarliliklar1 test edilmistir.
Maya Orneklerinin antimikrobiyal duyarliliklar1 ise Candifast (Elitechgroup,
Fransa) test kitleri kullanilarak yine iiretici firma ¢aligma prosediirlerine gore
yapilmistir. C. albicans’in amfoterisin B, flukonazol, ketokonazol, mikonazol,
5-fluorositozin ve itrakonazole karst anitimikrobiyal duyarliliklar1 test
edilmistir. Calismamizda cihazlarin ve test panellerinin kontrolii icin
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923
ve Candida albicans ATCC 10231 standart suslar1 kullanilmastir.

3.3. Arastirmanin Evreni
Arastirmanin evrenini Cumhuriyet Universitesi Uygulama ve Arastirma

Hastanesi’ne bagvuran ve yatarak tedavi goren hastalar olusturmaktadir.

3.4. Arastirmanin Orneklemi

Bu arastirmada kullanilan 6rneklem biiyiikliigii gii¢ analizi a = 0,05, B = 0,10 ve
(1 - B) = 0,90 olarak alindiginda 25’er A. baumannii, P. aeruginosa, S. aureus
ve C. albicans alinmasma karar verilmis ve testin giicii power = 0,9038 olarak

bulunmustur.
3.5. Bagimh ve Bagimsiz Degiskenler
Bagimsiz Degiskenler:

A. baumannii, P. aeruginosa, S. aureus ve C. albicans suslar1

Bagimh Degiskenler:

Her bir susun biyofilm formasyon aktivitesi ve antibiyotik direngliligi
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3.6. Verilerin Toplanmasi

Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan A. baumannii, P. aeruginosa, S. aureus ve C. albicans
suslari, Cumhuriyet Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi servislerinde
ve yogun bakim initelerinde yatan hastalarin c¢esitli Orneklerinden izole
edilmistir. Caligmada her bir mikroorganizmadan 25’er olmak iizere toplamda
100 adet sus kullanmilmustir. A. baumannii, P. aeruginosa, S. aureus ve
C. albicans suslar1 mikrosantrifij tiiplerinin iginde siit ile karigtirilarak -20 °C’de

saklanmustir.

Besiyerleri

Kanh Agar Besiyeri
Tablo 7. Kanli agar besiyeri igerigi

Kanh Agar Bilesimi (Becton Dickinson, ABD) g/L

Kazein pankreatik 6zeti 12
Hayvan dokularmin peptik 6zeti

Maya 6zeti

Sigir eti 6zeti

Misir nisastasi
NaCl
Agar

H
W gk w w o

Dehidre besiyeri 42,5 g/L olacak sckilde saf su ile 1000 ml’ye
tamamlanmis ve 1sitilarak eritilmistir. pH 7,3 + 0,2’e ayarlanmistir. Otoklavda
121 °C'de 15 dakika sterilize edilmistir. 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra
defibrine koyun kanindan 50 ml eklenerek karistirilip plaklara dagitilmustir.
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Eosin Metilen Blue (EMB) Agar Besiyeri

Tablo 8. Eosin Metilen Blue (EMB) agar besiyeri icerigi

EMB Agar Bilesimi (Becton Dickinson, ABD) g/L

Jelatinin pankreatik 6zeti 10
Laktoz 5
Siikroz 5
K2HPO4 2
Agar 13,5
Eosin Y 0,4
Metilen Mavisi 0,065

Dehidre besiyeri 35,965 g/L olacak sekilde saf su ile 1000 ml’ye
tamamlanmis ve 1sitilarak eritilmistir. pH 7,1 £+ 0,2’e ayarlanmistir. Otoklavda
121 °C'de 15 dakika sterilize edilerek petri kutularina dagitilmistir.

Sabouraud Dekstroz Agar Besiyeri

Tablo 9. Sabouraud Dekstroz Agar besiyerinin igerigi

SDA Bilesimi (Becton Dickinson, ABD) g/L
Kazein pankreatik 6zeti 5
Hayvan dokularmin peptik 6zeti 5
Dekstroz 40
Agar 15

Dehidre besiyeri 65 g/L olacak sekilde saf su ile 1000 ml’ye
tamamlanmis ve 1sitilarak ¢Ozdirilmustiir. Otoklavda 121 °C'de 15 dakika
sterilize edilerek steril tiip ve petri kutularina dagitilmistir. pH's1 25 °C'de

5,6 £ 0,2 olarak ayarlanmistir.
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Triptik Soya Buyyon

Tablo 10. Triptik Soya Buyyon besiyerinin igerigi

TSB Bilesimi (Becton Dickinson, ABD) g/L
Kazein pankreatik 6zeti 17
Soya fasulyesi yemegi papaik 6zeti 3
NaCl 5
Dekstroz 2,5
K2HPO4 2,5

Dehidre besiyeri 30 g/L olacak sekilde saf su ile 1000 ml’ye
tamamlanmis ve pH 7,3 £ 0,2’e ayarlanmigtir. Sterilizasyon islemi i¢in otoklavda
15 dakika 121 °C’de bekletilmis ve soguduktan sonra burgu kapakli tiiplere
dagitilmistir.

Cozeltiler

PBS (Fosfat Salin Tamponu)

Tablo 11. Fosfat Tamponunun igerigi

Icerik g/L
NaCl 8
KCI 0,2
NaHPOg4 1'44
K2HPO4 0,24

Saf su ile 1000 ml’ye tamamlanarak sterilizasyon islemi i¢in otoklavda

15 dakika 121 °C’de bekletilmistir.

Kiristal Viyole Boya Cozeltisi

Tablo 12. Kristal Viyole boya ¢ozeltisinin igerigi

Icerik g/100ml
Kristal Viyole 1

Fenol (karbonik) asit 2

Absol (etil) alkol 10
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Kristal viyole alkolle havanda iyice ezilmistir. Fenol (karbonik) asit ise
distile suda eritildikten sonra ezilmis kristal viyole eriyigine eklenmistir. Distile
su ile hacim 100 ml’ye tamamlanmustr. Iki saat manyetik karistiricida
karigtirildiktan sonra 24 saat karanlik odada bekletilmistir. Ertesi giin siiziilerek

kullanima hazir hale getirilmistir.

Biyofilm Olusturma Yontemi

Buzdolabinda -20 °C’de saklanan 100 adet sus, kanli agar besiyerine
pasajlanarak 37 °C'de 24 saat boyunca, maya suslari1 ise SDA besiyerine
pasajlanarak 37 °C'de 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Calismada kullanilan
suslar, % 0,25 glukoz igeren TSB i¢inde siispansiyon haline getirilerek 37 °C'de
bir gece inkiibe edilmistir. Siispansiyonlar 0,5 McFarland Olgiisiine gore
hazirlanmis ve her birinin 10® cfu/ml olmas1 saglanmustir.

Her bir siispansiyondan 200ul almmarak 96 kuyucuklu steril U tabanl
mikroplaklara transfer edilmistir. Mikroorganizma eklenmemis 200 pl TSB

negatif kontrol olarak kullanilmistir (Sekil 8).

Sekil 8. Mikroorganizma silispansiyonlar1 eklenmis 96 kuyucuklu steril
U tabanli polistren mikroplak
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Siispansiyon ilave edilmis 96 kuyucuklu mikroplaklar 37 °C'de bir gece
inkiibe edilmistir (Sekil 9).

Sekil 9. 37 °C'de bir gece inkiibe edilen mikroplak

Kuyucuklardaki planktonik hiicreleri ortamdan uzaklastirmak igin
kuyucuklar yavasca bosaltilarak iki kez PBS ile yikanmistir. Oda sicakliginda
kuruyan kuyucuklara 200 ul % 0,1°1ik kristal viyole eklenerek olusan biyofilmler
boyanmustir (Sekil 10).

Sekil 10. % 0,1’lik Kristal viyole eklenmis mikroplak
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30 dakika beklendikten sonra, kuyucuklar bir defa daha PBS ile iki kez
yikanarak bosaltilmistir (Sekil 11).

Sekil 11. PBS ile yikanan mikroplak

Oda sicakliginda kuruyan kuyucuklara % 95°1lik etanol eklenerek
Triturus mikro ELISA (Norcross, GA, ABD) cihazinda 550 nm’deki absorbans
degerleri okunmustur. Biyofilm olusumlar1 Chusri ve arkadaslari tarafindan
bildirilen ve Tablo 13’te gdsterilen negatif kontrol absorbans degerine dayali

Olgege gore degerlendirilmistir [111].

Tablo 13. Mikroorganizmalarin biyofilm formasyonlar1 i¢in degerlendirme

Olcegi
OD cont > OD MB Nonadhere 0
OD cont < OD MB < 2 OD cont Zayif Adhere I
2 OD cont < OD MB < 4 OD cont Orta Derecede Adhere |
4 OD cont < OD MB Guglii Adhere i

OD: Optik Dansite, OD MB: Mikroorganizma Biyofilminin Optik Dansitesi,
Adherent: Biyofilm olusturma diizeyi.

Caligma her sus igin ii¢ tekrar olacak sekilde gergeklestirilmistir.
Biyofilm o6l¢limlenmesi her {i¢ tekrardan alman OD degerlerinin ortalamasi
alinarak hesaplanmustur.

Calismamizda  biyofilm  formasyon  aktiviteleri incelenen

mikroorganizma suslarinin  antibiyotiklere olan diren¢ durumlar1 da
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arastirilmigtir. Mikroorganizma suslarinda biyofilm olusumu formasyonuna
gore antibiyotik direng profilini incelemek icin ‘Clinical Laboratory Standards

Institute’ (CLSI) kriterleri kullanilmastir [112].

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Aragtirmanin istatistiksel degerlendirmesinde, elde edilen veriler SPSS
(ver 22.0) programma yiiklenmis, parametrik test varsayimlar1 yerine
getirilemediginden dolay1 Khi-Kare testi kullanilip yanilma diizeyi 0,05 olarak

alinmustir.

3.8. Arastirmanin Etik Yonii

Arastirmanin her asamasi etik ilkelere uygun olarak yiiriitiilmiistiir. Uygulamaya
gegmeden Once klinik arastirmalar etik kurulundan (20.01.2016 tarihli,
2016 - 01/13 say1l1) yazili izin alimmustir.
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4. BULGULAR

Calismamizda hastane enfeksiyonlarma siklikla neden olan C.albicans,
P.aeruginosa, A.baumannii ve S.aureus’un biyofilm olusturabilme o6zellikleri
arastirilmistir ve yiiksek diizeyde biyofilm olusturabildikleri tespit edilmistir. Bu

mikroorganizmalara ait biyofilm formasyon oranlar1 Tablo 14°te verilmistir.

Tablo 14. Hastane enfeksiyonlarina siklikla neden olan bazi

mikroorganizmalarm biyofilm olusturabilme oranlari

Biyofilm
Olusturan Olusturmayan
M.organizgglar Bi/lgi;"illlm Bi(;(;;?lm B%/?));:Ifm gep s (%)
(©) . . . s (%)

C. albicans (25) 1 10 8 19 (76) 6 (24) 0,0001
P. aeruginosa (25) 18 3 1 22 (88) 3(12) 0,0001
A. baumannii (25) 22 3 0 25 (100) 0 (0) 0,0001

S. aureus (25) 8 10 5 23 (92) 2 (8) 0,0001
Toplam (100) 49 26 14 89 11
s : Say1

Calismamizda degerlendirdigimiz suslardan hazirlanan siispansiyonlar

ti¢ tekrarli olarak calisilmis ve elde edilen OD degerlerinin ortalamasi alinarak

mikroorganizmalarin ~ biyofilm  formasyon  aktiviteleri

belirlenmistir.

Mikroorganizmalara karsi elde edilen OD degerleri ve biyofilm formasyon

aktiviteleri asagidaki tablo ve grafiklerde ayr1 ayr1 verilmistir (Tablo 15, 16, 17,

18).
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Tablo 15. P. aeruginosa suslarinin biyofilm formasyon aktiviteleri

Mikroorganizmalar OD Kontrol OD MB Biyofilrr-l
Ao.OD£SD Ao.OD£SD Derecesi

P.aeruginosa-01 0,344 +£ 0,282 1,395 £0,543 i
P.aeruginosa -02 0,344 +£ 0,282 1,125 +0,900 1
P.aeruginosa -03 0,344+ 0,282 1,848 +£0,211 i
P.aeruginosa -04 0,344 +£ 0,282 1,899 £0,145 i
P.aeruginosa -05 0,344 £ 0,282 1,496 £0,512 i
P.aeruginosa -06 0,344 +£ 0,282 2,055 +0,010 1
P.aeruginosa -07 0,344 + 0,282 1,903 +0,113 "
P.aeruginosa -08 0,344 £0,282 2,004 £ 0,026 1]
P.aeruginosa -09 0,344 +£0,282 1,468 £0,414 Il
P.aeruginosa -10 0,344 +£0,282 0,508 £ 0,082 |

P.aeruginosa -11 0,344 £ 0,282 1,385 +0,046 i
P.aeruginosa -12 0,344 +£0,282 1,740 £ 0,202 i
P.aeruginosa -13 0,344 £ 0,282 2,094 £ 0,004 i
P.aeruginosa -14 0,344 +£0,282 2,055+0,019 i
P.aeruginosa -15 0,344 +£0,282 2,030 +£0,020 i
P.aeruginosa -16 0,344 £ 0,282 1,829 £0,275 i
P.aeruginosa -17 0,344 £0,282 2,089 + 0,002 i
P.aeruginosa -18 0,344 £ 0,282 0,334 +£0,010 0
P.aeruginosa -19 0,344 £ 0,282 0,326 £ 0,092 0
P.aeruginosa -20 0,344 +£ 0,282 1,378 £0,581 i
P.aeruginosa -21 0,344 +£0,282 1,035+0,512 1
P.aeruginosa -22 0,344 £ 0,282 1,421 £0,585 i
P.aeruginosa -23 0,344 £ 0,282 0,948 + 0,078 1
P.aeruginosa -24 0,344 £ 0,282 2,048 £ 0,004 Il
P.aeruginosa -25 0,344 +£ 0,282 0,236 +£0,013 0
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Tablo 16. A. baumannii suslarmin biyofilm formasyon aktiviteleri

Mikroorganizmalar OD Kontrol OD MB Biyofilrr-1
Ao.OD£SD Ao.OD£SD Derecesi
A.baumannii -01 0,344 +£ 0,282 1,199 £0,858 1
A.baumannii -02 0,344 +£ 0,282 2,058 £ 0,006 i
A.baumannii -03 0,344+ 0,282 1,843 +0,121 i
A.baumannii -04 0,344 +£ 0,282 2,049 £0,023 i
A.baumannii -05 0,344 +£ 0,282 1,989 £0,010 i
A.baumannii -06 0,344 +£ 0,282 1,970 £ 0,005 i
A.baumannii -07 0,344 £ 0,282 2,063 £ 0,004 i
A.baumannii -08 0,344 + 0,282 2,039 + 0,024 1T
A.baumannii -09 0,344 + 0,282 2,003 = 0,053 1T
A.baumannii -10 0,344+ 0,282 1,979 +£0,014 i
A.baumannii -11 0,344 £ 0,282 2,063 £ 0,006 i
A.baumannii -12 0,344 +£0,282 2,057 £0,003 i
A.baumannii -13 0,344 +£0,282 1,963 +£0,018 i
A.baumannii -14 0,344 £ 0,282 1,460 £0,552 i
A.baumannii -15 0,344 +£0,282 1,876 £0,007 i
A.baumannii -16 0,344 +£0,282 1,840+0,112 i
A.baumannii -17 0,344 +£0,282 1,100+ 0,670 1
A.baumannii -18 0,344 £0,282 2,040 + 0,008 i
A.baumannii -19 0,344 +£0,282 1,915+0,119 i
A.baumannii -20 0,344 £ 0,282 2,053 £0,029 i
A.baumannii -21 0,344 £ 0,282 2,000 + 0,024 i
A.baumannii -22 0,344 £ 0,282 2,030+0,014 i
A.baumannii -23 0,344 £ 0,282 2,023 £0,021 i
A.baumannii -24 0,344 £ 0,282 2,030 £ 0,001 Il
A.baumannii -25 0,344 £0,282 0,968 + 0,060 I
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Tablo 17. S. aureus suslarinin biyofilm formasyon aktiviteleri

Mikroorganizmalar OD Kontrol OD MB Biyofilrr-1
Ao.OD£SD Ao.OD £SD Derecesi

S. aureus -01 0,344 £0,282 1,056 £0,056 1
S. aureus -02 0,344 £0,282 0,793 +£ 0,206 |
S. aureus -03 0,344 £0,282 0,594 +0,118 |

S. aureus -04 0,344 +£ 0,282 0,288 £ 0,044 0
S. aureus -05 0,344 £ 0,282 0,553 £ 0,063 |

S. aureus -06 0,344 £0,282 0,969 + 0,087 |
S. aureus -07 0,344 +£ 0,282 0,950 £ 0,180 1
S. aureus -08 0,344 £ 0,282 2,045 £+ 0,007 i
S. aureus -09 0,344 £ 0,282 2,042 + 0,004 i
S. aureus -10 0,344 +£ 0,282 2,063 £ 0,000 i
S. aureus -11 0,344 +0,282 1,813 +0,225 1
S. aureus -12 0,344 £ 0,282 0,632+0,162 |

S. aureus -13 0,344 £ 0,282 2,015+ 0,015 i
S. aureus -14 0,344 £ 0,282 2,028 +£ 0,001 i
S. aureus -15 0,344 £ 0,282 2,053+ 0,021 i
S. aureus -16 0,344 £0,282 1,651 +0,297 i
S. aureus -17 0,344 £0,282 0,673 +£ 0,032 |

S. aureus -18 0,344 £0,282 0,813+ 0,181 1
S. aureus -19 0,344 £0,282 1,062 +0,121 1
S. aureus -20 0,344 £ 0,282 0,260 + 0,003 0
S. aureus -21 0,344 £0,282 1,210+ 0,273 1
S. aureus -22 0,344 £0,282 0,743 +£ 0,106 1
S. aureus -23 0,344 £0,282 1,138 +0,381 1
S. aureus -24 0,344 £0,282 1,252 +0,433 1
S. aureus -25 0,344 £0,282 0,561 £ 0,07 |
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Tablo 18. C. albicans suslarmin biyofilm formasyon aktiviteleri

Mikroorganizmalar OD Kontrol OD MB Biyofilrr-1
Ao. OD £+ SD Ao. OD £+ SD Derecesi

C. albicans -01 0,336+ 0,162 0,167+ 0,039 0
C. albicans -02 0,336+ 0,162 0.830 + 0,029 I
C. albicans -03 0,336+ 0,162 0,712 £ 0,071 I
C. albicans -04 0,336 £ 0,162 0,277 +£ 0,021 0
C. albicans -05 0,336+ 0,162 0,333 £ 0,014 0
C. albicans -06 0,336+ 0,162 0,245 + 0,003 0
C. albicans -07 0,336 £ 0,162 0,421 £ 0,024 |

C. albicans -08 0,336 £ 0,162 0,239 + 0,072 0
C. albicans -09 0,336 £ 0,162 0,520 £ 0,061 |

C. albicans -10 0,336 £ 0,162 0,541 +£ 0,070 |

C. albicans -11 0,336 +0,162 0,584 + 0,051 [

C. albicans -12 0,336 £ 0,162 1,091 + 0,483 1
C. albicans -13 0,336 £ 0,162 2,572 + 0,052 i
C. albicans -14 0,336 £ 0,162 1,244 + 0,445 1
C. albicans -15 0,336 £ 0,162 1,029 + 0,420 1
C. albicans -16 0,336 £ 0,162 0,914 £ 0,314 1
C. albicans -17 0,336 £ 0,162 0,737 £ 0,215 1
C. albicans -18 0,336 £ 0,162 0,592 + 0,161 |

C. albicans -19 0,336 £ 0,162 0,383 + 0,014 |

C. albicans -20 0,336 £ 0,162 0,787 £ 0,393 1
C. albicans -21 0,336 £ 0,162 0,598 + 0,118 |

C. albicans -22 0,336 £ 0,162 0,595 + 0,038 |

C. albicans -23 0,336 £ 0,162 1,325+ 0,703 1
C. albicans -24 0,336 £ 0,162 0,954 £ 0,098 1
C. albicans -25 0,336 £ 0,162 0,318 + 0,088 0
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Calismamizda biyofilm formasyon aktiviteleri incelenen suslarin
antibiyotiklere olan diren¢ durumlari da arastirilmistir. P. aeruginosa suslarinda
biyofilm olusumu formasyonuna gore antibiyotik direng profili incelendiginde
antibiyotiklere diren¢ oranlar1 yiiksek bulunmasina ragmen istatistiksel olarak
karsilastirildiginda bu farkin anlamli olmadigr gorilmistir (p > 0,05).
P. aeruginosa suslarinda biyofilm olusum formasyonuna gore antibiyotiklere

direng profili Tablo 19°da verilmistir.

Tablo 19. P. aeruginosa suslarinda biyofilm olusumu formasyonuna gore

antibiyotik direng profili [Say1 (%)]

Biyofilm Olusturan
s=22 Biyofilm
. A Giiclii Orta Zayif Olusturmayan
Antibiyotikler gt i Biofim  Biyofilm Tsof"‘;‘;“ P
s=18 s=3 s=1 -

DC DY DC DY DC DY DC DY DC DY

Amikasin 1 17 0 3 0 1 1 21 0 3
(55) (945) (0) (100) (0) (100) | (45) (955)| (0)  (100)
Siprofloksasin 5 13 0 3 0 1 5 17 0 3
(27,8) (72,2) (0) (100) (0) (100) | (22,7) (77,3) 0) (100)

Gentamisin 2 16 0 3 0 1 2 20 0 3
(11,1) (88,9) (0) (100) (0) (100) | (9,1) (90,9 | (0)  (100)

Imipenem 9 9 1 2 0 1 10 12 0 3
(50) (50) (33,3) (66,7) (0) (100) | (45,5) (54,5)| (0)  (100)

Meropenem 10 8 1 2 0 1 11 11 0 3
(55,6) (44.4) (33,3) (66,7) (0) (100)| (50) (50) | (0)  (100)

Aztreonam 17 1 3 0 1 0 21 1 3 0
(945) (55) (100) (0) (100) (0) |(955) (45) | (100)  (0)

Sefepim 4 14 0 3 0 1 4 18 1 2
(22,2) (77,8) (0) (100) (0) (100) | (18,2) (81,8)| (33,3) (66,7

Seftazidim 2 16 1 2 0 1 3 19 1 2
(11,1) (88,9) (33,3) (66,7) (0) (100) | (13,6) (86,4) | (33,3) (66,7)

Piperasilin/ -, 14 1 0 1 | 5 17 1 2
Tazobaktam  (22,2) (77,8) (33,3) (66,7) (0) (100) | (22,7) (77,3)| (33,3) (66,7

X?=0.931, p=0.335

DC : Direngli, DY : Duyarli, s=Say1
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A. baumannii suslarinda biyofilm olusumu formasyonuna gore

antibiyotik diren¢ profili incelendiginde tiim suslarin biyofilm olusturdugu

gorilmistiir. Timi biyofilm olusturan bu suglarda direng¢ oranlar1 yliksek

goriinmektedir. A. baumannii suslarinda biyofilm olusum formasyonuna gore

antibiyotiklere direng profili Tablo 20’de verilmistir.

Tablo 20. A. baumannii suslarinda biyofilm olusumu formasyonuna gore

antibiyotik direng profili [Say1(%)]

Biyofilm Olusturan
N Giiclii Biyofilm Orta Biyofilm Toplam
Antibiyotikler ) <=3 sz o5

DC DY DC DY DC DY

Amikasin 19 3 2 1 21 4
(86,4) (13,6) (66,7) (33,3) (84) (16)

Siprofloksasin 4 F p 0 23 2
(90,9) 9,2) (100) (0) (92) (8)

Kolistin 0 22 0 3 0 25
() (100) (0) (100) (0) (100)

Gentamisin 19 8 8 0 22 3
(86,4) (13,6) (100) (0) (88) (12)

imipenem 20 2 3 0 23 2
(90,9) 9,2) (100) (0) (92) (8)

Meropenem 20 2 3 0 23 2
(90,9) 9,2) (100) (0) (92) (8)

Netilmisin 22 0 8 0 25 0
(100) 0) (100) (0) (100) (0)

Trimetoprim / 19 3 3 0 29 3
Siilfometoksazol (86,4) (13,6) (100) (0) (88) (12)

X?=0.246, p=0.426

DC : Direngli, DY : Duyarli, s=Say1
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S. aureus suslarinda biyofilm olusumu formasyonuna gore antibiyotik

direng profili incelendiginde gentamisin, klindamisin, eritromisin, metisilin ve

tobramisine karsi saptanan direng oranlarinin, biyofilm olusturmayan suslara

gore yliksek oldugu goriilmesine ragmen biyofilm olusturan S. aureus suslari ile

biyofilm olusturmayan suslarin antibiyotik diren¢ oranlar1 arasinda istatistiksel

acidan anlamli bir fark saptanamamuistir (p > 0.05). S. aureus suslarinda biyofilm

olusum formasyonuna gore antibiyotiklere direng profili Tablo 21°de verilmistir.

Tablo 21. S. aureus suslarinda biyofilm olusumu formasyonuna gore antibiyotik

direng profili [Say1 (%)]

Biyofilm Olusturan
s=23 Biyofilm
. - Gicla Orta Zayif Olusturmayan
Antigiyotikler Biyogliilm Biyofilm Biyo?ilm Toplam ss =2 '
s=8 s=10 s=5 s=23

DC DY DC DY DC DY DC DY DC DY

Siprofloksasin 0 8 0 10 0 5 0 23 0 2
(0) (100) (0) (100) (0) (200) | (0) (100) | (O) (100)

Gentamisin 1 7 1 9 0 5 2 21 0 2
(12,5) (87,5) (10) (90) (0) (100) | (8,7) (91,3)| (0) (100)

Trimetoprim/ 0 8 0O 10 0 5 0o 23 0 2
Siilfomethoksazol (0) (100) (0) (100) (0) (100) | (0) (100) 0) (100)

Klindamisin 0 8 2 8 0 5 2 21 0 2
(0) (100) (20) (80) (0) (100) | (8,7) (91,3)| (0) (100)

Eritromisin 0 8 2 8 0 5 2 21 0 2
(0) (100) (20) (80) (0) (100) | (8,7) (91,3)| (0) (100)

Levofloksasin 0 8 0 10 0 5 0 23 0 2
(0) (100) (0) (100) (0) (100) | (0) (100) | (O) (100)

Oksasilin / Metisilin =~ 4~ 4 2 8 0 5 6 17 1 1
(50) (20) (80) (0) (100) | (26) (74) (50) (50)

Teikoplanin 0 8 0 10 0 5 0 23 0 2
(0) (100) (0) (100) (0) (200) | (0) (100) | (O) (100)

Tetrasiklin 0 8 0 10 0 5 0 23 0 2
(0) (100) (0) (100) (0) (100) | (0) (100) | (O) (100)

Tobramisin 1 7 1 9 0 5 2 21 0 2
(12,5) (87,5 (10) (90) (0) (100) | (8,7) (91,3 0) (100)

Vankomisin 0 8 0 10 0 5 0 23 0 2
(0) (100) (0) (100) (0) (200) | (0) (100) | (0) (100)

X?=0.110, p=0.598

DC : Direngli, DY : Duyarli, s=Say1
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C. albicans

suglarinda biyofilm olusumu formasyonuna gore

antibiyotik diren¢ profili incelendiginde ketokonazol ve itrakonazole karsi

saptanan direng¢ oranlarinin, biyofilm olusturmayan suslara gore yiiksek oldugu

goriilmesine ragmen biyofilm olusturan C. albicans suslar1 ile biyofilm

olusturmayan suslarin antibiyotik diren¢ oranlar1 arasinda istatistiksel ag¢idan

anlamli bir fark saptanamamistir (p > 0.05). C. albicans suslarinda biyofilm

olusum formasyonuna gore antibiyotiklere direng profili Tablo 22°de verilmistir.

Tablo 22. C. albicans suslarinda biyofilm olusumu formasyonuna gore

antibiyotik direng profili [Say1 (%) ]

Biyofilm Olusturan

s=19 Biyofilm
b, W Giiclii Orta Zayif Olusturmayan

Antibiyotikler Biyoglzilm Biyofilm Biyo?f,ilm Toplam Ny

s=1 s=10 s=8 s=19

DC DYy DC DY ©DC DY | DC Dy DC DY

Amfoterisin B 0 1 2 8 0 8 2 17 1 5
(0) (100) (20) (80) (0) (100) |(10,5) (89,5)| (16,7) (83,3)

Flukonazol 0 1 0 10 0 8 0 19 0 6
(0) (100) (0) (100) (0) (100) | (O) (100) | (0)  (100)

Ketokonazol 0 1 1 9 0 8 1 18 0 6
(0) (100) (10) (90) (0) (100) | (5,3) (94,7)| (0)  (100)

Mikonazol 0 1 0 10 0 8 0 19 0 6
(0) (100) (0) (100) (0) (100) | (O) (100) | (0)  (1200)

5-Fluorositozin 0 1 0 10 0 8 0 19 0 6
(0) (100) (0) (100) (0) (100) | (O) (100) | (0)  (1200)

ftrakonazol 0 1 4 6 1 7 5 14 1 5
(0) (100) (40) (60) (12,5) (87,5) |(26,3) (73,7)| (16,7) (83,3)

X?=0.094, p=0.554

DC : Direngli, DY : Duyarli, s=Say1
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5. TARTISMA
Hastanede gelisen enfeksiyonlar; olusturdugu ekonomik maliyet, morbidite ve
mortalite oranlarindaki yiikseklik nedeniyle tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde
de onemli bir saglik sorunudur. Hastane enfeksiyonlarinin tedavisi amaciyla
uygulanan girisimler, yogun antibiyotik kullanimi gibi etkenlerin sonucunda
antimikrobiyal maddelere direngli bakteriler ortaya ¢ikmaktadir.

Antimikrobiyal maddelere karsi olusan direncin en 6nemli sebeplerinden
biri de mikroorganizmalarm biyofilm olusturmasidir. Kullanilan antimikrobiyal
maddelerin Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri ¢ok diisiik olsa
bile biyofilm tabakasi iginde yasayan sesil mikroorganizmalarm MIiK degerleri
artarak tedavinin basarisizligina sebep olur. Biyofilmler 6zellikle cevresel ve
kimyasal strese karst olusturdugu EPM vyapis1 ile mikroorganizmalarin
korunmasma, hayatta kalmasma ve direng gostermesine neden olur [6].
Biyofilmin sebep oldugu mikrobiyal direncin gelismesinde oksijen yogunlugu,
bakteri metabolizmas1 sonucu olusan asidik atik maddeler, direng genlerinin
bakteriler arasinda kolay aktarilmasi gibi etkenler onemli rol oynar [5].
Biyofilmin tibbi ac¢idan ©Onemi bakteri aderansi, antibiyotik direnci ve
inflamasyona etkisidir [10]. Bu yilizden hastane enfeksiyonlarina neden olan
mikroorganizmalarin biyofilm formasyon aktivitelerinin de bilinmesi 6nem arz
etmektedir.

Ozellikle biyofilm olusturan mikroorganizmalardan A. baummannii,
S. aureus, P. aeruginosa ve C. albicans giderek artan oranlarda hastane
enfeksiyonu etkeni oldugu bildirilmektedir [71].

Bu c¢alismada 25’er adet A. baummannii, S. aureus, P. aeruginosa ve
C. albicans suslar1 kullanilmistir. Bu suslarin farkli diizeylerde biyofilm
olusturdugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma bize hastanede yatan hastalardan izole
edilen A. baummannii, P. aeruginosa, S. aureus ve C. albicans suslarmin
sirastyla % 100, % 88, % 92 ve % 76 oranlarinda biyofilm olusturduklarmi
gostermistir.

Mikroorganizmalarin biyofilm formasyon aktivitelerinin incelenmesinde
en ¢ok iki yontem kullanilmaktadir. Bunlar mikrotitre plak ve tiip aderans

yontemleridir. Ancak bu yontemlerle elde edilen sonuglar birbirleri ile uyumlu
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bulunamamaktadir. Yiicesoy ve arkadaslari [113] ¢aligmalarinda her iki yontemi
de kullanmig ancak mikrotitre plak yonteminin degerlendirilmesinin daha
objektif ve uygun bir yontem olmasi nedeniyle daha gegerli oldugunu
bildirmislerdir. Bizimde ¢alismamizda daha uygun bir kantitatif yontem olan
mikrotitre plak yontemi kullanilmustir.

Hastanelerde nemli ortamlardan ve hasta tedavisinde kullanilan alet ve
stvilardan siklikla izole edilen P. aeruginosa hastane enfeksiyonlarinda 6nemli
bir firsat¢1 patojendir. Son zamanlarda bu bakterinin virulans faktorlerinin
belirlenmesine yonelik c¢alismalar 6nem kazanmistir. Virulans 6zelliklerinden
olan biyofilm, kronik enfeksiyonlara zemin hazirlamaktadir [26].

Calismamizda 25 P. aeruginosa susundan 22’sinin (% 88) biyofilm
olusturdugu gozlenmistir. Yiiksek oranda biyofilm olusturan P. aeruginosa
suslarini % 72’si gii¢lii biyofilm, % 12’si orta derecede biyofilm ve % 4’1 zayif
biyofilm olusturmustur. Bunun sonucunda P. aeruginosa suslarinin 6nemli
derecede biyofilm olusturduklar1 tespit edilmistir.

Sanchez ve arkadaslar1 [114] yaptiklar1 ¢alismada mikrotitre plak
yontemini kullanarak, hastalardan izole ettikleri 36 P. aeruginosa susunun
30’unun (% 83) biyofilm olusturdugunu saptamislardir. Sanchez ve
arkadaslarinin calismalarinda elde ettikleri sonug¢ bizim ¢alisma sonucglarimiz ile
uygun goriilmektedir.

Sebit ve arkadaslar1 [115] ¢oklu ilag direncine sahip 50 P. aeruginosa
susu ile yaptiklar1 ¢alismada suslarin 20’sinde (% 40) biyofilm olusumu
gozlenirken, 30°nun (% 60) biyofilm olusturmadigmi bildirmislerdir.

Tepeli [116] 2009 yilinda yaptigi ¢alismada 100 P. aeruginosa susunun
mikrotitre plak yontemi ile biyofilm diizeylerini incelemis ve 16’smim (% 16)
gliclii biyofilm, 46’smin (% 46) orta diizeyde biyofilm ve 38’inin (% 38) zayif
biyofilm olusturdugunu bildirmistir. Tepeli’nin yaptig1 calismada tespit edilen
veriler bizim ¢alisma sonuglarimiz ile uygun goriinmektedir.

A. baumannii tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de, 6zellikle YBU’de
gelisen hastane enfeksiyonlarmin en 6nemli etkenlerinden biridir. Giiniimiizde,
kullanimdaki tiim antimikrobiyallere direngli suslarin varlig: bilinmektedir. Bu

direncin olugmasinda serum direnci, hareket, demir kazanimi gibi c¢esitli
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etkenlerin yaninda biyofilm olusturmasmin da rol oynadigi bildirilmektedir
[119].

Calismamizda 25 A. baumannii susunun tamammin biyofilm
olusturdugu tespit edilmistir. Bu suslarin %88’1 giiclii biyofilm, % 12’si orta
derecede biyofilm olusturmustur. Bdylece ¢aligmamizin  sonucunda
A. baumannii suslarmin 6nemli 6l¢iide biyofilm olusturabildikleri goriilmistiir.

Sanchez ve arkadaslar1 [114] yaptiklar1 ¢alismada hastalarin klinik
orneklerinden izole ettikleri 53 A. baumannii susundan 29’unun (% 55) biyofilm
olusturdugunu saptamiglardir.

Sebit ve arkadaglar1 [115] yaptiklar1 calismada 50 adet ¢oklu ilag
direncine sahip A. baumannii suslarin1 kullanmiglardir. Calisma sonucunda bu
suglarm 37’si (% 74) biyofilm olustururken 13’iniin (% 26) ise biyofilm
olusturmadigi gozlenmistir.

Can ve arkadaslar1 [72] yaptiklar1 ¢alismada hastanede yatan hastalardan
izole edilen 17 A. baumannii susunu c¢alismaya almiglardir. A. baumannii
suslarinda biyofilm olusumu kantitatif yontemle incelenmistir ve suslarin birinde
giiclii pozitif, besinde orta diizeyde pozitif ve ikisinde zayif pozitif olmak iizere
toplam dokuzunda (% 52,9) biyofilm olustugu gozlemlenmistir.

S.aureus saglikli yetiskin bireylerin % 30 - 50’sinde kolonizedir ve
% 10 - 20 direngli kolonizasyon gostermektedir. Kolonize kisiler sonradan
olusacak enfeksiyonlar i¢in yiiksek risk tasimaktadir. Hastane enfeksiyonlarmin
cogu ise hastane personeli araciligi ile yayilmaktadir. Bunlarin kendileri tasiyici
olabilecegi gibi enfekte hastalarla temasla da enfekte edilmis olabilirler [118].

Stafilokoklarin, sahip olduklar1 ekzotoksinler, ylizey proteinleri ve enzim
gibi virulans faktorlerinin yani sira biyofilm tiretiminin de, artan oranda 6nemli
bir virulans faktorii oldugu vurgulanmaktadir [103].

Calismamizda 25 S. aureus susundan 23’iniin (% 92) biyofilm
olusturdugu tespit edilmistir. S. aureus suslariin % 32’si gii¢lii biyofilm, % 40’1
orta derecede biyofilm ve % 20’si zay1f biyofilm olusturmustur.

Sanchez ve arkadagslart [114] mikrotitre plak yontemini kullanarak
yaptiklari ¢alismada 23 insan kaynakli klinik S. aureus susundan 21’inin (% 91)

tanesinin biyofilm formasyon aktivitesini pozitif olarak saptamiglardir. Bu sonug
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bizim ¢aliymamizda elde edilen S. aureus biyofilm sonuglari ile oldukca yakin
goriinmektedir.

Demir ve Inang [119] yaptiklar1 calismada ise 127 S. aureus susunun
88’inin (% 69,3) biyofilm olusturdugunu bildirmislerdir. Biyofilm olusturan bu
suglarm 48’inin (% 37,8) orta derecede biyofilm, 40’min (% 31,5) gicli
biyofilm olusturdugunu gézlemislerdir.

Sahin, [118] hastalardan izole edilmis olan 175 S. aureus susu ile yaptigi
calismada mikrotitre plak yontemi ile 141 (% 80,6) susun biyofilm
olusturdugunu saptamistir. Bu suslarin 112’si (% 64) orta derecede biyofilm
olustururken 29’u (% 16,6) giicli biyofilm olusturmustur.

Yapilan calismalarda, Candida tiirlerinde saptanan biyofilm oranlar1
% 8 - 85 arasinda degismektedir. Bu oranlar suslarin izolasyon bolgelerine,
enfeksiyon etkeni olup olmamasina ve izole edilen Candida tiiriine gore farklilik
gostermektedir [120].

Calismamizda 25 C. albicans susunun 19’u (% 76) tanesinin biyofilm
olusturdugu gozlenmistir. C. albicans suslarinin %32’si zayif biyofilm, % 40’1
orta derecede biyofilm, % 4’i giiglii biyofilm olusturmustur. Bu sonuglara gore
C. albicans suslarinin da 6nemli oranda biyofilm olusturdugu gézlenmistir.

Yarar’in [105] yaptig1 calismada, C. albicans suslarmin biyofilm
aktiviteleri mikrotitre plak yontemiyle incelenmis, 140 susun 123’{inde (% 87,9)
biyofilm aktivitesi pozitif, 17’sinde (% 12,1) negatif bulunmustur. Pozitif
bulunan 123 susun 93’{iniin (% 66,4) zayif biyofilm, 17’sinin (% 12,1) orta
derecede biyofilm, 13’{iniin (% 9,3) gii¢lii biyofilm olusturdugu bildirilmistir.
Bu sonugclar bizim ¢alisma sonucglarimiza benzer goriinmektedir.

Mahmoudabadi ve arkadaslari [121] yaptiklari calismada 120 C. albicans
susunun tamaminin biyofilm olusturdugunu bildirmislerdir.

Demirbilek ve arkadaslar1 [120] yaptiklar1 ¢alismada 79 C. albicans
susunun 18 (% 23) tanesinin biyofilm olusturdugunu bildirmislerdir.

Goriildiigii gibi farklh calismalarda benzer sonuglar kadar bazi farkli
sonuglar da bildirilmektedir. Bu durum calismalarda kullanilan yontemlerin

farkliligindan, calisma yapilan merkezlerin ve kullanilan suslarm farklhi
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ozelliklerinden kaynaklaniyor olabilir. Ancak yapilan tiim c¢aligmalarin ortak
noktasi hepsinde de biyofilm oranlarinin yiiksek olmasidir.

Calismaya alinan 25 P. aeruginosa, 25 A.baumannii, 25 S. aureus ve
25 C. albicans suslarmin sirasiyla 22, 25, 23 ve 19 tanesinin giiglii, orta derecede
ve zayif biyofilm olusturmasi, servislerde ve &zellikle YBU gibi birimlerde bu
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin ciddiyetinin ve dneminin
biliytikligiinii gostermektedir. Kendi gruplar1 igerisinde istatistiksel olarak
onemli Olgiide biyofilm olusturan (p < 0,05) P. aeruginosa, A.baumannii,
S. aureus ve C. albicans suslarmnin birbirlerine gore biyofilm olusturma
durumlari karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir
(p = 0,393). Yani tiim mikroorganizma suslarmin % 76 - 100 arasinda biyofilm
olusturdugu goriilmiistiir.

Glinlimiizde antibiyotik direnci dnemli bir toplum sagligi sorunudur.
Antimikrobiyal direng, farkli mekanizmalar ile gelisebilir. Bu mekanizmalardan
biri  de  mikroorganizmalarin  olusturdugu  biyofilmlerdir. Bazi
mikroorganizmalar birka¢ mekanizmay1 barindirarak birden ¢ok ilaca direngli
olma potansiyeli tasirlar. Birden cok ilaca direngli mikroorganizmalarin
olusmast hem hastane enfeksiyonlarinin hem de toplumdan kazanilan
enfeksiyonlarm yonetiminde biiyiik bir problem olusturmaktadir [122].

Calismamizda biyofilm formasyon aktiviteleri incelenen
mikroorganizma suslarmin antibiyotiklere olan diren¢ durumlar1 da
incelenmistir.

Calismamizda biyofilm olusturan 22 P. aeruginosa susunun biri (% 4,5)
amikasine, besi (% 22,7) siprofloksasine, ikisi (% 9,1) gentamisine,
10’u (% 45,5) imipeneme, 11’1 (% 50) meropeneme, 21°i (% 95,5) aztreonoma,
dordii (% 18,2) sefepime, besi (% 22,7) piperasilin / tazobaktama, tigii (% 13,6)
seftazidime direngli bulunmustur. Biyofilm olusturmayan {i¢ susun {igii (% 100)
aztreonoma, biri (% 33,3) sefepime, biri (% 33,3) seftazidime, biri (% 33,3)
piperasilin / tazobaktama direngli bulunmustur.

Bu ¢alismada biyofilm olusturan P. aeruginosa suslar1 ile biyofilm

olusturmayan suslarin antibiyotik diren¢ oranlar1 karsilastirildiginda,
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antibiyotiklere direng oranlar1 yiiksek bulunmasina ragmen istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamuistir (p > 0,05).

Sanchez ve arkadaslar1 [114] yaptiklar1 ¢alismada 36 P. aeruginosa
susundan % 25’1 amikasine, % 75’1 siprofloksasine, % 39’u gentamisine, % 75’1
imipeneme, % 58’1 meropeneme, % 73’{i aztreonoma, % 63’1 sefepime, % 67’si
seftazidime, % 67’si piperasilin / tazobaktama direngli bulduklarini
bildirmislerdir.

Tepeli [116] c¢alismaya aldigi P. aeruginosa suslarmin antibiyotik
duyarliliklarin1 da incelemistir. Buna gore en yiiksek direncin % 84 oraninda
sefotaksime, % 67 orani ile aztreonama ve % 63 orani ile gentamisine direngli
olduklar: tespit edilmistir. Diger antibiyotiklerin direng oranlar1 ise % 45 ve
altinda bulunmustur.

Calismamizda giiglii biyofilm olusturan 22 A. baumannii susunun
19’u (% 86,4) amikasine, 20’si (% 90,9) siprofloksasine, 19’u (% 86,4)
gentamisine, 20’si (% 90,9) imipeneme, 20’si (% 90,9) meropeneme,
19’u (% 86,4) trimetoprim / siilfometoksazole ve tamaminin netilmisine direngli
oldugu saptanmistir. Orta biyofilm olusturan ti¢ A. baumannii susunun ise ikisi
(% 66,7) amikasine, ve tamami siprofloksasine, gentamisine, imipeneme,
meropeneme, trimetoprim / siilfometoksazola ve netilmisine direngli oldugu
saptanmuistir.

Bu ¢aligmada giiglii biyofilm olusturan A. baumannii suslar1 ile orta
diizeyde biyofilm olusturan suslarin antibiyotik direng oranlar1 arasindaki iliski
arastirilmistir. Ancak giliclii ve orta diizeyde biyofilm olusturan suslarin
antibiyotik diren¢ oranlar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark
saptanmamustir (p > 0.05).

Kaliterna ve arkadaglar1 [123] yaptiklar1 ¢alismada, karbapenemlere
ampisilin / sulbaktama ve amikasine direngli olan A. baumannii suslarmimn biiyiikk
bir kisminimn biyofilm olusturmadigini tespit etmislerdir. Buna karsilik, ampisilin
/ sulbaktama, karbapenemlere ve amikasine duyarli ve orta derecede duyarl
suglarm ise biyofilm olusturdugunu gérmiislerdir.

Kire¢cci ve arkadaglar1 [124] klinik oOrneklerden izole ettikleri

47 A. baumannii susu ile yaptiklari arastirmada izole edilen suslarin tamaminin
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kolistine duyarlt oldugunu bulmuslardir. 37 (% 78,7) susun netilmisine,
38 (% 80,8) susun imipeneme, 41 (% 87,3) susun meropeneme, 43 (% 91,5)
susun siprofloksasine ve gentamisine direngli oldugunu saptamislardir.

Bu ¢aligmaya alman A. baumannii ve P. aeruginosa suslarinin 20’si
yogun bakim {initelerinde ¢oklu ilag¢ tedavisi goren hastalardan izole edildigi i¢in
literatiirdeki ¢aligmalara gore daha yiiksek direng oranlarmin gelismesine neden
oldugu diistiniilmiistiir.

Calismamizda biyofilm olusturan 23 S. aureus susunun ikisi (% 8,7)
gentamisine, ikisi (% 8,7) klindamisine, ikisi (% 8,7) eritromisine, altis1 (% 26)
metisiline, ikisi (% 8,7) tobramisine direngli bulunmustur. Ancak biyofilm
olusturan suglarin tamaminin siprofloksasin, trimetoprim / siilfometoksazol ve
levofloksasine karsi duyarli oldugu goriilmiistiir. Biyofilm olusturmayan iki
S. aureus susunun ise birisinin (% 50) metisiline direngli oldugu saptanmustir.
Biyofilm olusturmayan bu iki susun gentamisine, klindamisine, eritromisine,
tobramisine, siprofloksasine, trimetoprim / siilfometoksazola ve levofloksasine
kars1 duyarl oldugu goriilmiistiir.

Bu c¢alismada, biyofilm olusturan S. aureus suslarinda gentamisine,
klindamisine, eritromisine ve tobramisine karsi saptanan direng oranlarinin,
biyofilm olusturmayan suslara gore yiiksek oldugu goriilmiistiir. Fakat biyofilm
olusturan S. aureus suslar1 ile biyofilm olusturmayan suslarm antibiyotik direng
oranlar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark saptanamamustir (p > 0.05).

Demir ve Inan¢’m [119] yaptiklar1 ¢alismada biyofilm olusturan
92 S. aureus susunun, 61’1 (% 66,3) penisiline, 57°si (% 61,9) ampisiline, dokuzu
(% 9,8) amoksisilin-klavulanik aside, 17°si (% 18,5) tetrasikline, 18’1 (% 19,6)
eritromisine, biri (% 1,1) gentamisine diren¢li oldugu saptanmistir. Biyofilm
olusturmayan 35 S. aureus susunun ise 16’s1 (% 45,7) penisiline, sekizi (% 22,9)
ampisiline, ikisi (% 5,71) amoksisilin-klavulanik aside, besi (% 14,3) tetrasikline
ve yedisi (% 20) eritromisine direngli bulunurken, tamam1 gentamisine duyarl
bulunmustur. Biyofilm olusturan suslarda penisilin, ampisilin, tetrasiklin ve
eritromisine karg1 saptanan direng oranlari, biyofilm olusturmayan suslara gére

yiiksek bulunmus, ancak bu oranlar istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir

(p > 0,05).
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Ozansoy ve arkadasglar1 [125] tarafindan yapilan bir ¢aligmada
404 S. aureus susunun 145’i (% 35,9) siprofloksasine, 124t (% 30,7)
gentamisine, 158’si (% 39,1) sefoksitine, 27’si (% 6,7) klindamisine,
130°u (% 32,2) eritromisine direngli olarak tespit edilmistir. Bu oranlar
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0,05).

Candida biyofilmlerinin flukonazol, amfoterisin B, 5-Fluorositozin,
itrakonazol, mikonazol ve ketokonazole 30 ile 2000 kat daha direngli olduklar1
bildirilmistir. Biyofilmlerin antimikrobiyal maddelere daha direngli olmasinda
biyofilm yapisina bu maddelerin sinirli niifuz etmesi, besin ve oksijen
smirlamast nedeniyle yavas ilreme hizi gibi degisikliklerin rol aldigi
diistiniilmektedir [120].

Tim C. albicans suslarmin flusitozine, flukonazole ve mikonazole
duyarh bulundugu ¢alismamizda, biyofilm olusturan suslarda amfoterisin B’ye
% 10,5 oraninda direng saptanmistir. Ayrica bir susun (% 5,3) ketokonazole, bes
susun ise (% 26,3) itrakonazole direncli oldugu saptanmistir. Biyofilm
olusturmayan C. albicans suslarmin ise biri (% 16,7) amfoterisin B’ye, bir tanesi
ise (% 16,7) itrakonazole direngli bulunmustur.

Biyofilm olusturan C. albicans suslarinin biyofilm olusturmayanlara
gore ketokonazole ve itrakonazole daha yiiksek oranda direngli oldugunu tespit
ettigimiz bu ¢alismada biyofilm olusturan ile biyofilm olusturmayan suslarin
antibiyotik diren¢ oranlar1 arasinda istatistiksel ag¢idan anlamli bir fark
saptanamamustir (p > 0,05).

Demirbilek ve arkadaslar1 [120] Candida’lar ile yaptiklar1 ¢alismada
sadece planktonik hiicrelerde MIK degerlerini arastrrmuslar ve flukonazol
direncini suslarin %28’inde, itrakonazol direncini ise suslarin % 12’sinde
saptamiglardir.

Cikman ve arkadaslar1 [126] yaptiklar1 ¢aligmada klinik 6rneklerden
izole edilen 92 C. albicans susunun antifungal direng oranlarini; itrakonazol i¢in
% 80, flukonazol i¢in % 59 ve amfoterisin B i¢in ise % 4 direngli olarak
bulmuslar, flusitozine ise direng tespit edememislerdir.

Calismamizda biyofilm formasyonlar1 olduk¢a yiiksek olan suslarin

onemli bir kisminda antimikrobiyal direncin yiiksek goriilmedigi tespit

65



edilmistir. Biyofilm olusumu antimikrobiyal direnci de Onemli oranda
artrmaktadir.  Antimikrobiyal direnglilik testleri mikroorganizmalarin
planktonik  formlar1 ile yapilmaktadir. Oysa in vivo kosullarda
mikroorganizmalar biyofilmler icerisinde sesil olarak bulunmaktadirlar.
Dolayist ile planktonik formlar ile yapilan direng testleri, in vivo kosullar ile
uyum gostermeyebilir. Caligmamizda yiiksek biyofilm formasyonuna sahip
mikroorganizmalarin, bazi antimikrobiyallere kars1 diisiik diren¢ oranlarina
sahip olmalarmm bu nedenden kaynaklandigini diisiiniiyoruz. Sayet direng
calismalar1 sesil kosullarda tekrarlanabilirse diren¢ oranlarinin da daha
yiikselecegini diisiiniiyoruz.

Sonug olarak, hastane kaynakli P. aeruginosa, A. baumannii, S. aureus
ve C. albicans enfeksiyonlarindaki biyofilm formasyon aktivitelerinin artigina
paralel olarak antibiyotik direngliligi de artmakta ve klinisyenler icin tedavi

secenekleri her gegen giin azalmaktadir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER
6.1. Sonuclar
Bu calismada, asagidaki sonuglar elde edilmistir:

1. Her biri 25 sus olacak sekilde toplam 100 adet A. baumannii,
P. aeruginosa, S. aureus ve C. albicans susu ¢alismaya alinmustir.

2. Calismaya dahil edilen 100 adet sus, Christensen ve arkadaslarinin [110]
tanimladigr mikrotitre plak yontemiyle biyofilm varligi agisindan
degerlendirilmistir. Bu yontemle A. baumannii suslarinin tamaminin,
P. aeruginosa suslarinin 22’sinin (% 88), S. aureus suslarinmn 23’iiniin
(% 92) ve C. albicans suslarmin 19’unun (% 76) biyofilm olusturdugu
saptanmistir.

3. A.baumannii suslarmin 22’si (% 88) giiclii biyofilm olustururken {igiiniin
(% 12) orta derecede biyofilm olusturdugu tespit edilmistir.

4. P. aeruginosa suslarindan 18’inin (% 72) gii¢lii biyofilm, tigtiniin (% 12)
orta derecede biyofilm ve birinin (% 4) zayif biyofilm olusturdugu
saptanmigtir.

5. S. aureus suslarindan sekizinin (% 32) giiglii biyofilm, 10’unun (% 40)
orta derecede biyofilm ve besinin (% 20) zayif biyofilm olusturdugu
saptanmistir.

6. C. albicans suslarindan birisinin (% 4) gii¢lii biyofilm, 10’unun (% 40)
orta derecede biyofilm ve sekizinin (% 32) zayif biyofilm olusturdugu
saptanmstr.

7. Calismaya dahil edilen 25 A. baumannii’den giiglii biyofilm ve orta
diizeyde biyofilm olusturan suslarin amikasine, siprofloksasin,
gentamisin, imipenem, meropenem ve trimetoprim / stilfometoksazole
diren¢ oranlar1 yliksek bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
fark bulunamamustir (p > 0,05).

8. P. aeruginosa suslarinda biyofilm olusumu formasyonuna gore
antibiyotik diren¢ profili incelenmistir. Biyofilm olusturan suslarin
siprofloksasin, imipenem, meropenem ve gentamisine karsi direng
oranlar1  yiiksek  bulunmasma  ragmen istatistiksel  olarak

karsilastirildiginda bu farkin anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p > 0,05).
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9.

Biyofilm olusturan 23 adet S. aureus susunda gentamisin, klindamisin,
eritromisin ve tobramisine karsi saptanan diren¢ oranlari, biyofilm
olusturmayan suslara gore yiikksek bulunmasina ragmen biyofilm
olusturan ve biyofilm olusturmayan suslarin antibiyotik diren¢ oranlar1

arasinda istatistiksel agidan anlaml bir fark saptanamamistir (p > 0.05).

10. Biyofilm olusturan C. albicans suslarmin biyofilm olusturmayanlara

gore ketokonazol ve itrakonazole yiiksek oranda direngli oldugu tespit
edilmis ancak bu diren¢ artisinda istatistiksel agidan anlamli bir fark

saptanamamustir (p > 0,05).

6.2. Oneriler

Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda;

1.

Hastane enfeksiyonlarinin kontroliinii kolaylastirabilmek icin biyofilm
formasyon siirecinin tam olarak anlagilmasi1 gerekmektedir.

Biyofilmler enfeksiyonlar iizerindeki etkili rolii nedeniyle toplum sagligi
acisindan biiyilk Onem tasimmaktadir. Hasta yoOnetimini saglamak
amaciyla biyofilm kontrolii i¢in yeni ve etkili stratejiler gelistirilmelidir.
Kalict tibbi araglarin kullanilmasinda ve immiin sistemi baskilanmis
hastalarda gelisen enfeksiyonlarda onemli rolii olan biyofilmlerle
miicadele edebilmek i¢in, tedavi maliyetleri ve mortalite oranlarini
azaltan yeni ve etkin stratejilerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Ayni zamanda, sesil mikroorganizmalarm antibiyotik direnci agisindan
planktonik formdaki mikroorganizmalardan daha direngli olmasi
tedaviyi uygulayan klinisyenler acisindan ciddi bir problem olarak
goriilmeli ve 6nlemler buna gore alinmalidir.

Saglik calisanlar1 tarafindan, enfeksiyon kontrol 6nlemlerine azami
Olctide dikkat edilmesi, enfeksiyonlar1 6nlemede ve tedavisinde dnemli
bir yer tutacaktir.

Ulkemizde enfeksiyonlarin takibinde ve kontroliinde, siirveyans
calismalari ile ulusal veriler elde edilmeli ve radikal antibiyotik kullanim

politikalar1 belirlenmelidir.
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7.

Insan saghgi iizerine olumsuz etkileri oldugu bilinen biyofilmlerin
olusumlarinin tam olarak anlagilmasi ile ilgili yapilacak ¢alismalar 6nem
arzetmektedir. Biz de c¢alismamizda A. baummannii, S. aureus,
P. aeruginosa ve C. albicans suslarina ait biyofilm formasyon verilerinin
bu konuda ¢alisma yapacak arastiricilara ve konuyla ilgili literatiire katki

saglayacagini diislinmekteyiz.
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