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1. OZET

Nonfermentatif Gram-negatif bakteriler (NFGNB) immiin sistemi
baskilanmis ve Ozellikle ila¢ tedavisi alan hastalarda, artan oranlarda, firsatgi
patojenler olarak infeksiyonlara neden olmaktadirlar. NFGNB’den Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia ve
Burkholderia cepacia oOnemli hastane infeksiyonlarina yol ag¢maktadirlar.
Mikroorganizmalarin virulans 6zelliklerinden olan biyofilmler, kateterler, eklem ve
kalp protezleri gibi kalici ya da kalic1 olmayan tibbi araglar1 veya kistik fibrozis gibi
bazi hastaliklarda solunum yollarini kolonize eden bakterilerin bakteri ylizeylerinde
glikokaliks 6zellikte mukoid bir yap1 olup, bakteriyi antibakteriyel ajanlar ile konak
bagisiklik sisteminden koruyarak kronik infeksiyonlara zemin hazirlayabilirler.
Calismamizda ¢esitli klinik orneklerden izole edilen Pseudomonas aeruginosa
(P.aeruginosa), Acinetobacter baumanii (A.baumanii), Stenotrophomonas
maltophilia (S.maltophilia) ve Burkholderia cepacia (B.cepacia) izolatlarinin
biyofilm iiretimi ve antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi amaglandi. Biyofilm
olusumunun belirlenmesinde Kongo Kirmizili Agar (KKA), Standart Tiip (ST)
Yontemi ve Mikropleyt (MP) Ydntemi kullanildi. 150 adet non-fermentatif Gram-
negatif bakteri izolatinin CRA ydntemine gore izolatlari 71°1(%47,33) biyofilm
pozitif iken 79’u(%52,67) biyofilm negatif olarak tespit edildi. Kristal viole boyar
madde kullanilarak yapilan ST yontemine gore izolatlarin 57°si(%38), biyofilm
pozitif iken *u(%52,67) biyofilm negatif olarak tespit edildi. Safranin boyar madde
kullanilarak yapilan ST yontemine gore ise 65’1(%43,33) biyofilm pozitif olarak

tespit edilirken 85°1(%56,67) biyofilm negatif olarak belirlendi. Kristal viole boyar



madde kullanilarak yapilan MP yontemine gore izolatlarin 61°1(%40,66), biyofilm
pozitif iken 89°u(%59,34) biyofilm negatif olarak tespit edildi. Safranin boyar
madde kullanilarak yapilan MP yontemine gore ise 83’1(%55,33) biyofilm pozitif
olarak tespit edilirken 67°si(44,67) biyofilm negatif olarak belirlendi. Farkli klinik
orneklerden izole edilen mikroorganizmalarda biyofilm varlig1 orani konu ile ilgili
yapilan diger c¢alismalarla uyumlu bulunmustur. Biyofilm olusumunun
belirlenmesine yonelik yapilan test yontemleri arasinda gold test olarak ifade edilen
mikropleyt yontemi, yaptigimiz ¢alismada da en yiiksek biyofilm pozitiflik oranina
sahip olarak bu durumu desteklemistir. Biyofilm pozitif olan Acinetobacter
baumanii (A.baumanii) suslarinin disk difflizyon yontemine goére belirlenen
antimikrobiyal duyarlilik sonuglarma gore en ¢ok direng Amoksisilin-
Klavunat(AMC) ve Trimetroprim- Siilfometoksazol(SXT)’e iken bu durum
Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) ‘da ciprofloxasin(CIP) ve Trimetroprim-
Stlfometoksazol(SXT) seklinde gergeklesti.

Sonug olarak, non-fermentatif Gram negatif suslarinda biyofilm tiretiminin
belirlenmesinde kullanilan yontemler arasinda biyofilm poziflik oran1 en fazla
safranin boyast kullanilarak yapilan MP yontemi olmustur. Bunun yanisira
antimikrobiyallere karsi direng gelisiminde biyofilm olusumunun 6nemli rol
oynadig1 sonucuna ulasildi.

Anahtar Kelimeler: Non-Fermantatif Gram Negatif Bakteriler, Biyofilm,

Antibiyotik Direnci



2. ABSTRACT

Biofilm Formation of Non Fermantative Gram Negative Bacteria and
Determination of Antibiotic Sensitivity

It is known that nonfermantative Gram-negative bacteria can cause
infections increasingly, as opportunistic pathogens, in patients having supressed
the immunological system and receiving drug treatment. NFGNB which are
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas
maltophiha and Burkholderia cepacia cause important nasocominal infections. The
virulance features of microorganisms that are mucoid structures in glycocalic in the
bacterial surfaces that colonize respiratory tracts in certain cases such as biofilms,
catheters, joints and cardiac protheses or in certain diseases such as cystic fibrosis
and they protect against host infectious system by bacterial antibacterial agents,
they can prepare the ground. The aim of this study was to determine the biofilm
production and antibiotic susceptibilities of isolates of Pseudomonas aeruginosa
(P.aeruginosa) Acinetobacter baumanii  (A.baumanii) Stenotrophomonas
maltophiha (S.maltophilia) and Burkholderia cepacia (B.cepacia) isolated from
various clinical specimens. Determination of biofilm formation was carried out by
using congo red agar (CRA), standart tube (ST) method and mikroplate (MP) were
used. It was found that 71(%47.33) of the isolates of nonfermantative Gram-
negative bacterial isolate were 79(%52,67) biofilm was negative and 57(%38) of
the isolates were positive 93(%52,67) compared to the ST method using crystal
viole stain, whereas biofilm was negative (%52,67) compared to ST 65(43.33) were
found to be positive and 85 (%56.67) biofilms were negative. 61(%40.66) of the

isolates and 89 (%59.34) of the biofilms were negative according to the MP method



used safran stain. Biofilm which is one of microorganizms virulenca features and
also it has characteristic that is mucoid structures in glycocalic on surface of
bacteria colonizing on catheters, joints and cardiac protheses or in case of
respiratory tract diseases such as cystic fibrosis. can cause chronicle infections by
protecting them against host’s immune system. It was aimed to determine
susceptibilities of and biofilm production of isolates from various samples, which
are Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa), Acinetobacter baumanii
(A.baumanii), Stenotrophomonas maltophilia (S.maltophilia) and Burkholderia
cepacia (B.cepacia). Standart tube (ST) method and miktoplate (MP) was used in
determining of biofilm production used Congo red agar. It was found that while
among 150 samples 71(47.33%) of the isotopes of nonfermantative Gram-negative
bacterial isolate were pozitive, the rest of samples, which means 79 (%52,67)
biofilm were. Percent 38 (%57) of the isolates were positive, percent %52,67 were
negative, according to ST method. And also according to the same method , percent
% 65 (43.33) were found to be positive and 85 (%56.67) biofilms were negative.
According to principles of cristal violent method, it was found that isolates 61
(%40,66) were pozitive and 89 (%59,34) were negative. Existence of biofilm on
Microorganizms lIsolated from various samples are in accordance with resultes of
other studies at the same topic. It was found out that the test in microplate method
called as Gold Test among tests used to determine of biofilm production has the
highest biofilm positive rate and this has supported the result found through this
study. Biofilm positive Acinetobacter baumanii (A.baumanii)’s strains were

resistant to amoksisilin-klavunat(AMC) and trimetroprim-siilfometoksazol(SXT)



but Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) was resistant to amoksisilin-

klavunat(AMC) ve trimetroprim- siilfometoksazol(SXT).

As result amongs methods used to determine biofilm production
pozitiveness rate of nonfermantative gram-negative bacteria strain the most used
method is the MP prepared by using bile paint which is used , to most extent, in
the MP . In addition it was found that biofilm production has key role in

antimicrobial resistance shaping.

Key Words: Non-fermantative Gram-negative bacterial, Biofilm, Antibiotic

Resistance



3. GIRIS

Hastane infeksiyon (HI)’ larma bagli mortalite ve morbiditedeki artis ve
artan tedavi maliyetleri, infeksiyonlarin kontrol stratejilerinin gelistirilmesini ve
olabildigince eksiksiz bir sekilde uygulanmasini gerekli kilmaktadir. Bu nedenle
her merkezin kendi hasta profilini, hastane florasini olusturan mikroorganizmalari,
bunlarin direng paternlerini, her boliimdeki Hi dagilimini ve sikligini bilmesi ve bu
parametrelere bagli olarak dogru stratejileri gelistirilmesi gerekmektedir (1).
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’ inde HI’nun, her y1l 77.000 in {izerinde liime

ve yillik 5-10 milyar dolarlik bir harcamaya sebep oldugu bilinmektedir (2; 3)

Gilinimiizde antibiyotik kullaniminin yaygin ve kimi zaman kontrolsiiz
olmasi nedeniyle kullanilan antibiyotiklere kars1 direng 6nemli bir sorun haline
gelmistir (3). HI” nun siklig1 ve antibiyotik duyarlilig1 iilkeden iilkeye, hastaneden
hastaneye ve ayn1 hastanenin farkli birimlerine gére degismektedir (4). Giiniimiizde
Hi’nunda Gram-pozitif bakteriler daha sik goriilmesine ragmen Gram-negatif
bakterilerin 6nemi de giin gectikge artmaktadir. Gram-negatif bakterilerin
antibiyotiklere kars1 direng gelistirmesiyle bunlarin neden oldugu HI’nun 6nemi
artmakta ve mevcut antibiyotiklerle bu infeksiyonlarin tedavisi zorlagsmaktadir.
Ozellikle yogun bakim iinitelerinde (YBU) gériilen HI’larinda yiiksek dozda, genis
spektrumlu parenteral antibiyotik kullanimi gerektiginden bu {initelerde ¢oklu ilag
direnci (CID) daha 6nemli hale gelmektedir. Direngli bakterilerin neden oldugu
infeksiyonlarda, mortalitenin artmasi, hastanede yatis siiresinin uzamasi ve

maliyetin artmasi nedeniyle dnemli sorunlar olusmaktadir (5).



Hastane innfeksiyonlarinda goriilen bakterilerin sayica artis1 ve bu grup
bakterilerde antibiyotiklere karsi goriilen diren¢ degisiklikleri nedeniyle, son
yillarda hem yeni patojenler ortaya ¢ikmig, hemde bilinen mevcut patojenler yeni
virulans ve diren¢ mekanizmalar1 kazanmistir. Hastane infeksiyonlarinda giderek
onem kazanan nonfermentatif Gram-negatif bakteriler (NFGNB), su igeren
ortamlardan kdken almis olan, minimal {ireme kosullarinda iireyebilen ve viriilans
yoniinden g¢esitlilik gosteren bir organizma grubudur. Bu grupta Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Acinetobacter, Burkholderia, Flavobacterium ve Alcaligenes

cinsleri yer almaktadir (6; 7).

Biyofilm; mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, herhangi bir yilizeye ya
da Dbirbirlerine yapismalarin1 saglayan ve biiyiime oranlari ve gen
transkripsiyonlaria bagli olarak farkli fenotipik 6zellik gosterebilen ve biyofilmi
olusturan mikroorganizmanin i¢inde gomiilii olarak bulundugu ekstraselliiler
polimerik maddeden (EPS) olusmus matriks olarak tanimlanmaktadir. Biofilm
olusturabilme kabiliyetinin; bakteriyel adherans ve antibiyotik fagositoza karsi
direncte onemli rolleri oldugunun bilinmesinin yaninda, bakterilerin bir topluluk
olusturarak yeni gen modiilasyonlariyla ortama adaptasyon yetenegi

kazanmalarinin kesfiyle beraber tibbi 6nemleri daha da artmistir (8).

Biyofilmlerin halen giiniimiizde dogal kapak endokarditi, osteomyelit,
kronik bakteriyel prostatit, orta kulak infeksiyonlari, tibbi implant infeksiyonlar1 ve
ozellikle kistik fibrozis (KF) hastalarinda gozlenen kronik akciger infeksiyonlariyla
iligkili oldugu bilinmektedir. Olusan biyofilmin, genetik olarak planktonik

formlarina gore 10-1000 kat daha direncli olmasi ve tedavi sonrasi relaps oraninin



yiiksek olmasi, biofilm olusturan bakterilerin sebep oldugu infeksiyonlarin 6nemini

bir kat daha arttirmaktadir (9).

Bu c¢alismada, firsatg1 patojenler olarak bilinen, mortalite ve morbititesi
yiikksek olan HI’larma sebep olan NFGN bakterilerde biyofilm olusumunu ve

antibiyotiklere kars1 olusturulan direncin belirlenmesi amaglanmustir.

3.1. Nonfermentatif Gram Negatif Bakteriler

Nonfermentatif Gram-negatif bakteriler immiin sistemi baskilanmis ve
ozellikle ilag tedavisi alan hastalarda, firsatg1 patojenler olarak infeksiyonlara neden
olmaktadirlar (10). Bu mikroorganizmalar insanlarda derinin bakteriyel florasi
basta olmak iizere solunum yolu florasi ve oral florada bulunmaktadirlar. Dogada
toprak, su ve nemli ortamlarda bulunmalarinin yani sira 6zellikle hastane ortaminda
yaygin olarak bulunmaktadirlar. NFGN bakteriler kazanilmis ilag direnci tasimaya
egilimlidirler. Bununla birlikte direngli suglarla meydana gelmis olan
infeksiyonlarda kullanima giren yeni antimikrobiyal bilesenlere kars1 da bakteriyel

direncin hizla artmakta oldugunu bildiren raporlar mevcuttur. (11).

Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa), Acinetobacter baumanii
(A.baumanii), Stenotrophomonas maltophilia (S.maltophilia) ve Burkholderia
cepacia (B.cepacia) onemli hastane infeksiyonlarina yol agan NFGN bakteriler
arasinda yer almaktadir (12). Neden olduklari kronik infeksiyonlar arasinda
septisemi, solunum yolu infeksiyonlar1 ve genitoiiriner sistem infeksiyonlari,
intrakraniyal infeksiyonlar, endokardit, gastrointestinal sistem infeksiyonlari,

cerrahi alan infeksiyonu gibi bir¢ok nozokomiyal infeksiyonlar bulunmaktadir (13).



3.1.1. Pseudomonas aeruginosa

Gliniimiizde en 6nemli firsat¢i patojenler arasinda yer alan P.aeruginosa dogada;
toprak, su ve bitkilerde bulunur. Saglikli bireylerde kolonize olabilen bu bakteriler
spor olusturmayan, 0,5-0,8 um eninde ve 1,5-3,0 um boyunda diiz veya hafif kivrik
Gram-negatif basiller olup, Pseudomonadaceae ailesi i¢indeki en patojen tiirdiir (9;
14) Polar flagel nedeniyle hareketlidir. P.aeruginosa en iyi 37°C’de iiremesine
ragmen 42°C’de iireyebilme 0Ozelligine sahiptir. Cogu susta, ekstraseliiler
polisakkarit olan alginat bulunur. Alginat sentezinin fazla miktarda olmasi,
bakterinin mukoid koloni olusturmasina neden oldugu gibi, biyofilm olusumunda
da biliyik Oneme sahiptir. P.aeruginosa’ nin pek ¢ok karbon kaynagini
kullanabiliyor olmasi kompleks besiyerlerinin yani sira basit besiyerlerinde de
tireyebilme avantaj1 saglamaktadir. Bakteri 45-50°C 1silarda ve distile suda dahi
tireyebilme yetenegine sahip oldugundan izolasyonlar1 kolaydir. P.aeruginosa igin
secici besiyerleri bulunmakla beraber setrimid agar deterjan icerdigi nedeniyle
diger mikroorganizmalarin {iremesini onleyen selektif bir besiyeridir. P.aeruginosa
nitrat igeren ortamlarda nitrati son elektron alicisi olarak kullanabildiginden zorunlu

aerop olmasinin yaninda anaerop kosullarda da iireyebilmektedir (14; 15; 16).

Pseudomonas aeruginosa nin izole edildigi klinik 6rnekler infeksiyonlara
bagl olarak degismekle birlikte piiy, yara ve yanik siiriintiileri, idrar, BOS, kan,
balgam, vb. Orneklerdir. Yiizeylere tutunmayi saglayan pek c¢ok adezin
P.aeruginosa' da bulunmaktadir. Bakterinin u¢ kisimlarinda bulunan pili; hem
konak dokulara adezyondan sorumlu olup, hem de cansiz yiizeylerde biyofilm

olusumunda rol alan virulans faktérlerden biridir. Bunun yanisira P.aeruginosa‘da



bulunan néraminidaz enzimi ile de epitel hiicrelere aderans kolaylasmis olur (14;

17; 18)

Enterobacteriaceae ailesi tiiyelerinden kolaylikla ayirt edilebilmesini saglayan
sitokrom oksidaz aktivitesi P.aeruginosa’nin tasidigi en 6nemli 6zelliklerinden
biridir. Bu 6zellikleri nedeniyle karbonhidratlar1 fermente etmezler. Ancak glikoz,
fruktoz ve ksiloz gibi sekerlere oksidatif etki gosterirken, laktoz ve sukrozu okside

etmez. indol ve H,S testleri negatiftir (17; 18).

Saglikli insanlarda nadiren hastaliga neden olmalarina ragmen, insanlarda
sikla karsilagilan saprofit bir mikroorganizmadir. Bagisiklik sisteminin
baskilandig1 durumlar (konak savunmasinin bozulmasina neden olan yanik, kanser
kemoterapisi, uzun vadeli genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, iiriner veya
damar  ici  Kkateter, endotrakeal entiilbasyon  ayrica  ndtropeni,
hipogammaglobulinemi, kompleman eksikligi gibi) infeksiyon olusumuna zemin

hazirlar (17).

Pseudomonas aeruginosa’'nin neden oldugu infeksiyonlar kolonizasyon,
invazyon ve sistemik yayilim olmak tizere ii¢ asamada gergeklesir. Cilt ve mukoza
yiizeylerine kolonize olan bakterilerin yayiliminda viriilans faktorleri, konagin
immun direnci ve fiziksel savunma mekanizmalari Onemli yer tutmaktadir.
Infeksiyon, kolonizasyon asamasinda kalabilir veya sistemik infeksiyonlara neden
olabilir (14; 19; 20). P.aeruginosa’nin virulans faktorleri ve biyolojik etkileri Tablo

1’de gosterilmistir (17).
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Tablo 1. Pseudomonas aeruginosa *nin virulans faktorleri ve biyolojik etkileri.

Virulans faktorleri Biyolojik etkileri
Yapisal Faktorler
Kapsiil: Mukoid polisakkaridin yapilmasi.

Adhezyon saglanmasi
Antibiyotiklerin bakterisidal etkisinin azaltilmasi.
Nétrofil ve lenfosit aktivasyonunun 6nlenmesi.

Noraminidaz: Piluslarin adhezyonunun kolaylastiriimasi.
Piluslar ve nonpilus Akciger ve yara yerine adhezyon saglanmasi.
Adezinler:

Lipopolisakkarid: Endotoksik aktivite.

Pyosyanin: Siliyer fonksiyonunun bozulmasi.

Inflamasyonun baslatilmasi.
Toksik oksijen radikallerinin salinmasi ve doku hasari.

Toksin ve Enzimler
Ekzotoksin A: Protein sentezinin EF2 etkileyerek dnlenmesi
Doku hasarinin olugmasi

Ekzototoksin S: Immiinsiipresyonun saglanmasi

Sitotoksin: Protein sentezinin 6nlenmesi, immiinosiipresyon
Lokosit fonksiyonlarinin bozulmast

Elastaz, Alkalin proteaz: Pulmoner mikrovaskiiler yapilarin hasarlanmasi

Fosfolipaz C: Elastin igeren dokularin harabiyeti

Rhamnolipid: Inflamasyonun baslatilmasi

Lesitin iceren dokularin harabiyeti ve pulmoner siliyer
aktivitenin inhibisyonu

Pseudomonas aeruginosa’ nin hiicre disina salgiladigi bir¢ok virulans
etmeninin kontrolii ve biyofilm olusumunun; birbiri ile iliskili “las” ve “rhl” olarak
tanimlanan 1ki CA sistemi ile kontrol edildigi yapilan calismalarda ortaya
konmustur (21). Bu sistemler; biyofilm olusumu, elastaz (LasA ve Las B), alkalen
proteaz, hidrojen siyanid, ekzotokzin A, piyosiyanin, lektin, rhamnolipid, sigma
etmen (rpoS), ve siiperoksid dismiitaz basta olmak {izere pek¢ok virulans etmeninin
iretimini kontrol eder (22).

Pseudomonas aeruginosa sadece toplum kaynakli infeksiyonlarda degil ayni
zamanda hastane kaynakli infeksiyonlarda da énemli bir yere sahiptir. Ozellikle
yogun bakim {initeleri basta olmak iizere, cerrahi ve yanik iinitelerinde siklikla

karsilagilan mikroorganizmalardir. P.aeruginosa ile infeksiyon gelisme riski
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altinda olanlar ¢ogunlukla mekanik ventilasyon, antibiyotik tedavisi, ve kemoterapi
alan hastalardir. Mikroorganizmalar kullanilan birgok antibiyotige kars1 direngli
olmalar1 ve konagin savunma sisteminin baskilanmis oldugu durumlar nedeniyle
genellikle sebep olduklar1 infeksiyonlar agir seyirli devam etmekte ve tedavileri
oldukga zorlagsmaktadir. P.aeruginosa bagisiklik sistemi baskilanmig olan, mekanik
ventilasyon alan ve antibiyotik tedavisi goren hastalarda gelisen pndmonilerin 6nde

gelen nedenleri arasinda yer almaktadir (14; 20).

3.1.2. Burkholderia cepacia Kompleks

Toprak, su ve bitkilerden izole edilebilen bir mikroorganizma olan B.cepacia
kompleksi, infeksiyon etkeni olan diger bakterilerden daha nadir olarak kronik
granulomatozis hastaligi olanlarda, kanser hastalarinda, ve transplantasyon
hastalarinda ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir (23; 24).

Ozellikle kistik fibrozis hastalarinda oldukga ciddi problemlere neden olan
bir bakteri olan B.cepacia kompleksi bir akciger patojeni olarak bildirilmektedir
(25).

Burkholderia cepacia kompleksi, bakteriyal kokenli akciger patojenleri
olarak sunulan Staphylococcus aureus, P.aeruginosa ve Haemophilus influenzae
(H.influenzae) gibi son zamanlarda biiyiikk 6nem tasidigi bildirilmektedir. Bunun
yanisira B.cepacia kompleksi hastane infeksiyonlarina neden oldugu gibi hastane
disinda da temas yolu ile de siklikla bulasabilen bir patojendir (26).

Burkholderia cepacia kompleksin solunum yolu infeksiyonlarinda
P.aeruginosa ile beraber bulunabildikleri ve bu durumda kistik fibroz hastalari igin

olduk¢a 6nemli patojenler olarak yer aldiklari bildirilmistir (27). Duyarli hastalar

12



arasinda kolaylikla yayilma 6zelligine sahip olan B.cepacia kompleksinin temas ile
birlikte hizla yayilabilen bir bakteri oldugu bildirilmistir (28; 29).

Son yillarda akciger infeksiyonlarimin siddetlenmesinde B.cepacia
kompleksi tiirlerinin biiyiik rol oynadig1 belirtilmektedir. Bunun yanisira B.cepacia
kompleksi tarafindan infekte olmus kistik fibroz hastalarinda siddetli ilerleyen
bakteriyemi ile birlikte solunum bozuklugunun da ortaya ¢iktigr bildirilmektedir
Burkholderia cepacia kompleks bakterileri i¢in 1985 yilinda selektif bir besiyeri
olan B.cepacia Selektif Agar (BCSA) gelistirilmesi ile birlikte kistik fibrozlu
hastalardan daha fazla izole edilebilmistir (30; 31).

Burkholderia cepacia kompleks ile infekte olan hastalarin ¢ogunda kronik
bir seyir goriilmekte ve bakterinin virulansina bagli olarak kademeli olarak
hastalarin durumlar1 bozulabilmektedir. Bu durumda gelisen ates ve bakteriyemi
hastalarin bir yil igerisinde kaybedilmesine neden olmaktadir. Klinikte “Cepacia

sendromu” denen bu durum hastalarin yaklasik %20’sinde ortaya ¢ikmaktadir (24).

Sivi ortamlarda treyebilen B.cepacia kompleks bakteriler dezenfektan
cozeltileri, distile su, fizyolojik tuzlu su gibi sivilar1 kontamine edebilmektedir.
Diyalizat sivilarinda da treyebilmeleri nedeniyle hemodiyaliz hastalarinda

salginlara neden oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (32).

Burkholderia cepacia kompleks suslarinin neden oldugu infeksiyonlarin
kontrol edilebilmesi, bu bakterinin pek ¢ok antibiyotige kars1 gelistirdigi direngten
otliri olduk¢a zordur. Bu sebeple bakterinin duyarli oldugu antibiyotigin

belirlenmesi ve tedavinin dogru verilmesi olduk¢a 6nem tagimaktadir (27; 28).
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Burkholderia  cepacia  kompleks  antibiyotiklere en  direngli
mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir. Aminoglikozid ve polimiksinlere
intrensek direng gosterir. ila¢ atim pompalari nedeniyle, kloramfenikol,
trimethoprim ve florokinolonlara, B-laktamaz enzimleri sayesinde de B-laktam
antibiyotiklere kars1 direnglidir. Kistik fibrozisli hastalardan izole edilen suslar

genellikle ¢oklu ilag direncine sahiptir (24).

3.1.3. Stenotrophomonas maltophilia

Stenotrophomonas maltophilia (S.maltophilia ) ilk dnce Pseudomonas cinsi
icinde, daha sonra Xanthomonas cinsi i¢inde, bugiin ise Stenotrophomonas cinsi
icinde yer almaktadir. Son zamanlarda artan oranlarda izole edilen, S.maltophilia
nozokomiyal infeksiyonlara neden olan firsat¢1 bir patojendir (33). S.maltophilia
dogada, sularda, toprakta, bitkilerde, insan ve hayvan diskilarinda, siitte ve hastane
ortaminda yaygin olarak bulunmaktadir. Nehir, kuyu suyu, atik sular ve sise

suyunda da tespit edildigi bildirilmistir (34; 35).

Toplum kaynakli infeksiyonlardan nadiren izole edilen S.maltophilia ¢oklu
antibiyotik direncine sahip olmalar1 nedeniyle hastane infeksiyonlarina neden
olmaktadir. Giiniimiizde hastanelerde ve ozellikle hastanelerin yogun bakim
iinitelerinde (YBU) gittikge artan oranda infeksiyon etkeni olarak izole
edilmektedirler (36). S.maltophilia klinik &rneklerden en ¢ok soyutlanan
P.aeruginosa ve A.baumanii tiirlerinin ardindan en sik izole edilen Gram-negatif

nonfermentatif bakteridir (34; 37).

Zorunlu aerob olan S.maltophilia’ nin optimal tireme sicaklig1 35°C olup, 5°C

altinda ve 40°C tizerindeki sicakliklarda {ireyemez. Normal atmosfer basincinda
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veya %5°lik CO2 iceren ortamda iireyebilir. Kanli agar, EMB agar ve MacConkey
agarda tireyebilir. Kanl1 agarda diizgiin kenarli, parlak, beyaz, acik sar1 veya gri
renkte olabilen koloniler olusturur. MacConkey ve EMB agarda laktoz negatif
koloniler goriiliir (34; 38; 39). Kanli agarda birlesen kolonilerin etrafinda yesil renk
degisimi gozlenebilir. S.maltophilia’ nin beta hemoliz yapmadigi kabul

edilmektedir (34; 38; 39).

Metabolik olarak nispeten inaktif oldugu kabul edilen S.maltophilia glukozu
okside edebilir. Jelatin ve eskiilini hidrolize eden S.maltophilia katalaz ve lizin
dekarboksilaz pozitiftir. S.maltophilia’ nin arjinin dekarboksilazi, tire hidrolizi,
nitrat ve nitrit olusumu negatiftir. Oksidaz negatiftir, ancak bazi suslarda oksidaz
reaksiyonu hafif pozitiflik verebilir. Ortonitrofenil-beta-dgalaktopiranozid (ONPG)

testi pozitiftir (38; 40)

Stenotrophomonas maltophilia oksidaz reaksiyonun olumsuz, DNAz olumlu
olmasi ile Pseudomonas’lardan, kolistin ve polimiksin B’ye duyarli olmasi,
oksidasyon-fermentasyon reaksiyonunun negatif olmasi ve DNAz pozitif olmasi ile

B.cepacia’dan ayrilir (38; 41)

Virulans faktorleri ¢ok iyi bilinmeyen S.maltophilia’nin patojenitesi ve klinik
orneklerden izole edildiginde gergek infeksiyon, kolonizasyon veya kontaminasyon
ayirmm tam olarak yapilamamaktadir. Infeksiyonun siklikla immiin sistemi
baskilanmis kisilerde gelismesi virulansin nispeten diisiik olabilecegini

diistindiirmektedir (34; 42).

Stenotrophomonas maltophilia DNAz, RNAz, fibrinolizin, lipaz,

hyaliironidaz, elastaz gibi ekstraseliiler enzimler iiretmektedir. Bu enzimlerin
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S.maltophilia patogenezinde rol oynadig: diisiiniilmektedir. Alkalin serin proteaz
en Oonemli virlilans faktorii olup, insan serumunu ve doku proteinlerini yikan bir
enzimdir. Bu enzim kollajen, fibronektin ve fibrinojenin protein komponentlerini

yikar. Lokal doku hasar1 ve hemorajiden sorumludur (34; 38; 42; 43).

Stenotrophomonas  maltophilia’nin ~ dis  membran  lipopolisakkariti
kompleman aracili hiicre 6liimiine kars1 koymada ve kolonizasyonda rol oynayan
onemli bir virulans faktoriidiir Yapilan calismalarda lipopolisakkarit kaybinin

S.maltophilia virulansinda azalmaya yol a¢tig1 gosterilmistir (44; 45).

Biyofilm olusturabilme 6zelligi S.maltophilia’nin  bir diger virulans
faktoriidiir. Ozellikle flagella ve fimbrial adezinler biyofilm olusumu ile iliskilidir.
Fimbriyal protein SMF-1 epitel hiicrelerine adezyonda ve inert yilizeylerde biyofilm
olusumunda gorev alir (44; 45) Plastik yiizeylere tutunabilme yetenegi ile kateter,
solunum cihazlari, protezler gibi tibbi cihazlarda kolonizasyona, biyofilm
olusumuna ve damar yolu ile iligkili enfeksiyonlara neden olabilir Biyofilm iireten
S.maltophilia suslar1 fagositlere ve antibiyotiklere daha direngli olmaktadir (40; 46;

47).

Stenotrophomonas maltophilia, c¢ogunlukla yogun bakim {initelerinde
mekanik ventilator alan hastalarda, KF hastalarinda ve immiin sistemi baskilanmis
hastalarda morbidite ve mortaliteye yol agan nozokomiyal bir patojendir.
S.maltophilia KF’1i hastalarda solunum yolundan artan siklikta izole edilmektedir.
KF’li hastalar arasinda prevalansin giin gegtikce arttig1 bildirilmistir. S.maltophilia
ozellikle eriskin KF’li hastalarinda daha yiiksek oranlarda izole edilmektedir (48;

49).
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Bakteriyemi ve pnomoni S,maltophilia nin sebep oldugu ve siklikla
komplikasyonlara neden olan ve 6liimle sonuglanan hastane infeksiyonlaridir. Bu
mikroorganizmanin neden oldugu hastane infeksiyonlar1 genellikle damar igi
katater, dezenfektan sollisyonlar, mekanik solunum cihazlar1 araciligiyla
olmaktadir. Stenotrophomonas maltophilia "nin neden oldugu diger infeksiyonlar
arasinda damarig¢i ilag kullananlarda ve kardio pulmoner cerrahi sonrasi1 goriilen
endokardit, uzun stireli lens kullananlarda veya okiiler cerrahi sonrasi ortaya ¢ikan
endoftalmit, menenjit nérocerrahi sonras1 komplikasyon olarak goriilen menenjit
sayilabilir. Ayrica S.maltophilia’nin izole edildigi seliilit ve miyozit olgulari rapor

edilmistir (42; 50; 51).

Bir¢ok antibiyotige dogal olarak direngli olan P.aeruginosa ve
S.maltophilia sik mutasyonlar ile tiim tedavilere direngli hale gelebilmektedir.
Dolayisiyla ile hastaneler ve 6zellikle yogun bakim iiniteleri gibi asir1 antibiyotik

kullanilan ortamlarda 6nemli infeksiyonlara neden olabilmektedirler (52; 53).

3.1.4. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii, 1-1,5 um eninde, 1,5-2,5 um boyunda, optimal 35-
37°C'de tireyen Gram-negatif basillerdir. Zorunlu aerop olup, hareketsiz, sporsuz
ve kapsiilliidiir. Enterobacteriaceae iiyelerinden, anaerop kosullarda iireyememesi
ve nitrat rediiksiyonunun negatif olmas1 o6zellikleri ile ayrilir. Gram boyamada

kristal viyole boyasin1 zor birakmasi nedeniyle Gram-pozitif gibi gézlenebilir (54).

MacConkey agarda hafif pembe renkli koloniler olusturur.
Pseudomonas’lardan oksidaz testinin negatif olmasi ile ayirililar. Glikoz ve laktozu

okside etmesi, iireaz testinin negatif olmasi Acinetobacter tanisimi destekler.
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Vankomisin, sefsulodin ve sefradin iceren Leeds Acinetobacter Medium (LAM)

besiyeri Acinetobacterler igin selektif besiyeri olarak kullanilmaktadir (55; 56).

Acinetobacter baumannii dogada yaygin olarak bulunmakta olup, insan deri
florasinda normal flora elemani olarak bulunabildiginden klinik 6rneklerden
cogunlukla izole edilebilmektedir. Ozellikle viicudun nemli bolgelerinde sik¢a
bulunan A.baumannii tiirleri insan derisinin dogal konakgilari arasinda kabul
edilmektedir. Saglikli insanlarin %25’inin derilerinde Acinetobacter tiirlerini
tasidig1  diistiniilmektedir. Acinetobacter tiirleri hastane c¢alisanlarinin  deri
florasinda en sik izole edilen nonfermentatif Gram-negatif basildir. Bu durum,

direngli bakterinin hastane ortaminda yayilmasinda son derece 6nem tasir (57).

Diger mikroorganizmalarla kiyaslandiginda A.baumannii tirleri kuruluk,
farkli 1s1 ve pH dereceleri gibi olumsuz kosullara dayanikli olmalar1 nedeniyle
cansiz ylizeylerde uzun siire canl Kkalabilmektedirler. Dogada toprak, su ve

yiyeceklerde saprofit olarak serbest yasayabilmektedirler (55; 58).

Saglikli insanlarda normal flora eleman1 olan A.baumannii basta agiz olmak
lizere, list solunum yollarinda, genitotiriner sistemde ve alt gastrointestinal sistemde
bulundugu yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur. Faringeal kolonizasyon ise %7
oraninda goriilmektedir (55; 58; 59). Yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarin
digkilarinda ¢ogul ila¢ direngli A.baumannii tiirlerinin izole edildigi yapilan

caligmalarda bildirilmistir (54).

Acinetobacter baumannii turleri hastanelerde kullanilan buhar makinesi,

periton diyalizat banyolar1, musluklar, yatak kenarlari, tansiyon aletleri, anjiyografi
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kateterleri, mekanik ventilasyon cihazlarinin yanisira hastane havasindan bile izole

edilmistir (55; 60).

Hastane personelinin derisinde siirekli olarak bulunan A.baumannii tiirleri en
yaygin honfermentatif Gram-negatif bakterilerdir. Bu nedenle hastane ¢alisanlari,
rezervuar insanlar ve cansiz materyaller, hastalar arasinda gecis i¢in uygun bir
ortam saglamaktadir (55). Ozellikle yogun bakim {initesinde (YBU) yatan
hastalarin yaklagik %71’ ini yatis1 takip eden birinci haftanin sonunda
A.baumannii ‘tiirlerinin kolonize oldugu ve bu hastalarda A.baumannii’nin sebep
oldugu infeksiyonlarin arttigi yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur (61).
A.baumannii infeksiyonlar1 igin en 6nemli risk faktorleri arasinda hastanede uzun
stireli yatis, cerrahi miidahale sonrasi endotrakeal tiip takilmasi, intravaskiiler,
ventrikiiler veya iiriner kateter uygulamasi, invaziv alet varligi, genis spektrumlu
antibiyotik kullanimi, parenteral beslenme ve mekanik ventilasyon gibi islemler yer

almaktadir (58).

Genellikle hastane kaynakli infeksiyonlara neden olan. Acinetobacter tiirleri,
toplum kaynakli infeksiyonlara nadiren sebep olurlar. Tiim organlarda ozellikle
stiptiratif infeksiyonlara neden olan Acinetobacter tiirleri arasinda en ¢ok ve en
ciddi klinik tablolara neden olan bakteri 4.baumannii’ dir. A.baumannii’ pnémoni,
bakteriyemi, sepsis, menenjit, liriner sistem ve yumusak doku infeksiyonlarina

neden olurlar (58).

Acinetobacter tiirlerinin virulans potansiyelleri bagisiklik sistemi normal
olanlarda diisiik oldugundan infeksiyon olusturma olasiligi oldukg¢a diisiiktiir.

Diisiik 1s1 ve asidik pH’da iireyebilme o6zelliklerinin yanisira bilinen sitotoksin
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tiretimi yoktur. A.baumannii’nin sahip oldugu ve bakteri hiicre duvarinda bulunan

lipopolisakkaritin endotoksijenik 6zelligi hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. (55).

Fagositozdan bakteriyi koruyan polisakkarit kapsiil, insan epitel hiicrelerine
adherans1 giiclendiren fimbria, dokulardaki yaglar1 pargalayan enzimler ve
bakteriyosin varligi virulans faktorleri arasinda sayilabilir. Baz1 Acinetobacter
tirlerinin dis membran reseptdr proteinleri gibi sideroforlar1 {irettikleri
gosterilmistir. 4.baumannii’nin 6énemli virulans faktorlerinden biriside bakterinin
insan viiciidunda tireyebilmesi i¢in gerekli olan demiri saglayabilme oOzelligidir

(55).

3.2. BIYOFILM

Yirminci yiizyilin ikinci yarisindan sonra, teknolojik gelismelere bagli olarak
(6zellikle elektron mikrsokobunun artan kullanimi ile birlikte), mikrobiyoloji
alaninda Onemli mesafeler kaydedilmeye baslanilmistir. Bu doneme kadar,
bakterilerin sivilarin igerisinde, planktonik olarak ve ayni zamanda diger
mikroorganizmalardan bagimsiz olarak, serbest bigimde tek olarak bulundugu
diisliniilmiis olup, yapilan c¢alismalarla durumun bdyle olmadigi aksine
mikroorganizmalarin canliliklarimi siirdiirebilmek igin planktonik formdan ziyade
herhangi bir yiizeye tutunmak suretiyle biyofilm denilen bir yapi olusturarak
canliliklarimi devam ettirdigine dair kanitlarin ortaya ciktifi pekcok calisma
yapilmistir  (62). Nemli ve 1slak yiizeylerde olusan mukoidal yapidaki
mikroorganizmalarin fenotipik olarak planktonik formlarindan daha farkli olduklari

bildirilmis ve bu mukoidal yapilar biyofilm olarak adlandirilmigtir (63).
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Biyofilmler ve 6zellikleri ile ilgili genel teori 1970 1i yillardan giiniimiize
artarak bildirilmeye devam etmektedir. Biyofilm ile ilgili bilimsel ¢alismalarin
artmasi ile birlikte biyofilm yapisi, olusum nedeni ve mekanizmas: ile ilgili
caligmalar hizla ilerlemis ve bdylece derin yeralt1 sular1 ve okyanusun derinlikleri

haricinde biyofilmlerin varligi tiim dogal ekosistemlerde tespit edilmistir (64).
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3.2.1. Biyofilm ve Onemi

Biyofilm, bakteriyel hiicrelerin mikrobiyal olarak degisime ugramasiyla
herhangi bir yiizeye veya birbirine tutunarak, matriksde denilen hiicre disi
ekzopolisakkarit madde igerisine gomiilii halde bulunan bir tek mikroorganizmadan
koken alan, genetik yap1 ve protein sentezi agisindan planktonik formundan
tamamen farkli, makroskobik olarak opak yapida, ortalama 100-500u boyutlarinda,
farkli ortamlara gore degisen en ve boyda, kaygan, piiriizsiiz, giderilmesi zor bir

yapidir (62).

Bakteriler tercihen olumsuz sartlarda biyofilm yaparlar. Biyofilm olusumu
sonrast sessil hiicreler tarafindan sentezlenen eksopolisakkarit maktriks, biyofilme
viskoelastik bir yap1 kazandirir (65). Bakterilerin uygun kosullarda olusturduklari
biyofilmler kirilgan bir yapiya sahipken, uygun olmayan kosullarda {irettikleri
biyofilmlerin viskozitelerinin arttig1 ve mekanik kirilmalara karsi1 daha dayanikli

oldugu bildirilmistir (66).

Biyofilmin temel birimini bir veya birkagc tiirdeki bakteri hiicresinden olusan
mikrokoloniler olusturur. Mantar benzeri sekle sahip olan mikrokolonilerin %10-

25’1 hiicrelerden, %75-90’1 ise EPS matriksinden olusmaktadir (66).

Endiistriyel su sistemlerinde ve petrol boru sistemlerinde énemli sorunlara
neden olan biyofilmlerin tiptaki 6nemi sadece disteki plaklardan ibaret olmayip,
basta yabanci cisim infeksiyonlar1 olmak iizere ¢ok sayida kronik infeksiyonda rol

oynadig tespit edilmistir (67).
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Biyofilm yapisinin bakterilerin adheransinda, antibiyotik direncinde ve
fagositoza kars1 onemli bir engel oldugunun bilinmesi son yillarda tibbi 6nemini
arttirirken; bakterilerin bir araya gelerek topluluk olusturmalar1 ve gen
modiilasyonu araciligiyla ortama adapte olmalar1 (Quorum sensing) tibbi 6nemini

daha da arttirmistir (68).

Biyofilmler antibiyotik tedavilerinde ayni genetik yapiya sahip planktonik
formlarina oranla 100-1000 kat daha fazla direng gelistirmektedirler. Biyofilmlerin
fagositoza karsi olusturduklar1 diren¢ ve tedavi sonrasi relaps oraninin yiiksek
olmasi biyofilmi olusturan mikroorganizmalarin uzaklastirilmasinin nedenli gii¢

oldugunun en 6nemli gostergesidir (69).

Biyofilm olusumunun basta dogal kapak endokarditi, osteomiyelit, kronik
bakteriyel prostatit, dental tasiyicilik, tibbi implant infeksiyonlari, orta kulak
infeksiyonlar1 ve 6zellikle kistik fibrozisli kronik akciger hastaliklar1 olmak tizere

pekcok hastalikta 6nemli bir yer tuttugu bilinmektedir (8).
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Biyofilmin sematik yapis1 Sekil 1°de gosterilmistir.

Paslanmaz Celik

Sekil 1. Biyofilm ve olusum asamalari (70).

3.2.2. Biyofilm Yapis1

Biyofilmler {i¢ boyutlu olarak incelendiginde, mikroorganizmalarin
yiizeyinde diizensiz bir halde bulunan ekzopolisakkarit yapida bir matriksten
olugmaktadir. Biyofilm matriksinin genisligi ve yogunlugu sadece hiicresel ve
hiicresel olmayan yapilar arasinda degil, ayn1 zamanda bakteri tiirleri arasinda da
degiskenlik gosterdigi yapilan ¢alismalarda ortaya ¢ikmistir. Biyofilmlerin biiyiik

bir bolimii (%73-98) hidrate sekildedir (71).

Mikroskobik olarak incelendiginde biyofilmler igerisinde kanal sistemlerinin
bulundugu, mevcut ortamda bulunan organik ve inorganik yapidaki molekiillerin
ekstraseliiler matrikste toplanmasiyla, mercan kayaliklarina benzer bir yap1

olusturan ve bu yap1 iizerinde piramid veya mantar seklindeki uzantilardan olusan
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bir yap1 goriiniimiinde oldugu tespit edilmistir. Biyofilmin yogun ve kompleks olan
bu mercan kayalik goriintimlii yapisi, ortamdaki organik ve inorganik molekiillerin

ekstraselluler yap1 igerisinde bir araya gelmesiyle olusmaktadir (71).

Ortamda yer alan besinlerin hiicre i¢ine alinarak kullanimi ile biyofilm
igerisinde olusan atiklarinin uzaklastirilmasi biyofilmin gelisme potansiyeli ile
iliskili olup, bunlarin yanisira besin azlig1 sonucu eksprese olan Quorum-Sensing
(QS) molekiillerinin salinimi, Oz varligi, ortamin pH’1i, karbon kaynagi ve

ozmolarite de biyofilm gelisimde ¢ok 6nemli bir etkiye sahiptir (71).

Yapilan calismalar ile baz1 6karyot ve prokaryot hiicreler tarafindan salinan
ve bakterinin gen ekspresyonunu diizenleyerek hiicreler arasi sinyal iletimini
saglayan (acylated homoserine lactonase ve benzeri) molekiillerin biyofilm
yapiminin  diizenlenmesinde de rol oynadigi Dbelirlenmis ve biyofilmin
patojenitesinde ve ¢cevreye uyumunda 6nemli bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir

(72).

3.2.3. Biyofilm Olusumunu Etkileyen Faktorler

Biyofilm olusumunun ilk adimi bakterinin yiizeye yapismast kabul edilir.
Bu ilk adim bakterinin yapisacagi yiizeyin fizikokimyasal 6zelliklerine baghdir.
Bakteri, virlis vb. mikroorganizmalarin substrata yapisabilmesi onlarin hidrofobik
ozellikleriyle dogrudan iligkilidir. Yapilan ¢alismalarda Salmonella spp. ve Listeria
monocytogenes (L.monocytogenes)’ in hidrofobik ylizeye sahip alanlarda daha fazla

bulunduklar tespit edilmistir (72).
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Biyofilm olusumunu etkileyen faktorleri i¢ ve dis faktorler olmak iizere iki
gruba ayrabiliriz. I¢ faktorleri su, besin maddelerinden faydalanabilme,
antimikrobiyal madde varligi, pH degeri, oksijen varlig1 ve oksijen ihtiyaci ile
elektriksel yiik degiskenligi gibi durumlar olustururken dis faktorleri ise materyalin
ylizeyi, ylizey alani, yiizeyin piiriizlii olup olmamasi, sivinin akis hizi ve sivinin

yogunlugu ile besin maddesi kithig1 seklinde siralanabilir (73).

Ayni1 zamanda bakteri yiizeyinin biyokimyasal yapisinin da tutunmada
onemli rol oynadig1 ortaya konulmustur. Mikroorganizmalarin sicakliga, bagil

neme, kalinti miktaria bagli olarak uzun siire ortamda ¢ogalmadan bulunabildigi

bilinmektedir (74).

3.2.4. Biyofilm Olusum Basamaklari

Mikroorganizma, glikokaliks ve yiizey bir biyofilmin olugmasi igin gerekli
bilesenlerdir ve bu bilesenlerden birinin eksikliginde biyofilm meydana gelmez
(66). Bir biyofilmin yapis1 %95-97 su, %2-5 mikroorganizma, %1-2 polisakkarid,
%1-2 protein, %1-2 DNA ve iyonlardan olugsmaktadir. Biyofilmlerin yapisinda tek
bir bakteri tiiri bulunabildigi gibi yapisinda ¢ok sayida farkli bakteri tiiriinii de
barindirabilirler Farkli bakteri tiirlerinden meydana gelen biyofilmlerde her tiir
kendi mikrokolonisini olusturmaktadir. Biyofilmi olusturan bu farkh
mikrokoloniler su kanallari araciligiyla birbirlerinden ayrilmaktadir. Biyofilmde
yer alan bu kanallar mikroorganizmalar tarafjndan ihtiya¢ duyulan su akisi, besin
maddelerinin taginimi ve oksijenin diflizyonunu saglarlar. Olgun bir biyofilmin

meydana gelmesi biyofilmin yapisina, biyofilmi olusturan bakteri tiirline ve
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cevresel faktorler ile iliskili olarak birkag dakika ile birkag hafta siirebilir. Ornegin;

P.aeruginosa’nin elektrik yiiklii bir yiizeye yapismasi sadece 30 saniye alir (2).

Biyofilm ile ilgili yapilan calismalarda biyofilm gelisimi ile ilgili pekgok
gen bulunmus ve bu genlerin metabolik aktiviteler, hiicre duvar yapimi, adezyon,
guorum sensing, stres cevabi ve plazmide baglanmada etkili olduklar1 gériilmiistiir.
Mikro ¢evrede meydana gelen degisiklikler biyofilm olusum siirecinde gen
ekspresyonlarinda degisiklikler yaparak biyofilm olusumunu hizlandirmaktadir.
Biyofilm olusumuna etki eden genlerin bir kism1 biyofilm olusumunu arttirirken bir
kismu da azaltmaktadir. Biyofilmi meydana getiren genetik materyal plazmidler
araciligi ile de kolaylikla aktarilmaktadir (75).

Uygun mikroorganizmalarin varliginda biyofilm gelisimi neredeyse her
cevre ve her yiizeyde meydana gelebilir. Biyofilm olusumu 5 evrede

gerceklesmektedir: Biyofilm olusum asamalar1 Sekil 2° de sematize edilmistir (76).

Sekil 2. Biyofilm olusum asamalari.
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3.2.4.1. Tutunma

Bakterilerin ilk olarak bir ylizeye tutunmalari ile biyofilm olusumu
baslamaktadir. Dinamik bir olay olan biyofilm olusumunda, ilk adim olan
tutunmay takiben biyofilm fenotipinin olusmasini saglayan bir dizi genetik islem
baglar. Cevresel uyarilarin bakteriler tarafindan fenotipik degisikliklere
dontistiiriilebilmesi igin, bakteriler bir verici ve bir alicidan olusan diizenleyici bir
sisteme sahiptir. Tutunma olayini takiben biyofilm olusumunda farklilagsma
isleminin baslamasi, ¢evreyi algilama sistemi olarak adlandirilan (QSS) haberlesme
sisteminden gelen yamtlar ile gergeklesir. Bu sistem sayesinde bakteriler
bulunduklar1 ortamdaki bakteriyel popiilasyonun yogunlugunu belirlerler. Yiizeye
tutunmayla baslayan biyofilm olusum siirecinde her bakteri, ortama diisiik molekiil
agirliklarina sahip haberci molekiiller salgilar. Birbirleriyle iletisim saglayan ve
yiizeye tutunan bakterilerin sayisi arttik¢a, bu sinyalin lokal konsantrasyonlari
artmaktadir. Gittik¢e artan sinyal molekiilii konsantrasyonu sayesinde biyofilm

olusumuna yonelik bir dizi islem baslatilmaktadir (77).

Bakteri hiicreleri arasinda gelisen etkilesim baslangicta zayif ve geri
doniistimlii tutunmadir; geri doniisiimlii tutunma siirecini etkileyen ¢esitli uzun
mesafe etkilesim giigleri, elektrostatik giic ve hidrofobik etkilesimlerdir. Geri
doniistimlii tutunma ¢ok az bir durulama gibi kesici gii¢ akimlari ile ortadan
kaldirilabilir (78). Biyofilm olusumundaki bir sonraki ¢ok onemli basamak ise
bakterilerin irreversble tutunmasidir. Bakterilerin flagella, fimbria ve pili gibi yiizey
uzantilarmin varligi ve ekzopolisakkarit fibrillerinin iiretiminden dolay: yiizeyle

temasin devam etmesi, itici giiclerin bakteri ile yiizey arasindaki direkt kontaktin
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engellenmesindeki en énemli sorunu ortadan kaldirdigi gériilmektedir (79). Geri
doniistimsiiz tutunma dipol-dipol etkilesimi, hidrojen, iyonik ve kovalent baglar ve
hidrofobik etkilesimleri igerir. Yiizeyle geri doniisiimsiiz tutunmaya olanak
saglayan fibriller bakteri hiicresi ile yiizey arasinda koprii gorevi géren polimerik
yapilardir. Geri doniislimsiliz tutunma siirecinde hiicrelerin ylizeyle iliskisinin
kesilmesi veya ortadan kaldirilmasi i¢in firgalama ve ovalama gibi ¢ok giiclii

kuvvetler gereklidir (80).

3.2.4.2. Yapisma

Bakterilerin kuvvetli bir sekilde tutunma islemi olan yapisma olayinda,
yiizeye tutunan bakteriler, hiicrelerin birbirine ve ylizeye tutunmasini saglayan
hiicre zarinda yer alan proteinlerin uyarimi sonucunda ekzopolisakkarid yapida

materyal sentezlemeye baglar (81).

Pseudomonas aeruginosa tiirii bakterilerden olusan biyofilmlerin neden
oldugu kistik fibrozis olgularinda yapigsmayi saglayan virulans faktorii aljinat
yapidadir. Ekzopolisakkarid madde ayni zamanda bakterinin olumsuz ¢evre

kosullarindan korunmasini da saglar (81).

3.2.4.3. Toplanma

Yiizeye tutunan bakterilerin boliinlip ¢cogalmasiyla olusan mikrokoloniler
biyofilmin en kii¢iik organizasyon birimini olusturmaktadir (82). Ortamda yer alan
planktonik bakterilerin olusan mikrokolonilerin {izerine yapigsmastyla kolonizasyon

saglanir. Bu periyotta yapisan planktonik bakteriler, hiicrelerin yilizeye
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sabitlenmesini ve ¢evreden gelen bozucu etkilere, karsi koymasini saglayan polimer

EPS iiretimi gergeklestirir (83).

3.2.4.4. Olgun Biyofilm Olusumu

Biiyliyen mikrokoloniler daha kompleks bir yapiya sahip olan mantar
seklindeki yapilara veya kulelere doniiserek olgun biyofilmi meydana getirirler
(84). Mantar veya kule benzeri yapilar olusturan mikrokolonilerin aralarinda
besinlerin biyofilm igerisine ulastirilmasini ve ayni zamanda biyofilm igerisinde
olusan metabolik atiklarin uzaklastirilmasini saglayan bir dolagim sistemi benzeri

gorev yapan su kanallar1 bulunmaktadir (85).

3.2.4.5. Kopma veya Ayrilma Evresi

Fiziksel kuvvetlerin etkisiyle yada biyofilm olusum prosesinin bir sonucu
olarak, tek bir bakteri veya multiple hiicrelerin emboli seklinde biyofilm
tabakasindan kopmasi nedeniyle bakteri veya bakteriler bir arada ortama yayilirlar
(86). Hiicreler bu asamada biyofilm yapisini terk ederek planktonik formlarina geri
donerler (87). Artan akis kuvveti (88), hiicre igerisinde goriilen enzimatik bozulma,
EPS veya yiizey baglayan proteinlerin agiga ¢ikmasi gibi iglemler biyofilm
hiicrelerinin kopmasinda 6nemli rol oynamaktadir (89). Bunlarin yani sira ortamda
var olan besin maddelerinin tiilkenmesi de hiicresel kopuslarin énemli etkenleri

arasindadir (90).

3.2.5. Biyofilm ve Gen Transferi

Bakterilerin bulunduklari mevcut ortam, diger bakterilerle iletisimleri ve

kendi i¢lerindeki yapisal degisimlere bagli olarak genetik materyallerinde meydana
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gelen degisikliklerin ¢ok c¢esitli oldugu ve bunlarin genis bir perspektif

sergiledikleri yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur (91).

Ekstrakromozomal DNA (plazmid) degisimi i¢in biyofilmin ideal bir yap1
olusturdugu ortaya konmus ve biyofilmi olusturan bakteriler arasinda gergeklesen
konjugasyonun, planktonik formdaki bakterilerden ¢ok daha fazla goriildiigii tespit
edilmistir. Biyofilm olusturmaya daha yatkin olan bakterilerin konjugasyona hazir

plazmid igeren bakteriler olduklar1 6ne siirtilmiistiir (92).

Alict ve verici arasinda aktarilan DNA yapisinda patojenite, toksijenite,
antibiyotik ve dezenfektan direncini kodlayan genler olabilecegi bildirilmistir. Bu
dirence bagli olarak, biyofilmin antimikrobiyallere karsi gelisen direncin

olusmasinda 6nemli rol oynayabilecegi one siirtilmiistiir (93).

3.2.6. Quorum Sensing Sistem (QSS-Mikrobiyel Populasyon Etkilesimi)

Hiicreden hiicreye yollanan ve “Quorum Sensing Sistem (QSS)” olarak
adlandirilan iletisim sinyalleri araciligiyla bakteriler biyofilm olusumunu kontrol
etmektedir. Bakteriler patogenezileri i¢in bulunduklari ortama uyum saglarlar ve
bulunduklar1 ortamdan gelen uyarilari algilayarak, bu uyarilara cevap gelistirirler.
Mikroorganizmlar ortam kosullarinda meydana gelen herhangi bir degisim
neticesinde yapilarinda bir takim degisiklikler meydana getirerek yeni ortam
kosullarina adapte olmaya c¢alismaktadirlar. Birgok genin kontrolii altinda
gerceklesen Quorum Sensing Sistemi bakterinin  bulunduklar1 ortamdaki
popiilasyon yogunlugunu saptamasina yardimci olan bir sistemdir (94). “Minimum
popiilasyon birimini algilama” olarak da ifade edilen “Quorum sensing” sistemi
sayesinde bir noktada toplanan bakteriler biyofilmin temelini olustururlar (95).
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Mikroorganizmalar ¢evresel uyarilara bagh olarak planktonik formda yada
bir yiizeye tutunmus olarak bulunabilirler. Besin kaynaklarindaki yetersizlige baglh
olarak duragan faza geg¢is olay1 gelisir ve ¢ogunlukla bakteriler kendilerini biyofilm

i¢cinde korumaya alir (96).

“Quorum sensing” sistemi sayesinde bakteriler davranislarini koordine
ederler ve besin kaynaklarina adaptasyon gelistirirler. Ayni besin igin yarigan diger
bakterilere karsi savasabilir ve en Onemlisi, infeksiyon sirasinda viriilans
faktorlerinin  regiilasyonu sonucu konakta immiin yanittan kagabilir.
“Autoinducer”da olarak adlandirilan sinyal molekiilleri “Quorum sensing” sistemi
icinde en onemli rolii iistlenir. Gram-negatif bakterilerde sinyal molekiilleri asil
homoserin lakton (AHL), siklik dipeptidler iken, Gram-pozitif bakterilerde ise
kiiciik peptidlerdir. “Autoinducer-2” ise hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif

bakterilerde sinyal molekiilii olarak gérev yapar (97).

Pseudomonas aeruginosa’da AHL sinyal molekiiline ek olarak
Pseudomonas kinolon sinyal molekiilii (PQS) bulunur. Yapisal olarak kinolonlara
benzemekte olan PQS, AHL’ye bagli “quorum sensing” sistemini modiile

etmektedir (98).

Pseudomonas aeruginosa’da AHL ailesi liyelerinin yer aldigi las ve rhl olmak
tizere iki “quorum sensing” sistemi bulunmaktadir (99). Kistik fibrozis olgularinin
balgam orneklerinde her iki sistemin de aktif olduklar1 saptanmistir. Bu olgularda
P.aeruginosa izolatlarinin ortak Ozellikleri arasinda siklikla mukoidal yapida
olmalari, aljinat sentezinin asir1 miktarda olmasi ve neden olduklari infeksiyonlarin

antibiyotik tedavilerine yeterli yanit vermemesi seklinde sayilabilir. P.aeruginosa’
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nin biyofilm igerisinde liremesi hem antibiyotiklerin etkisinden hem de immiin

yanittan korunmasini saglamaktadir (100).

Sinyal molekiilleri ile etkilesimin ayni tiirler arasinda veya farkli tiirler
arasinda olabildigi gibi farkli cinsler arasinda da pozitif veya negatif yonde
gerceklestigi gozlenmistir (101). Ay aileye ait sinyal molekiilii sentezinin farkli
Gram-negatif bakteriler tarafindan yapildigi bilinmektedir. Ornek olarak aym
sinyal molekiillerinin kullanildigi “quorum sensing” sistemine sahip olmalari
nedeniyle kistik fibrozisli hastalarin akcigerlerinde infeksiyona yol agan ve ciddi
mortalite nedenlerinden olan P.aeruginosa ve B.cepacia’nin birbirlerinin viriilans

faktorlerinin sentezine yardimci olmasi verilebilir (102).

Hastane infeksiyonlarinda 6nemli bir firsatgi patojen olan P.aeruginosa
viriilans faktorlerinin sunumunu “quorum sensing” sayesinde gerceklestirebilir.

Biyofilmler kronik infeksiyonlara zemin hazirlayan 6nemli bir viriilans faktoriidiir

(103).

Bakteri lletisimi

Sekil 3. Biyofilm yapisinda sinyal molekiillerinin iletimi (104).
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3.2.7. Neden Biyofilm

Biyofilm olusturan bakteri formlar1 ile planktonik formlar arasinda ciddi bir
gelisme geriligi olmasina ragmen bakterinin biyofilm olusturmasini gerektiren bir

takim durumlar vardir. Bunlar:

3.2.7.1. Savunma

Bir takim fiziksel giiglere karsi (kan akimi ve tiikiiriigiin yitkama giicii gibi)
dayaniklilig1 olan biyofilm strese cevap olarak olugmaktadir. Biyofilm olusturan
mikroorganizmalar, besin azhig1, fagositoz, pH degisiklikleri, oksijen radikalleri,
dezenfektanlar ve antibiyotiklere kars1 planktonik formdaki mikroorganizmalardan
daha direnglidir. EPS molekiilii bulundugu bakteriyi elektriksel ¢ekim gibi gii¢
alanlarindan uzaklagtirarak savunmada 6nemli rol oynar ve bakteriyi inflamatuar
hiicrelerin fagositozundan korurlar (69). Mikroorganizmalar bulundugu ortamdan
aldig: sinyaller sayesinde tehlikede oldugunu algilayip mevcut genleri yardimiyla
biyofilm olusturur ve boylelikle kendilerini koruma altina almis olmaktadirlar. Bu
nedenle biyofilmler kronik seyirli infeksiyonlarda bu 6zelligi kazandiran 6nemli bir

faktor olarak bilinmektedir (69).

3.2.7.2. Adhezyon ve Kolonizasyon

Mikroorganizmalar agisindan biyofilm olusturmak, yasam ig¢in gerekli olan
ortamda kalabilmenin en bilinen yoludur. Bilindigi gibi viicut, bakterilerin
yasamasini saglayan ortam olup, bakterilerin biyofilm olusturarak yasamasi icin
primer bir motivasyon olusturmaktadir. Bir takim stratejiler bakterinin viicudun

herhangi bir bolgesinde sabit kalabilmesini saglamaktadir. Bakterilerin adheransi
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kendilerine ait yiizey proteinleri vasitasiyla, konak¢inin fibrinojen, fibronektin,
vitronektin, elastin gibi ekstrseliiler matriks proteinlerine yapismalar1 seklinde
gerceklesir. Bu matriks ve adhesin proteinleri konakg1 ile bakteri arasindaki
adheransin olusmasinda anahtar rol oynamaktadirlar (105). Adherans sonrasi
yerlesen bakteriler bir yandan iireyerek cogalirken diger yandan da biyofilm
olusumunu gergeklestirirler. Biyofilmin bakteri adheransini arttirirdig1 ancak ilging
olanin ise biyofilm olusumu ile birlikte bakteri motilite ve adhezyon faktérlerinin

ekspresyonunda bir baskilama olmasidir (106).

3.2.7.3. Yasanabilir Cevre Gelistirme

Bakteri tarafindan kullanilabilir glukozun ortamda olmasmin o6zellikle
Pseudomonas’lar, Vibrio cholerae (V.cholerae), E.coli ve Staphylococcus ’larin
EPS ekspresyonunu ve dolayisiyla biyofilm olugumunu belirgin bir sekilde
arttirdig1 yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur. Biyofilm olusumunda bakterinin
gen regiillasyonunu indiikleyen karbon katabolitlerinin 6nemli rol oynadigi
bildirilmistir. Bu durumun bakterinin konak¢ida uygun bir ortam olusturarak
kalabilmesini saglamak i¢in biyofilm olusumunun gerekliligi hipotezini ciddi bir

sekilde desteklemektedir (90)

3.2.7.4. Kominite Olusturma

Kominite kazanglarin ortak paylasimi olarak ifade edilmekte olup,
mikroorganizmalarin ortama adaptasyonundaki beraberlik bakterilerin biyofilm
olusturmasinda siklikla goriilmektedir. Bakteriler ortama uygun olarak eksprese
ettikleri genler vasitasiyla biyofilm olusturabildikleri gibi yine ayni genler

vasitastyla ortamdan aldiklar1 uyaranlar (besin, pH, 1s1 vs.) yardimiyla planktonik
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forma gegebilmektedirler. Bakterilerin ¢evre faktorlerine benzer yanit vermeleri ve
benzer fenotipik degisiklikler gostermeleri kommensal yasamlarinin en onemli

gostergesidir (90).

3.2.8. Biyofilm Olusumunun Klinik Olarak Onemi

Son 30 yildir biyofilmler ile ilgili yapilan ¢alismalar biyofimlerin ne denli
onemli oldugunun anlagilmas1 agisindan kayda deger sonuclar ortaya koymustur.
Biyofilmler viicut i¢erisinde basta yiiksek ates olmak {izere ciddi organ hasarlar1 ve
hatta 6liime bile neden olabilmektedir. Biyomalzemeler iizerine tutunan bakteriler,
biyofilm olusturarak veya zaman zaman biyofilmden koparak viicutta baska

yerlerde de kronik infeksiyonlara neden olurlar (67).

Klinik agidan bakildiginda canli dokularda ve viicuda implante edilen
biyomalzemeler iizerinde biyofilmler olusabilirler (107). Biyofilm olusturan
bakteriler ile dogal kapak endokarditi, otitis media, kronik bakteriyel prostatit,
kistik fibrozis, periodontit gibi dogal seyirli hastaliklar ve bunun disinda, protez
kapak, santral vendz kateter, liriner kateter, ortopedik protez, kontakt lens ve
intrauterin cihazlar gibi yabanci cisim infeksiyonlari arasindaki epidemiyolojik bag

artik kanitlanmustir (8).

Yasamlarim stirdiirebilmek ve cogalabilmek icin ¢ogunlukla bir konaga
ihtiya¢ duyan patojen mikroorganizmalarin tutunmasi i¢in uygun proteinlere sahip
olan canli doku, ayn1 zamanda mikroorganizmalarin beslenmesi i¢in 6nemli olan
besinleri de elde etmelerini saglar. Dokulara tutunmayla birlikte uygun yasam
kosullarina sahip olan bakteriler cok hizli bir bicimde ¢ogalmaya baslar ve kisa siire

igerisinde biyofilm olusturabilirler (8).
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Doku yiizey kimyasindaki degisimler, antibiyotik tedavisi ve yaslanma ile
birlikte normal bir bakteriyel floranin patojenik hale gegmesi de s6z konusu olabilir.
Ayni sekilde patojen olmayan (saprofit) mikroorganizmalarin normal bulunduklar
ortamdan farkli bir bolgeye yerlesmeleri asir1 iireme ve buna bagli olarak zehirli
attk {iretiminin artmasina yol acarak patojen hale ge¢mesine sebep olabilir.
Yapigskan polimerler tiretip, fimbria gibi yiizey bilesenlerini kullandiklarindan
kuvvetli bir yapisma 6zelligine sahip olan mikroorganizmalar bulunduklar1 ortam
basta sivi akisi (6rnegin kan) olmak iizere mekanik hareket vb. kendileri igin

olumsuz olabilecek pekcok fiziksel sarttan korunurlar (108).

Metaller, seramikler, kompozitler ve polimerler gibi biyomalzemelerden
yapay deri, damar, kalp, eklem gibi pek¢ok protez iiretilmektedir. Viicut tarafindan
kabul edilen biyouyumlu malzemeler ayn1 zamanda bakteriler i¢inde uygun birer
ortam olabilirler. Ornegin fibronektin gibi baglayic1 (yapistiric1) proteinler viicut
hiicrelerinin kaplanmasi i¢in kullanilir ve bu proteinler sadece viicut hiicreleri i¢in
degil aynm1 zamanda bakteriler i¢in de baglayici bir fonksiyon gostermektedirler
(108). Patojen mikroorganizmalarin biyomalzemeye ulasabilmeleri iki sekilde
gerceklesmektedir. Bunlardan birincisi, iiretim veya implantasyon asamasinda
kullanilan biyomalzemenin bakterilerle temasi sonucu infekte olmas1 ve viicuda bu
sekilde yerlesmesi seklinde olur. Ikincisi ise, viicut icerisinde bulunan veya agiz,
burun gibi viicudun dis ortama agilan kisimlarindan viicuda bulasan
mikroorganizmalarin viicut sivilar1 vasitasiyla biyomalzemeye ulasmasi seklinde
gerceklesir. Mikroorganizmalarin canli dokularda bagisiklik sistemiyle karsi
karsiya gelmemeleri, sentetik biyomalzemelerin mikroorganizmalara sagladiklar

en onemli avantajdir. Bunun yanisira, mikroorganizmalarin sentezledigi hiicre dis1
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polisakkarit matris i¢in biyomalzemelerde bulunan Al*3, Mg*? gibi baz1 metallerin
destek malzeme olusturmasidir. Boylece mikroorganizmalarin olumsuz c¢evre

kosullarina kars1 daha dayanikli hale gelmesi saglanir (67).

3.2.9. Biyofilmlerin Neden Oldugu Infeksiyonlar

Biyofilmlerin neden oldugu infeksiyonlarin bulunma sikligi ve modelini
belirlemek giiglik arz etsede biyofilmlerin, dental plak, {ist solunum yolu
infeksiyonlari, peritonit, lirogenital infeksiyonlar ve yabanci cisim infeksiyonlari
gibi pekgok durumla ilgili olduklart sdylenebilir. Kronik infeksiyonlardan normal
flora olusumuna kadar pek ¢ok yerde biyofilmler, 6nemli bir rol oynamaktadirlar.
Biyofilm olusumu; S.aureus, S.epidermidis, viridans streptokoklar, Enterococcus
spp., Actinomyces spp., E.coli, P.aeruginosa, B.cepacia, A.baumanii V.cholerae,
Klebsiella spp. ve Candida ssp. gibi birgok mikroorganizmada bildirilmistir.
Herhangi bir yiizeye adherans yeteneginin biyofilm olusturan bakterilerde, biyofilm

olusturmayan bakterilere oranla daha fazla oldugu bilinmektedir (109).

Konak savunmasi basta olmak tizere antibiyotiklerden ve dezenfektanlardan
korunmayi saglayan biyofilmler 6zellikle biyofilm igerisinde yer alan bakterilerin

konak savunmasindan korunmasinda anahtar rol oynar (110).

Gastroenterik infeksiyonlarin %30’undan Aeromonas larin neden oldugu
biyofilm olusumlar1 sayesinde gergeklestigi yapilan caligmalar sonucu ortaya
cikmigtir. Aeromonas tiirlerinin konak hiicrenin yiizeyine tutunmasinda kritik rol
oynayan lateral ve polar flagellalar1 ile biyofilm olusumu sirasinda 6nemli rol
oynadiklar1 gosterilmistir. Polar flagella yiizme hareketi ve ilk tutunma ile intestinal

kolonizasyonda rol oynarken lateral flagella ise, belirgin bir sekilde hiicrelere
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tutunmada rol oynamaktadir. Bu flagellalar insan bagirsak hiicrelerine
tutunabilmekte olup, tiim bu bulgular her iki flagellanin Aeromonas 'larin biyofilm

olusumu esnasinda ylizeylere tutunmasinda etkili oldugu sonucunu

desteklemektedir (109).
3.2.9.1. insanlarda Biyofilmlerin Neden Oldugu Infeksiyonlar

Biyofilm ile iligkili bir¢ok insan infeksiyonu mevcuttur. Patojen
mikroorganizmalar ve sorumlu olduklar1 infeksiyonlar Tablo 2’de gosterilmistir

(111).
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Tablo 2. insanlarda biyofilm ile iliskili infeksiyonlar. (111)

Infeksiyonun Ad1

Biyofilm olusturan mikroorganizma

YBU’de gelisen pndmoni
Cerrahi siitiirler
Arteriyovenoz santlar
Kontakt lensler

Uriner kateterler, sistit
Peritoneal dializ (CAPD) peritoniti
Intrauterin araclar
Endotrakeal tiipler
Hickman kateterleri
Santral vendz kateterler
Mekanik kalp kapaklari
Vaskiiler greftler
Ortopedik araglar

Penil protezler

Dental protezler
Periodontit

Otitis media

Iskelet-kas enfeksiyonlari
Nekrotizan fasiit

Safra yolu enfeksiyonlari
Osteomyelit

Bakteriyal prostatit
Dogal kapak endokarditi

Kistik fibroz pndmonisi

Gram-negatif basiller

S.epidermidis ve S.aureus

S. epidermidis ve S.aureus
P.aeruginosa ve Gram-pozitif koklar
E. coli ve diger Gram-negatif basiller
Cesitli bakteri ve mantarlar
Actinomyces israelii ve digerleri
Cesitli bakteri ve mantarlar
S.epidermidis ve Candida albicans
S.epidermidis ve digerleri

S.aureus ve S.epidermidis
Gram-pozitif koklar

S.aureus ve S.epidermidis

S.aureus ve S.epidermidis

Asidojenik Gram-pozitif koklar (Streptokoklar)
Gram-negatif anaerobik oral bakteriler
H.influenzae

Gram-pozitif koklar (6rn. stafilokoklar)
Grup A streptokoklar

Enterik bakteriler (6rn. E. coli)

Cesitli bakteri ve mantarlar — siklikla mikst
E.coli ve diger Gram-negatif basiller
Viridans streptokoklar

P.aeruginosa ve B.cepacia

3.2.9.2. Tibbi Cihazlarda Biyofilm Olusumu

Son yillarda iizerinde en c¢ok calisilan konulardan biri tibbi cihazlarda

biyofilm olusumu olup, bir¢ok cihaz {izerinde biyofilm olusumu gosterilmistir

Prostetik kalp kapakgiklari, kontakt lensler, intrauterin cihazlar, iiriner kateterler ve
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santral venodz kateterler en sik biyofilm olusumu gozlenen cihazlar arasinda

sayilabilirler (67).

Cerrahi olarak Prostetik kalp kapakgiklarinin (PKK) implantasyonundan
sonra, doku hasar1 meydana gelmekte olup, siitiir hattinda ve PKK {izerinde fibrin
ve platelet akiimiilasyonu olmaktadir. Sonrasinda buraya mikroorganizmalarin
gelip yapismasiyla biyofilm olusumu baslamaktadir (112) . Erken donemde etken
olarak kogiilaz negatif Staphylococcus izlenirken ge¢ donemde etken olarak
koagiilaz negatif Staphylococcus’lar ile birlikte Streptococcus, Enterococcus,

S.aureus, Gram negatif kokobasiller veya funguslar izole edilebilmektedir (8) .

Santral venoz kateterle (SVK) iliskili infeksiyon orani bagka hicbir tibbi
cihazda bu kadar yiiksek olmayip, %3-5 olarak bildirilmistir (113). Biyofilm
olusumu SVK’in gerek lizerinde gerekse liimeni igerisinde yaygin bir sekilde
gerceklesmektedir (114). SVK direkt olarak kan akimiyla temas halinde
oldugundan, yiizeyi plateletler, plasma, albiimin, fibrinojen, fibronektin ve laminin
gibi doku proteinleriyle kaplanmakta ve mikroorganizmalarin bu doku proteinlerine
ve plateletlere yapismasiyla ve biyofilm olusumu baglamaktadir (115).
Kateterizasyonu takip eden ilk birka¢ giin icerisinde kolonizasyon ve biyofilm
olusumu baglar. SVK infeksiyonlarinda en sik izole edilen mikroorganizmalar
S.aureus, kogiilaz negatif Staphylococcus, P.aeruginosa, K.pneumoniae, E.faecalis

ve Candida albicans (C.albicans) olarak siralanabilir (115).

Biyofilm olusumunun yaygin olarak goriildiigli cihazlar arasinda tiriner kateterler,
kontakt lensler ve intrauterin cihazlar gelmektedir (116). Hem sert hem de yumusak

kontakt lensler mikroorganizmalarin kolaylikla yapisabildigi cihazlardir (117).
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Kontakt lenslerle iliskili enfeksiyonlarda saptanan mikroorganizmalar arasinda
P.aeruginosa, S.aureus, S.epidermidis, Serratia spp., E.coli, Proteus spp , ve

Candida ilk akla gelenlerdir (117).

Pelvik enflamatuar hastalik olusumunda intrauterin cihazlar, 6nemli etkenlerdendir.
Intrauterin cihazlar bircok mikroorganizma tarafindan kolaylikla kontamine

olabilmekte olup, biyofilm olusumu pek ¢ok yayinda gosterilmistir (117).

3.2.10. Biyofilm ve Antibiyotik Direng iliskisi

Bakterilerin %99’ unun biyofilm i¢inde bulundugu ve insanlardaki bakteriyel
infeksiyonlarin en az %65’ inden biyofilm olusumunun sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. Konak cevabindan kurtulup antibiyotik tedavisine siklikla direng
gostermeleri, biyofilm igerisindeki bakterilerin en 6énemli 6zelligidir. Laboratuvar
kosullarinda (in-vitro) yapilan testlerde biyofilmi olusturan bakterilerin, serbest
bakteriler i¢in belirlenen minimum inhibisyon konsantrasyonundan (MiK) birkag
yiiz veya bin kez fazla antibiyotik konsantrasyonuna direng gosterdikleri

bulunmustur (118).

Viicut igerisinde (in-vivo) yer alan serbest bakteriler antibiyotikler ile yok
edilerek enfeksiyon riski azaltilabilirken, antibiyotik tedavisi kesildigi andan
itibaren biyofilm olusumunun gézlendigi rapor edilmistir. Antimikrobiyallere kars1
direng, mikroorganizmalarin biyofilm olusturmalariyla oldukga artar. Tek basina
bulunan bir mikroorganizma, herhangi bir antimikrobiyal ile kolayca inhibe
edilebilmesine ragmen, ayni1 mikroorganizma biyofilm mimarisi i¢inde yer aldigi

zaman ayni antimikrobiyal ile inhibe etmek oldukga zorlasir (119).
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Biyofilmin dogal yapis1 ve biyofilm i¢indeki mikroorganizmalar antibiyotik,
dezenfektan ve germisid gibi antimikrobiyal ajanlara kars1 direng gdstermektedir.

Direng gosterme mekanizmalari su sekilde agiklanabilir (105).

Sekil 4. Biyofilmde antibakteriyellere karsi gelisen direng (118).

Yavas Penetrasyon : Sart ile gosterilen kisimlarda antibiyotik alt tabakalara ilerleyemez.
Dayanikli Fenotip > Yesil ile gosterilen kisimlarda bakteriler antibiyotige direnglidir.
Degisken Ortam : Pembe ile gosterilen kisimlarda metabolitler antibiyotiklerin etkisini
azaltir.

3.2.10.1. Antimikrobiyal Ajanlarin Ge¢ Penetrasyonu

Biyofilm matriksinden difiizyonla gecebilme antimikrobial ajanlarin hedef
hiicrede etki edebilmesi i¢in Oncelikli sarttir. Biyofilm matriksini olusturan hiicre
dis1 polimerik maddeler bir bariyer gorevi gorerek antimikrobiyal molekiillerin

yayilim hizin1 yavaslatir veya matriks ajanlariyla iliskisini keser (120).
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3.2.10.2. Biyofilmi Olusturan Mikroorganizmalarin Cogalma Hizlarimin

Degismesi

Biyofilmi olusturan mikroorganizmalarin planktonik fazdaki
mikroorganizmalara gore daha yavas biiylimesi ve bunun sonucunda antimikrobiyal
ajanlarin  bu mikroorganizmalara aliminin yavaslamasi biyofilm olusturan
mikroorganizmalardaki antimikrobiyal ajanlara karsi olusan direng i¢in 6nerilen bir

diger mekanizmadir (121).

3.2.10.3. Biyofilm Olusumuna Bagh Meydana Gelen Fizyolojik Degisimler

Besin kitlig1 veya olusan toksik metabolik maddelerin konsantrasyonlarinin
artmasi biyofilm gelisimi {izerine oldukga etkilidir ve bu durum biyofilmin derin
tabakalarinda siddetli sekilde izlenebilir. Biyofilmi olusturan
mikroorganizmalardan en az bir kismi1 besin kitlig1 yasamakta ve bu onlarin tireme

fazinda bir yavaglamaya neden olmaktadir (122).

Effluks pompasi, enzim modifikasyonu ve hedef mutasyonu gibi antibiyotik
direng mekanizmalar1 biyofilm igindeki bakterilerin direncinde rol oynamazlar.
Biyofilmin antimikrobiyal ajanlara direncinden sorumlu olan 3 ana mekanizma

yapilan c¢alismalarda bildirilmistir (123).

Antimikrobiyal ajanlarin biyofilme penetre olamamasi bu mekanizmalardan
ilkidir. Biyofilmlerin ayiric1 karakterlerinden biri olan ekzopolisakkarit matriks
tiretimi antimikrobiyallerin biyofilmi olusturan bakterilere diffiizyonunu engeller.
Antimikrobiyallerin ekzopolisakkarit matriks ile reaksiyonu veya biyofilm matriks

komponentleri tarafindan adsorbsiyonu biyofilm ic¢ine antimikrobiyal ajanin
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tasinmmin1  smarlandirabilir - (124).  P.aeruginosa  biyofilminin  piperasilinin
difiizyonunu engelledigi, S.epidermidis biyofilminin ise rifampisin ve vankomisin
difiizyonuna izin verdigi ve bu antibiyotiklerin etkin sekilde biyofilme penetre
olabildigi gosterilmistir. Biyofilm kalinlig1 ve antibiyotiklere direng arasinda lineer
bir korelasyon vardir. Bu da ekzopolisakkarid matriksin antimikrobiyal ajanlarin
difiizyonuna karst tam bir engel olusturmadigini ve farkli mekanizmalarin da
biyofilmdeki bakterilerin antimikrobiyal direncine katki sagladigini gostermektedir

(125).

Biyofilmde yer alan mikroorganizmalarin yavas biiyiime fazina girmeleri,
biyofilmlerin antimikrobiyal direncinde etkili olan diger bir mekanizmadir.
Bakteriler tarafindan ihtiya¢ duyulan besin maddelerinin ortamda bulunmamasi
durumunda bakterilerin iiremeleri yavaslar ve aktif tireme fazinin yavagladigi veya

tiremenin olmadig1 forma gegerler (67).

Antibiyotiklerin bakterisidal etkilerini gostermeleri i¢in gereksinim
duyduklar aktif tireme periyodunun sonlanmasi ve bunun sonucunda bakterilerin
sayisinin azalmasi ile ortaya ¢ikan siireg, antibiyotiklerin biyofilme smirli etki
gostermesine neden olmaktadir. Ornegin penisilin ve sefalosporinlerin bakterileri
oldiirme orani ireme orani ile orantili olup, aktif iremeyen bakteriler iizerine bu
antimikrobiyallerin  etkisi yoktur. Benzer sekilde aminoglikozidler ve
fluorokinolonlar dahil farkli smifa ait antimikrobiyaller boliinmeyen hiicreleri

oldiirebilmekle birlikte hizli boliinen hiicrelere ¢ok daha etkilidirler (126).

Biyofilmdeki degismis kimyasal ortam ve persiste hiicrelerin varlhig

biyofilmlerin antimikrobiyal direncinde ii¢iincii mekanizmay1 olusturur. Uremeyi
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sinirlandiran  kimyasal yapilar biyofilm yapisindaki antimikrobiyal potensi
degistirebilmektedir. Ornegin oksijen konsantrasyonu tek basma biyofilmdeki
aminoglikozidlerin etkinligini smirlandirabilir. Biyofilmdeki pH degisimleri de
benzer sekilde antibiyotik etkinligi {izerine olumsuz etki gdstermektedir.
Biyofilmlerdeki bakteriler sadece antimikrobiyallere degil ayn1 zamanda klorin ve

glutaraldehid gibi kimyasal dezenfektanlara da direng gostermektedir (126).

Persiste mikroorganizma populasyonu oldukc¢a korunmus spor benzeri bir
yap1 Ozelligi gostermekte olup, biyofilmdeki varligi genis antibiyotik direncinden
sorumlu tutulmaktadir. Uzun siireli antibiyotik tedavisi sonrasinda biyofilmdeki
bakteri populasyonun biiyiikk bir kisminin 6lmesine ragmen kiiciik bir bakteri
populasyonu etkilenmeden kalmasi1 persiste mikroorganizmalarin varligr ile
aciklanabilir. Cok ince biyofilmlerde bile bakterilerin antibiyotiklere diisiik

duyarlilik gelistirmeleri persiste hiicreler ile agiklanmaktadir (126).

Bakteriyel populasyonun canliligini devam ettirmesinden sorumlu oldugu
diisiiniilen persiste hiicrelerin ve persiste hiicrelerdeki fizyolojik degisikliklerin
biyofilmlerin canliliklarini siirdiirmesinde anahtar rol oynadigina inanilmaktadir.
Genel olarak, biyofilmden uzaklastirilan bakteriler ayni tiiriin primer planktonik

hiicreleri kadar duyarhdir (127).

3.2.11. Biyofilm Olusumunu Engelleme Stratejileri

Biyofilmler, inert veya canli bir yiizeye yapismis olan, basitce yikamakla
dagitilamayacak  sekilde geri  donlisimsliz  (irreversible) olan  ve
mikroorganizmalarin kendileri tarafindan iirettikleri polimerik polisakkarit matriks

igcinde olusturduklar1 karmasik bir diizendir (128). Bu olusumda besin ve oksijen
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ihtiyaci1 azalmakta, atiklar su kanallartyla atilmakta ve antibiyotiklere direng
saglanmaktadir (128).

Polisakkarit matriks biyofilm olusturan bakterilerin, antimikrobiyal ajanlarin
igeriye invazyonuna engel olarak diren¢ gostermesinde en onemli faktordiir. Bu
engelleme olaymin matriksin sadece kendisiyle reaksiyona giren antimikrobiyal
ajanlarin gecisiyle iliskili oldugu anlagilmistir (124). Tibbi cihazlarda, biyofilm
olusumunu engelleyecek mevcut ¢ok fazla secenek bulunmamaktadir. Biyofilm ile
miicadelede 6zellikle endiistri sahasinda, mekanik temizlik ve oksidatif biyocidler
kullanilmaktadir. Mekanik temizlik biyofilmi ortamdan temizlemeye, oksidatif
biyocidler ise biyofilm matriksi eritip i¢indeki sesil mikroorganizmalari 6ldiirmeye
yoneliktir (66).

Tibbi cihazlarin kontaminasyonunun engellenmesi, mikroorganizmalarin bu
cihazlara yapigsmasinin Onlenmesi, biyofilm matriksinden penetre olabilecek
antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesi tibbi cihazlardaki biyofilmle miicadele
konusunda uygulanabilecek bazi stratejiler arasinda sayilabilir. Topikal
antimikrobiyal ajanlarin kullanilmasi, kateter uzunlugunun azaltilmas: ve liimen
i¢cinin antimikrobiyal ajanlarla kaplanmas1 SVK’ler iizerinde biyofilm olusumunu
engellemek i¢in kullanilan bazi yontemler arasinda sayilabilir (129).

Biyofilmler mikroorganizmalar ve bunlar tarafindan salgilanan ekstraselliiler
polimerik bir matriksden olustugundan, tedavide bu matriksin eritilerek elemine
edilmesinin veya maksimum penetrasyon saglayabilecek molekiillerin etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir (130)].

Geng biyofilmler veya biyofilm olusumunun erken sathasinda yapilan

antimikrobiyal uygulamalarin daha etkin oldugu bilinmektedir. Yani bu asamada
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biyofilmler antimikrobiyal ajanlara daha duyarlidir. Bu nedene erken biyofilm
olusumunu saptayacak non-invaziv yontemlerin gelistirilmesi, biyofilmle iligkili
hastaliklarla miicadelede tedavinin etkinligini arttiracaktir. (130).
3.2.12. Biyofilm Tam Yontemleri

Biyofilm infeksiyonlarinin gériilme oraninda meydana gelen artig biyofilm
olusumunun kontroliine ve engellenmesine yonelik yapilan caligmalarin hiz
kazanmasina neden olmustur. Biyofilm olusumunun engellenebilmesi i¢in 6ncelikli
olarak direng¢ mekanizmalarinin anlasilmasi ve biyofilm infeksiyonlarina yeni
tedavi yaklagimlarinin gelistirilebilmesi gerekmektedir. Bunun yapilabilmesi i¢in
biyofilm olusumunu belirleme ydntemlerinin gelistirilmesi ve bu ydntemlerin
dogru uygulanmasi1 gerekmektedir. Teknolojinin gelisimiyle birlikte, deneysel
biofilm ¢aligmalarinda kullanilan yontemlerin sayisit da artmaktadir Giiniimiizde
biyofilm  olusumunun  belirlenmesinde  deney hayvanlarinda  biyofilm
olusturulmasina dayali ¢ok sayida in-vivo yontemden ve farkli pek ¢ok in-vitro
yontemden faydalanilmaktadir Gliniimiizde in-vivo, in-vitro biyofilm olusumunun
belirlenmesine yonelik yapilan c¢aligmalarinda, 151k mikroskobu, elektron
mikroskobu ya da fluoresan mikroskop kullanilarak direkt sayim, canli hiicre sayim
yontemleri, metabolik aktif boya maddeleri, radyokimyasallar siklikla
kullanilmaktadir. Metabolik aktif boya maddeleri kullanilarak yapilan biyofilm
varhiginin tesbiti ile ilgili ¢alismalar ¢ogunlukla kongo kirmizili agar yontemi
(KKA), standart tiip (ST) yontemi ve mikropleyt (MP) yontemiyle yapilmaktadir.
Standart tiip (ST) yontemi ve mikroplate (MP) yontemi, farkli iki boyar madde olan

kristal viyole boyasi ve safranin boyasi kullanilarak yapilmaktadir (131; 132; 133).
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4. GEREC VE YONTEM
Bu ¢alisma Firat Universitesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal

Laboratuarina gonderilen klinik 6rneklerden soyutlanan 150 Gram Negatif Non-
fermantatif bakteri susunda biyofilm olusumu ve antibiyotik duyarhlik testleri
yoniinden incelenmeye alinmislardir.
4.1. GEREC
4.1.1. Besiyerleri

a.Kanl Agar Besiyeri (Oxoid/Ingiltere).

b.Eosin Metilen Blue (EMB) Agar Besiyeri (Oxoid/Ingilte).

c.Cikolatams1 Agar Besiyeri (Oxoid/Ingiltere).

d.Tree Sugar Iron (TSI) (Ug sekerli demirli agar) Besiyeri.

e.Simmons Citrate Besiyeri(Oxoid/Ingiltere).

f.Crytensen Ure Besiyeri(Oxoid/Ingiltere).

g.Indol Besiyeri.

h.Cation Adjusted Mueller Hinton Broth Agar (CAMHB, Oxoid, Ingiltere).

i. Mueller-Hinton agar (Oxoid/Ingiltere).
4.1.2. Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi Amaciyla Kullanilan Malzemeler
4.1.2.1. Kongo Red Agar (KKA) Yoéntemi Ile Biyofilm Uretiminin
Saptanmasinda:

a. BHI broth

b. Kongo kirmizisi

c. Agar

d. Siikroz

e. Distile Su
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4.1.2.2. Standart Tiip (ST) Yontemi ile Biyofilm Uretiminin Saptanmasinda:
a. Safranin
b. Kristal Violet
4.1.2.3. Mikroplate (MP) Yéntemi ile Biyofilm Uretiminin Saptanmasinda
a. Safranin
b. Kristal Violet
c. 96 kuyucuklu Steril Mikrotitre Plak
4.1.3. Antibiyotik Diskleri
P.aeruginosa, A.baumanii, B.cepacia ve S.maltophilia suslarinin antibiyotik
duyarlilig1 i¢in seftazidim (30pg), piperasilin (100pg), amikasin (30pg), imipenem
(10pg), diskleri kullanildi. Bu antibiyotik diskleri Oxoid firmasindan temin
edilmistir.
4.1.4. Diger malzemeler
1. Distile su
2. Petri kutular
Kanli, EMB, c¢ikolatamsi agar besiyerinin dokiilmesi ve antibiyogram
duyarllik testlerinin yapimind i¢in 150mm capindaki plaklar kullanilmistir.
3. Tiipler
Ilag diliisyonu ve bakteri diliisyonu hazirlamak amaciyla 160x16mm
boyutlarinda cam tiipler kullanilmistir.
4. Otomatik pipetler
100 ve 1000ul’ lik pipetler ve pipet uglart kullanilmistir.
5. Lam ve Lamel

Besiyerlerinden alinan kolonilerin Gram boyamasinda kullanilmistir.
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4.2. YONTEM

Bu c¢alismada Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuar’ina gonderilen degisik ornekler (Kan, balgam/trakeal aspirat, idrar,
yara, abse, akint1 6rnekleri ) incelenmeye alinmistir.

Mikrobiyoloji laboratuarina goénderilen kan, periton sivist vb. steril viicut
stvilart ornekleri aerop, anaerop veya pediatrik BacT/Alert kan kiiltiir siselerine
alinarak otomatize kan kiiltiir cihazinda inkiibe edilmistir. Cihazda lireme gozlenen
siselerden kanli agar, EMB agar ve cikolatams1 agar besiyerlerine pasajlari
yapilmistir. Balgam, idrar, yara ve diger drnekler direkt kanli agar, EMB agar ve
cikolatams1 agar besiyerlerine ekimleri yapilmistir. Ekim yapilan besiyerleri 35°C’
de 18-24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerlerinde iireme gozlenen kolonilerden
Gram boyama yapilarak Gram negatif basil oldugu belirlenen bakteriler i¢in daha
ileri identifikasyon asamalarina gegilmistir. Incelenmeye almacak koloniler TSI
besiyeri, Simmons Citrate besiyeri, Crytensen Ure besiyeri ve indol besiyerlerine
pasajlar yapilmistir.

Tree Sugar Iron besiyerinde yalniz dipte asit (sar1) yatikta kirmizi (alkali)
goriiniimii olanlar yalnmz glukoz fermantasyonu, dipte ve yatikta asit (sari)
goriiniimii olanlar glukoz + laktoz veya glukoz + siikroz ya da glukoz +laktoz +
siikroz fermantasyonu yapmis kabul edilmistir.

Simmons Citrate besiyerinde incelenecek bakteri kolonisinden besiyerinin
yilizeyine az miktarda ekim yapilmistir. 35°C” de 24-48 saat bekletilmistir. Sitrati

kullanarak iireyen bakteriler Prusya mavisi renk olustururlar.
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Crystensen lire besiyerinde incelenecek bakteri kolonisinden besiyerine ekim
yapilmistir. 35°C° de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Ureyi hidroliz eden bakteriler
besiyerinin rengini kirmiziya doniistiirmesi pozitif olarak degerlendirilmistir.

Incelenecek bakteri kolonisinden indol besiyerine ekim yapilmis ve 18-24
saat, 35°C’de inkiibe edilmistir. Kovacs ayiract tiip kenarindan akitilarak
besiyerinin iizerinde tabakalandirilmistir. Birka¢ saniye igerisinde besiyeri ile
ayira¢ arasinda parlak kirmizi bir halkanin olusmasi olumlu sonug olarak kabul
edilmistir.

Konvansiyonel yontemlerle tanimlanamayan suslar Biomerieux (Fransa)

identifikasyon kitleri ile tanimlanmistir.
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4.2.1. Biyofilm Olusumunun Saptanmasi:

Nonfermantatif Gram-negatif Bakteri suslarin fenotipik olarak biyofilm
olusumunun belirlenmesi, kongo kirmizili agar metodu (KKA), standart tiip (ST)
yontemi ve mikropleyt (MP) yontemiyle ile saglanmuistir.
4.2.1.1. Kongo Kirmizih Agar (KKA) Yoéntemi

Bir litre besiyeri igin; 50 gr sukroz igerisine 37 gr beyin kalp infuzyon agar
eklenmis ve 950 ml distile suda ¢ozdiiriilmistiir. Daha sonra 121 °C’ de 15 dakika
otoklavda steril edilmistir. 0.8 gr kongo kirmizisi, 50 ml distile suda ¢6ziilerek
hazirlanmis ve 121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. 55 °C” ye kadar
sogutulmus olan besiyeri igerisine steril edilmis olan 50 ml kongo kirmizisi
eklenerek kongo kirmizili besiyeri hazirlanmistir.

Hazirlanan besiyeri 9 mm c¢apinda steril petrilere dagitilmistir. Non-
fermantatif Gram negatif bakteri suslar1 tek koloni yontemi ile plaklara ekilmis ve
ekimler ve 37°C’ de 48 saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra parlak
siyah kolonilerin varligi biyofilm (+) olarak, pembe renkli koloni varlig1 ise
biyofilm (-) olarak degerlendirilmistir (134).
4.2.1.2. Standart Tiip (ST) Yontemi ile Biyofilm Uretiminin Belirlenmesi

Christensen yontemi olarak da bilinen modifiye tiip aderans yonteminde
Brain Heart Infusion Broth icerisinde nonfermentatif Gram negatif bakterilerin
inokulasyonu yapilmis ve 37 °C de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasida tiip igerikleri bosaltilmis ve fosfatla tamponlanmis salin
(PBS) ile yikanmustir. Iki set halinde yapilan ¢alismada her tiipe 3 ml olacak sekilde

esit hacimde safranin veya kristal viyole konularak yavasga karigmasi saglanmustir.
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Bir siire beklenildikten sonra tiip igerisindeki boya dokiildii ve bosaltilan tiipler
kurutma kagid1 tizerinde ters ¢evrilerek kurumaya birakilmistir.

Tiiplerin i¢ ¢eperinde renkli tabaka varligi biyofilm pozitif olarak kabul
edilmis ve rengin koyulugu ve kalinhigmma gore suslarin biyofilm olusturma
kapasitesi ¢ok giiclii, giiclii ve zayif olarak derecelendirilerek degerlendirme
yapilmistir. Renk degisiminin olusmamasi ise negatif sonug olarak kaydedilmistir.
Ayrica besiyerinin havayla temas ettigi kisimda boya kalintis1 olabildigi gibi bu
durum da negatif sonug olarak degerlendirilmistir (135).
4.2.1.3. Mikropleyt (MP) Yontemiyle Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi

Kantitatif olarak biyofilm olusumlarinin belirlenmesinde, P.aeruginosa,
A.baumannii, S.maltophilia ve B.cepacia suslart stok Kkiiltirden alinarak
aktiflestirilmek iizere, %0.25 glukoz i¢eren beyin kalp inflizyon buyyonu i¢inde bir
gece 37°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda taze olarak hazirlanmis ve
onceden 1sitilmis % 0.25 glukozlu beyin-kalp infiizyon buyyonu ile 1:20 oraninda
sulandirilmastir.

Sonrasinda steril 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplak’in her bir kuyucuguna
200 pl konularak 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Negatif kontrol sadece
siv1 besiyeri ile doldurulmustur. Inkiibasyondan sonra kuyucuklar bosaltilmis ve
kuyucuklar fosfat tamponlu su (PBS) ile 3 kez yikanmustir. 1ki grup halinde yapilan
calismada ters cevrilerek kurutulmus olan mikroplaklardan ilk gruba 200’er ul %
0,1°1ik kristal viyole konulmus iken, ikinci gruba ise yine % 0,1’lik hazirlanan
safranin sollisyonundan 200’er pl konulmustur. Her iki mikroplate 15 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Boyama siiresi sonrasinda her iki grup yeniden 3 kez

PBS ile yikanmis ve kurutma kagidi {izerine ters ¢evrilerek kurumaya birakilmistir.
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Sonrasinda kristal viyole ile boyanan ilk grup plaklarin her kuyucuguna 200 ul
(80:20) etanol-aseton karisimi aktarilmis ve. mikroplateler spektrofotometre
cthazinda 590 nm’de okutulmustur. % 0,1’lik safranin ile boyanan ikinci grup
mikroplate’in kuyucuklarima % 50’lik Asetik Asit soliisyonundan 200°er pl.
eklenmis ve spektrofotometre cihazinda 470 nm. dalga boyunda okutulmustur.
Optik yogunluklar1 (OD) bulunmus ve sonuglar, kontrol i¢in kullanilan mikroplate
kuyucuklarmin spektrofotometre cihazinda okutulmasi ile elde edilen degerlere
gore 1 pozitif, (+), 2 pozitif (++), 3 pozitif (+++) ve negatif (-) olarak
degerlendirilmistir. Biyofilm olusumundaki fenotipik ifadenin in vitro kosullarda
degismeye oldukca miisait olmasindan dolay1 hatalar1 minimize etmek ve bilgilerin
glivenirliginin saglamak i¢in her bir test de iki kez yapilmistir (132)..
4.2.2. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Uygun besiyerine ekim yapilip yeterli inkiibasyon siireleri sonunda izole
edilen ve tiir diizeyinde tanimlanan bakterilerin rutin antibiyotik duyarliliklarina
bakilmistir. Duyarliliklar1 CLSI 6nerileri dogrultusunda disk difiizyon yontemi ile
arastirilmistir. Antibiyotik duyarlilik testlerinde Miiler-Hinton agar kullanilmistir.
4.2.2.1. Disk Difiizyon Testinin Yapihsi

Kiiltiir plaklarinda tiremis olan bakteri kolonilerinden steril ekiivyon yardimi
ile bir miktar alinarak steril serum fizyolojik igerisinde 0.5 Mc Farland bulaniklik
saglanacak sekilde siispanse edilmistir. Bu siispansiyon steril ekiivyon ile Mueller-
Hinton agar besiyeri ylizeyine yaygin ekim yapilmistir. Plaklarin kurumasindan
sonra lizerlerine antibiyotik emdirilmis diskler yerlestirilmis ve 35°C’ de 18-24 saat

inkiibasyonu takiben antibiyotik disklerinin etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplari
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Olctilmiistiir. CLSI kriterlerine gore elde edilen sonuglar duyarli ve direngli olarak

yorumlanmustir.
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5. BULGULAR

Bu ¢alisma Kasim 2017-Mart 2018 tarihleri arasinda Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen c¢esitli klinik
orneklerden izole edilen 150 adet Nonfermantatif Gram negatif bakteri susunda
biyofilm olusumu ve antibiyotiklere kars1 antibiyotik duyarlilik testleri yapilmistir.
Calismaya alinan mikroorganizmalar idrar, yara, balgam, kan, periton sivist gibi
klinik 6rneklerden izole edilmistir. Bakterilerin soyutlandigi klinik 6rneklerin

dagilimi Tablo 3’°te gosterilmistir.

Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin soyutlandig1 klinik 6rneklerin

dagilimi, sayilari ve %’leri Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3. Caligmaya alinan bakterilerin soyutlandigi klinik 6rneklerin dagilima.

KLINIiK ORNEK n %
Yara 81 54
idrar 29 19,33
Steril Viicut Sivilar 12 8
Solunum Yolu Ornekleri 16 10,67
Kan 12 8
TOPLAM 150 100
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Calismamizda, non-fermentatif Gram negatif basillerin soyutlandigi

orneklerin gonderildigi kliniklere gére dagilimi Tablo 4’ te verilmistir.

Tablo 4. Non-fermentatif Gram negatif basillerin soyutlantigi 6rneklerin génderildigi kliniklere
gore dagilimu.

MIKROORGANIZMA ADI
- . A. . S.
KLINIK ADI P. aerlquglnosa baumanii B. cerﬁ)aua maltophlia = TOPLAM
n n
Plastik Cerrahi 12 41 . 3 55
Klinigi
Uroloji Klinigi 4 - - - 4
Genel Cerrahi
e 3 - - - 3
Klinigi
Gastroe.nyve'rolon 4 2 ) ) 6
Klinigi
Cocuk (Yeni
Dogan) Yogun - 12 - 1 14
Bakim Unitesi
Ortopedi ve
Travmatoloji 2 5 - - 7
Klinigi
Kardiyoloji
Klinigi i ! i i !
Jinekoloji Klinigi - 1 - - 1
Enfeksiyon
Hastahklari - 1 - - 1
Klinigi
Noroloji Klinigi 1 1 - - 2
Norosirurji
Klinigi 2 6 i i 8
Onkoloji Klinigi - 1 - - 1
Cocuk Yogun ) 7 ) ) 7
Bakim Unitesi
Dahili Yogun 5 i ] ] )
Bakim Unitesi
I¢ Hastaliklan 3 ) ) ) 3
Klinigi
Nefroloji Klinigi 6 - - - 6
Obstetrik Klinigi 1 - - - 1
Yanik Tedavi
Merkezi ! ! i i 8
Cocuk (Biiyiik) ) 2 ) ) 2
Klinigi
Cocuk (Siit) ) 3 ) ) 3
Klinigi
Gogiis
Hastaliklari. 1 5 - - 6
Klinigi
Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon - 1 - - 1
Klinigi
Romatoloji
Klinigi j 2 i i 2
TOPLAM 42 104 - 4 150
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Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin tiirleri, sayilar1 ve oranlari

Tablo 5’ de gosterilmistir.

Tablo 5. Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin tiirleri, sayilar1 ve oranlari.

MiKROORGANIZMA ADI n %
Pseudomonas aeruginosa 42 28
Acinetobacter baumanii 104 69,33
Burkholderia cepacia 4 2,67
Stenotrophomonas maltophlia 0 0
TOPLAM 150 100

Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin kullanilan yontemlere gore

biyofilm pozitif ve biyofilm negatif sayilar1 ve oranlar1 Tablo 6’ da gdsterilmistir.

Tablo 6. Klinik orneklerden izole edilen mikroorganizmalarin biyofilm varhiginin tespitinde
kullanilan yontemlerin karsilastiriimast.

Biyofilm Pozitif Biyofilm Negatif
TEST YONTEMI

n % n %
Kongo Kirmizih Agar Yontemi & 47,33 9 52,67
Mikropleyt (Kristal Viole) Yontemi | 61 40,66 89 59,34
Mikropleyt (Safranin) Yontemi 83 55,33 67 44,67
Standart Tiip (Kristal Viole) 57 38 93 62
Yontemi
Standart Tiip (Safranin) Yontemi 65 43,33 85 56,67

Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin kullanilan yontemlere gore
biyofilm pozitif ve biyofilm negatif sayilarinin tiirlere gore dagilimi Tablo 7° de

gosterilmistir.
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Tablo 7. Klinik o6rneklerden izole edilen mikroorganizmalarin biyofilm varliginin tespitinde
kullanilan yontemlerin bakteri tiirlerine gore karsilastiriimasi.

P.aeruginosa | A.baumannii | S.maltophilia B.cepacia
TEST YONTEMIi

BP BN BP BN BP BN BP BN
K?ngo I.(ll‘lelll Agar 25 17 " 60 0 . ) )
Yontemi
Mikropleyt (Kristal
Viole) Yontemi 20 22 39 65 0 0 2 5
Mikropleyt
(Safranin) Yéntemi 28 14 54 50 0 0 1 3
Standart Tiip (Kristal
Viole) Yontemi 18 24 38 66 0 0 1 3
Standart Tiip
(Safranin) Yontemi 17 25 48 58 0 0 0 4

BP: Biyofilm Pozitif, BN: Biyofilm Negatif.

Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin kullanilan test yontemlerine

gore biyofilm pozitifliklerinin karsilastirilmasi Tablo 8’de gdsterilmistir.

Tablo 8. Mikroorganizmalarin kullanilan test yontemlerine gore biyofilm pozitifliklerinin
karsilagtirilmasi.

. . Pozitif Pozitif Pozitif Negatif
TEST YONTEMI

(+++) (+4) ) ()
K?ngo I.(lrlelll Agar 13 12 46 79
Yontemi
M.!kropl.eyt (Kristal Viole) 16 14 30 90
Yontemi
M.!kropl.eyt (Safranin) 19 10 54 67
Yontemi
Stfmdar.t Tiip (Kristal Viole) 8 12 37 93
Yontemi
Stfmdar.t Tiip (Safranin) 11 15 39 85
Yontemi
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Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin kristal viole boyasi ve safranin
boyasi kullanilarak yapilan MP yontemine gére biyofilm pozitif ve biyofilm negatif

sayilar1 Tablo 9° da gosterilmistir.

Tablo 9. Klinik orneklerden izole edilen Non-fermentatif Gram negatif bakteri suglarinin
Mikropleyt yontemiyle biyofilm test sonuglari.

BiYOFILM
MiK..ROPLE.YT Kristal Viole Safranin
YONTEMI S— E— E— E—
Biyofilm Biyofilm Biyofilm Biyofilm
Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Pseudomonas aeruginosa 20 22 28 14
Acinetobacter baumannii 39 65 54 50
Burkholderia cepacia 2 2 1 3
Stenotro_p_homonas 0 0 0 0
maltophilia
TOPLAM 61 89 83 67

Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin kristal viole boyasi kullanilarak
yapilan MP yontemine goére biyofilm pozitif ve biyofilm negatif laboratuvar
orneklerine gore soyutlanan mikroorganizmalarin dagilimi  Tablo 10’da

gosterilmistir.

Tablo 10. Mikropleyt (Kristal Viole) yontemine gére soyutlanan mikroorganizmalarin laboratuvar
orneklerine gore dagilimu.

MIKROPLEYT (KRISTAL VIOLE) TOPLAM
() Gi URU YONTEMI Biyofilm Pozitif
ORNEGIN TURU Biyofilm Pozitif | Biyofilm Negatif y
n % n % n %

Yara 38 46,91 43 53,00 81 100
idrar 14 4827 15 4173 29 100
Steril Viicut Sivilar1 0 0 12 100 12 100
Solunum Yolu| g 31,25 11 68,75 16 100
Ornekleri

Kan 4 333 8 66,7 12 100
Toplam 61 100 89 100 150 100
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Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin kristal viole boyasi kullanilarak

yapilan MP yontemine gore biyofilm olusumlar: Sekil 5’de gosterilmistir.

Sekil 5. Mikropleyt (Kristal Viole) Yontemine gore soyutlanan mikroorganizmalarin biyofilm
olusumu.

Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin Safranin boyasi kullanilarak
yapilan MP yontemine gore biyofilm pozitif ve biyofilm negatif laboratuvar
orneklerine gore soyutlanan mikroorganizmalarin dagilimi  Tablo 11°de

gosterilmistir.

Tablo 11. Mikropleyt (Safranin) yontemine gére soyutlanan mikroorganizmalarin laboratuvar
orneklerine gore dagilimu.

MIKROPLEYT ( SAFRANIN)
YONTEMI ~TOPLAM
ORNEGIN TURU Biyofilm Pozitif | Biyofilm Negatif | CYOfilm Pozitif
n % n % n %
Yara 51 62,96 30 37,04 81 100
idrar 19 65,51 10 34,49 29 100
Steril Viicut Sivilar: 0 0 12 100 12 100
Solunum Yolu Ornekleri 7 43,75 9 56,25 16 100
Kan 6 50 6 50 12 100
TOPLAM 83 100 67 100 150 100
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Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin safranin boyasi kullanilarak yapilan

MP yontemine gore biyofilm olusumlar1 Sekil 6°da gosterilmistir.

FEEIG Ean

R S
7%

Sekil 6. Mikropleyt (Safranin) Yontemine gore soyutlanan mikroorganizmalarin biyofilm olugumu.

Caligmaya dahil edilen mikroorganizmalarin kristal viole boyasi ve safranin
boyasi kullanilarak yapilan ST yontemine gére biyofilm pozitif ve biyofilm negatif
sayilar1 Tablo 12’ de gosterilmistir.

Tablo 12. Klinik 6rneklerden izole edilen Non-fermentatif Gram negatif bakteri suslarimin ST
yontemiyle biyofilm test sonuglari.

Biyofilm
R . Kristal Viole Safranin
Standart Tiip Yont
tp tontemt Biyofilm | Biyofilm | Biyofilm | Biyofilm
Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Pseudomonas aeruginosa 18 24 17 25
Acinetobacter baumannii 38 66 48 56
Burkholderia cepacia 1 3 0 4
Stenotrophomonas maltophilia 0 0 0 0
TOPLAM 57 93 65 85
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Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin kristal viole boyas1 kullanilarak
yapilan ST yoOntemine gbére biyofilm pozitif ve biyofilm negatif
mikroorganizmalarin soyutlandigi laboratuvar 6rneklerine gore dagilimi Tablo 13’

te gosterilmistir.

Tablo 13. Standart Tip (Kristal Viole) Yontemine gore soyutlanan mikroorganizmalarin
laboratuvar 6rneklerine gore dagilim.

Standart Tiip ( Kristal Viole)

Ornegin Tiirii _ _Y_iinten?i _ _ TOPLAM
Biyofilm Pozitif | Biyofilm Negatif

n % n % n %
Yara 41 50,61 40 49,39 81 100
Idrar 11 37,93 18 62,07 29 100
Steril Viicut Sivilar: 0 0 12 100 12 100
Solunum Yolu Ornekleri 3 18,75 13 82,25 16 100
Kan 2 16,66 10 83,34 12 100
TOPLAM 57 100 93 100 150 100

Caligmaya dahil edilen mikroorganizmalarmm kristal viyole boyasi
kullanilarak yapilan ST yontemine goére biyofilm olusumlar1 Sekil 7 ve 8’de

gosterilmistir.
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Sekil 7. Standat Tiip (Kristal Viyole) Yontemine gore soyutlanan mikroorganizmalarin biyofilm
olusumu.

1: Biyofilm (+++) pozitif 6rnek. 2: Biyofilm (++) pozitif 6rnek. 3, 4: Biyofilm (+) pozitif 6rnekler.
5: Biyofilm negatif 6rnek.

1
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Sekil 8. Standat Tiip (Kristal Viyole) Yontemine gore soyutlanan mikroorganizmalarin biyofilm
olusumunda pozitif 6rnekler.

Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin safranin boyasi kullanilarak
yaptlan ST yontemine gore biyofilm pozitif ve biyofilm negatif
mikroorganizmalarin soyutlandigi laboratuvar 6rneklerine gore dagilimi Tablo 14’

de gosterilmistir.

Tablo 14. Standart Tiip (Safranin) Yontemine gére soyutlanan mikroorganizmalarin laboratuvar
orneklerine gore dagilimi.

Standart Tiip ( Safranin ) Yontemi
Ornegin Tiirii Biyofilm Pozitif | Biyofilm Negatif TOPLAM

n % n % n %
Yara 54 66,67 27 33,33 81 100
idrar 8 27,58 21 72,42 29 100
Steril Viicut Sivilari 0 0 12 100 12 100
Solunum Yolu Ornekleri 2 12,5 14 87,5 16 100
Kan 1 8,33 11 91,67 12 100
TOPLAM 65 100 85 100 150 100
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Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin safranin boyasi kullanilarak

yapilan ST yontemine gore biyofilm olusumlar1 Sekil 9 ve 10°da gdsterilmistir.

1

Sekil 9. Standart Tip (Safranin) Yontemine gore soyutlanan mikroorganizmalarin biyofilm
olusumunda pozitif 6rnekler.

Sekil 10. Standat Tiip (Safranin) Yontemine gore soyutlanan mikroorganizmalarin biyofilm
olusumu.
1, 2, 3: Biyofilm pozitif rnekler. 4: Biyofilm negatif 6rnek.
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Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin Kongo Kirmizili Agar (KKA)

yontemine gore biyofilm pozitif ve biyofilm negatif 6rnek sayilar1 Tablo 16’ da

gosterilmistir.

Tablo 15. Klinik 6rneklerden izole edilen Non-fermentatif Gram negatif bakteri suslarinin Kongo
Kirmizili Agar yontemiyle biyofilm test sonuglar.

YONTEM Biyofilm Pozitif | Biyofilm Negatif Toplam
n % n % n %
Kongo Kirmizih Agar
(KKA) 71 47,3 79 52,7 150 | 100

Caligmaya dahil edilen mikroorganizmalarin KKA yontemine gore biyofilm

pozitif olanlarinin tiirlere gore sayilar1 Tablo 17’ de gosterilmistir.

Tablo 16. Klinik 6rneklerden izole edilen Non-fermentatif Gram negatif bakteri suglarinin KKA
yontemiyle biyofilm test sonuglari.

BIYOFIiLM
KONGO KIRMIZILI Kristal Viole Safranin
AGAR (KKA) YONTEMI ™ gi0 o1 T Biyofilm | Biyofilm | Biyofilm
Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Pseudomonas aeruginosa 25 35,2 17 21,51
Acinetobacter baumannii 44 61,9 60 75,94
Burkholderia cepacia 2 2,9 2 2,55
Stenotrophomonas 0 0 0 0
maltophilia
TOPLAM 71 100 79 100
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Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin Kongo Kirmizili Agar

yontemine gore biyofilm olusumu Sekil 11 ve 12” de gosterilmistir.

Sekil 11. Kongo Kirmizili Agar Yontemine gore biyofilm pozitifligi ve biyofilm negatifligi.
1: Biyofilm pozitif. 2: Biyofilm negatif.

Sekil 12. Kongo Kirmizili Agar Yoéntemine gore Biyofilm olugumu.
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Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin Kongo Kirmizili Agar
yontemine gore biyofilm pozitif ve biyofilm negatif olanlarinin soyutlandigi

laboratuvar 6rneklerine gére dagilimi Tablo 17 de gdsterilmistir.

Tablo 17. Kongo Kirmizili Agar Test yontemine gore soyutlanan mikroorganizmalarin laboratuvar
orneklerine gore dagilimi.

KONGO KIRMIZILI AGAR
.. e e (KKA) YONTEMI TOPLAM
ORNEGIN TURU Biyofilm Pozitif | Biyofilm Negatif
n % n % n %
Yara 47 58 34 42 81 100
Idrar 16 55 13 45 29 100
Steril Viicut Sivilar 0 0 12 100 12 100
Solunum Yolu Ornekleri 4 25 12 75 16 100
Kan 4 33,3 8 66,7 12 100
TOPLAM 71 100 79 100 150 100

Calismada kullanilan mikroorganizma suglarinin disk diflizyon yontemiyle

belirlenen antimikrobiyal duyarlilik sonuglar1 Tablo 18 de gosterilmistir.

Tablo 18. Biyofilm pozitif olan suslarin disk difiizyon yontemiyle belirlenen antimikrobiyal
duyarlilik sonuglari.

BiYOFILM POZITIiF
ANTIBIYOTIK ADI DUYARLI DIRENCLI
n % n %
Kolistin (CT) 36 43,37 47 56,63
Sefoperazon-sulbaktam (SCF) 37 44,57 46 55,43
imipenem (iPM) 15 18,07 68 81,93
Ciprofloxasin (CiP) 17 20,48 66 79,52
Piperasilin-Tazobactam (TZP) 20 24,09 63 75,91
Amoksisilin- klavunat (AMC) 8 9,63 75 90,37
Trimetroprim-siilfometoksazol (SXT) 10 12,04 73 87,96
Amikasin (AK) 17 20,48 66 79,52
Seftazidim (CAZ) 22 26,50 61 73,50

Calismada kullanilan A.baumanii suslarinin disk difiizyon yontemiyle

belirlenen antimikrobiyal duyarlilik sonuglar1 Tablo 19°da gdsterilmistir.

69



Tablo 19. Biyofilm pozitif olan A.baumanii suglarinin disk difiizyon yontemiyle belirlenen
antimikrobiyal duyarlilik sonuglari.

BIYOFILM POZITIF
ANTIBIYOTIK ADI DUYARLI DIRENCLI
n % n %
Kolistin (CT) 19 35,18 35 64,82
Sefoperazon-sulbaktam (SCF) 19 35,18 35 64,82
Imipenem (iPM) 8 14,81 46 85,19
Ciprofloxasin (CiP) 11 20,37 43 79,63
Piperasilin-Tazobactam (TZP) 12 22,22 42 77,78
Amoksisilin- klavunat (AMC) 6 11,11 48 88,89
Trimetroprim-siilfometoksazol (SXT) 7 12,96 47 87,04
Amikasin (AK) 9 16,66 45 83,34
Seftazidim (CAZ) 12 22,22 42 77,78

Calismada kullanilan P.aeruginosa suslarmin disk diflizyon yontemiyle

belirlenen antimikrobiyal duyarlilik sonuglar1 Tablo 20°de gdsterilmistir.

Tablo 20. Biyofilm pozitif olan P.aeruginosa suslarimin disk difiizyon yontemiyle belirlenen
antimikrobiyal duyarlilik sonuglar.

BIYOFIiLM POZITiF
ANTIBIYOTIK ADI DUYARLI DIRENCLI

n % n %
Kolistin (CT) 16 57,14 12 42,85
Sefoperazon-sulbaktam (SCF) 15 53,57 13 46,43
imipenem (iPM) 7 25 21 75
Ciprofloxasin (CiP) 6 21,42 22 78,58
Piperasilin-Tazobactam (TZP) 9 32,14 19 67,86
Amoksisilin- klavunat (AMC) 2 7,14 26 92,86
Trimetroprim-siilfometoksazol (SXT) 4 14,28 24 85,72
Amikasin (AK) 8 28,57 20 71,43
Seftazidim (CAZ) 11 39,28 17 60,72

Calismada kullanilan B.cepacia suslarinin disk difiizyon yontemiyle belirlenen

antimikrobiyal duyarlilik sonuclart Tablo 21°de gosterilmistir.
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Tablo 21. Biyofilm pozitif olan B.cepacia suglarmin disk difiizyon yontemiyle belirlenen
antimikrobiyal duyarlilik sonuglar.

BiYOFILM POZITIF
ANTIBIYOTIK ADI DUYARLI DIRENCLI

n % n %
Kolistin (CT) 2 50 2 50
Sefoperazon-sulbaktam (SCF) 3 75 1 25
Imipenem (iPM) 0 0 4 100
Ciprofloxasin (CIiP) 0 0 4 100
Piperasilin-Tazobactam (TZP) 0 0 4 100
Amoksisilin- klavunat (AMC) 0 0 4 100
Trimetroprim-siilfometoksazol 0 0 4 100
Amikasin (AK) 0 0 4 100
Seftazidim (CAZ) 0 0 4 100
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6. TARTISMA

Giliniimiizde tip dlinyasinda meydana gelen gelismeler, bizlerin yasam siiresi
ve kalitesini artirirken diger taraftan uygulanan girisimsel islemler, yogun
antimikrobiyal kullanimi ve antimikrobiyallerin bilingsiz ve ayn1 zamanda gereksiz
kullanimlari, direngli bakterilerin olusmasina ve hastane infeksiyonlarmin
artmasina neden olmaktadir. Non-fermentatif Gram negatif bakteriler basta hastane
infeksiyonlar1 olmak iizere toplum kokenli infeksiyonlarin 6nde gelen etkenleri
arasinda yer almaktadir. Bununla birlikte bakteriler biyofilm olusturarak hem
immun sistemden hem de antimikrobiyal ajanlardan korunurlar. Bakteri hiicre
duvarlarindaki dis membran yapis1 nedeniyle Gram pozitif bakterilere nazaran
antibiyotiklere daha direngli olan non fermentatif Gram negatif bakteri tiirlerinin
biyofilm olusturmalari, genetik maddenin aktarilmasi ve antimikrobiyallerin segici
baskis1 nedeniyle non fermentatif Gram negatif bakterilerin ¢oklu direng 6zelligi
kazandig1 bilinmektedir (136)

Biyofilmler, degisen mikro ¢evre kosullarina gore bakterilerin liremelerini
durdurmalar ile olusmaktadir. Bakterilerin yiizeye tutunmalari, yiizeyde ¢ogalma
ve bulunduklari iireme fazi biyofilm olusumunda 6nemlidir. Mikroorganizmalarin
mevcut genetik yapisi ile biyofilm olusumunu diizenleyebilecegi gibi, ortamda yer
alan diger patojen mikroorganizmalardan aktarilan genler nedeniyle de biyofilm
olusturma yetenegi kazanabilirler. Uremenin yavaslamasma neden olan farkli
fizyolojik mikro cevrelerde, bakterilerin bu sekilde antibiyotiklerden korunmasi

saglanabilmektedir. Mikrocevredeki antibiyotik varligi, bakterilerin biyofilm
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olusturarak antibiyotik etkisinden korunmasina neden olmaktadir (137; 138; 139;
140; 141).

Insan saglig1 iizerinde onemli etkilere sahip olan biyofilmlerin sadece
Amerika Bilesik Devletleri’ndeki infeksiyonlarin % 80’inden fazlasina neden
oldugu tahmin edilmektedir (142). Bakterilerin yaklasik %99’unun biyofilm
olusturarak yasamini devam ettirdigi ve sadece %1 ’inin serbest veya planktonik
olarak bulundugu bilinmektedir. Son zamanlarda 6zellikle Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezlerinin yapti§1 yayinlarda, tiim insan bakteriyel enfeksiyoz
islevlerinin biyofilmleri i¢erdigi tahmin edilmektedir (143).

Gram pozitif bakteriler, Gram negatif bakteriler ya da mayalardan olusan
biyofilmler, kullanilan araca ve hastada kalma siiresine bagl olarak tek bir tiir ya
da farkli tiirlerin bir araya gelmesinden olusabilir. Erken dénemde genellikle
asemptomatik olan biyofilm infeksiyonlari, konak¢i direncinin diismesiyle
biyofilmden kopup ayrilan planktonik mikroorganizmalarin neden oldugu akut
infeksiyona yol acabilir. Siirekli bir infeksiyon odagi olan tibbi cihazlar {izerinde
gelisen biyofilmler, infeksiyonun hematojen yolla yayilimi acisindan da her zaman
icin bir risk kaynagi sayilmaktadir (144).

Biyofilm gelisiminin molekiiler mekanizmas1 giiniimiizde, genetik ve
molekiiler tekniklerin mikroskobik teknikler ile kombinasyonu sonucu daha iyi
anlasilmaya baglanmistir. Mikroorganizmalarin bir yiizeye baglanmasi ve akabinde
biyofilm olusturmasi, biyofilm antijenlerine kars: tiretilen antikorlarin biyofilm
icindeki bakterilere ulagsmasina engel olarak onlar1 korumakta ve bunun yerine
cevre dokulara zarar vermektedir (67). Antibiyotik tedavi uygulamalar1 biyofilmleri

eradike etmede yetersiz kalmakta ve sadece planktonik hiicreleri oOldiirerek
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infeksiyonlarin semptomlarini baskilamaktadir (145). Dolayisiyla bu durumda her
antibiyotik tedavisinden sonra tekrarlayan semptomlarin ortaya ¢iktigi persiste
enfeksiyonlar goriilmektedir (67). Oldukga korunmus spor benzeri bir yap1 6zelligi
gosteren persiste hiicre subpopulasyonu genis antibiyotik direncinden sorumlu
tutulmaktadir. Biyofilmdeki bakteri populasyonu iizerine uygulanan uzun siireli
antibiyotik tedavisi sonrasinda mikroorganizmalarin biiyiik bir kismi 6lmesine
ragmen kiigiik bir bakteri populasyonu etkilenmeden kalmaktadir. Cok ince
biyofilmlerde bile bakterilerin antibiyotiklere diisiik duyarhilik gelistirmeleri
persiste hiicreler ile agiklanmaktadir (126).

Non-fermantatif Gram negatif bakterilerde biyofilm olusumu ve biyofilm
ortaminda gelisen antibiyotik direncininin arastirildigi calismamizda, Kasim 2017-
Mart 2018 tarihleri arasinda Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen idrar, yara, balgam, kan, periton sivisi
gibi klinik 6rneklerden izole edilen 150 adet non fermantatif Gram negatif bakteri

susu degerlendirmeye alinmaistir.

Bhargava ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada; irin, idrar, kan vb.
1945 klinik ornekten izole edilen NFGN bakteriler sirasiyla, irin eksudatlar1 ve
viicut sivilarinda %41.66, idrar 6rneklerinde %33.05, kan Orneklerinde %15.83,
trakeal aspirat 6rneklerinde %7.77 ve bogaz swap orneklerinde %1.66 oranlarinda
tespit edilmistir. izolatlarin 205’inde (%56.94) P.aeruginosa ve 75’inde (%20.83)
A.baumanii etkenleri identefiye edilmistir (146). Can F. ve ark. (2006) tarafindan
Tiirkiye’de farkli hastanelerden izole edilen 20 A. baumannii susunun biyofilm
olusumu Kantitatif yontemle incelenmis ve izolatlarin 16’sinda biyofilm olusumu

gozlenmistir (147). Sechi L. ve ark.(2004) tarafindan yapilan calismada, kan
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kiltlirlerinden izole edilen 17 susun 9’unda biyofilm olusumu tespit edilmistir
(148). Wang ve ark.(2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise; 273 A.baumannii
izolatinda mikropleyt test yontemi kullanilarak biyofilm olusumu arastirilmis ve
izolatlarmn 71°1(%26.0) biyofilm pozitif olarak gozlenirken 202 (%74.0) izolatta

biyofilm olusumu gézlemlenmemistir (149).

Sunulan g¢alismada izole edilen 150 adet (%100) non-fermantatif Gram
negatif bakteri tlriiniin 81’1 (%54) yara Orneklerinden, 29’u (%19,33) idrar
orneklerinden, 12’si (%8) steril viicut s1vis1 6rneklerinden, 16’s1 (%10,67) solunum
yolu 6rneklerinden ve 12’sinin (%8) kan 6rneklerinden olup, izole edilen 150 adet
(%100) non-fermantatif Gram negatif bakteri tiirliniin 42’si (%28) P.aeruginosa,
104’1 (%69,33) A.baumanii, 4’1 (%2,67) B.cepacia ve 0’ 1 (%0) S.malthophlia
olarak belirlenmistir. Goriildiigii gibi non fermentatif Gram negatif bakterilerin
izole edildigi 6rneklerin dagilimi ¢esitli calismalarda farklilik géstermektedir. Non-
fermentatif Gram negatif bakterilerin yaralardan bulasma riski diger bulagma
yollarina gore daha fazladir. Non-fermentatif Gram negatif bakterilerin
soyutlandig1 6rneklerin gonderildigi kliniklere gore dagilimina bakildiginda, platik
cerrahi kliniginde, diger kliniklere kiyasla daha yiiksek oranda non- fermentatif
Gram negatif bakteri tespit edilmistir. Bu tespitte, yaralardan bulagma riskinin

yiiksek oldugunu kanitlar niteliktedir.

Teknolojinin gelisimiyle birlikte, deneysel biofilm ¢alismalarinda kullanilan
yontemlerin sayisi da artmaktadir. Giiniimiizde in-vivo, in-vitro biofilm
calismalarinda, 151k mikroskobu, elektron mikroskobu ya da fluoresan mikroskop
kullanilarak direkt sayim, canli hiicre sayim ydntemleri, metabolik aktif boya
maddeleri, radyokimyasallar siklikla kullanilmaktadir. metabolik aktif boya
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maddeleri kullanilarak yapilan biyofilm varligmin tesbiti ile ilgili ¢aligmalar
cogunlukla kongo kirmizili agar yontemi (KKA), standart tiip (ST) yontemi ve
mikropleyt (MP) yoOntemiyle yapilmaktadir. Standart tip (ST) yoOntemi ve
mikropleyt (MP) yontemi, farkl1 iki boyar madde olan kristal viyole boyar maddesi
ve safranin boyar maddesi kullanilarak yapilmaktadir. Kristal viyole boyar maddesi
kullanilarak yapilan calisma 24. ve 48. saatler sonunda, 540 nm. dalga boyunda
spektrofotometre cihazinda okutularak degerlendirilmekte iken, safranin boyar
maddesi kullanilarak yapilan ¢alisma yine 24. ve 48. saatler sonunda fakat 470 nm.
dalga boyunda spektrofotometre cihazinda okutularak degerlendirilmektedir.
Calismamizda kongo kirmizili agar (KKA) yontemi, standart tiip (ST) yontemi ve
mikropleyt (MP) yontemi kullanilmis olup, standart tiip (ST) yontemi ve mikroplate
(MP) yonteminde kristal viyole ve safranin boyar maddeleri kullanilmistir. Kristal
viyole i¢in 24 saat sonunda 540 nm. dalga boyunda spektrofotometre cihazinda
okutularak degerlendirme yapilirken, safranin i¢in ise 24 saat sonunda 470 nm.
dalga boyunda spektrofotometre cihazinda okutularak degerlendirilme yapilmistir.

Celik B. (2010), doktora tezinde klinik Orneklerden izole ettigi 104
Pseudomonas izolatinda, kristal viyole ve safranin kullanarak spektrofotometrik
yontemle biyofilm varligini arastirmis olup, kristal viyole boyas1 kullanarak yaptigi
arastirmada 24 saat sonunda %48 oraninda, 48 saat sonunda %40 oraninda biyofilm
varligi tespit etmistir. Safranin kullanarak yaptigi arastirmada 24 saat sonunda %62
oraninda, 48 saat sonunda %48 oraninda biyofilm varlig1 tespit etmistir (150). Unal
D. (2011), tarafindan yapilan 10 Pseudomonas izolatinda biyofilm varliginin
arastirildig1 bagka bir calismada ise; kristal viyole boyar maddesi i¢in 24 saatlik

degerlendirmede %70 oraninda, 48 saatlik degerlendirmede %60 oraninda biyofilm
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varligi tespit edilmistir. Safranin boyar madde ile yapilan calismada ise, 24 saatlik
degerlendirmede %100 oraninda, 48 saatlik degerlendirmede ise %80 oraninda
biyofilm varligi tespit edilmistir (151). Yildirim U. (2006), yaptig1 ¢alismada gesitli
klinik orneklerden izole ettigi 148 P.aeruginosa’da, kristal viyole boyasi ve
safranin boyasi1 kullanarak biyofilm varligin1 arastirmis ve kristal viyole boyasi
kullanilarak yaptig1 calismada izolatlarin %45’inde, safranin kullanarak yaptigi
caligmada ise izolatlarin %58.4’tinde biyofilm varligi tespit edilmistir (152).
Moskowitz ve ark. (2005), Kkistik fibrozisli hastalarda izole ettikleri 96
Pseudomonas’in %73’iinde biyofilm varligi tespit etmislerdir (153). Coban ve ark.
(2009), kistik fibrozisli hastalardan izole ettikleri 60 P.aeruginosa’da biyofilm
varhigini arastirmis ve 20 P.aeruginosa’da biyofilm varligi tespit etmislerdir (154).
Yassein ve ark. (1995), klinik 6rneklerden izole ettikleri 50 P.aeruginosa susunun
20’sinde biyofilm varligi tespit etmislerdir (155). Delissalde ve ark. (2004), 162
klinik o6rnekten izole ettikleri P.aeruginosa bakterilerinde biyofilm varligini
arastirmig ve 24 saatlik inkiibasyon sonunda %18 oraninda biyofilm varlig tespit
etmislerdir (156). Rordriguez-Bano ve ark. (2008), yaptig1 ¢calismada 92 adet A.
baumannii izolatinin mikrotitrasyon plak yontemi ile biyofilm olusumu
arastirilmistir ve ¢alismada, 56 (%63) izolatin biyofilm olusturdugu, 33 izolatin
(%36) ise biyofilm olusturmadigi tespit edilmistir (157).

Sunulan ¢alismada ise; 150 non fermentatif Gram negatif bakteri izolatinda
mikropleyt yontemiyle kristal viyole boyasi kullanarak yaptigimiz ¢alismamizda 24
saat sonunda %40,66 oraninda biyofilm varligi tespit etttik. Safranin boyasi
kullanarak yaptigimiz ¢alismamizda ise 24 saat sonunda %55,33 oraninda biyofilm

varligi tespit ettik. Calisma sonuglarimiz konu ile ilgili yapilan diger ¢calismalar ile
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paralellik gostermekte olup, farklilik gésteren sonuglar biyofilm olusum siirecinin
cok dinamik bir silire¢ olmasindan, 1s1, sicaklik, pH, ortamdaki besin
konsantrasyonu gibi ¢esitli ¢evresel faktorlerin yani sira, temelde biyofilm olusumu
ana hatlariyla benzer bir siire¢ olmasina ragmen, icerdigi tiirler ve suslar arasinda
olusum basamaklar1 a¢isindan Onemli farkliliklar igeriyor olmasindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Yassien ve ark. (1995), vaskiiler katater kesitlerinden izole edilen 50 adet
P.aeruginosa’min ST yontemi ile biofilm olusumunun arastirildigi calismada;
20’sinin %40 oraninda biofilm olusturdugu tespit edilmistir (155). Sezgin M. F.
(2012), tarafindan izole edilen 152 A.baumanii izolatinin ST yontemi ile 83’{inde
%54.6 oraninda biyofilm negatif ve 69’unda %45.4 oraninda biyofilm olusumu
pozitif bulunmustur. MP yonteminde ise absorbans Ol¢iimlerine gore izolatlarin
75’inde %49.3 oraninda biyofilm negatif, 77’sinde %51,7 biyofilm olusumu pozitif
belirlenmistir. Arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismadaki yontemler arasinda
uyum %89.5 olarak tespit edilmistir (158). Rao ve ark. (2008) yilinda yaptig1 bir
caligmada, 55 tane A. baumannii izolatinin kalitatif olarak ST yontemi ile biyofilm
iretme Ozelligi ve kantitatif olarak da MP yontemi ile biyofilm diizeyleri 6l¢iilmiis
ve sonug olarak, ST yontemi ile 34 izolatin (%62), MP yontemi ile ise 34 izolatin
(%62) giiclii biyofilm, 14 izolatin ise zayif biyofilm olusturdugu tespit edilmistir
(159). Abdi-Ali ve ark. 2014 yilinda yaptig1 ve 75 adet A. baumannii izolatinin MP
ve ST ile biyofilm olusumunun arastirildigi ¢alismada ST yontemi ile %80 izolatta
biyofilm olusumu tespit edilirken, MP yontemi ile %75 izolatta biyofilm olusumu
tespit edilmistir (160). Solmaz S. (2015) yaptig1 ¢alismada; balgam, yara ve kateter

orneklerinden izole edilen 60 A. baumannii izolatinin biyofilm olusturma 6zellikleri
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MP yontemi ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda, kristal viyole kullanilarak
degerlendirilmis ve sonugta ¢alismaya dahil edilen 60 izolatin 10’unda (%16,6)
zay1f biyofilm, 19’unda (%31,6) orta kuvvetli biyofilm, 31’inde (%51,6) kuvvetli
biyofilm olustugu saptanmustir (161).

Sundugumuz ¢alismada ise kristal viole boyasi kullanilarak yapilan ST
yonteminde 150 non-fermentratif Gram negatif bakteri izolatindan 57’sinde (%38)
biyofilm pozitif bulunurken 93’iinde (% 62) biyofilm olusumu negatif bulunmus,
safranin boyasi kullanilarak yapilan ST yonteminde ise 150 non-fermentratif Gram
negatif bakteri izolatindan 65’inde (%43,33) biyofilm pozitif bulunurken 85’inde
(%56,67) biyofilm olusumu negatif bulunmustur. Ayni sekilde kristal viole boyasi
kullanilarak yapilan MP yonteminde 150 non-fermentratif Gram negatif bakteri
izolatindan 61’inde (% 40,66) biyofilm pozitif bulunurken 89’unda (%59,34)
biyofilm olusumu negatif bulunmus, safranin boyasi kullanilarak yapilan MP
yonteminde ise 150 non-fermentratif Gram negatif bakteri izolatindan 83’linde
(%55,33) biyofilm pozitif bulunurken 67’sinde (%44,67) biyofilm olusumu negatif
bulunmustur. Yaptigimiz calismada MP yontemi ile ST yontemi ve bu iki yontemde
kullanilan iki farkli boyar madde ile yapilan ¢alisma sonucumuz, hem kendi
arasinda hemde yapilan benzer diger ¢alismalarla paralellik arz etmektedir.

Babapour ve ark. (2016) yaptig1 ¢alismada, 156 A.baumanii izolatinin
%10.26's1 KKA biyofilm pozitif olarak tespit edilirken, ST, MP ve modifiye MP
yontemleri ile biyofilm pozitif olusturan bakteri yiizdesi sirasiyla %48.72, %66.66
ve %73.72 olarak tespit edilmistir (162). Calismamizda biyofilm olusumu ayrica
KKA yontemi ile de degerlendirilmis olup, 150 non-fermentatif Gram negatif

bakteri izolatindan 71’1 (%47,33) biyofilm pozitif, 79°u (%52,67) biyofilm negatif
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olarak bulunmustur. KKA y6ntemi ile biyofilm negatif ve biyofilm pozitif olusturan
mikroorganizma tiirleri igerisinde en yiiksek oran, %61,9 ile A.baumanii’de tespit
edilmistir. S.maltophilia’da ise biyofilm olusumu gozlenmemistir. Biyofilm
olusturan 71 adet (% 100) non-fermantatif Gram negatif bakteri tiirliniin 25’1
(%35,2) P.aeruginosa, 44’1 (%61,9) A.baumanii, 2’si (%2,9) B.cepacia ve 0’1 (%0)
S.malthophlia olarak belirlenmistir. Laboratuvar drneklerinden izole edilen 150
adet non-fermantatif Gram negatif bakteri susunun KKA ydntemi ile biyofilm test
sonuglarina gore; en yiiksek biyofilm olusumu 81 yara 6rneginin 47’sinde (%58)
belirlenmis olup, steril viicut sivilar1 Orneklerinde ise biyofilm olusumu
gbézlenmemistir. Literatiirde bu konuyla ilgili yapilan calismalarin sonuglari
arasinda bir uyum yoktur. Bu durum biyofilm olusum siirecinin ¢ok dinamik bir
siire¢ olmasindan, 1s1, pH, ortamdaki besin konsantrasyonu gibi ¢esitli ¢evresel
faktorlerden etkilenebilmesinden kaynaklandig1 gibi, biyofilm olusumunun
temelde ana hatlariyla benzer bir siire¢ olmasina ragmen, icerdigi tlirler ve suglar
arasinda olusum basamaklar1 agisindan 6nemli farkliliklar iceriyor olmasindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Giliniimlizde antimikrobiyal ilaglara karsi olusan ve gittikge artan direng
sorunu bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde giigliiklerle
karsilagilmasina neden olmaktadir. Artik giliniimiizde en genis spektrumlu
betalaktam olan karbapenemlere karsi bile direng gelismektedir. ESBL ve IBL
enzimlerine dayanikli olmalari, bakteriyel membranlara hizla niifuz edebilmeleri,
etki spektrumlarinin olduk¢a fazla olmasi nedeniyle ¢oklu direng gosteren GN
bakterilerin infeksiyonlarinin tedavisinde ilk sirada kullanilan antibiyotikler

karbapenemlerdir. Karbapenemlerin bu 6nemli 6zellikleri onlarin ampirik tedavide
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yaygin olarak kullanilmasina ve nihayetinde de bu antibiyotiklere karsi direng
oranlarinin artmasina neden olmustur. Artan diren¢ beraberinde bu bakterilerden
kaynaklanan ve hayati tehlikelere neden olabilecek infeksiyonlarinin kontrol
edilebilmesi zorluguna ve tedavilerinde giicliiklerle karsilasilmasina hatta bazen
imkansizlagmasina neden olmaktadir. Her iilke ve merkeze gore degisiklik gosteren
direng oranlar1 ve direncten sorumlu olabilecek olasi enzimlerin yaninda, her
merkez i¢in degigsmeyen bir gercek su ki, diren¢ oranlarinin giin gegtikge artmakta
oldugudur. Gegtigimiz on yil boyunca, non-fermentatif Gram-negatif bakteriler,
hastaliklar1 veya tibbi tedavileri nedeniyle immiin sistemi baskilanmis olan
hastalarin artan popiilasyonunda énemli firsat¢i patojenler olarak ortaya ¢ikmuistir.
Bu bakteriler ortamda yaygin olarak bulunurlar ve ¢oklu, intrinsik veya edinilmis
ilag direnci i¢in bir egilime sahiptir. Giiniimiizde neden olduklar1 enfeksiyonlar,
tedavi ve enfeksiyon kontrolii agisindan 6nemli sorunlar ortaya ¢ikarirken, yeni
antimikrobiyal bilesiklere karsi yaygin olarak goriilen bakteriyel direncin ortaya
cikmasi, bu ajanlarin klinik yasam siireleriyle ilgili endiseleri arttirmaktadir (12).
Pseudomonas ve Acinetobacter tiirii bakteriler i¢in; diinyadaki imipenem
direng oranlaria bakildiginda giderek artan miktarlarda antibiyotik direnci oldugu
goriilmektedir Pseudomonas i¢in % 6 ile % 70 arasinda degisen oranlarda
imipenem direnci goriiliirken bu oran Acinetobacter’ lerde % 13 ile % 58 arasinda
degismekte olup, birbirine yakin olarak seyretmektedir (12). Ulkemizde
Pseudomonas ve Acinetobacter tiirli bakterilerde imipenem direnci orani bdlgesel
olarak farklilik gostermekte olup, Pseudomonas’larda yaklasik %4 ile %85,

Acinetobacter’lerde ise %8 ile %70 arasinda degismektedir (163; 164). Sahin E.
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(2012) tarafindan yapilan calismada ise imipenem direnci P. aeruginosa igin
%32,7’iken A.baumannii’igin ise %70.8 olarak bulunmustur (165).

Calismamizda imipenem direnci P.aeruginosa i¢in %75, B.cepacia igin %100
iken A.baumannii i¢in ise bu oran %85,19 olarak bulunmustur. Calismamizdaki
imipenem direnci yiizdelik oranlarina bakildiginda, A. Baumannii ve P.aeruginosa
icin bulunan degerlerin diger calismalardaki yiizdelik oranlardan daha yliksek
oldugu sonucuna varilmistir. Calismamizda biyofilm pozitif olan suslarinin disk
difiizyon yontemi ile belirlenen antimikrobiyal duyarlilik sonuglarina bakildiginda;
kolistin direnci (n=36) %43,37 olarak tespit edilmistir. Elde edilen veriler
arasindaki bu farkliliklar, ¢alismalarin farkli zamanlarda ve farkli yerlerde
yapilmasi, numunelerin soyutlandigi kliniklerin farkli olmasi1 ve bakterilerin giin
gectikce daha direngli olmasi gibi nedenlerden dolayr olabilecegini
diistindiirmektedir. Direng oranlar1 yer ve kullanim siireleri durumuna bagli olarak
da degisebileceginden giin gectikge diren¢ oraninin artmasi dogal bir sonugtur.
Direng diizeyleri cografik bolgelere gére degismektedir. Ornegin 1997-2000
arasinda P. aeruginosa’ da gentamisin direnci Kuzey Amerika’da %15.8 iken
Avrupa’da %28.3 ve Latin Amerika’da %38.2°dir (166).

Schaber ve ark. planktonik form ile biyofilm formun antibiyotiklere karsi
duyarliklarim1 arastirdiklar1 bir ¢alismada; polikarbonat membran {izerinde
klinikten izole ettikleri P. aeruginosa suslarinin biyofilm olusumunu saglamis ve
P.aeruginosa infeksiyonlarinda siklikla kullanilan imipenem (karbopenem
betalaktam), gentamisin (aminoglikozid) ve piperasilin-tazobaktam (betalaktamaz
inhibitorli) antibiyotiklerini  kullanmislardir. Sonugta biyofilm  formunun

planktonik forma gore yaklasik 10 kat daha direncli hale geldigini géstermislerdir
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(137). Bhargava ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada izole edilen non-
fermentatif Gram negatif bakterilerin antibiyotik duyarlilik testi, CLSI kriterlerine
gore Mueller Hinton Agar kullanilarak Kirby Bauer disk difiizyon yontemi ile
gerceklestirilmistir. Izole edilen bakterilerin antibiyotik duyarlilik profili,
Amikacin, Piperacillin ve Co-trimoxazole’ye kars1 belirli derecede direngli iken;
Imipenem, Cefipime-Sulbactam ve Ceftazidime-Sulbactam’a karsi daha yiiksek
duyarlilik gosterdigi belirlenmistir (146) Sahin E. (2012), tarafindan toplum kokenli
non-fermantatif Gram negatif bakterilerde biyofilm olusumunun belirlenmesi ve
cesitli antibiyotiklere duyarliliginin tespitine yonelik yapilan caligmada; balgam,
idrar ve yaralardan izole edilen 20’si Pseudomonas aeruginosa, 20’si Acinetobacter
baumannii olan 40 non-fermentatif Gram negatif bakteri test edilmistir. En etkili
antibiyotik veya antibiyotiklerden biri olan kolistine iki bakteri grubunda da yediser
(% 35) susta direng saptanmis ve P.aeruginosa suslarina gentamisin, seftazidim ve
amikasin; A.baumannii suslarina tigesiklin, gentamisin ve amikasin diger
antibiyotiklerden daha etkili olarak bulunmustur. Biyofilm olusumu yalniz bir susta
saptandig1 i¢in antibiyotik direnci ile biyofilm olusumu arasinda bir iliskisi
belirlenememistir. S6z konusu ¢alismada, non-fermentatif Gram negatif
bakterilerde kolistin duyarliligi yiiksek bulunurken, biyofilm orani beklenildigi
kadar yiiksek bulunmamistir ve bu nedenle bu bakterilerin diren¢ mekanizmasiyla
biyofilm olusumu arasinda bir baglant1 tespit edilememistir. Bu sonuca ¢aligmadaki
sus sayisinin az olmasinin etkisi oldugu ve daha fazla susla sonuglarin daha farkl
cikabilecegi diigtiniilmiistiir (165).

Calismamizda, biyofilm pozitif olan A. baumanii suslarinin disk difiizyon

yontemiyle belirlenen antimikrobiyal duyarlilik sonuglarina bakildiginda; A.
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baumanii suslart en fazla %35,18 (n=19) ile Kolistin (CT) ve sefoperazon-
sulbaktam (SCF)’a duyarlilik gosterirken, %88,89 (n=48) ile amoksisilin-klavunat
(AMC)’a en fazla direng gosterdigi tespit edilmistir.

Rao ve ark. (2008) tarafindan, A.baumannii izolatlarindaki biyofilm ve
antibiyotik direnci arasindaki korelasyonu irdelemek i¢in yapilan bir ¢alismada,
biyofilm pozitif olan A.baumanii izolatlari, 13 antibiyotik ile test edilmis olup;
imipeneme kars1 %100 direng, cephotaxime %89, amikasin %80 ve ciprofloxasin
%73 direng gostermistir. Cefoperazone ve norfloxacin, izolatlarin ¢oguna karsi
daha etkili bulunmustur. Biyofilm olusturan izolatlarin tamami hemen hemen tiim
antibiyotiklere diren¢ gostermistir. Ayrica, bu calisma ile mikroplate yontemi,
biyofilm tespiti i¢in daha duyarli bir yontem olarak bulunmustur (167). Badave ve
ark. (2015) tarafindan A.baumannii’ nin klinik izolatlar arasinda biyofilm olusumu
ile antibiyotik direnci arasindaki korelasyonun incelendigi calismalarinda; farkli
klinik 6rneklerden izole edilen toplam 72 A.baumannii izolatinin antimikrobiyal
duyarlilik testi, 6 antibiyotik kullanilarak Kirby Bauer disk diflizyon yontemi ile
yapilmis ve biyofilm olusumu, MP ile incelenmistir. 72 izolatin 45’1 (%62.5)
biyofilm pozitif olup, ampicillin-sulbactam direnci en az tespit edilmistir.
Izolatlarn  %36.1'i imipeneme direngli, %66.6's1 seftazidime, %72.2'si
ciprofloxasine, %80.5'I amikasine ve%84,7'si piperasilline direngli bulunmustur.
Biyofilm pozitif izolatlarin, ampisillin-sulbaktam, amikasin, siprofloxasin ve
seftazidime, imipenem ve piperasilline gore daha fazla direng gosterdigi tespit
edilmistir. 65 (%90.3) izolatin tamami, ¢oklu ilag direnci gostermistir. S6z konusu
calisma ile A. baumannii‘de biyofilm olusumu ve ¢oklu ila¢ direnci arasinda pozitif

bir korelasyon oldugu sonucuna varilmistir (168). Hussain ve ark. (2017), kateterize
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ve kateterize olmayan hastalarda Gram negatif organizmalarin biyofilm olusumunu
karsilastirmak ve ayrica antibiyotik duyarlilik modellerini degerlendirmek
amaciyla yapilan c¢alismada. Kkateterize hastalardan izole edilen 25
mikroorganizmanin 18'1 (%72) biyofilm olustururken, kateterize edilmemis
hastalardan izole edilen 25 mikroorganizmanin 4’i (%16) biyofilm olusturdugu
bulunmustur. Tiim biyofilm iireten mikroorganizmalarin antibiyotik duyarlilik
yiizdesinin, biyofilm olusturmayan mikroorganizmalardan daha diisiik oldugu
tespit edilmistir (169). Babapour ve ark. (2016) tarafindan, A.baumannii klinik
izolatlarinda biyofilm olusumunu tespit etmek; farkli antibiyotiklere karsi
duyarliliklarin1 gostermek; biyofilm ve c¢oklu ilag direnci arasinda olasi bir
baglantiy1 arastirmak {izere yapilan bir baska c¢alismada da; Tahran'daki fi¢
hastaneden alinan klinik 6rneklerden, 156 6rnekte A. baumannii tespit edilmis olup,
antibiyotik duyarlilik testinde izolatlarin, polimiksin B disinda ¢ogu antibiyotige
karst oldukga direncli oldugu belirlenmistir. Biyofilm olusturan izolatlarin en az
%92'si ¢oklu ilaca direng gostermistir (162). Bhargava ve ark. (2015) yaptiklari bir
calismada, patojen olarak izole edilmis NFGN bakterilerin antibakteriyel duyarlilik
testinde; P. aeruginosa'nin %82'si Imipenem'e , %79'u sefepime'ye, %69'u
seftazidim-sulbaktam'a, %34'i amikasine, %46's1 piperasillin ve %41'i ko-
trimoksazole i¢in duyarli olarak tespit edilmistir (146).

Calismamizda, biyofilm pozitif olan Pseudomonas suslarinin disk difiizyon
yontemiyle belirlenen antimikrobiyal duyarlilik sonuglarma gore; Pseudomonas
suglar1 en fazla %S5,14 (n=16) ile kolistine ve %53,57 (n=15) ile sefoperazon-
sulbaktama duyarlilik gosterirken, %92,86 (n=26) ile amoksisilin-klavunata en

fazla direng gosterdigi tespit edilmistir.
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Sonug olarak hastane infeksiyonlarina neden olan etkenlerin basinda gelen
non-fermentatif Gram negatif bakteriler, nemli bir virulans faktorii olan biyofilm
olusturarak hem konak savunmasindan hem de antimikrobiyal ajanlardan
korunurlar. Giinlimiizde yogun antibiyotik kullanimi1 veya antibiyotiklerin gereksiz
kullanimlar1 direncli bakterilerin olusmasina neden olmaktadir. Ozellikle sorunlu
bolge infeksiyonlarinda, biyofilm olusturma yetenegindeki bakterilerin
antimikrobiyellerle tedavisinde yasanan giigliikler pek ¢cok ¢alismada gosterilmistir.
Son yillarda antimikrobiyallerin bilingsiz kullanimi infeksiyonlarin tedavi
secimlerinde yenilikler yapilmasini zorunlu hale getirmistir. Ideal tedavi
stratejisinin biyofilm matriksindeki ekstraselliiller polimerik maddelerden en az
etkilenecek, ¢ok hizli bakterisidal etki gosterebilecek ve etki mekanizmasi biyofilm
hiicrelerinin biiylime hizindan etkilenmeyecek nitelikte antimikrobiyal ajanlar
icermesi gerekmektedir.

Biyofilmler, her ne kadar belirli kosullar altinda sagligimizi tehdit ediyor olsa
da, ozellikle nitrojen ve fosforun uzaklastirilmasinda ve endiistriyel atiklarin
detoksifikasyonunda %100’e yakin basarilar elde ettikleri unutulmamalidir. Bu
biyofilmlerin hepsinin zararli olmadig1 ve tiim biyofilmlerle miicadelenin gerekli
olup, olmadigi sorusunu akla getirmektedir. Bu ve buna benzer bir¢ok sorunun
cevap bulmasi i¢in biyofilm konusu hakkinda birgok arastirma yapilmasi
gerekmektedir. Biyofilm yapisinin ve biyofilm olusum mekanizmalarinin daha iyi
anlasilmas1 mikroorganizmalarin olas1 potansiyel tedavi hedeflerini de ortaya

cikartacaktir.
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