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1. GIRIS

Acinetobacter baumannii, Ozellikle yogun bakim {initelerinde hastane
salginlarina yol agan ve ¢oklu ilag direnci ile iligkili gram-negatif bakteriyel bir
patojendir'. Hastanede yatan hastalarin A. baumannii tarafindan kolonize ve
enfekte olmas1 6nemli bir durumdur. Bakteriyemi, iiriner sistem enfeksiyonlar1 ve
sekonder menenjitden nozokomiyal pndmoniye kadar ¢ok cesitli enfeksiyonlara
sebep olabilmektedir®. Coklu ilaca direngli A. baumannii izolatlarmm hizli
gelismesi, hastalar i¢in sinirli tedavi segenegi ortaya c¢ikarmistir. Bir ¢ok izolat
aminoglikozid, florokinolon, (karbapenem dahil) p-laktam, tetrasiklin ve
trimetoprim sulfametoksazol gibi klinik agidan kullanigh antibiyotiklerin ¢oguna
kars1 direnglidir’*.

Antibiyotik direncine ek olarak, biyofilm olusturma yetenegi de A.
baumannii nin viriilansina katkida bulunan 6nemli faktorlerdendir. Biyofilmler,
polisakkarid, protein ve DNA iceren hiicre dis1 bir malzemeden meydana gelen bir
matriks igindeki sesil bakteriyel topluluklardir’. Bakteriyel patojenler tarafindan
olugturulan  biyofilm, konak bagisiklik savunmasi, dezenfektanlar ve
antimikrobiyallere karsi gelistirilmis tolerans ile iliskilendirilmistir®.

A. baumannii suslar1 in vitro biyofilm olusturmaktadir ve bu fenotip ile
iligkili molekiiler mekanizmalarin bazilar1 ¢aligilmistir; biyofilm olusumu ile ilgili
genler csu lokusunu (saperon-usher Csu fimbriyayr kodlayan), pga lokusunu
(polisakarit poli-N-asetil glukozamini kodlayan, PNAG), ompA'y1 (dis membran
proteini kodlayan OmpA), bap’1 (biyofilm-iligkili proteini kodlayan Bap) ve

cogunlugu algilama (quorum sensing) sistemini igermektedir’ .



Biyofilm olusumu, hastane ortamindaki patojenik bakterilerin hayatta
kalmas1 ve kalict tibbi cihazlarla iliskili enfeksiyonlarin olugmasina neden
olmaktadir'”. Bunlarin basinda da biyofilm olusturma yetenegine sahip
bakterilerin etken oldugu kateter iliskili enfeksiyonlar yer almaktadir'®.

Santral venoz kateterler (SVK) enfeksiyonlarinda en sik rastlanan etkenler
gram-pozitif bakteriler olsa da, gram-negatif bakteriler de kateter iligkili
enfeksiyonlarda onemli role sahiptir'®. Etiyolojide gram-negatif bakterilerin
kateter iliskili enfeksiyonlardaki (KIiE) etkisi %19 - 21 arasinda degismektedir '°.
A. baumannii KIE’lara neden olabilen ve kan-dolasim enfeksiyonlarmdan
temizlenmesi zor olabilen Gnemli bir patojendir'.

KIE’larda Kateterin cikarilmasi ya da antimikrobiyal tedavi uygulanir.
Kateter kurtarillacaksa sistemik antibiyotik ile birlikte antibiyotik kilit tedavisi
uygulanmalidir. Uygulanacak antibiyotiklerin laboratuvarda bakteri
sispansiyonlar1 ile yapilan duyarlilik testlerine gore seg¢ilmesi gerekmektedir.
Bircok ¢aligma 10 - 14 gilinlik ampirik tedavi donemlerinin yeterli oldugunu
gostermektedir' 7.

Bu calisma ile Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda cesitli klinik 6rneklerden izole edilen A.
baumannii izolatlarinda biyofilm olusumu ile ilgili genlerinin varhiginin
aragtirtlmas1 ve biyofilm yapim siddeti ile biyofilm olusumunda rol aldig:
diisiiniilen genler arasinda iliski olup olmadigmnin gosterilmesi amaglanmistir.
Calismamizda kateter iliskili enfeksiyona sebep olan izolatlara in vitro olarak
uygulanan antibiyotik kilit tedavi modeli ile etkin antibiyotigin dozunun ve

stiresinin bulunmas1 hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce ve Taksonomi

Acinetobacter’ler 1800’1 yillarin sonunda, morfolojik 6zelliklerine ilk kez
dikkat ceken iki bilim adaminin adlarina ithafen ‘Morax-Axenfeld basilleri’
olarak adlandirilmislardir. Daha sonralart Diplococcus mucosus, Micrococcus
calcoaceticus, Alcaligenes haemolysans, Mima polymorpha, Moraxella Iwolffi,
Herellea vaginicola, Bacterium anitratum, Moraxella Iwoffi var. glucidolytica,
Neisseria winogradskyi, Achromobacter anitratus, Achromobacter mucosus
olarak farkli adlandirmalar yapilmistir. Brisou ve Pre’vot 1954°de benzer
morfolojik oOzellikler gosteren bu mikroorganizmalar arasinda bazilarinin
hareketsiz olduklarin1 gostermisler ve Yunanca hareketsiz anlamina gelen
‘Akinetos’ sozciigiinden esinlenerek bu bakterilere ‘Acinetobacter’ adin
vermiglerdir. 1968 yilinda ise Baumann ve arkadaslart Acinetobacter’lerin
biyokimyasal ve morfolojik ozelliklerini ayrintili olarak ortaya koymuslardir.
1971 yilinda da bu bakteriler Moraxellaceae ailesi i¢inde Acinetobacter cinsi
olarak smiflandirilmislardir >'*. Bergey'in Sistematik Bakteriyoloji Kilavuzunun
1974 baskisinda, cinsi Acinetobacter cinsi ilk tiirlin Acinetobacter calcoaceticus
oldugu yaymlanmistir °.

Bouvet ve Grimont 1986’da deoksiriboniikleik asit hibridizasyon
yontemini kullanarak, A. baumannii, A. calcoaceticus, A. haemolyticus, A.
johnsonii, A. junii, and A. Iwoffii’in dahil oldugu, Acinetobacter cinsi iiyelerini 12

tiire ayirmiglardir. Gruplar 1, 2, 3 ve 13TU arasinda ¢ok yakin bir iliski oldugu



gosterilmistir ve bu ylizden bu tiirler 4. calcoaceticus-A. baumannii kompleks ad1

altinda incelenmektedir™. Bugiine kadar, 32’den fazla Acinetobacter tiirii

bildirilmistir. Bunlardan en az 17 tiir adlandirilmistir. Kalan tiirler genellikle daha

karakterizasyonu belli olmayan, genomik tiirler olarak adlandiriimaktadir °.

2.2. Mikrobiyolojik ve Metabolik Ozellikler

Acinetobacter cinsi bakteriler; gram negatif, zorunlu aerobik, hareketsiz,
nonfermentatif, katalaz pozitif, oksidaz negatif, indol negatif, nitratlar1 rediikte
etmeyen, i¢ sekerli demirli besiyeri (TSI) ve oksidatif besiyerinde asit
olusturmayan, 35 - 37°C’de iiremeyi seven ve DNA G+C igerigi %39 - 47 olan
bakterilerdir. Gram-negatif basil, kokobasil veya diplokok seklinde goriilen bu
mikroorganizmalar taze kiiltiirlerinde gram-pozitif olarak goriilebilmektedirler.
Logaritmik biiylime fazinda 1 - 1.5 x 1.5 - 2.5 um boyutlarinda basil olarak
goriiliirler. Diger donemlerde ise kok, kokobasil, ikiserli, kiime halinde veya kisa
zincir morfolojisinde gozlenebilirler. Bu benzer morfolojik 6zellikleri nedeniyle
Haemophylus ve Neisseria tiirleri ile karigtirilabilirler 1820,

Acinetobacter cinsi bakteriler klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin
olarak kullanilan koyun kanli agar, triptik soy agar ve McConkey besiyerlerinde
kolay iirerler. Bu organizmalar piiriizsiiz, bazen mukoid, grimsi beyaz koloniler
olustururlar. Diger Acinetobacter tiirleri daha kiiciik ve saydam koloniler
olustururken, A. calcoaceticus'dan-A baumannii kompleksi kolonileri 1.5 ile 3

mm arasindaki koloni ¢ap1 ile Enterobacteriaceae kolonisine benzemektedir.

Enterobacteriaceae’larin  aksine, A. calcoaceticus-A. baumannii kompleksi



disindaki bazi Acinetobacter tiirleri McConkey agarda lireyememektedir.
Acinetobacter haemolyticus ve diger tlirlerin ¢ogu (Acinetobacter genomik tiir 6,
13BJ, 14BJ, 15BJ, 16 ve 17) koyun kanli agarda hemoliz olusturmasina ragmen,
A. calcoaceticus-A. baumannii kompleks iyeleri hemoliz olusturmazlar *'®.
Acinetobacter’lerden diger benzer gram-negatif bakterileri ayirt edebilecek tek bir
metabolik test yoktur.

Acinetobacter tiirlerinin belirlenmesi i¢in dogrulanmis birka¢ yoOntem
vardir, DNA-DNA hibridizasyon testleri referans test gibi goriinmektedir. Bouvet
ve Grimont tarafindan 1987 yilinda olusturulan fenotipik tanimlama semasi; 37
°C, 41 °C ve 44 °C'de biiylimeyi, glikozdan asit tiretimi, jelatin hidrolizi ve 14
farkl1 karbon kaynagi asimilasyonunu igermektedir *'**. Ama bu fenotipik testler
yaygin Acinetobacter tiirlerinin kesin tanimlamasi i¢in uygun degildir. Hem
DNA-DNA hibridizasyon ve hem de Bouvet ve Grimont fenotipik tanimlama
sistemi zahmetli ve rutin mikrobiyoloji laboratuvarlari i¢in uygun olmaktan
uzaktir. Bu nedenle, Acinetobacter’lerin tanimlamasi i¢in molekiiler yontemler
gelistirilmistir °.

Tiir identifikasyonunda kullanilmakta olan API 20 NE, Vitek 2, Phoenix
ve MicroScan WalkAway gibi manuel ve yar1 otomatik ticari identifikasyon
sistemlerinin, tiir identifikasyonunda halen problemleri vardir. Ozellikle klinik
olarak 6nemli olan ve A. calcoaceticus-A. baumannii kompleks icerisinde yer alan
3 Acinetobacter tirii (A. baumannii, Acinetobacter gen. sp. 3 ve Acinetobacter

gen. sp.13TU) ticari identifikasyon sistemleri ile ayirt edilememistir %,



2.3. Patogenez ve Viriilans Faktorleri

Virulans potansiyelleri diigiik patojen olduklart i¢in, konak savunma

mekanizmas1 normal olan bireylerde enfeksiyon olusturmalari giictiir. Genellikle

hastane kaynakli firsat¢1 enfeksiyonlara neden olmaktadirlar. Acinetobacter cinsi

bakteriler genel olarak diisiik virulansli olarak kabul edilirler, ancak virulanstan

sorumlu bir takim faktorler de saptanmustir:

1- lIzolatlarin yiizeyinin daha fazla hidrofilik olmasini saglayan ve
fagositozdan koruyan L-ramnoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-glukronik
asitten olusan polisakkarit kapsiil.

2- Insan epitel hiicrelerine baglanmay: giiclendiren fimbria ve/veya
kapstiler polisakkarit

3- Dokulardaki lipidleri yikan enzimler {iretirler, hiicre duvarinda
bulunan lipid A potansiyel toksik etki gostererek patojeniteyi arttirir.

4- Aerobaktin gibi siderofor ve demir tutucu dis membran reseptor
proteinlerinin {iretimi ile bakteri liremesi i¢in gerekli demir temin
edilmektedir **%".

2.4. Epidemiyoloji

Acinetobacter tirlerinin siklikla toprakta, suda ve kuru g¢evrelerde

bulunabilir, insanlardan ve hayvanlardan izole edilebildikleri gibi her yerde

bulabilen mikroorganizmalar olarak kabul edilirler. Acinetobacter tiirlerinin insan

florasinda dogal olarak bulunabilir. Epidemiyolojik arastirmada ayaktan takip



edilen hastalarin %43 kadarmin bu organizmalar ile kolonize oldugu tespit
edilmistir.

Hastane personelinin derisinde stirekli taginan en yaygin gram-negatif
mikroorganizma olarak tanimlanmaktadir. Rezervuar insanlar ve hastane
cevresindeki cansiz materyellerdir, bu da hastalar arasinda gecis i¢in elverisli bir
durum saglamaktadir. Cesitli ¢calismalarda; major cerrahi, major travma, yaniklar,
prematiire dogum, bir yogun bakimda kalmak, uzamis hastane ya da yogun
bakimda kalis, mekanik ventilasyon, kalict yabanci cihazlarin uzunlugu, invaziv
prosediirlerin sayis1 gergeklestirilen ve Onceki antimikrobiyal tedaviler A.
baumannii ile enfeksiyon veya kolonizasyon i¢in risk faktdrleri olarak tespit
edilmigtir™**".

2.5. Acinetobacter Enfeksiyonlari

Acinetobacter tiirlerinin toplum kokenli enfeksiyonlar olduk¢a nadirdir,
hastane kokenli firsat¢1 infeksiyonlara neden olurlar. Tiim organlarda siipiiratif
infeksiyonlara neden olabilirler. Tiim Acinetobacter tiirleri arasinda en sik ve en
ciddi klinik tablolara yol acan etken A. baumannii’dir. En sik hastane kaynakli

pnémoniye neden olurlar *.

2.5.1. Solunum Sistemi Enfeksiyonlar1
Hastanede gelisen pnomoni; genellikle hastaneye yatigtan 48 saat sonra
gelisen ve hastanin yatisinda inkiibasyon doneminde olmadigi bilinen pndmoni

olgular ile, hastaneden taburcu olduktan sonraki 48 saat igerisinde ortaya ¢ikan



pnémoni olarak tanimlanir. Hastaneye yatan hastalar arasinda %0.5 - 2 oraninda
goriiliir. Diinyada hastane infeksiyonlari i¢indeki hastanede gelisen pndmoni orani
%15 diizeyinde bildirilirken, iilkemizdeki veriler %11 - 30 arasinda (ortalama
%19) oldugunu gostermektedir. Hastanede gelisen infeksiyonlar arasinda en sik
mortalite nedeni pnémonilerdir. Ulkemizde hastanede gelisen pndmoni saptanan
olgularda kaba mortalite oran1 %30 - 87 arasinda degismektedir. Bakteriyemi
gelisen olgularda, Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa gibi sorunlu
bakterilerle olugan pnémonilerde, yash hastalarda (>60 yas), uygunsuz antibiyotik
kullananlarda ve ventilator iliskili pndmonilerde (VIP) dogrudan pnémoniye baglh
mortalite oran1 daha da artmaktadir.

Acinetobacter tiirleri iilkemizde yogun bakim infeksiyonlarina, 6zellikle
ViP’lere sebep olan sorunlu bakterilerdendir. Hastane kokenli Acinetobacter
pnomonisinde  multilober  tutulum, kavitasyon, plevral efiizyon ve
bronkopulmoner fistiil olusumu goézlenmistir. Hastane kokenli Acinetobacter
pnomonisinde mortalite %35 - 70 oraninda bildirilmektedir. Bakteriyemi ya da
sepsis  bulgularmin  olmast ve daha Onceki kolonizasyonun varligi
Acinetobacter’lere bagli gelisen nozokomiyal pnomonilerde koti prognoz
gostergesidir. Toplum kaynakli pndmoniye de neden olmaktadir. Toplum kdkenli
pndémoni, eriskinlerde konak immiinitesini zayiflatan alkolizm, sigara, diabetes
mellitus, bobrek yetmezligi, altta yatan akciger hastaligi gibi durumlarda olusur.
Tropikal iklimi olan bdlgelerde daha yiiksek prevalansa ulasir. Acinetobacter
tirlerine bagli gelisen toplum kaynakli pnémoni ani baslangigli ve fulminan

seyirlidir. Hastalarin 1/3’linde septik sok goriiliir. Literatiirde, toplum kaynakli



pndmonide, mortalite oranlarinin %40 - 60 arasinda degistigini bildiren ¢ok

sayida yayin bulunmaktadir ***.

2.5.2. Bakteriyemi

Hastane kokenli bakteriyemilerinin %1,5 - %2,5 una Acinetobacter tiirleri
neden olmaktadir. Hastane kokenli Acinetobacter bakteriyemisi siklikla solunum
sistemi enfeksiyonu ve intravendz kateter kullanimi ile iliskili olup daha az
siklikla da idrar yolu, yara, deri, batin enfeksiyonlar ile iliskilidir. Acinetobacter
bakteriyemisi olan hastalarin tligte birine yakininda septik sok gelisir.
Acinetobacter bakteriyemisinde mortalite oran1 %20 - 60 arasindadir.
Acinetobacter pnomonisi ile iligkili bakteriyeminin mortalitesi (%39), intravendz
katetere bagli gelisen bakteriyemi mortalitesinden daha yliksektir (%#4).
Acinetobacter bakteriyemisi tek patojenli ya da polimikrobiyal olabilir.

Polimikrobiyal bakteriyemilerde mortalite artmaktadir 2930,

2.5.3. Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlar1

Hastane kokenli Acinetobacter menenjiti sik goriilmez. Acinetobacter
menenjitinin baskin formu sekonder menenjittir ve beyin omurilik cerrahisi
girisimleri, beyin omurilik sivist kagagi, intrakranial hemoraji ve Onceden
antibiyotik kullanimi1 sonrasi Acinetobacter’e bagli menenjit gelisebilmektedir.
Ancak Acinetobacter menenjitinin mortalitesi yliksek (%20 - 30) olup yasayan

hastalarda ciddi norolojik defisit birakmaktadir 132
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Acinetobacter tiirlerine bagli toplum kokenli menenjit ¢ok nadir gelisir ve
genellikle sicak iklimlerde goriiliir. Toplum kaynakli menenjitlerde bakteri
genellikle direngli degildir. Acinetobacter menenjitinde cogu hastada ates,
meningeal iritasyon bulgusu vardir ve bu bulgulara nobet eslik edebilir. Beyin
omurilik sivisinda ise notrofillerin hakim oldugu pleositoz mevcuttur. Beyin
omurilik sivisinin glukozu diigiik ve proteini yiiksektir. Gram boyamada
Acinetobacter; morfolojik olarak Neisseria meningitidis ile karisabilir 3
Metan ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada, beyin cerrahisi ameliyatlar

sonrasinda gelisen gram negatif basil menenjitlerinin %83’iiniin Acinetobacter

tiirleri tarafindan olustugu bildirilmistir™*.

2.5.4. Uriner Sistem Enfeksiyonlar

Acinetobacter’e bagl gelisen {iriner sistem enfeksiyonu sik degildir.
Genelde immiin sistemi baskilanmis, yasl, siirekli tiriner kateteri olan ve yogun
bakim {iinitelerinde yatan hastalarda goriilmektedir. Kateter iligkili tiriner sistem

enfeksiyon siklig1 yaklasik %1 olarak bildirilmektedir **°,

2.5.5. Yumusak Doku Enfeksiyonlar:

Acinetobacter tiirleri cerrahi, yanik ve travma yaralarinda kolonize olabilir
ve agir yumusak doku enfeksiyonlarma yol acgabilir, osteomyelite ilerleyebilir.
Acinetobacter’e bagl gelisen yumusak doku enfeksiyonlar1 siklikla prostetik
materyal ile iliskili olup genis debritman gerektiren enfeksiyonlar gelisebilir.

Acinetobacter toplum kaynakli ve hastane kokenli seliilit, fronkiilit gibi cilt
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enfeksiyonlarma da yol agabilir. Kateter giris yerinde seliilit olusumuna neden

olabilir ve sadece kateterin ¢ekilmesi ile iyilesebilir ».

2.5.6. Diger Enfeksiyonlar

Acinetobacter tirleri gézde de kolonize olabilir. Korneal iilserasyonlara,
endoftalmite, preorbital seliilite neden olabilir. Travma ve cerrahi sonras1 gézde
enfeksiyona neden olabilir. Protez kalp kapagi endokarditi, periton diyalizi ile
iligkili peritonit, perkiitan transhepatik kolanjiografi ve perkiitan safra drenajiyla
iliskili ~ kolanjit, pankreas ve karaciger apseleri, otolog kemik iligi
transplantasyonundan sonra gelisen tiflit, osteomyelit, septik artrit olgulari
bildirilmistir >***°.
2.6. Acinetobacter Enfeksiyonlarinda Tedavi

Acinetobacter ile ilgili asil problem enfeksiyonun kendisinin taninmasidir.
A. baumannii izolatlar1 siklikla enfeksiyondan ziyade kolonizasyonu olan,
hospitalize hastalardan elde edilen idrar ve solunum yolu Orneklerinden izole
edilmektedir. 4. baumanii’ye bagh enfeksiyon; enfeksiyonun klinik ve biyolojik
bulgularina sahip olan hastada steril bir 6rnekten A. baumannii nin izole edilmesi
olarak tanimlanmaktadir. Kolonizasyon ise; enfeksiyonun klinik veya biyolojik
bulgularina sahip olmayan hastada tipik olarak steril olmayan orneklerden A.
baumannii nin izolasyonu olarak tanimlanabilir.

A. baumannii enfeksiyonlarinda tedavi, olagan duyarlilik paternlerinde bile

problemlidir. Tedavi baslangicinda duyarli goériinen bakteri tedavi sonlanmadan
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direngli hale gelebilir. Bu nedenle de kesin olmasa da kombine tedaviler segilir.
Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu hastane kokenli enfeksiyonlarin genellikle
hem komorbidite hem de kotii prognoza sahip genel durumu kotii hastalar:
etkilemesinden dolay1 klinik etkisi hala tartigmalidir ve degerlendirmesi zordur. A.
baumannii’ye bagli enfeksiyonlarin moralite oranlari hastanelerde %7.8’den
%23’e ve YBU’lerinde %10’dan %43’e kadar degismektedir >>°.

Mevcut antimikrobiyal ajanlarmm kullanimini optimize etmek ve ilag
direnci gelisimi i¢in olasiliklar1 en aza indirmek i¢in tedavi stratejileri hayati 6nem
tasimaktadir. Ideal tedavi antimikrobiyal duyarlilik testlerine gore belirlenmelidir.
Ampirik tedavi icin antibiyotik se¢imi zordur ve belirli bir hastane ortaminda
endemik A. baumannii izolatlarinin fenotipleri ve genotipleri ile ilgili verilere

dayanilarak yapilmadir *’.

2.6.1. Sulbaktam

Sulbaktamin bagarili tedavi kullanimi, az sayidaki ¢alismada belirtilmistir.
Ancak istisna olarak, Acinetobacter ve Bacteroides tiirlerine karsi sulbaktamin tek
kullanim1 ya da ampisilin ile kombine kullaniminin intrinsik aktivitesi vardir.
Imipenem direngli ve duyarli A. baumannii izolatlarmin penisilin baglayic
proteinlerin (PBP) ile sulbaktam, klavulanik asit ve tazobaktam etkilesimi
arastirildiginda, imipenem duyarli izolatlardan bu beta-laktamaz inhibitorlerinin
her ti¢linlin de PBP’ne baglandigi gosterilmistir. Her {i¢ antimikrobiyal de A.
baumannii’ye kars1 intirinsik olarak etkili goriinse de, klinik kullanimda

sulbaktam in vivo olarak tek aktif inhibitérdiir "%,
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Sefaperazonlarin Acinetobacter tiirlerine karsi etkinligi azdir ancak
sulbaktamla 1:1 oraninda kombine formu Acinetobacter tiirlerine oldukca
etkilidir. Tiirkiye’de 2007 yilinda, 13 farkli merkezin katilimiyla gergeklestirilen
calisma sonucuna gore A. baumannii izolatlarina karst en diisiik direng
sefoperazon-sulbaktam ve imipenemde saptanmis, ayrica degisik merkezlere gore
diren¢ oranlarinin oldukg¢a farklilik gosterdigi goézlenmistir. Tirkiye’de farkli
arastiricilar A. baumannii izolatlarinda sefoperazon-sulbaktam direncinin %8 - 78
oranlar1 arasinda oldugunu bildirmislerdir. 2008 - 2010 yillarinda yapilan bir
calismada ise sefoperazon-sulbaktam direnci yillara goére %11 - 42, tim
izolatlarda %28; karbapenem direnci ise yillara gore %50 - 83, tiim izolatlarda ise

%70 - 71 oranlarinda saptanmustir*>°.

2.6.2. Polimiksinler

Polimiksinler 5 farkli kimyasal bilesigin (polimiksin A-E) yer aldig:
polipeptid antibiyotiklerdir. Klinik pratikte kullanilan polimiksin  grubu
antibiyotikler polimiksin B ve polimiksin E (kolistin)’dir. 1949 yilinda Bacillus
polymyxa’dan izole edilmistir. 1950 yilinda ise Japonya ve Avrupa’da tedavi
amaciyla kullanilmaya baslanmistir. Ancak nefrotoksik etkilerinden dolay1
kullanim1 terk edilmistir. Son 20 - 30 yildir ¢oklu ilaca direngli kistik fibrozis
hastalarinin tedavisi i¢in bu kisitlama kaldirilmistir.

Kolistin, kolistin siilfat ve kolistimetat sodyum olarak iki sekilde
kullanimda yer alir. Kolistimetat sodyum hidrolize olana kadar inaktif olup, hem

in vitro hem de in vivo ortamda hidrolize olabilir. Bu nedenle kolistimetat sodyum
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yaklasik dort ya da sekiz kat daha az aktif olan bir ajandir. Kolistimetat sodyum,
kolistin stilfatla karsilastirildiginda daha az terdpatik etkinlige ve basta daha az
yan etkilere sahiptir. Bununla birlikte kolistin siilfat ve polimiksin B ile
karsilagtirildiginda daha az nefrotoksik etkiye sahiptir. Son yillarda kolistimetat
sodyum, polimiksin grubu antibiyotikler i¢inde en fazla kullanilan parenteral
formlar1 olusturmaktadir. Kolistimetat sodyum, kistik fibrozisli hastalarda
nebilizator ile inhaler uygulanmasi, ayrica intratekal ve intraventrikiiler
enjeksiyona miisait olmasi ile 6dnemli bir avantaja sahiptir. Kolistin siilfat olarak
topikal ve oral formlar bazi lilkelerde kullanilmakla birlikte, ABD’de yalnizca
kolistimetat sodyum ve polimiksin B kullanimi mevcuttur. Polimiksin B sulfat
intramiiskiiler ve intravendz yol disinda topikal olarak da kullanilan bir ajandir.
Merkezi sinir sistemi infeksiyonlarinin tedavisinda polimiksin B intratekal ve
intraventrikiiler olarak da kullanilabilir.

Intravendz kolistin, in vitro duyarlilik testleri ile dogrulandiktan sonra,
diger antimikrobiyal ajanlara direngli gram-negatif bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde diisiiniilmelidir. Kolistin diginda tiim antibiyotiklere
direncli P. aeruginosa, A. baumannii ve Klebsiella pneumoniae infeksiyonlarinin
tedavisinde monoterapi yerine kombine kullanimi tercih edilmelidir. Yapilan
caligmalarda kolistinin gram-negatif bakterilere karsi karbapenemlerle sinerji
olusturdugu gosterilmistir. Zamana bagli Oldiiriicii  etkinin kombinasyon
sonucunda standart yontemlerle 2 /og;) CFU/ml diizeyinde bakteri populasyonunu
daha fazla azalttig1 bildirilmistir. Bunlarin disinda kolistinin seftazidim, rifampisin

ve glikopeptidlerle sinerji olusturdugu yoniinde bildirimler de bulunmaktadir.
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Kolistin son yillarda tiim diinyada gittikge sikligi artan panrezistan
Pseudomonas ve Acinetobacter tiirii bakterilerin neden oldugu hastane kdkenli
enfeksiyonlarda adeta bir kurtarma tedavisi olarak kullanilmaya baslanmistir. Bazi
caligmalar karbapenem direngli izolatlarin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde kolistinin faydali olabilecegine, ancak kritik hastalarda artan kolistin

kullanimmin hizli bir direng artisina yol acabilecegine dikkat cekmektedir *"**',

2.6.3. Karbapenemler

Beta-laktam  antimikrobiyal ajanlar 1940’l1  yillarda  penisilinin
kullanilmaya baslamasiyla birlikte kullanima girmistir. Karbapenemler, genis
spektrumlu aktiviteye sahip, gram-pozitif ve gram-negatif aerop ve anaerop
patojenler bulunan beta-laktam antibiyotiklerdir. Bu nedenle karbapenemler,
tedavisi zor patojenler tarafindan olusturulan ciddi enfeksiyonlarin ampirik
tedavisinde tercih edilmektedir.

Streptomyces cattleya’dan izole edilen tienamisin ilk karbapenemdir. Son
derece kararsiz bir molekill olmasindan dolayr gelistirilerek imipenem
bulunmustur. Farkli antimikrobiyal aktiviteye sahip ¢ok sayida karbapenemin
gelistirilmesi nedeniyle artik karbapenemler homojen bir antibiyotik sinifi olarak
kabul edilmemektedir. Mevcut siniflamaya goére aerop ve anaerop patojenlere
kars1 etkin, ancak anti-psddomonal etkisi olmayan ve uzun yarilanma siiresine
sahip ertapenem, grup 1 karbapenem olarak siniflanmistir. Bu aktivite profili ile
ertapenem, hastaneye bagvuran toplum kokenli enfeksiyonu olan hastalarin

tedavisinde onerilmektedir. Imipenem, meropenem, panipenem, biapenem ve
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doripenem ise grup 2  karbapenemleri  olusturmaktadir. Grup 2
ajanlar Acinetobacter spp. ve P.aeruginosa gibi non-fermentatif gram-negatif
patojenleri de kapsayan genis spektrumlu aktiviteye sahiptir ve nozokomiyal
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Grup 3, metisiline direngli
Staphylococcus aureus’a karsi aktivitesi olan ajanlar i¢in olusturulmustur. Ancak
heniiz bu gruptaki ajanlardan klinige sunulmus bir iiye bulunmamaktadir ****,
Yatan hastalarda ciddi enfeksiyonlara siklikla neden olan patojenlerin
karbapenemlere duyarliligina iliskin mevcut bilgi birikimini genisletmek amaciyla
yiiriitilen COMPACT (The Comparative Activity of Carbapenem Testing Study)
caligmasina ait Tiirkiye verileri 2011 yilinda yaymlanmistir. Elde edilen bulgulara

gore Acinetobacter tiirleri i¢in doripenem, diger iki karbapenemden daha aktif

bulunmustur *.

2.6.4. Aminoglikozidler

Acinetobacter infeksiyonlarinin tedavisinde karbapenem, sulbaktam ve
kolistin ilk tercih edilen antibiyotiklerdir. Ancak, karbapenemlerin ampirik
tedavide yaygin olarak kullanilmasi, bunlara karsi diren¢ oranlarinin artmasina
neden olmaktadir. Direngli Acinetobacter infeksiyonlarinda aminoglikozidler
diger antimikrobiyal ajanlarla kombine olarak kullanilabilmektedir. Aral ve
ark.’nin 2010 yilinda yaptiklart c¢alismada A. baumannii izolatlarinda %85
gentamisin, %81 amikasin direnci bildirilmistir; Iraz ve ark. 2012°de

Acinetobacter tiirlerinde antibiyotik direng oranlarini inceledikleri ¢alismada %54
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gentamisin, %69 amikasin, %87 tobramisin, %15 netilmisin direnci
bildirmislerdir *.

Aminoglikozidler, A. baumanii tedavisinde tek basma kullanilmamalidir.
Ozellikle uzun siireli kullamimda ciddi yan etkileri bu kullanimi kisitlamaktadir.
Karbapenem-amikasin kombinasyonunun coklu ila¢ direncli (CID) A. baumannii

enfeksiyonlarinin %38 - 46’sinda etkili oldugu gosterilmistir *.

2.6.5. Tigesiklin

Tigesiklin, glisisiklin grubu antibiyotiklerin ilk {iyesi olup minosiklin
derivesidir ve 2005 yilinda kullanima girmistir. Tetrasiklinlere benzemek ile
birlikte baz1 avantajlar1 vardir. Eski tetrasiklinlere direngli mikroorganizmalara
etkili olmas1 bunlardan biridir. Yine etki spektrumunun geniglemesi ile 6zellikle
agir infeksiyonlarda kullanilmaktadir. Gram-negatif ve gram-pozitif bakterilerin
pek coguna etkilidir, ayn1 zamanda anti-anaerob aktiviteye de sahiptir. Ancak
anti-pseudomonal aktivitesi azdir. Karbapenem direngli Acinetobacter izolatlarina
kars1 in vitro aktivitesi vardir.

A. baumannii’de tigesiklin MIiK degerlerinde hizla gelisen artis ve direng
rapor edilmistir. Diinya genelinde 2004 - 2009 yillar1 arasinda, tigesiklinin
ortalama MIK degerinde 0,3’den 0.5’¢ artis oldugu vurgulanmaktadir. Bir
calismada 82 klinik izolattan elde edilen 19 farkli klon saptanan ¢ok ilaca direngli
A. baumannii izolatlarmin %66’sinin tigesikline direngli (MIK > 8 mg/L) ve

%12’sinin orta diizey direngli (MiK 4-6 mg/mL) oldugu gosterilmistir **"*%.
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Acinetobacter enfeksiyonlarinda tedavi sirasinda sik direng gelisimi
nedeniyle tigesiklin MIK degerlerinin kontrolii gereklidir. 4. baumannii santral
sinir sistemi enfeksiyonlarinin tigesiklinle tedavisi konusunda yeterli deneyim
yoktur. Tigesiklin-meropenem-netilmisin kombinasyonu ile basarili bir sekilde
tedavi edilen menenjit vakalar1 yaninda; 4. baumannii serebritinin tigesiklinle

tedavisinde basarisizlik da bildirilmistir >"*"°.

2.6.6. Rifampisin

Artan CID A. baumannii enfeksiyonlarinin varligidan dolayi, birgok
calismact rifampin gibi yeni antimikrobiallerin kullanimimi test etmistir.
Rifampisinin tek basina kullanilmasiyla erken ve yliksek oranda direng gelistigi
gozlemlenmistir . Bu nedenle cesitli antibiyotiklerle kombinasyonlar
uygulanmaktadir.

2010 yilinda CID A. baumannii ile enfekte menenjit ve pnémoni modeli
tizerinde rifampisin, kolistin, imipenem ve sulbaktam kombinasyonlar1 denemistir.
CID A.  baumannii’de rifampisinin kombinasyonlarnin  basar1  oldugu
bulunmustur °'.

Bassetti ve arkadaglarinin, bakteriyemi ve pndmonili hastalarda yaptig1 bir
calismada kolistin ve rifampisin kombinasyonlar1 bagsarili bulunsa da; 2013
yilinda yapilan ¢ok merkezli, randomize calismada CID A. baumannii
enfeksiyonlarinda kolistine rifampisin eklemenin mortaliteyi azaltmadigi

belirtilmistir **>°.
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2.6.7. Antibakteriyel Ajanlarin Kombinasyonlari

Direncli 4. baumannii enfeksiyonlarinda kombinasyon tedavileri
Onerilmistir. Kombine antibiyotik kullanimi 6zellikle yagami tehdit eden ciddi
enfeksiyonlarin tedavisinde, direncli izolatlara karsi sinerjistik etki saglanmasinda,
ilaglarin doza bagh toksisitesinin azaltilmasinda ve polimikrobik enfeksiyonlarin
tedavisinde prognozu etkileyen olumlu bir faktor olarak degerlendirilmektedir.

Deneysel pndémoni modelinde, amikasin ve imipenem kombinasyonunun,
imipenemin tek basmna kullanimina goére daha etkili bulunmustur. Ayrica
karbapenemin tek basina kullaniminin A. baumanniinin neden oldugu ViP’de
yararli  oldugu  gosterilmistir. ~ Karbapenem  ile  ampisilin-sulbaktam
kombinasyonunun (mortalite oran1  %30.8) karbapenem ile amikasin
kombinasyonuna (mortalite oran1 %50) gére daha iyi oldugu saptanmistir 33

En sik kullanilan kombinasyonlar, diisiikk direng oranlar1 ve in vitro sinerji
gostermesinden  dolayr  imipenem-amikasindir. Imipenem-siprofloksasin
kombinasyonunun in vitro ve in vivo aktivitesinin oldugu gosterilmistir.
Sefoperazon-sulbaktam kombinasyonu A. baumannii’ye oldukea etkilidir. Ancak,
CID gosteren ozellikle de karbapenemlere direngli izolatlarin artmasi ile A.
baumannii enfeksiyonlarmin tedavisi zorlasmistir. CID’li 4. baumannii igin
yapilan in vitro ¢aligmalarda kolistin-imipenem veya kolistin-rifampisin; kolistin-
imipenem-rifampisin; sulbaktam-rifampisin veya sulbaktam-kinolon
kombinasyonlarinin artmis etkinlik gdsterdigi saptanmistir. En iyi kombinasyonun
rifampisin ile kolistin birlikte kullanildigi kombinasyon olarak gosterilmistir.

Klinik caligmalarda ise kolistinin; karbapenem, aminoglikozid, kinolon veya
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florokinolonu igeren antibiyotiklerden biri veya daha fazlasinin kombinasyonlari
ile tedavi edilmis olgular bildirilmistir. Kombine kullanimin etkilerinin
degerlendirilmesinde polimiksinlerin etkisi imipenemin aktivitesini degistiren dig
membran permeabilitesini arttirma ile iligkili bulunmustur. Sulbaktamin tek
basina veya diger ajanlarla kombinasyonu o6zellikle 4. baumannii’nin penisilin
baglayici proteinlere tutunma etkisindendir **~.

Tek veya bir kag ajana kars1 duyarli olan enfeksiyonlar belki tek bir ajanla
tedavi edilebilir. Ancak artan diren¢ riski goz Onilinde bulundurulmalidir.

Kontrollii tedavi denemeleri, yeni antibiyotik kombinasyonlarinin etkinligi

artirarak ve direnci azaltarak etkinligi belirleyebilecektir **.

2.7. Biyofilm Tabakasi ve Ozellikleri

[k olarak 17. Yiizyillda Leeuwenhoek tarafindan tanimlannmustir. Birgok
farkli tanimlama yapilmistir. Biyofilmler, bir ylizeye yapisarak kendi tirettikleri
polimerik yapida jelsi bir tabaka i¢inde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu
topluluk olarak tanimlanabilir. Bu jelsi tabaka, bakteri hiicreleri tarafindan iiretilen
terminolojide “hiicre dis1 polimerik yap1”,“ekzopolisakarit” ya da “ekzopolimer
(EPS)” ad1 verilen polisakkarit bazli bir ag yapisidir **°7. Bakteriler, dogal su ve
toprak ortamlarinda, yasayan dokularda, tibbi cihazlar veya endiistriyel ya da igme

suyu boru sistemleri gibi farkli ylizeylerde biyofilm olusturabilirler. Biyofilmin,

mikrobiyal toplulugu gevresel streslere karst korudugu bulunmustur *®.
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2.7.1. Biyofilm Yapis1

Biyofilm matriksinin %97 gibi biiylik bir kismin1 su olusturur. Matriks
icindeki diger bilesenler ise; %1 - 2 EPS, %1 - 2 globiiler glikoproteinler ve diger
proteinler, %1 - 2 niikleik asit, lipit, fosfolipitlerdir. Yerlesik hiicrelerde birgok
farkli tiirde yapr olabilir, bunlar sadece %5 oraninda matrikse sahip olabilir.
Ancak bu oranlar mevcut organizmalarin c¢esidine, fizyolojik o6zelliklerine,
gelisme ortamimin dogasina, akiskanin tipine, genel fiziksel Ozelliklere gore
degisebilmektedir > Polisakkarit, protein, DNA ve sudan olusan ekstraseliiler
matriks biyofilm hiicrelerinin tutunmasini saglar. Yiizeye sikica tutunan bakteri
burada ¢ogalarak oOnce mikrokolonileri, mikrokolonilerde biiyliyerek ve
genisleyerek biyofilm tabakasini olusturur. EPS iiretimi, organizmanin ylizeye
dontigiimsiiz olarak tutunmasi i¢in gereklidir ve bu biyofilm olusumunun bir

gostergesidir. Olgun bir biyofilmin kiitlesinin %75 — 90’11 EPS olusturmaktadir

60

Sekil 1. Biyofilm Yagsam Dongiisii

2.7.2. Biyofilm Olusum Mekanizmasi

Biyofilm olusumu basamaklar halinde gelisen bir olaydir:
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A. Mikroorganizmanin yiizeye tutunmasi: Yiizeye organik ve/veya
inorganik maddelerin yapismasin1 takiben mikroorganizmalar bu ylizeye geri
doniisiir 6zellikte tutunur. Bakterinin hareketi veya bakteri yiizeyi ile tutunulan
yiizey arasindaki elektrostatik veya fiziksel etkilesimler bu evrede rol
oynamaktadir.

B. Geri doniisiimsiiz tutunma: Yiizeye tutunan hiicreler bakteri hiicre
zarindaki proteinlerin uyarimi sonucunda ekzopolisakkarid yapida materyal
sentezlemeye baglar ve bu da hiicrelerin birbirine ve ylizeye tutunmasini saglar.
Ekzopolisakkarid ayni zamanda bakterinin olumsuz g¢evre kosullarindan
korunmasini da saglamaktadir.

C. Kolonizasyon: Yiizeye tutunan bakteriler boliiniip c¢ogalarak
biyofilmin en kii¢clik organizasyon birimi olan mikrokolonileri olusturur. Bu
mikrokolonilerin  iizerine ortamdaki planktonik bakteriler de yapisarak
kolonizasyon saglanir.

D. Kopma: Biyofilmin iist kisimlarindan kopan hiicreler yeni odaklarda
biyofilm olusturabilir. Biyofilm olustuktan sonra bakteride genetik diizenlenme
sonrasinda hareketi saglayacak olan flajeller sentezlenir, iist tabakadan kopmalar
gerceklesir ve kopan planktonik hiicreler yeni biyofilm odaklarini olusturmak

iizere ayrilir. Bu siire¢ bir dengeye oturunca siireklilesir ®'.

2.7.3. Acinetobacter baumanii’de Biyofilm Olusumunun Diizenlenmesi
A. baumannii canli ve cansiz yiizeylere yapisma ve biyofilm olusturma

yetenegine sahiptir. Cansiz ylizeylerde biyofilm olusturma yetenegi sayesinde
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hastane ekipmanlar1 ve kalici tibbi cihazlarin yiizeyinde kolonizasyon olusturarak,
hastane enfeksiyonlar1 agisindan Onemli bir rol oynamaktadir. Tim
mikroorganizmalarda, yapiskanlik ve biyofilm olusumu, hiicresel ve cevresel
ipuclarina yanit olarak, iyi yonetilen siireglerdir. Cesitli faktorlerin etkisi altinda
olan A. baumannii nin biyofilm olusumu i¢in de ayni durum s6z konusudur. Lee
ve ark. (2008) blaPER-1 geninin varliginin brons epiteli gibi biyotik yiizeylere ve
plastik yilizeylere A. baumannii’nin yapismasini artirdigini gostermis olsa bile,
mekanizmasi belirsizdir®. Ote yandan, bagimsiz bir ¢aligmada saglam bir
biyofilm olusumunda 11 insan izolatindan sadece 2 tanesinin b/aPER-1 genini
tasidigr saptanmistir. Bu da b/aPER-1 geninin biyofilm olusumu {izerine etkili
olup olmadig1 sorusunu akla getirmektedir .

Biiyiime sicakligi, hiicre dis1 serbest demir konsantrasyonu gibi ¢evresel
faktorler, A. baumannii’nin konak etkilesimi ile ilgilidir, ayrica abiyotik
yiizeylerdeki biyofilm miktarin1 da etkileyebilir. Biyofilm olusumunun
multifaktoriyel olusuna bagli olarak, biyotik ve abiyotik yiizeylerde A.
baumannii nin biyofilm olusturmasinda ve yapismasinda bir¢ok gen iirliniiniin rol
aldig1 gosterilmistir. Bununla birlikte, abiyotik yiizeylerdeki biyofilm olusumu ve
konak hiicresine yapisma arasinda yakin bir iliski yok gibi goriinmektedir, hiicre-
hiicre ve hiicre ylizey etkilesimi farkli klinik izolatlar tarafindan degiskenlik
sergilemektedir. Bu degiskenlik, fakli pili-benzeri yapilar araciligi ile biyotik ve
abiyotik yiizeylerde yapigsmay1 gosterebilir. Tomaras ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada A. baumannii ATCC 19606T izolatinin, CsuA/BABCDE saperon

sistemi araciliiyla tretilen pilusun abiyotik yilizeylere bakterinin tutunmasi i¢in
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gerekli oldugunu saptamistir. csud/BABCDE saperon sisteminin bir pargasi olan
csuE nin inaktive edilmesinin biyofilm olusumunun yam sira pili {iretiminin
kaldirilmasina da neden oldugu sonucuna varmislardir .

De Breij ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, 4. baumannii 19606T nin
insan solunum sistemine yapismasinda CsuA/BABCDE saperonundan bagimsiz
olarak iirettigi kisa ve ince pililerin rol oynadigi ancak abiyotik yiizeylere
yapismak icin ise csuA/BABCDE’ye ihtiyac oldugu saptanmustir .

CsuA/BABCDE operonunun fretilmesinin bfmS tarafindan kodlanan
sensOr kinaz ve bfmR tarafindan kodalanan yanit diizenleyiciden olusan iki-
bilesenli sistem tarafindan diizenlendigi bulunmustur. bfmR’nin inaktive edilmesi
sonucunda csuA/BABCDE’nin iiretimi kayboldugu ve pili liretiminde azalma
oldugu tespit edilmistir. bfmS’nin inaktive edilmesi azalma ile sonuclanmis ama
abiyotik yiizeylerde biofilm olusumunu kaldirmamustir ®%°.

Farkl1 proteinler, hiicre yiizeyi ve hiicre-hiicre yapigsmasini tesvik ederek,
her iki biyotik ve abiyotik yiizeylerde biyofilm olusumu igin 6nemli bir rol
oynamaktadir. Dig membran proteini, OmpA, 38 kDa molekiiler agirligina sahip
bir ylizey proteini olup kiigiik maddelerin gegisinde rol almaktadir. A.
baumanii’'nin plastik ve insan hiicre epitel hiicresine baglanmasinda rol
oynamaktadir.

Bakteriyel adezin Bap’in (biyofilm ile iliskili protein), hiicre yiizeyinde
uretildigi ve farkli katmanlarindaki biyofilm olgunlasmasin1  sagladig
gosterilmistir. SEM analizi Bap’in, polipropilen, polistiren ve titanyum igeren

tibbi yiizeylerdeki biyofilm yapisi i¢in gerekli oldugunu gdstermistir. Yapilan ayni
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calismada, Bap’in muhtemelen bakteriyel hiicre yiizeyi hidrofobikligini arttirarak,
A. baumannii nin hem normal insan bronsiyal epitel hiicrelerine ve hem de normal
insan neonatal keratinositlerine yapismasini artirdigi gosterilmistir.

Yapilan son c¢alismalarda, bap geninin 16 kb biiyiiklikte oldugu
saptanmistir. Bap antikorlarindan aritilmis Bap-pozitif izolatlar tarafindan
abiyotik ylizeylerdeki biyofilm olusumu inhibe edilebilir.

Bazi yazarlar, glikoproteinlerdeki glikanlarin hiicre-hiicre yapigsmasinda
bir isleve sahip olabilecegini ileri siirmiislerdir. Glikoproteinlerde bulunan O-
pentasakkarid sentezinden sorumlu farklt bir lokusu belirlemislerdir. pg/C
lokusundaki mutasyonun glikoprotein ve kapsul sentezini Onledigi ve bunun
sonucunda anormal biyofilm yapisi olustugu ve farelerde viriilansin azaltildigi
tespit edilmistir.

A.baumanii klinik izolatlarindaki biyofilm olusumu ve gelisimi ayrica
poli-B-1,6 Nasetilglukozamin (PNAG) iiretimine de baghdir. Biyofilm
ekzopolisakkarit matriksinin bu major bilesimi, dort gen kiimesi (pgaABCD)
tarafindan kodlanmaktadir ve hemen hemen tiim klinik izolatlar1 tarafindan
iiretilmektedir .

A. baumannii’nin biyofilm olusturmasi i¢in bir baska yol da ¢ogunlugu
algilamadir (quorum sensing). A. baumannii M2 izolati, abal otoindiiktor sentez
geninin bir {rlinii olan, acil-homoserin lakton molekiilii iiretmektedir. abal
genindeki mutasyon, biyofilm olusumunun sonraki basamaklarinda rol oynadigini

gostermistir. Bu genin inaktivasyonu sonucunda biyofilm olusumunun %30 - 40

azaldig1 saptanmigtir ‘.
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2.8. Kateter Enfeksiyonlari

Modern tip uygulamalar igerisinde vazgecilmez araclardan biri olan
damar i¢i kateterler, sivi tedavileri, parenteral beslenme, yakin izlem, kan ve kan
iriinleri uygulanmasi, c¢esitli ilaglarin inflizyonu gibi pek ¢ok girisim i¢in gerekli
uygulamalardir. Kateterler boylarina gore uzun, orta, kisa; uygulama siiresine gore
uzun siireli, kisa siireli; uygulama yerine gore periferik veya santral olarak alt
gruplara ayrilir. Kateter yapiminda en sik kullanilan materyal, silikon, poliiiretan,
polivinilklorid, polipropilen ve teflondur. In vitro ¢alismalar, polivinil klorid veya
polietilenden yapilmis kateterlerin, teflon, silikon, elastomer veya poliiiretandan
yapilmis kateterlere gore, mikroorganizmalarin aderansina daha az direngli
olabilecegini gostermistir. Ayrica, bazi1 kateter materyalleri, digerlerinden daha
trombojeniktir ki, bu da kateter kolonizasyonuna ve kateter iligkili infeksiyona

egilim yaratabilecek bir 6zelliktir

2.8.1. Etiyopatogenez

Deri flora mikroorganizmalari, gesitli bakteriler ve mantarlar KIE neden
olurlar. Etkenler kateterin yapildigi maddeye, bulundugu yere, konagin durumuna
ve etkenin virulans faktorlerine gore farklilik gosterir. Sirasiyla koagiilaz negatif
stafilokoklar (KNS), S. aureus, aerobik gram negatif comaklar ve Candida
albicans kateter enfeksiyonlarindan en sik iiretilen etkenlerdir '*°. KiE’a neden

olan etken mikroorganizmalar Tablo 1’°de belirtilmistir '*.
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Tablo 1. KiE’larin Etiyolojisi

Mikroorganizma Yiizde
Koagiilaz-negatif Stafilokok (KNS) 30-40
S.aureus 5-10
Enterococcus spp. 4-6
Pseudomonas aeruginosa 3-6
Candida spp. 2-5
Enterobacter spp. 1-4
Acinetobacter spp. 1-2
Serratia spp. <l
Digerleri <1-5

Staphylococcus’lar, KIE’larin en sik nedenidir ve tiim katetere bagl
bakteriyemilerin %50 - 75’ine neden olur (Staphylococcus epidermidis %35 - 50,
S. aureus %15 - 25). Staphylococcus’lar icinde S. epidermidis kateter
enfeksiyonlarinin en sik nedenidir. KNS’ler kateterlerin polimer yiizeylerine diger
etkenlere gore daha kolay yapismaktadir. Bazilarinda bulunan pili benzeri adezin
molekiilleri, kateterlere kolaylikla yapismay1 saglar. Ayn1 zamanda ekstraselliiler
polisakkarid  yapisinda  biyofilm  salgilayarak  konak savunmasi ve
antibiyotiklerden kendilerini koruyabilmektedirler. S. aureus’a bagh KIE’larin
cogu deriden koken almaktadir. Notrofillerin S. aureus’a karst konak
savunmasinda 6nemli rolleri vardir ve buna bagli olarak bagisikligi baskilanmis
hastalarda S. aureus’un etken oldugu kateter enfeksiyonlari riski artmistir.

Enterococcus  tiirleri, Corynebacterium tirleri  (6zellikle C. jeikeium),
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Propionibacterium acnes, Bacillus tiirleri, Micrococcus tiirleri etken olarak sik
rastlanan diger gram pozitif bakterilerdir °*'".

Gram negatif bakteriler de KiE’larda YBU ve YBU disinda siklikla
goriilen etkenlerdendir. En sik goriilen etkenler; %19 - 21 oraninda
Enterobacteriaceae {iiyeleri (Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella
tirleri, Citrobacter tiirleri), non-fermentatif gram negatif ¢omaklardir (P.
aeruginosa  ve  diger  Pseudomonas  tirleri,  Acinetobacter  tiirleri,
Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas hydrophila). Bu mikroorganizmalar,
Ozellikle invazif monitorizasyon cihazlarinin kontaminasyonu, komplike uzak
alan enfeksiyonlar1 veya yiliksek diizey oro-trakeal kolonizasyondan
kaynaklanabilir '*7°.

Ozellikle bagisikligi baskilanmis hastalar ve yogun olarak genis
spektrumlu antibiyotik kullananlarda Candida tirleri (C. albicans, C.
parapsilosis) ve diger mantarlara (Fusarium tirleri, Malassezia furfur,
Rhodotorula, Trichosporon tiirleri) baglh KiE siklig1 giderek artmaktadir ®.

Mikroorganizmalar, intravaskiiler kateterlere kateter giris yerinden, kateter
birlesme yerinden, kontamine inflizyon sivisindan veya baska bir infeksiyon
odagindan hematojen yayilimla ulasabilir. Kateter giris yeri ve kateter birlesme
yeri, kateter enfeksiyonlarmin en sik kaynagini olusturmaktadir. Nadiren, kateter
diger bir enfeksiyon odagindan hematojen olarak enfekte olabilmekte veya
infiizyon sivisi kontaminasyonu kateter iligkili kan dolasim enfeksiyonlarina yol

acabilmektedir. Kisa siireli kalan periferik olarak takilmis kateterlerde enfeksiyon

kaynagi cogunlukla kateter giris yeridir ve kateter giris yerindeki
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mikroorganizmalar kateter dis ylizeyi boyunca ilerleyerek kateter ucuna ulasip,
kan dolasim enfeksiyonuna neden olur. Uzun siire takili kalan kalic1 kateterlerde
enfeksiyon kaynagi cogunlukla kateter birlesme yeridir. Kalict SVK
manipiilasyon ve kullanma siklifinin daha fazla olmasi sonucu kateter birlesme
yerine genellikle saglik ¢alisanlarmin ellerinden bulasan mikroorganizmalar,
kateter i¢ ylizeyi boyunca ilerleyerek kan dolasim enfeksiyonuna neden olur.
KIE’larm patogenezinde en 6nemli faktorler kateterin yapildigi materyal, enfekte
eden organizmanin intrensek viriilans faktorleri ve konak savunma
mekanizmalaridir ©.

Mikroorganizmalarin konakla iliskisinde yapisma Ozellikleri 6nemlidir.
Ormnegin; S.aureus kiimelenme faktdrii salgilayarak konak proteinlerine
yapisabilir. Yapisma, mikroorganizma tarafindan tiretim yoluyla gelistirilebilir.
KNS, S. aureus, P. aeruginosa, ve Candida tiirlerinde oldugu gibi mikrobiyal bir
biyofilm tabakasini olusturacak olan bir hiicre-dig1 polimerik madde iiretirler. Bu
biyofilm tabakasi da konak savunma mekanizmasina ve antimikrobiyal ajanlara

kars1 koruma saglar o,

2.8.2. Risk Faktorleri

KIE ile ilgili risk faktorleri; konakla, kateterle, hastane ve ekiple ilgili
olmak degisebilir.

Altta yatan hastalik, yas, kotii beslenme ve invaziv girisimler YBU’de
yatan hastalarda immiin sistemi baskilamaktadir. Mekanik ventilasyon ve var olan

diger enfeksiyonlar da KIE riskini artirmaktadur.



30

Hastanede kalis siiresi, SVK kullanma siiresi, kateter takma teknigi, kateter
tipi ve kateter yerlesim yerine gore enfeksiyon riski degismektedir. Eriskinlerde
alt ekstremitedeki kateter takilma yerleri, {ist ekstremitedekilere oranla daha
yiiksek infeksiyon riski ile birliktedir. Infeksiyon riskini azaltmak i¢in, SVK’lerin
juguler veya femoral bolge yerine subklavyen bolgeye takilmasi onerilmektedir.
Kateter takilmadan oOnce ve takili bulundugu siire i¢inde el hijyenine Ozen
gosterilmesi ve kateter manipiilasyonu sirasinda aseptik teknik kullanilmast
infeksiyona karsi etkin korunma saglar Acil takilan ve tecriibesiz personel

tarafindan takilan kateterlerde enfeksiyon riski fazladir 97072

2.8.3. Tan

Damar ici katetere bagli enfeksiyon tanisi i¢in laboratuvar kriterleri kesin
olarak belirlenmistir. Semikantitatif (“roll plate”, yuvarlama) veya kantitatif
(vorteks veya sonikasyon) kateter kiiltiir teknikleri, kalitatif yontemlere oranla
ozgiilliiklerinin daha yiiksek olmasi nedeniyle daha giivenilir tan1 yontemleridir.
Kalitatif yontemlerde tek bir mikroorganizmanin kontaminasyonu bile pozitif
kiiltiir sonucuna neden olabilir. Bununla birlikte kantitatif veya semikantitatif
yontemlerin prediktif degeri de, kateterin tipine ve lokalizasyonuna, kullanilan
kiiltiir yontemine ve kateter kolonizasyonunun kaynagina gore degiskenlik
gosterebilir. Ornegin; yeni takilmis bir kateter (kalis siiresi < 1 hafta) siklikla dis
yiizeyi boyunca cilt florasindan bir mikroorganizma ile kolonize olur. Bu nedenle
kolonizasyonun saptanmasinda semikantitatif yontemin duyarliliginin daha

yiiksek olmasi beklenir. Ancak uzun siire kalan kateterlerde (kalis siiresi > 1
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hafta) kateter bileske yerinden liimen i¢ine yayilim daha 6n plandadir. Bu
durumda semikantitatif yontemin duyarliligi daha diisiiktiir. Sonikasyon, santrifiij
ve vorteks kullanilan kantitatif kiiltiirler kateterin hem icindeki hem de disindaki
mikroorganizmalar tespit edebilir.

Kiiltiire edilecek en ideal segment se¢imi tartismalidir. Proksimal deri igi
ucu, kolonizasyon i¢in 6nerilmekteyken, pozitif distal u¢larmn kiiltlirii daha duyarh
ve KIE’lar i¢in daha spesifiktir.

KIE’larin hizli tanisi, gram veya akridin orange teknikleri ile boyanmus
kateter ucunun direkt mikroskobik incelemesi ile elde edilir. Ancak diger
yontemlere gore duyarliligr ¢ok diisiiktiir.

Semi-Kantitatif Kiiltiir (Maki) Yontemi: 1977 yilinda Maki tarafindan
tanimlanan bir tekniktir. KiE’larin klinik tamsinda en sik kullanilan laboratuvar
teknigi, semikantitatif kiiltiir yontemidir. Steril kosullarda c¢ekilen kateterin
Scm’lik distal pargasi steril yollarla laboratuvara gonderilir. Bu kateter pargasi
steril penset yardimi ile dort-bes kez cevrilerek koyun kanli, eozin-metilen mavisi
(EMB), saboraud-dekstroz (SDA) ve cikolatams1 agarlara ekilir. Inkiibasyon
sonunda (37°C’de 24-48 saat) 15’ten fazla bakteri kolonisi olmasi, kateterin
kolonizasyonundan ziyade enfeksiyonunu gosterir. Bu teknikte sadece kateter
yiizeyindeki mikroorganizmalar kiiltiire edilebilmekte ve bir haftadan daha kisa
stir kalan kateterlerde giivenilirdir.

Tam Kantitatif Kiiltiir Yontemi: Kateter limenindeki bakterileri de
degerlendirmek icin, kesilen kateter pargasinin i¢inden 1ml beyin-kalp infiizyon

besiyeri gegirilir. Daha sonra bu besiyerinin 1/100’liik diliisyonu hazirlanir ve bu



32

diliisyondan steril mikropipet ile 100’er mikrolitre sivi koyun kanli, EMB, SDA
ve ¢ikolatamsi agarlara ekilerek, 37°C’de 24 - 48 saat inkiibe edilir. Bu yontemde
>10° cfu saptanmasi pozitif ireme olarak kabul edilir. Klinik uygulamada rutin
olarak kullanilmayan bu teknik, antibakteriyel tedavinin etkinligini izlemek

amaciyla kateterin yerinde birakilacagi durumlarda kullanilir %7

2.8.4. Tedavi
KiE’lar icin iki kilometre tasi; kateterin ¢ikarilmasi ve antimikrobiyal
tedavidir.

Damar ici kateterlerin ¢ikarilma endikasyonlari:

Uygun antimikrobiyal tedaviye ragmen infeksiyon bulgularmin 48
saatte azalmaya baslamamasi, kan kiiltiirii pozitifliginin devam etmesi

(> 72 saat)
Lokal komplikasyon varligi (Tiinel enfeksiyonu — port enfeksiyonu)

Metastatik komplikasyon varlig1 (Septik trombofilebit, port cebi apsesi,

tikal kateter, endokardit gelisimi)

Virulan veya "yapigskan o6zelligi" belirgin mikroorganizmalarla
infeksiyon: S. aureus, C.jeikeium, Bacillus spp., VRE, Lactobacillus
casei, P. aeruginosa, S. maltophilia, Mycobacterium spp., Candida
spp., Fusarium, M. furfur

Siklikla niikseden ¢ikis yeri infeksiyonu
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Buna karsilik asagidaki tim durumlar saglandig takdirde damar i¢i kateter

c¢ikarilmadan antimikrobik tedavinin baslanabilir.
Degistirilmesi zor kateterler
48 - 72 saat iginde kan kiiltiirlerinin steril hale gelmesi
Metastaik komplikasyonun olmamasi
Tiinel ve port enfeksiyonunun olmamasi
Tedavi edilebilir mikroorganizmalar

Hemodinamik olarak stabil hasta
Antimikrobiyal tedavi; ampirik olarak ya da iyl tanmimlanmis bir
mikrobiyolojik tani1 sonrasinda uygulanabilir. Kiiltiir ve duyarlilik verileri
olmadan Once ampirik antibiyotik tedavisi baslanmasi gerekir. Gerektiginde,
mikrobiyolojik sonuglara gore tedavi yeniden diizenlenebilir. Eger kateter
kurtarma uygulanacak ise, hem sistemik hem de antimikrobiyal kilit tedavisi,

mikroorganismaya bagli olarak, kateter boyunca uygulanabilir .

2.8.4.1. Antibiyotik kilit tedavisi

Limen i¢i kolonizasyon ve SVK enfeksiyonu kateter yiizeyindeki
mikrobiyal biyofilm olusumu ile iligkilidir. Geleneksel sistemik antibiyotiklerle
biyofilm olusturmus bakteriyi yok etmek zordur. Planktonik bakteri ile
karsilastirildiginda biyofilm i¢indeki sesil bakterileri dldiirmek i¢in 100 - 1000 kat
daha fazla antibiyotik konsantrasyonu kullanmak gerekmektedir. Antibiyotik kilit,
heparin gibi bir antikoagiilanla birlikte kullanilan yiiksek yogunluklu antibiyotik

soliisyonudur. Kateter liimeninin antibiyotik soliisyonu ile yikanmasi,
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doldurulmasi1 ve soliisyonun kateter liimeninde birakilmasi ile yapilan antibiyotik
kilit profilaksisinin amaci KIE’lar1 6nlemektir. Antikoagiilanlar, mikrobiyal
biyofilm i¢ine antibiyotik girisini artirarak AKT’nde fayda saglamiglardir. Kateter
kullanimda degilken, soliisyonun stabilitesine bagli olarak bekleme siiresi 4 saat
ve 3 giin arasinda degismektedir. Ozellikle uzun siireli kullanimlarda, antibiyotik
ve antikoagliilanin yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmasi toksik etkilere neden
olabilir. Bu durumlarda antibiyotik kilit soliisyonlari durdurulabilir *”.

Ideal olarak secilen soliisyonun kimyasal olarak stabil, biyofilm iliskili
organizmalara kars1 aktif ve benzer klinik durumlarda kateter iliskili kan dolagim
enfeksiyonu tedavisi igin calisilmis olmasi gereklidir. Cogu KIiE’lara
Staphylococcus’lar ve gram-negatif basiller neden olur. Bu nedenle, AKT nde
yaygin kullanilan antibiyotikler vankomisin, sefazolin, seftazidim, siprofloksasin
ve gentamisindir. Antibiyotik kilit soliisyonunun se¢imini kateter tipine baghdir.
AKT’nde antibiyotik ve doz i¢in kesin bir tedavi protokolii yoktur. Caligmalar
arasinda antibiyotik kilit soliisyonlarin1 karsilastirmak zordur. Ciinkii farkl
izolatlar ¢esitli duyarlilik profillerine sahiptir ve antimikrobiyal etkileri ¢aligmalar
arasinda degismekterdir. Bir biyofilm icerisindeki bakterileri 6ldiirmek igin
yiiksek antibiyotik seviyeleri gereklidir, soliisyon ic¢indeki son antibiyotik
konsantrasyonu tedavi edilen organizmanin minimum inhibitor
konsantrasyonunun 1000 kat daha yiliksek olmasi gerekmektedir. Buna ragmen,
kilit soliisyonlar1 daha diisiik antibiyotik ve heparin konsantrasyonlari

icermektedir. Bu diisiik konsantrasyonlarda da biyofilm i¢erisine gdmiilii bakteriyi

Sldiirerek etki etmesi olas1 degildir ”.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerecler
3.1.1. Besiyerleri ve Kimyasal Bilesikler
Mueller Hinton Agar (Himedia, Hindistan)
Triptik Soy Broth (Oxoid, ingiltere)
Agar (Oxoid, Ingiltere)
Dekstroz (Oxoid, Ingiltere)
%0.9 Izotonik NaCl Soliisyonu (Eczacibas1, Tiirkiye)
Kristal Viyole (Merck, Almanya)
Phosphate buffered saline (Oxoid, Ingiltere)
Gliserol (Sigma, ABD)
Etanol (Sigma, ABD)
Tigesiklin (50 mg) (Pfizer, Ingiltere)
Kolistin (150mg) (Kogak Farma, Tiirkiye)
Rifampisin (250 mg) (ibrahim Etem Ulagay, Tiirkiye)
Tris base (Amiesco, ABD)
Borik asit (Scharlau, Ispanya)
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Applichem, Almanya)
MgCI2 (Invitrogen,ABD)
Buffer (Invitrogen, ABD)
Taq Polimeraz (Invitrogen,ABD)
dNTP (Dr. Zeydanl, Tiirkiye)

Primerler (Metabion, Almanya)
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Agaroz (Sigma, ABD)

Etidyum Bromid (Sigma, ABD)

Orange G (Fluka, Almanya)

DNA molekiiler agirlik standardi (Bioron, Almanya)

Yiikleme Tamponu (Fermentas, Litvanya)

3.1.2. Cihazlar

DEN-1 McFarland Densitometer (Microscan, ABD)

96 Kuyucuklu Mikrotitrasyon Plagi (Orange Scientific, Italya)
Spektrofotometre (Biotek, ABD)

API 20 NE (Biomereux, Fransa)

Kateter (Certofix® Duo, B.Braun Melsungen, Almanya)
Santrifiyj tiipti(15ml) (Citotest, Cin)

DNA izolasyon Kiti (Geneproof, Cek Cumhuriyeti)

Is1 Blogu (Bio TDB100, Boeco, Almanya)

NanoDrop 1000 Spektrofotometre (Thermo Scientific, Amerika)
Hassas Terazi (Radwag, Polonya)

Otoklav (Sanyo, Japonya)

Etiiv (Niive, Tiirkiye)

Pastor Firini (Electro-mag, Tiirkiye)

Vorteks (MS2 Minishaker, IKA)

Mikrodalga (Beko, Tiirkiye)

Inkiibatérlii Dijital Orbital Calkalayici (Biosan, Letonya)
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Mikropipetler (Eppendorf Research, Almanya)

Is1 dongii aleti (GeneAmp PZR System 9700,Applied Biosystems,ABD)
Sogutmali mikrosantrifiij (Hettich,Almanya)

Yatay elektroforez

Jel Goriintlileme sistemi (Syngene, Ingenius,ABD)

- 20 derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye)

-80 derin dondurucu (Nuaire, Japonya)

3.1.3. Bakteri izolatlar

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda 2012 - 2014 tarihleri arasinda yatan hastalarin
kateter ve kateter dis1 orneklerinden izole edilen 60 adet A. baumannii izolati
calismaya dahil edildi. Alman 6rneklerin her birinin farkli hastaya ait olmasina
dikkat edildi. A. baumannii olarak tiplendirilen izolatlar ¢alisma yapilana kadar -
80°C’de saklandi. Kontrol olarak giiclii biyofilm olusturan Enterococcus
faecalis ATCC 29212 izolati, biyofilm negatif E.coli ATCC 25922 izolatlar

kullanildi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Bakterinin Konvansiyonel Yontemlerle Tiplendirilmesi

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan toplanan nonfermentatif bakterileri tiplendirmek

icin li¢ sekerli demirli besiyeri, iire agar besiyeri, hareket besiyeri, indol besiyeri
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ve oksidaz testleri yapildi. Gerekli durumlarda API 20 NE (Biomereux, Fransa)

otomatik tiplendirme kiti kullanildi.

3.2.1.1. Fenotipik yontemler

3.2.1.1.1. Ug sekerli demirli besiyeri

Toz halindeki Triple Sugar Iron Agar (HI MEDIA) 65 gram (gr) tartild1 ve
1000 ml distile su igerisinde ¢oziildii. pH 7.4’e ayarlandi. 121°C’de 15 dakika
steril edildikten sonra steril cam tiiplere dagitildi ve yatik olarak katilastirildi.
Ekimi yapilan besiyerleri 35°C’de 18 - 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda

besiyerinin yatik ve dip kisimlarinda asit ve H2S {iretimi degerlendirildi.

3.2.1.1.2. Ure besiyeri

2.4 gr iire agar (OXOID) 95 ml distile su igerisinde ¢oziildii ve pH 6.8'e
ayarlandi. 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Otoklavdan c¢ikarilan
besiyeri 50 - 55°C'ye sogutulduktan sonra 5 ml distile su igerisinde ¢oziilen 2 gr
tire, filtreden siiziilerek besiyerine ilave edildi. 35°C’de 18 - 24 saat inkiibasyonun
sonunda kirmizi renk olusmasi pozitif sonug, hi¢ renk degismemesi negatif sonug

olarak degerlendirildi.

3.2.1.1.3. Hareket besiyeri
Tablo 2'de belirtilen maddelerle hazirlanan besiyeri pH 7.0'ye ayarlandi ve
cam tliplere dagitimi yapilip 121°C’de 15 dakika steril edildi. Ekimi yapilan

besiyerleri 35°C inkiibe edilip besiyerinde hareketli bakterilerin inokiilasyon
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cizgisinden yanlara dogru dagilarak bulaniklik olusturmalari pozitif sonug¢ olarak

degerlendirildi.

Tablo 2. Hareket Besiyeri I¢in Kullanilan Besiyeri Bilesimi

Malzeme Miktar

Sigir Eti Oziitii 3gr
Pepton 10 gr
Sodyum kloriir 5gr
Agar 4 gr
Distile Su 1000 ml

3.2.1.1.4. Indol testi
Tablo 3'de belirtilen maddelerle hazirlanan besiyeri pH 7.2'ye ayarland1 ve

cam tiiplere 3’er ml dagitim1 yapilip 121°C’de 15 dakika steril edildi.

Tablo 3. Triptofan Buyyon (%]1 Triptofan) I¢in Kullanilan Malzemeler

Malzeme Miktar

Pepton veya Triptikaz 2gr
Sodyum klorid 0.5gr
Distile su 100ml

Ekimi yapilan besiyerlerinin 35°C’de 18 - 24 saat inkiibasyonu sonunda
Tablo 4’te belirtilen Kovac’s ayiract (15 damla) tlipiin kenarindan damlatilarak
besiyeri lizerinde tabakalandirildi. Birkac¢ saniye icerisinde besiyeri ile ayirag

arasinda parlak kirmiz1 bir halkanin olugmasi olumlu sonug olarak kabul edildi.
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Tablo 4. Kovac’s Ayiract

Malzeme Miktar

Saf amil veya izoamil alkol 150ml
p-dimetilaminobenzaldehit 10gr
Konsantre HCI 50ml

3.2.1.1.5. Oksidaz testi

Tetrametil parafenilen diamin hidrokloridin saf sudaki 9%0.5 - 1’lik eriyigi
hazirlandi. Besiyerindeki kolonilerden steril kiirdan yardimiyla ayiragla 1slatilmig
stizge¢ kagidinin iizerine bir miktar siiriildii. 5 - 10 saniye i¢inde kolonilerin mor

renge doniismesi pozitif sonug olarak degerlendirildi.

3.2.2. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

3.2.2.1. Triptik Soy Broth(TSB) hazirlanmas1

Pankreatik kazein 17 gr
Soya peptonu 3gr
Sodyum klortir Sgr
Dipotasyum hidrojen fosfat 25 gr
Dekstroz 25 gr

Toz haldeki Triptik Soy Broth’dan 30 gr tartilip, 1000 ml distile suda

¢oziildii. pH 7.3’e ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.
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3.2.2.2 Triptik Soy Agar’in (TSA) hazirlanmast
Triptik Soy Broth ayni sekilde hazirlanip, besiyeri icerisine 15 g agar

eklendi. Ayn1 yontem ile steril edildikten sonra plaklara dokiildii.

3.2.2.3. Mueller Hinton Agar’in hazirlanmast

Besiyerinin igerigi

Sigir infiizyonu 300 g/L
Kazein hidrolizat 17,50 g/L
Nisasta 1,50 g/L
Agar 17,00 g/L
pH 7,3+0,2

Toz besiyerinden 38 g tartilmis ve iizerine 1 L’ye tamamlayacak sekilde
distile su eklenerek otoklavda 121°C’de 15 dakika 1 atm basingta sterilize
edilmistir. Steril petri kaplarma kalinlig1 4 mm olacak sekilde 25’er ml dokiilerek

katilagincaya kadar bekletildi ve kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda

saklanmustir .

3.2.3. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Calismaya aliman A. baumannii izolatlarinin antibiyotik duyarliliklar
Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) onerileri dogrultusunda
Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanilarak belirlendi. Iginde 1 ml serum
fizyolojik bulunan tiiplerde 0.5 McFarland bulaniklifinda bakteri siispansiyonu

hazirlandi. Bu bakteri siispansiyonlar1 Mueller Hinton Agar iceren petrilere steril
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ekiivyon araciligi ile yayildi ve kurumaya birakildi. Standart antibiyotik diskleri
steril bir penset yardimi petri iizerine yerlestirildi. Bu islem yapilirken, olusacak
zonlarin birbiri lizerine gelmemesi i¢in diskler arasinda 22 mm, petri kenarindan
ise 14 mm uzaklik olmasma dikkat edildi. Daha sonra besiyerleri 18 - 24 saat
siireyle 35°C'de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda her diskin cevresinde
bulunan inhibisyon zon ¢aplar1 milimetrik olarak 6l¢tildii. Test sonuglari, izolatlar
icin duyarl (S), orta direngli (I) veya direngli (R) olarak CLSI’in kriterlerine gore
degerlendirildi ”.

Kullamlan antibiyotik diskleri: Ampisilin-sulbactam (10/10pg),
kolistin(10 pg), levofloksasin (5 pg), piperasilin-tazobaktam (100/10 pg),
trimetoprim/sulfametaksazol (25 pg), amikasin (30 pg), siprofloksasin (5 pg),
Imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), sefaperazon/sulbaktam (25 pg), sefepim

(30 ng), tigesiklin(15 pg), seftazidim (30 pg).

3.2.4. Antibiyotik Cozeltilerinin Hazirlanisi
Calismada kullanilan tigesiklin antibiyotiginin stok ¢dzeltisi 50 mg/5 ml,
kolistin antibiyotiginin stok ¢6zeltisi 150 mg/2 ml, rifampisin antibiyotiginin stok

¢ozeltisi 250 mg/ 5 ml olacak sekilde hazir olarak firmadan temin edildi 7

3.2.5. Biyofilm Olusumunun Degerlendirilmesi
Izolatlarn  biyofilm  olusturma  kapasiteleri,  Stepanovic  ve
arkadaglarinin spektrofotometrik mikroplak yontemi modifiye edilerek arastirildi.

Izolatlar, triptik soy agarda 37°C'de 18 - 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra,180 ul
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%0.25 glikoz eklenmis triptik soy buyyon (TSB, Oxoid) besiyeri diiz tabanl
mikroplaklar icerisine dagitildi; tizerine 20 pl 0.5 McFarland standardina gore
ayarlanmis bakteri siispansiyonu 1:100 sulandirilarak eklendi. 18 - 24 saat
37°C'de inkiibe edildi. Siire sonunda kuyucuklardaki besiyeri pipet yardimiyla
bosaltilip, steril fosfat tamponu ile yikandi ve ters cevrilerek kurutuldu. Son
olarak %]1'lik kristal viyole ¢ozeltisinden 200 pl dagitilarak 20 dk bekletildi. Siire
sonunda kuyucuklar 3 kez steril fosfat tamponu ile yikandi ve kurumaya birakildi.
Spektrofotometrede 6l¢iim yapilmadan 30 dk 6nce kuyucuklara %80 etanol %20
asetik asit karisimi ilave edildi ve 570 nm'de okunan optik dansite degerlerine
gore biyofilm olusumu zayif, orta ve giiclii olarak yorumlandi 7

Test sonuglart Enterococcus faecalis ATCC 29212 izolatinin absorbans

degeri %100 kabul edilerek karsilastirmali olarak yorumlandi.

3.2.6. Biyofilm Olusmasim Saglayan Genlerin Molekiiler Yontemlerle
Arastirillmasi

Calismada biyofilm ozellikleri belirlenmis olan 60 izolatin biyofilm

olustumunda goérev yaptig1 diisiiniilen bfmR, csuE, bap genleri aragtirildi. Bu

izolatlarin biyofilm genleri daha Once tanimlanmig primerler kullanilarak

kromozomal DNA nin PZR yontemi ile amplifikasyonu yapilarak saptand: ®.
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3.2.6.1. Bakteri DNA’sinin elde edilmesi
u DNA ekstraksiyon Kkiti ile DNA elde edilmesi
Bu yontemde DNA eldesi i¢in ekstraksiyon kiti (Geneproof) ile iiretici

firmanin 6nerdigi i¢in tasarlanmis DNA ekstraksiyon protokolii kullanildi.

1. Lizis asamasi
»Triptik soy agar besiyerine pasajlart yapilan A. baumannii
kolonilerinden alinarak 200 pl PBS iceren mikrosantrifiij tiiplinde
ezilerek karistirildi.
» Orneklerin iizerine 25 ul Proteinaz K ve 200 pl B3 karisimi
eklendi ve tiipler vortekslendi.
» Ornekler 30 dakika 70 °C’de 1s1 blogunda inkiibe edildi.
2. DNA baglanma asamasi
» Orneklerin iizerine 210 pl (%96 - 100) etanol eklenerek,
vortekslendi.
3. Spin filtre yiizeyine DNA’nin baglanmasi
» Mikrosantrifiij tiiplerindeki drnekler spin filtrelere aktarildi.
» Ornekler 11.000 xg’de 1 dakika santrifiij edildi.
» Toplayici tiip yenisi ile degistirildi.
4. Yikama asamasi
» 500 ul ‘Buffer BW’ eklendikten sonra 11.000 xg’de 1 dakika
santrifiij edildi.

» Toplayic tiip yenisi ile degistirildi.
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» 600 pl ‘Buffer B5’ eklendikten sonra 11.000 xg’de 1 dakika
santrifiij edildi.
» Toplayic tiip yenisi ile degistirildi.
5. Silika membranin kurutulmasi
» Tiipler 11.000 xg’de 1 dakika santrifiij edildi.
6. DNA eliisyon asamasi
» Spin filtreleri 1.5 ml’lik Receiver tube’lere aktarildi.
» Uzerine 70 °C’de 1sitilmis ‘Elution Buffer BE den 200 pl eklendi.
» Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra 11.000 xg’de
1 dakika santrifiij edildi.
» Filtre atilarak altta kalan kisim DNA eldesi i¢in kullanildi. DNA
ornekleri kullanilincaya kadar — 20°C’de saklandi.
7. DNA o6l¢iim asamasi
»Flde edilen DNA’lar Nanodrop ND-1000 spektrofotometre
cihaz1 ile Olgillerek mikrolitredeki mikrogram degerleri

belirlendi.

3.2.6.2. Biyofilm Olusturan Genlerin Amplifikasyonu
Calismada biyofilm olusum mekanizmasinda rol alan bfmR, csuE, bap
65,77,78

genleri i¢in Onceden tasarlanmis olan oligoniikleotid primerler kullanildi

Kullanilan primerler Tablo 5’te gdsterilmistir.
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Tablo 5. Calismada Kullanilan Primerlerin Gen Dizisi

Gen Forward Primer Reverse Primer

bfm | 5- 5-GACCAACCTTATAGGAAG-3

R CACCATGAGCCAAGAAGAAAAG-
3

csuE | 5-CGTAAAGCTACTCATGTC-3 5-AAGTGCCTGATGTTCTGG-3

Bap | 5- 5-
TGCTGACAGTGACGTAGAACCAC TGCAACTAGTGGAATAGCAGCCC
A-3 A-3

Biyofilm olusumunda rol oynadig diisliniilen bfmR, csuE, bap genlerinin
PZR amplikasyon karigimi herbir 6rnek i¢in toplam 25 pl olacak sekilde asagidaki

Tablo 6’da belirtildigi gibi diizenlendi.

Tablo 6. PZR Reaksiyon Karsimi

Bilesenler Bir tiip icin gereken miktar
10X “Amplifikasyon Tamponu” 2,5ul

MgCl2 (25 mM) 2ul

dNTP miks (2 mM) 2ul

Taq DNA polimeraz (5U) 0.25 ul

Primer Forward (100 pmol) 1,5 ul

Primer Reverse (100 pmol) 1,5l

Distile su 7,25 ul

Toplam Hacim 25 ul
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Calismada bfmR, csuE, bap kodlayan bolgenin amplifikasyonu igin

kullanilan PZR amplifikasyon sartlar1 Tablo 7,8 ve 9°da verilmistir.

Tablo 7. csuE Gen Bélgesi icin Amplikasyon Sartlari

Reaksiyon agamasi Sicaklik Siire Dongii Sayisi
On 1s1tma 94°C 5 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 30 saniye

Primer baglanmasi 50°C 30 saniye

Uzama 72°C 1 dakika 40

Son uzama 72°C 10 dakika 1

Muhafaza 4°C ]

Tablo 8. bap Gen Bélgesi I¢in Amplikasyon Sartlari

Reaksiyon agamasi Sicaklik Siire Dongii Sayisi
On 1sitma 94°C 5 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 30 saniye

Primer baglanmasi 65°C 30 saniye

Uzama 72°C 1 dakika 40

Son uzama 72°C 10 dakika 1

Muhafaza 4°C C

Tablo 9. bfimR Gen Bélgesi I¢in Amplikasyon Sartlari

Reaksiyon agamasi Sicaklik Siire Dongii Sayisi
On 1s1tma 94°C 5 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 30 saniye

Primer baglanmasi 55°C 30 saniye

Uzama 72°C 1 dakika 40

Son uzama 72°C 10 dakika 1

Muhafaza 4°C C
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Orneklerin amplifikasyonlar1 “termal déngii cihazi” (GeneAmp PZR

System 9700, Applied Biosystems, ABD) nda yapildi.

3.2.6.3. Amplikonlarin goriintiilenmesi i¢in gerekli soliisyonlar

u 5X Tris-Borik asit- EDTA (TBE) Soliisyonu Hazirlanisi

Tris-Base S4¢g

Borik Asit 275¢g

EDTA (0,5 M, pH: 8,0) 20 ml

Kimyasallar ¢ozilindiikten sonra distile su ile 1L’ye tamamlandi. pH 8,0’e
ayarlanarak oda 1sisinda saklandi.

u Elektroforez yiiriitme tamponu (1X TBE)

5X TBE stok tampon soliisyonundan alinan bir hacim, dort hacim distile
su ile karigtirildi, boylece agaroz jel hazirlanmasinda ve elektroforez isleminde
gerekli olan 1X TBE tamponu hazirlanmis oldu.

u Etidyum bromid (Et-Br) cozeltisi hazirlanisi

10 mg etidyum bromid 1 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi ve +4 °C’de
saklandi.

u Agaroz jel hazirlanisi (%?2)

Elektroforez igin %2’lik agaroz jelin hazirlanmasinda, 2 g agaroz tartilarak
1X TBE tamponu ile 100 mlI’ye tamamlandi ve mikrodalga firinda homojen bir
sekilde seffaf hale gelinceye kadar isitildi. Jel taragi yerlestirilerek jel tepsisine

dikkatlice dokiildiikten sonra yaklagik 30 dakika oda 1sisinda beklenerek jelin



49

katilagsarak donmasi saglandi. Daha sonra jel icerisinden tarak c¢ikartilarak

elektroforez tankina yerlestirildi.

3.2.6.4. PZR firlinlerinin goriintiilenmesi

Is1 dongii cihazinda ¢ogaltilmis olan PZR firiinleri %2’lik agaroz jelde
yiriitiillerek amplifikasyonun basarili olup olmadigi kontrol edildi. PZR
tiriinlerinden 9’er pl alinarak 3 pl yiikkleme tamponuyla karistirilarak yiiklendi.
Jelde her siranin bas ve son kuyucuguna molekiiler agirlik standardr yiiklendi.
Elektroforez yiirlitme tamponu olarak 1X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) kullanild:.
Elektroforez islemi sonrasinda jel 0,5 pg/ml etidyum bromiir igeren 1X TBE
cozeltisinde 30 dakika boyandiktan sonra UV translimunatdr iizerine aktarilan jel
UV ile goriintiilendi. Gortintliler kamera kullanilarak kaydedildi (Syngene Bio
Imaging, Ingenius, Ingiltere). Elde edilen sonuclar DNA molekiiler agirlik

standardi ile karsilagtirilarak degerlendirildi.

Tablo 10. Calismada Kullanilan Genlerin Gen Biiyiikliikleri

Genler Gen biiyiikliikleri
bfmR 750
csul 810

bap 190
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3.2.7. Kateterlerin Hazirlanmasi
Calismada kullanilan poliiiretan santral vendz kateterlerin u¢ kisimlart
kesilerek, geriye kalan kateter boliimleri 1’er cm uzunlugunda pargalara ayrildi

ve bu pargalar etilen oksit gazi ile steril edildi.

3.2.7.1. Kateterlerde biyofilm olugmasinin saglanmasi
Steril kateter parcalarindan 15 ml’lik santrifiij tiiplerine 7’ser adet kateter

pargasi koyuldu. Tiim kateter parcalari insan plazmasinda 37°C’de calkalayicili

inkiibatorde 24 saat bekletildi. Caligmaya alinan izolatlar TSA besiyerine ekilerek,
37°C’de bir gece inkiibe edildi. McFarland cihazi ile dlgiimleri yapilarak, TSB
besiyerinde 0,5 Mcfarland standardina gore bakteri silispansiyonlar1 hazirlandi.
Son inokulum miktar1 107 cfu/ml olacak sekilde TSB besiyeri ile diliisyonlar:
yapildi. Kateterlerin i¢inde bulundugu santrifiij tliplerindeki plazma hazirlanan
bakteri siispansiyonlar1 ile yer degistirilerek, biyofilm olugmasimi saglamak

amaciyla santrifiij tiipleri yeniden 37°C’de calkalayici inkiibatér igerisinde 24 saat

inkiibe edildi 7.

3.2.7.2. In vitro antibiyotik kilit tedavi modeli

24 saat sonunda, kateter parcgalari planktonik bakterileri uzaklastirmak
amaciyla, PBS soliisyonu ile 3’er kere yikandi. Daha sonra kateter pargalar1 TSB
ile takviyeli kolistin, tigesiklin, kolistin/tigesiklin, kolistin/rifampisin ve
tigesiklin/rifampisin igeren tiiplere aktarildi. Kolistin ve tigesiklin tek basma

kullanildiginda antibiyotik konsantrasyonlari her biri i¢in 1, 5 ve 10 mg/ml,
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antibiyotikler kombine olarak kullanildiklarinda ise konsantrasyonlar 5 mg/ml’dir.
Antibiyotiksiz TSB ise, her bir ¢alismada kontrol amaciyla kullanilmistir.
Antibiyotik soliisyonlarinin bakteri 6ldiirme aktivitesi 1,3,5,7,10 veya 14.
giinlerdeki kilit periyodlarindan sonra denendi. Her bir kilit periyodunda farkli
kateter pargasi kullanildi ve antibiyotikli soliisyonlar 48 saatte bir degistirildi.
Antibiyotikli bakteri sollisyonlarindan ¢ikarilan her bir kateter pargasi, planktonik
bakterilerden ve antibiyotik kalintilarindan uzaklastirmak amaciyla, yeni tiiplere
aktarilarak 3 kere PBS sollisyonu ile yikandi. Yikanan pargalar 3 ml steril PBS
iceren tiliplere alinarak, yliksek hizda aralikli olarak 3 kere 30 sn vortekslendi. Bu
sekilde, katetere bagli bakterilerin PBS soliisyonu igerisine ge¢gmesi saglanmig
oldu. Bu sivilarda uygun diliisyonlar yapilarak TSA besiyerine yapilan ekimler
sonrasinda katetere tutunan bakteri sayilart mililitrede koloni olusturan iinite

cinsinden (cfu/ml) hesap edildi ***'.

3.2.7.3. Bakteri sayim yontemi

Her bir tiipten 100 pl alinarak dnce TSA besiyerine direkt ekimi yapildi.
Ardindan igerisinde 900 pl TSB besiyeri bulunana tiiplere 100’er pl eklenerek seri
diliisyonlar1 yapildi ve tiim tiipler vortekslendi. Her bir tiipten 100’er pl alinarak
TSA besiyerine ekimleri yapildi ve o6ze ile tiim plaga yayildi. 18 - 24 saat
inkiibasyondan sonra koloni sayimlari yapildi ve cfu/ml cinsinden bakteri
sayimlart gerceklestirildi. Her ekim {i¢ ayri g¢alisma ile yapildi ve ortalama

degerler gruplar arasinda karsilagtirildi.
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3.3. Istatistiksel Yontem
Calismadaki verilerin analizinde “SPSS 15.0 for Windows” paket
programi kullanildi. Genel verilerinin degerlendirilmesinde ve biyofilm yapimu ile

genlerin karsilastirilmasinda ki-kare testi ve fisher testi kullanildi (p<0.05 anlamli

olarak kabul edildi).
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4. BULGULAR

4.1. Ornekler

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda 2012 - 2014 tarihleri arasinda yatan hastalarin
kateter ve kateter dis1 Orneklerinden izole edilen 60 adet A. baumannii izolati
calismaya dahil edildi. Calismaya alinan 30 adet kateter dist A. baumannii
izolatinin dagilimi Tablo 11°de verilmistir. Calismaya alinan 6rnekler koroner
YBU, anestezi ve reanimasyon YBU, gogiis hastaliklar1 YBU, nérosiriirji YBU,
eriskin hematoloji servisi, kemik iligi transplantasyon iinitesi, dahiliye YBU,
genel cerrahi YBU’sinden izole edilmistir. Elde edilen érneklerin boliimlere gore

dagilimi Tablo 12’de verilmistir.

Tablo 11. Kateter Digindan izole Edilen 4. baumannii Ornekleri ve Dagilimi

Ornek Tiirii Ornek Sayis1 (%)
ETA kiiltiirii 22 (73,3)

Yara yeri 3 (10)

Idrar kiiltiirii 2 (6,6)

Balgam kiiltiirii 3 (10)

Toplam 30 (100)
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Tablo12. Kateter ve Kateter Disindan Izole Edilen Orneklerin Hastalarin

Boéliimlerine Gore Dagilimi

Boliimler Ornekler (%)
Koroner YBU 5 (%38,3)
Anestezi ve Reanimasyon YBU 20 (%33,3)
Gogiis hastaliklar1 YBU 6 (%10)
Nérosiriirji YBU 5 (%83,3)
Eriskin Hematoloji Unitesi 5 (%8,3)
Kemik iligi Unitesi 3 (%5)
Dahiliye YBU 12 (%20)
Genel Cerrahi YBU 4 (%6,6)
Total 60 (%100)

4.2. Antibiyotik Duyarhhklar:

Calismaya dahil edilen 30 tane KIE etkeni olan A.baumannnii izolatlarinin
duyarliliklart “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI) Onerileri
dogrultusunda disk difiizyon yontemi kullanilarak belirlendi. KIE yapan

izolatlarin antibiyotik duyarlilik profilleri Tablo 13’te verilmistir.



55

Tablo 13. KiE Etkeni Olan izolatlarin Antibiyotik Duyarlilik Testi Sonuglari

IMP MEM CES FEP TGC CAZ

SAM CT LEV TPZ SXT AK CipP

Izolat No

K1

K2

K3

K4

KS

K6

K7

K8

K9

K10

K11

K12

K13

K14

K15

K16

K17

K18

K19

K20

K21

K22
K23
K24
K25
K26
K27
K28
K29
K30

KIE etkeni olan 30 (%100) izolatin hepsi kolistine duyarli, bunlardan 14

tanesi (%46,6) tigesikline duyarli, 14 tanesi (%46,6) tigesikline direngli ve 2

tanesi de (%6,6) tigesikline orta duyarl olarak tespit edilmistir.
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4.3. BiyofilmYapiminin Degerlendirilmesi

Calisilan izolatlarin  fenotipik olarak biyofilm olusturma durumlari
mikrotitrasyon plak yontemi ile degelendirildi. Sonugclar; E. faecalis ATCC 29212
izolatindan elde edilen absorbans degerlerine gore oranlarak degerlendirildi. Bu
izolatin %100’{inilin {izerinde absorbans degeri verenler kuvvetli biyofilm, %50 -
%100’ arasinda absorbans verenler orta kuvvetli biyofilm, %50’sinden az
absorbans verenler zayif biyofilm olarak degerlendirildi. Her izolat 3 kere

calisild1.

o o e N
Raa o o s PO Y B
5 ' s
- e P . 4

A: Kristal viyble eklendikten sonréki‘gﬁrﬁntﬁsﬁ

B: Etanol karisimi eklendikten sonraki goriintiisii

Resim 1. Biyofilm Olusumunun Kristal Viyole Kullanilarak Degerlendirilmesi
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Calismaya dahil edilen 60 izolatin 10 tanesinde (%16,6) zayif biyofilm, 19
tanesinde (%31,6) orta kuvvetli biyofilm, 31 tanesinde de (%51,6) kuvvetli
biyofilm olustugu saptandi. KiE etkeni olan 30 izolatin 5 tanesinin (%50) zayif
biyofilm, 10 tanesinin (%52,6) orta kuvvetli biyofilm, 15 tanesinin (%48.,4)
kuvvetli biyofilm olusturdugu, kateter dis1 enfeksiyon olusturan izolatlarin ise 5
tanesinin (%50) zayif biyofilm, 9 tanesinin (%47,4) orta kuvvetli biyofilm, 16
tanesinin de (%51,6) kuvvetli biyofilm olusturdugu tespit edildi. Biyofilm
olusumu acisindan kateter iligkili ve kateter dis1 enfeksiyon olusturan izolatlar

karsilastirildiginda aradaki fark anlamsiz bulundu (p=0.958).

Tablo 14. Klinik Orneklerden Izole Edilen izolatlarmn Biyofilm Yapim Siddeti

Biyofilm siddeti Ornekler (%)
Zay1f biyofilm 10 (%16,6)
Orta kuvvetli biyofilm 19 (%31,6)
Kuvvetli biyofilm 31 (%51,6)
Total 60

Tablo 15. Biyofilm Olusumunun Kateter ve Kateter Dis1 Orneklerdeki Dagilim1

Kateter Kateter dis1 Toplam (%)
Biyofilm Zayf 5 (%50) 5 (%50) 10 (%16,6)
olusumu | Qrta kuvvetli 10 (%52,6) 9 (%47,4) 19 (%31,6)
Kuvvetli 15 (%48,4) 16 (%51,6) 31 (%51,6)
Toplam 30 (%50) 30 (%50) 60 (%100)
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4.4. Amplifikasyon Sonuclari

Calismaya dahil edilen ve biyofilm yapimi arastirilan 60 izolatin biyofilm
olusumuna katkisi oldugu diisiiniilen bap, bfmR ve csuE genleri PZR yontemi ile
arastirildi. Bu genlere ait bant biiytlikliikleri kullanilan DNA molekiiler agirlik
standardi ile karsilastirilarak degerlendirildi. Her deneyde negatif kontrol olarak

steril distile su kullanildi.

4.4.1. bfmR Genininin Amplifikasyon Sonuclar
bfmR geninin varlig1 spesifik primer dizileri kullanilarak incelendi. 750 bg

hizasinda bant elde edilmesi pozitif olarak kabul edildi.

M KI K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 KI0 K1l KI2 KI3 NK M

8005

M: Molekiiler agirlik standardi

NK: Negatif Kontrol

2 - 8, 10 - 13 nolu kuyucuklar pozitif
1, 9 nolu kuyucuklar negatif

Resim 2. bfmR Geni Jel Goriintiisii

Calismaya dahil edilen 60 izolattan 57 (%95) tanesinde bfmR geninde
amplifikasyon iirlinli saptanirken, 3 (%5) izolatta hfmR geninde amplifikasyon

{iriin{i saptanmamistir. Bu suslardan KiE yapan 30 izolatin 27 (%90) tanesinde
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bfmR geni pozitif olarak saptanirken, 3 (%]10) tanesinde negatif olarak

saptanmistir.

4.4.2. csuE Genininin Amplifikasyon Sonuclar
csuE geninin varligi spesifik primer dizileri kullanilarak incelendi. 810 bg

hizasinda bant elde edilmesi pozitif olarak kabul edildi.

M: Molekiiler agirlik standard:

NK: Negatif Kontrol

3, 6,7, 10 - 13 nolu kuyucuklar pozitif izolatlar
1,2, 4,5, 8, 9 nolu kuyucuklar negatif izolatlar

Resim 3. csuE Geni Jel Gorintiisi

Calismaya dahil edilen 60 izolattan 45 (%75) tanesinde csuE geninde
amplifikasyon iiriinii saptanirken, 15 (%15) izolatta csuE geninde amplifikasyon
{iriinii saptanmamustir. Bu suslardan KIiE yapan 30 izolatin 17 (%56,6) tanesinde
csuE geni pozitif olarak saptanirken, 13 (%43,3) tanesinde negatif olarak

saptanmistir.
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4.4.3. bap Genininin Amplifikasyon Sonuclar:
bap geninin varlig1 spesifik primer dizileri kullanilarak incelendi. 190 bg

hizasinda bant elde edilmesi pozitif olarak kabul edildi.

K9 K10 KII KI2 K13 NK M
> -

[ o ]
1

.
> -
. |

M: Molekiiler agirlik standardi

NK: Negatif Kontrol

2 - 12 nolu kuyucuklar pozitif izolatlar
1, 13 nolu kuyucuklar negatif izolatlar

Resim 4. bap Geni Jel Goriintiisii

Calismaya dahil edilen 60 izolattan 52 tanesinde (%86,6) bap geninde
amplifikasyon iiriinii saptanirken, 8 tanesinde (%13,3) bap geninde amplifikasyon
{iriinii saptanmamistir. Bu suslardan KiE yapan 30 izolatin 24 tanesinde (%80)
bap geni amplifikasyon iirlinii tespit edilmigken, 6 tanesinde (%20) amplifikasyon
tiriini tespit edilememistir.

Calismaya dahil edilen 60 izolatin genlere gére amplifikasyon sonuglari
Tablo 16’da verilmistir. Buna gore kateter iliskili ve kateter disi enfeksiyon
olusturan izolatlar bap geninin varligi agisindan karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,254). Kateter iliskili ve kateter dist
enfeksiyon olusturan izolatlar bfimR geninin varlig1 agisindan karsilastirildiginda

anlaml bir fark elde edilememistir (p=0,237). Ancak, kateter iligkili ve kateter
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acisindan

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p=0,002).

Tablo 16. Genlerin Amplifikasyon Sonuglari

bap bap bfimr bfimr csue csue Toplam
pozitif | negatif | pozitif negatif | pozitif negatif

Kateter 28 2 30 0 28 2 30
dis1 (%93,3) | (%6,7) | (%100) (%0) (%93,3) | (%6,6) | (%100)

Kateter 24 6 27 3 17 13 30
(%80) (%20) (%90) (%10) | (%56,6) | (%43,3) | (%100)

Toplam 52 8 57 3 45 15 60
(%86,7) | (%13,3) | (%95) (%5) (%75) (%15) | (%100)

Biyofilm yapimi yoniinden ¢aligmaya alinan 60 izolattan 10 tanesinin

zaylf, 19 tanesinin orta kuvvetli, 31 tanesinin kuvvetli biyofilm yaptiklar

saptand1. Genlerin biyofilm diizeylerine gore dagilimi Tablo 17°de gosterilmistir.

Kuvvetli ve orta kuvvetli biyofilm yapan suslarin 45 tanesinde (%90) bap geni

varlig1, 48 tanesinde (%96) bfmR geni varligi, 40 tanesinde (%80) csuE geni

varligi saptanmistir. Calismamizda zayif biyofilm, orta kuvvetli biyofilm ve

kuvvetli biyofilm yapan izolatlarin arasinda bap,bfmR ve csuE genlerinin varlig

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).
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Tablo 17. izolatlardaki Gen Varliginin Biyofilm Diizeyine Gore Dagilimi

bap bap bfmR | bfmR csuk csuE | Toplam
pozitif | negatif | pozitif | negatif | pozitif | negatif

Zayif 7 3 9 1 5 5 10
(%70) | (%30) | (%90) | (%10) | (%50) | (%50) | (“100)

Biyofilm Orta 16 3 18 1 14 5 19
olusumu | kuvvetli | (%84,2) (%30) (%94,7) (%5,3) (%73,7) (% (%100)

26,3)

Kuvvetli | 29 2 30 1 26 5 31
(%93,5) | (46.4) | (%968) | (0432) | (%483.9) | (0416,1) | (%100)

Toplam 52 8 57 3 45 15 60

(%86,6) | (%13,3) | (%95) | (%5) | (%75) | (P15 | (%100)

Calismaya dahil edilen 30 tane kateter dis1 enfeksiyon etkeni olan ve 30
tane KIE etkeni olan A. baumannii izolatlarmin hepsinin biyofilm ve gen

dagilimlar1 Tablo 18 ve Tablo 19°da verilmistir.
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Tablo 18. Calismaya Dahil Edilen Kateter Dist Enfeksiyon Etkeni Olan

Izolatlarin Biyofilm ve Gen Dagilimlari

Izolat No bap bfmR csukl Biyofilm siddeti

1 + + - Zay1if

2 + + + Kuvvetli

3 + + + Kuvvetli

4 + + + Kuvvetli

5 + + + Orta kuvvetli
6 + + + Orta kuvvetli
7 + + + Kuvvetli

8 + + + Kuvvetli

9 + + + Kuvvetli
10 + + - Zayif

11 - + + Zay1if

12 + + + Kuvvetli
13 + + + Orta kuvvetli
14 + + + Orta kuvvetli
15 + + + Kuvvetli
16 + + + Orta

17 + + + Kuvvetli
18 + + + Kuvvetli
19 + + + Orta kuvvetli
20 - + + Zayif
21 + + + Orta kuvvetli
22 + + + Zayif
23 + + + Kuvvetli
24 + + + Kuvvetli
25 + + + Kuvvetli
26 + + + Kuvvetli
27 + + + Kuvvetli
28 + + + Orta kuvvetli
29 + + + Orta kuvvetli
30 + + + Kuvvetli
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Tablo 19. Calismaya Dahil Edilen Kateterden Elde Edilen izolatlarin Biyofilm

ve Gen Dagilimlar

Izolat No bap bfmR csul Biyofilm siddeti
K1 - - - Orta kuvvetli
K2 + + - Kuvvetli
K3 + + + Kuvvetli
K4 + + - Orta kuvvetli
K5 + + - Orta kuvvetli
K6 + + + Orta kuvvetli
K7 + + Kuvvetli
K8 + + - Kuvvetli
K9 + = - Kuvvetli

K10 + + + Orta kuvvetli
K11 + + + Kuvvetli
K12 + + + Kuvvetli
K13 - + + Orta kuvvetli
K14 + + + Kuvvetli
K15 S 4 4 Zay1if
K16 - + - Kuvvetli
K17 A 4 F Kuvvetli
K18 + + - Kuvvetli
K19 + + + Kuvvetli
K20 + + + Zayif
K21 + + = Zayif
K22 + + + Orta kuvvetli
K23 - + + Orta kuvvetli
K24 + + - Orta kuvvetli
K25 + + + Kuvvetli
K26 - + + Kuvvetli
K27 + + + Kuvvetli
K28 + + - Orta kuvvetli
K30 s . - Zayif
K31 + + - Zayif
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4.5. Antibiyotik Kilit Tedavi Modeli Sonuclar1

4.5.1. izolatlar

Calismaya dahil edilen 60 izolattan 2 tanesine antibiyotik kilit tedavi
modeli uygulandi. Bu 2 izolat secilirken, KiE’a neden olan A. baumannii
izolatlarindan fenotipik ve genotipik olarak biyofilm olusturma o6zelliklerine ve
antibiyotik duyarlilik profillerine dikkat edildi. Buna gore, fenotipik olarak
kuvvetli biyofilm olusturan ve genotipik olarak bfinR, csuE ve bap genlerine sahip
olan izolatlar secildi. Ayrica yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinin sonuglarina
gore tigesiklin ve kolistin antibiyotiklerine duyarli izolatlar secildi. Bu kriterlere
uygun olan K3 ve K7 izolatlarina in vitro antibiyotik kilit tedavi modeli

uygulandi.

4.5.2. Antibiyotikler

Antibiyotik kilit tedavi modelinde etkinligi gosterilmek iizere secilen
antibiyotikler kolistin, tigesiklin ve rifampisindir. Kolistinin ve tigesiklinin 1
mg/ml, 5 mg/ml ve 10 mg/ml konsantrasyonlarinda her iki izolatla ayr1 ayr
biyofilm olusturulmus kateter modelleri iizerine etkinligi denendi. Kombine
olarak kullanilan antibiyotikler ise K7 izolatinin biyofilm olusturdugu kateter
modeline denendi. Kullanilan antibiyotik konsantrasyonlart Tablo 20’de

verilmigtir.
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Tablo 20. Calismada Kullanilan Antibiyotik Konsantrasyonlari

Antibiyotikler Konsantrasyonlar
Kolistin 1 mg/ml

Kolistin 5 mg/ml

Kolistin 10 mg/ml
Tigesiklin 1 mg/ml
Tigesiklin 5 mg/ml
Tigesiklin 10 mg/ml

Kolistin + Tigesiklin 5 mg/ml + 5 mg/ml
Kolistin + Rifampisin 5 mg/ml + 5 mg/ml
Tigesiklin + Rifampisin 5 mg/ml + 5 mg/ml

4.5.3. In Vitro Antibiyotik Kilit Tedavi Modelinin Etkinligi

Baslangicta, biyofilm olusturulmus canli bakteri sayis1 K3 izolatinda,
tigesiklin ve kolistin antibiyotikleri i¢in sirastyla (2+0,2) x 10°® ve (1,8+0,2) x 10°
cfu/ml olarak bulunmustur. K7 izolat1 i¢in ise biyofilm olusturulmus canli bakteri
sayist (1,4£3) x 10® cfu/ml olarak saptanmustir. 1,3,5,7,10 ve 14. giinlerde
biyofilm olusturmus canli bakteri sayilari cfu/ml olarak Tablo 21 ve 22’de
verilmigtir. K3 izolat1 i¢in, kateter pargalarindaki biyofilm olusturmus bakterilerin
tigesiklin 1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml ve kolistin 5 mg/ml, 10 mg/ml
konsantrasyonlarinin hepsinde 5. gilinlin sonunda ortadan kalktig1 tespit edildi.
Bununla birlikte, kolistin 1 mg/ml konsantrasyonunu igeren kilit soliisyonunda ise
3. glinilin sonunda kateter parcalarinin steril oldugu saptandi.

K7 izolati icin, kateter parcalarindaki biyofilm olusturmus bakteriler

tigesiklin 1 mg/ml, 5 mg/ml ve kolistin 1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml
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konsantrasyonlarinin hepsinde 5. gilinlin sonunda ortadan kalktig1 tespit edildi.
Bununla birlikte, tigesiklin 10 mg/ml konsantrasyonunda ise 3. giiniin sonunda
kateter parcalarinin steril oldugu goézlemlendi. Antibiyotik kombinasyonlarini
iceren soliisyonlarin oldugu gruptaki kateter parcalarinda, tigesiklinin bulundugu
kombinasyonlarda 1. giinden itibaren kateter parcalarindaki biyofilm olusturmus
bakterilerin ortadan kaldirildigi, kolistin ve rifampisin i¢eren kombinasyonda ise

3. giinden itibaren kateter pargalarinin steril oldugu tespit edildi.

Tablo 21. Antibiyotik Kilit Tedavi Modelinin K3 izolat: Uzerine Etkisi

Konsantrasyon 0.giin 1. giin 3. giin 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin

(mg/ml)
Tigesiklin Kontrol (202)  (22£0,9) (1.8:14) (34:34) (1x0,1) (1,7£02) (6:1,1)
x 106 x 10° x 10° x 107 x 108 x 108 x 10°
1 L (4222)x (2,1504) O
10° x 10?
5  (8912) (1,7+0,7) @
x 103 x 10?
10 . (15:07) (33+L1) @
x 103 x 10?
Kolistin Kontrol (1,840,2) (1,5504) (82+1,9) (53+12) (2,6£0,9) (1,550,4) (64+1,2)
x 106 x 10° x 10° x 10° x 10° x 10° x 108
1 L 42:12) O )
x 10?
5 _ (4,4£2,2) (3,3£L,5) (0]
x 103 x 10?
10 ~ (1£2)x  (63+l,6) O

10* x 10?
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Tablo 22. Antibiyotik Kilit Tedavi Modelinin K7 izolat: Uzerine Etkisi

Konsantrasyon 0.giin 1. giin 3. giin 5. giin 7. giin 10. giin  14. giin

(mg/ml)
Kontrol (1,4£3) (8,6+1,5)  (1+2)  (7,6x1,6) (3,8+1,3) (7,5+2,1) (8,8+0,8)
x 108 x 108 x 107 x 10° x 10° x 10* x 10*
Tigesiklin 1 _ (L1£2)x  (3,6%0,5) (%]
10* x 10!
Tigesiklin 5 _ (4,8+0,7) (1,3%0,5) (%]
x 10° x 10!
Tigesiklin 10 _ (5,7£1,3) %) %
x 10°
Kolistin 1 _ (6,2+0,8)  (2,2+1,5) (4]
x 10° x 10?
Kolistin 5 _ (1,3£7)x  (5,6+3)x (9]
102 10!
Kolistin 10 _ (5,3£0,8) (2,6%1.5) (4]
x 103 x 10!
Kolistin/ 5/5 _ (1,3+1,5) (%]
Rifampisin x 10?
Kolistin/ 5/5 _ 0
Tigesiklin
Tigesiklin/ 5/5 _ 0
Rifampisin

Grafik 1 ve 2°de K3 ve K7 izolatlar tarafindan olusan biyofilme in vitro
olarak antibiyotik kilit tedavi modelinin etkinligi (logl0 cfu/ml) gosterilmektedir.
Kontrolle kiyaslandiginda, tigesiklin uygulanan grupta tiim konsantrasyonlarda,
K3 izolat1 i¢in, 1. giinde 2 log azalma varken, 3. giinde 3 log azalma saptanmus,
K7 izolatinda ise 1. giinde 4 - 5 log azalma goriiliirken, 3. glinde yaklasik 6 - 7

log azalma izlenmistir.
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Kolistinin tiim konsantrasyonlari, kontrollerle kiyaslandiginda K3
izolatinda 1. glinde yaklasik olarak 1 - 2 log azalma saptanirken, 3. giinde 3 log
azalma goriilmektedir. K7 izolatinda ise 1. ve 3. giinde yaklasik olarak 5 - 6 log

azalma tespit edilmistir.

9 1~

8 -

T M Kontrol kolistin
= 6 - M Kontrol tigesiklin
% 5 M Tigesiklin 1 mg/ml
a 4 - M Tigesiklin 5 mg/ml
3 3 - M Tigesiklin 10 mg/ml

i Kolistin 1 mg/mll

. i Kolistin 5 mg/mll

o u Kolistin 10 mg/ml

0 . . . . . =

1l.gin 3.gln 5.gun 7.gun 10.gun 14.gln
Kilit Giinleri

Grafik 1. K3 Tarafindan Olusturulan Biyofilme In Vitro Olarak Antibiyotik Kilit
Tedavi Modelinin Etkinligi



log10 cfu/ml

1 3 5 7
Kilit Giinleri

10

14
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M Kontrol

M Kolistin Img/ml

i Kolistin 5mg/ml

M Kolistin 10mg/ml

M Tigesiklin 1mg/ml
M Tigesiklin Smg/ml
M Tigesiklin 10mg/ml
u Kolistin/Rifampisin
u Kolistin/Tigesiklin

u Tigesiklin/Rifampisin

Grafik 2. K7 Tarafindan Olusturulan Biyofilme In Vitro Olarak Antibiyotik Kilit

Tedavi Modelinin Etkinligi
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5. TARTISMA

Acinetobacter tiirleri aerob, gram-negatif, nonfermentatif bakterilerdir.
Son 10 yildir, hastanede yatan kritik hastalarda kolonizasyon ve enfeksiyon
salginlarina yol acan 6nemli bir nozokomiyal patojen olarak kiiresel bir sorun
ortaya cikarmaktadir. 4. baumannii nozokomiyal enfeksiyon, pndomoni, iiriner
sistem enfeksiyonlari, bakteriyemi ve KIE gibi pek ¢ok enfeksiyona sebep

3,18,64
olmaktadir ™™

. A. baumannii ile hastane salginlari, agir enfeksiyonlar ve
antibiyotik direnci arasindaki iligki lizerine ¢ok sayida arastirma yapilmasina
ragmen, bu mikroorganizmanmn Oliimcilliiglini ve patojenitesini belirleyen
faktorler tam olarak aydinlatilamamistir. Buna ragmen, A. baumannii klinik
izolatlarinin biiyiik cogunlugunda ortak viriilans faktor olarak, biyofilm olusturma
yeteneginin varligi kabul edilmektedir ®*. Ayrica, yiizeylere yapisma yetenegi,
Acinetobacter izolatlarinin patojenitesinde Onemli bir mekanizma olarak
goriilmektedir ¥,

Biyofilmler, polimerik hiicre dis1 matriks ic¢inde yer alan yiizeyel
mikrobiyal hiicre topluluklaridir. Biyofilm olusumu, hastane ortamindaki
patojenik bakterilerin hayatta kalmas1 ve kalict tibbi cihazlarla iligkili
enfeksiyonlarin olugmas: ile iligkilendirilmistir. Tibbi cihazlarin yaygin kullanimi
birgok hastaligin tedavisinde biiyiik ilerlemelere neden olmustur. Kalict tibbi
cihazlar, giderek artan ¢ok sayida tibbi alanda islevsel bozukluklarin tedavisi igin
kullanilmaktadir. Yeni cihazlar ile 6nemli basarilar elde edilmesine ragmen, bu

abiyotik yilizeyler onemli bir saglik sorunu olan bakteri kolonizasyonuna

yatkinlig1 ortaya c¢ikarmaktadir. Gegici vaskiiler kateter, iiriner kateter ve
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endotrakeal tiip bakteriyel yapisma ve enfeksiyon i¢in bir alan olusturabilir.
Diinya c¢apinda, hastane kokenli enfeksiyonlarin %60’indan fazlasi tibbi
cihazlarda biyofilm olusturan bakteriler nedeniyle olugsmaktadir. Bu cihazlar ile
ilgili enfeksiyonlar, hayati tehdit edebilir ve cihazin kaldirilmasina neden
olabilecek sorunlar1 ortaya ¢ikarabilir. Bu durumlarda da, bu cihazlarin yonetimi
zor ve masraflidir . Tibbi cihazlarin tasarimi ve kullaniminda farkliliklar olsa da,
0zel faktorler mikrobiyal kontaminasyon ve biyofilm olusumuna neden
olmaktadir. Sentetik yiizeylerde biyofilm olusumunu etkileyen en Onemli
faktorlerin yiizeyin yapisi, hidrofobisitesi ve bakterinin tiirii oldugu yapilan in
vitro calismalarda gosterilmistir. Tibbi cihazlar lizerinde biyofilm olusturabilen
mikroorganizmalar, implantasyon sirasinda hastanin cilt veya mukozasindan
kaynaklanabildigi gibi personellerin elleri de kaynak olabilir.

Epidemiyolojik verilere gore, tibbi cihazlara niifuz etme kabiliyetleri
nedeniyle Acinetobacter biyofilminin kistik fibrozis, {iriner sistem enfeksiyonlar
gibi enfeksiyon hastaliklarindaki oynadigi rol aciktir. Bu enfeksiyonlarin
onlenmesinde ve tedavisinde g¢oklu antibiyotik direncinden dolay1r zorluklarla
karsilasilmaktadir .

A.  baumannii’nin  biyofilm  yapimimin incelendigi  caligmalarda
mikrotitrasyon plagr yontemi, polistren tlip yontemi gibi biyofilm tabakasinin

absorbans 6l¢iimii temeline dayanan farkli yontemler kullaniimaktadir %7,

2008 yilinda Rodriguez Bano ve arkadaslarimin yaptigi 92 tane A.
baumannii izolatlarinin mikrotitrasyon plak yontemi ile biyofilm olusumu

arastirllmistir. Bu c¢alismada, 56 (%63) izolatin in vitro olarak biyofilm
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olusturdugu, 33 izolatin (%36) ise biyofilm olusturmadigi tespit edilmistir.
Calismaya dahil edilen tiim KiE’a neden olan izolatlarm biyofilm olusturdugu
saptanmistir 57,

Rao ve arkadaslarmin 2008 yilinda yaptigi bir ¢aligmada, 55 tane A.
baumannii izolatinin kalitatif olarak tiip yontemi ile biyofilm liretme ozelligi ve
kantitatif olarak da mikrotitrasyon plak yoOntemi ile biyofilm diizeyleri
Olclilmistir.  A. baumannii ATCC 19606 izolat1 pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Sonug olarak, kalitatif olarak 34 izolatin (%62), kantitatif olarak ise
34 izolatin (%62) giiclii biyofilm, 14 izolatin ise zayif biyofilm olusturdugu tespit
edilmistir. Bu calismada, mikrotitrasyon plak yontemi ile biyofilm olusumu tiip
yontemine gore daha duyarli bulunmustur *,

Hendiani ve arkadaslarinin 2014 yilinda yaptig1 75 tane klinik izolattan
elde edilen A. baumannii’nin biyofilm olusumu 2 farkli yontem ile farkli
yiizeylerde degerlendirilmistir. Polikarbon plak ve polipropilen falkon iceren
yiizeylerde kristal viyole ve 2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium-5- karboksanilid tuzu (XTT tetrazolium sodyum tuzu) metodu ile
biyofilm olusumu incelenmistir. Biyofilm olusumu agisindan, her iki boyanin da
dogru orantili oldugu, kullanilan iki fakli ylizeyde de ortak sonuclar elde edildigi
saptanmistir. Caligmaya dahil edilen 75 izolattan 57 tanesinin polipropilen falkon
ile, 50 tanesinin de polikarbon plak ile biyofilm olusturdugu tespit edilmistir ®.

Abdi-Ali ve arkadaslarinin 2014 yilinda yaptigi 75 tane A. baumannii

izolatinin mikrotitrasyon plak ve tiip yontemi ile biyofilm olusumu aragtirilmistir.
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Bu calismada tiip metodu ile %80 izolatta biyofilm olusumu tespit edilirken,
mikrotitrasyon yontemi ile %75 izolatta biyofilm olusumu tespit edilmistir *°.

Bizim calismamizda; ETA, balgam, yara ve kateter orneklerinden izole
edilen 60 A. baumannii izolatinin biyofilm olusturma O6zellikleri mikrotitrasyon
plagt yontemi ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda, kristal viyole kullanilarak
degerlendirildi. Caligmaya dahil edilen 60 izolatin 10 tanesinde (%16,6) zayif
biyofilm, 19 tanesinde (%31,6) orta kuvvetli biyofilm, 31tanesinde de (%51,6)
kuvvetli biyofilm olustugu saptandi. KIE etkeni olan izolatlarin 5 tanesinin(%350)
zayif biyofilm, 10 tanesinin (%52,6) orta kuvvetli biyofilm, 15 tanesinin (%48,4)
kuvvetli biyofilm olusturdugu, kateter dis1 enfeksiyon olusturan izolatlarin ise 5
tanesinin (%50) zayif biyofilm, 9 tanesinin (%47,4) orta kuvvetli biyofilm, 16
tanesinin de (%51,6) kuvvetli biyofilm olusturdugu tespit edildi. Yapilan istatistik
analizi sonucunda kateterden ve kateter disindan elde edilen 6rneklerde biyofilm
olusumu agisindan anlamli bir fark elde edilemedi. Calismaya alinan 60 izolatin
50 tanesinin gii¢lii ve orta kuvvetli biyofilm olusturmasi A. baumannii ile olusmus
enfekiyonlarin &zellikle YBU ve hematoloji iinitesi gibi birimlerde bu
enfeksiyonlarin ciddiyetinin ve dneminin biiyiikligiinii gostermektedir.

Enfeksiyon hastaliklarindaki ve cihaz ile iliskili enfeksiyonlardaki rolii
nedeniyle, biyofilmler halk sagligi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Hasta
yonetiminde biyofilm kontrolii i¢in yeni ve etkili stratejiler gelistirilmelidir.
Biyofilm olusumu, antibiyotik diren¢ mekanizmalari, direncin plazmid ile

transferleri ve hiicreler arast iletisim i¢in ortam saglamasi ile ilgili bir siirectir *.
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CID’li A. baumannii, biyotik ve abiyotik yiizeylerde kolonize olabilme ve
biyofilm olusturabilme yetenegi ile birlikte hastane ortaminda yaygmhigr ve
kaliciigr ile 6nemli bir rol oynamaktadir *"**°. 4. baumanniinin gevrede,
kurutulmus abiyotik ylizeylerdeki kalicilifi, nadiren diger gram-negatif
bakterilerde de bulunan, dormant hiicrelerin varlig1 nedeniyle olusmaktadir °'.

Acinetobacterin biyofilm iligkili viriilans belirleyicileri olarak tanimlanan
gen bolgeleri ve proteinleri; iki bilesenli sistem tarafindan diizenlenen
CsuA/BABCDE saperon sistemi (bfmS/bfmR), dis membran proteini olan OmpA,
dis membran proteini olan biyofilm-iligkili protein (bap), ¢ogunlugu algilama
(quorum sensing) sisteminin parcgast olan otoindiiktor sentezi Abal ve poli-p-1,6
Nasetilglukozamin (PNAG) iiretiminden sorumlu olan pgaABCD operonudur 62

2013 yilinda Rumbo-Feal ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢calismada,
A. baumannii ATCC 17978 izolatindaki planktonik ve sesil hiicrelerin komple
genom profili ortaya ¢ikarilmis ve ikisi arasindaki gen farkliliklart arastirilmistir.
Bu calismada, 1621 genin biyofilm olusturan hiicrelerden salgilandig1 ve 55 genin
sadece sesil hiicreden salgilandigi, planktonik hiicrelerde engellendigi
saptanmigtir. Bu calismada, biyofilm olusumunu destekleyen, sadece biyofilm
hiicrelerinden salgilanan 9 tane transkripsiyon diizenleyicisi bulunmustur 2.

Biyofilm olusumu ile ilgili diizenleyici siire¢, bakteriyel yogunluk
algilama, besin varlifi ve serbest katyon konsantrasyonunu igermektedir. Bu
hiicre dis1 bazi sinyaller BfmR/S gibi iki bilesenli diizenleyici sistemler tarafindan
kontrol edilebilmektedir *. Tomaras ve arkadaslar: 2003 ve 2008 yilinda yaptiklar:

calismada A. baumannii 19606 izolatinda BfmR/S sistemini incelemislerdir. Bu
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caligmalarda iki bilesenli diizenleyici sistemin aktive olabilmesi icin, pili
olusumunda rol oynayan saperon sistemine ihtiya¢ duyuldugu ortaya
konulmustur. bfmR geninin inaktivasyonunun csu salinimini tamamen ortadan
kaldirdig1 ve pili iiretiminin ve biyofilm yapiminin kaybina neden oldugu ancak
bfmS geninin inaktivasyonunun kismi biyofilm kaybina neden oldugu orataya

koyulmugtur' >

. Bu ozelliklerinden dolayr bfmR, canli terapdtik ilag hedefi
konumundadir .

Iki bilesenli diizenleyici sistem, mikroorganizmanin cesitli ¢evrelerde
yasayabilmesi ve bilyiiyebilmesi igin anahtar faktordiir **. Birgok bakteride, bu iki
bilesenli sistem iizeride ¢alismalar yapilmistir. Bununla birlikte, A. baumannii nin
viriilansi iizerine etkisi hakkinda az sayida bilgi mevcuttur. 2012 yilinda Liou ve
arkadaglarinin 4. baumannii 17978 izolatinda yaptig1 calismada, bfmS geninin A.
baumannii’de ikili rol oynadig1 saptanmistir. bfmS genin biyofilm olusumuna ve
dis membran proteinleri iizerinden antimikrobiyal dirence etki ettigi
saptanm1§t1r66.

Loehfelm ve arkadaslar1 2008 yilinda ilk defa, 4. baumannii’de biyofilm
olusumuna katilan hiicre yiizey proteinini tanimlamiglardir ve Bap’in olgun
biyofilmdeki hiicreler arasi yapismaya dahil oldugunu desteklemislerdir '°.

Brossard ve arkadaglarmin 2011 yilinda yaptiklari caligmada, medikal
yiizeylerdeki olgun biyofilm olusmunda Bap’in rolu oldugunu saptanmuslardir '®.

Sharon Goh ve arkadaslarinin 2013 yilinda 24 karbapenem direncgli 4.

baumannii izolatinda bap geninin salgilanmasi ve fonksiyonunu arastirmiglardir.

PZR ile yapilan ¢alismada bap genin 22 izolatta bulundugu tespit edilmistir.
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Yapilan analizde 3 tane Bap-pozitif izolatta Bap’in hiicre ylizeyinden salgilandigi
ve biyofilm olusumu ile iliskili oldugu saptanmustir '.

Son yapilan c¢alismalarda, A. baumannii’nin biyofilm olusumu {izerine
etkisi olan faktorler bulunmaya calisilmis. Ancak klinik izolatlardaki biyofilm
olusumuna katki saglayan genlerin arastirilmasi ile ilgili veriler kisithdir. Bu
nedenle, calismamizda 60 tane A. baumannii klinik izolatlarinda biyofilm
olusumundan sorumlu tutulan bfmR, csuE ve bap genlerini PZR yontemi ile
inceledik. Bu genler ile biyofilm yapim siddeti arasinda iliski olup olmadigini
arastirdik.

Calismamizda; 57 (%95) izolatta bfmR geni, 45 (%75) izolatta csuE geni,
52 (%86,6) izolatta da bap geni saptandi. Her 3 genin de izolatlarda yiiksek
oranda pozitif bulunmasi biyofilm yapimi ile iliskili bu genlerin yayginligini
gostermektedir. %95 izolatta hfmR geninin varligi dikkat cekici bir sonugtur.
bfmR geninin pozitif oldugu 12 tane izolatta, csuE geni saptanamamasi, csuE
geninin salmiminda bagska faktorlerin de etkisi olabilecegi ya da bfmR’nin
varligiin csuE geninden bagimsiz oldugunu diisiindiirmektedir. 3 tane izolatta da
bfmR genin ve csuE genin bulunmamasi, saperon sisteminin olusmasinda hfmR
gen bolgesinin rolii oldugunu desteklemektedir.

Bir tane izolatta bfmR ve csuE geni saptanamamasina ragmen bap geninin
varliginin saptanmasi ve c¢aligmaya dahil edilen izolatlardan birinde 3 genin de
bulunmamasina ragmen orta kuvvetli biyofilm olusturabilmesi, A. baumannii’de
biyofilm olusumunun, genetik faktorler disinda multifaktdriyel bir durum

oldugunu desteklemektedir.
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Zayif, orta kuvvetli ve kuvvetli biyofilm yapan suslarda genlerin dagilimi
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunamadi. Ancak
kuvvetli ve orta kuvvetli biyofilm olusturan izolatlardaki bap ve bfmR gen
oranlarinin yiiksekligi bu genlerin biyofilm olusumuna katkisinin yiiksek
oldugunu diislindiirmektedir. Zayif biyofilm olusturan izolatlarda gen kaybi
olmamasi, degisik cevre kosullarinda biyofilm yapiminin degisebilecegini ve
izolatlarda  biyofilm yapiminda rol oynayan gen olsa bile, genin
ifadelenemeyebilecegini diisiindiirmektedir.

Kateter disindan elde edilen orneklerin hepsinde bAfmR geninin varligi
saptanirken, KIE etkenlerinden 3 izolatta bfinR geni saptanmadi. bap ve bfinR gen
oranlarina bakildiginda kateter disindan elde edilen drnekler ile KIE etkeni olan
ornekler acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilememistir. csuE
geninin kateter disindaki drneklerde daha yiiksek oranda bulunmustur.

A. baumannii’nin biyofilm olusumu {izerine etkisi olan faktorlerin
saptanabailmesi i¢in daha fazla sayida calisma yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

ABD’de her yil yaklasik 80.000 SVK iliskili enfeksiyon YBU’lerinde
meydana gelmektedir *°. Bu KIE’lar, kateter yiizeyinde mikrobiyal biyofilm ile
iligkili olarak hastalarda yiiksek morbiditeye neden olmaktadir. Ek olarak,

hastanede yatis siiresinin uzamasi, yiiksek maliyet ve kateterin erken ¢ikarilmasini

% KiE’larda Ozellikle hasta sepsis ya da septik sokta ise,

gerektirmektedir
kateterin ¢ikarilmasi en etkili tedavi yontemidir. Ancak, stabil hastalarda kateterin

cikarilmasini 6nlemek amaciyla antibiyotik kilit tedavisi (AKT) uygulanabilir

997 S .aureus ve mantarlar KiE’a neden olduklarinda siddetli konservatif tedavi
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ile Onlenmesi tavsiye edilir. Ancak gram-negatif enfeksiyonlar konusu
tartismalidir. Baz1 caligmalarda bu gibi durumlarda konservatif tedavi ile yiiksek
basar1 gosterilmis olmasma ragmen, oOzellikle biyofilm {reten gram-negatif
basiller i¢in, mevcut kurallar kateterin ¢ikarilmasini 6nermektedir **'%.

A. baumanni izolatlarinda, in vitro antibiyotik kilit tedavi modelinin

1017103 Calismamizda bu kisith

uygulandigr kisith sayida calisma mevcuttur
sayidaki literatlire katki saglamak amaciyla biyofilm olusturan A. baumannii
izolatlarinda, kolistin, tigesiklin ve rifampisin ile antibiyotik kilit tedavi modelini
uyguladik.

Rijnders ve arkadaslarmin 2005 yilinda KiE’u olan 44 hastanin dahil
edildigi calismada kilit tedavisi ile birlikte sistemik antibiyotik verilen hastalarla
sadece sistemik antibiyotik verilen hastalar karsilastirilmistir. Etiyolojide, 10
hastada etken olarak gram-negatif basil saptanmig, bunlarda 2 tanesi
Acinetobacter olarak tespit edilmistir. Kilit tedavisi ile sistemik antibiyotigin
birlikte verildigi 21 hastanin 7 tanesinde tedavi basarisizlikla sonuclanmistir.
Antibiyotigin tek basma kullanildigi 23 hastanin 13 tanesinde Kkateter
QlkarllmlstlrlM.

2006 yilinda Fernandez-Hidalgo ve arkadaslari, 98 kateter iligkili
bakteriyemisi olan hastay1 ¢alismaya dahil etmislerdir. Etiyolojide gram-pozitif ve
gram-negatif etkenlerin rol oynadig1r bu calismada, kateter iliskili bakteriyemisi
olan 2 hasta A. baumannii ile enfektedir. Sistemik tedavi ve AKT ayni anda

baslanan hastalarin %82’sinde tedavi basarili olmustur. Siprofloksasine direngli

olan bir A. baumannii ile enfekte hasta amikasin ile tedavi edilmistir .
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Beigi ve arkadaglari tarafindan 67 kronik hemodiyaliz kateterli hasta
lizerinde yapilan calismada, hastalar iki gruba ayrilmistir. 28 hastalik grupta
hastalara vankomisin ve seftriakson antibiyotikleri ile kilit tedavisi uygulanmus,
39 hastanin bulundugu grup ise kontrol grubu olarak kabul edilmistir ve bu gruba
sadece intravendz vankomisin verilmistir. Ik gruptaki 5 hastaya yapilan kiiltiir
sonucunda; S.aureus, alfa hemolitik streptokok, Klebsiella spp., koagiilaz negatif
stafilokok ve Acinetobacter spp. bakterileri liremistir. Calisma sonunda AKT
uygulanan hastalarin sadece bir tanesinde, kontrol grubundaki hastalarin ise 22
tanesinde kateter ¢ikarilmak durumunda kalinmistir 103,

Aslam ve arkadaslari, KIE etkeni olan metisilin direngli S. aureus,
metisilin duyarli S. aureus, metisilin direngli S. epidermidis, vankomisin direngli
enterokok, K. pneumoniae ve A. baumannii mikroorganizmalarini igeren 6 tane
klinik izolat ile yaptiklar1 ¢alismada N-asetilsistein, tigesiklin ve NAC-tigesiklin
kombinasyonlar1 in vitro olarak bakterilerle kolonize olmus kateter parcalarina
uygulamigtir. 12. saatte NAC’in tek basina MRSA,MRSE ve K. pneumoniae
izolatlarinda  bagimsiz  antimikrobiyal  etkisi  oldugu, ancak  diger
mikroorganizmalarda etkisiz oldugu bildirilmistir. Tigesiklin tek basina VRE
haricindeki organizmalarda etkili olurken, NAC-tigesiklin kombinasyonunun
biyofilm-iligkili canli bakterileri azalttigin1 bulunmustur. Sonugta, A. baumanni
izolatinda 12.saatin sonunda kombine soliisyonun diger ajanlara gore daha etkili
oldugu gosterilmistir 10,

Ozbek ve arkadaslarinin 2012 yilinda yaptig1 ¢alismada A. haumanni AB-1

ve ATCC 19606 izolatlarinda kolistin, tigesiklin, levofloksasin ve bunlarin
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heparin ve klaritromisin ile kombinasyonlari, in vitro olarak kateter-biyofilm
modeli iizerine uygulanmistir. Antibiyotikler tek basina uygulandiginda, sadece
kolistin igeren Kkilit soliisyonu kateter modelindeki bakteriyi ortadan kaldiran en
basarili ajan olarak saptanmistir. Klaritromisinin antibiyotikler ile kombine
kullanildig1 durumlarda ise biyofilmdeki kolonize olan ya da yasayan bakterilerin
daha etkili ve daha hizli azaldigr belirtilmistir. Kolistin/klaritromisin
kombinasyonu uygulanan her iki izolattaki biyofilmin 2.giinde ortadan kaldirdig
bulunmustur.  Tigesiklin/klaritromisin ~ kombinasyonu uygulandiginda ise,
antibiyotik direnci olmasmma ragmen, AB-1'in 2. gilinde steril oldugu,
levofloksasinli kombinasyonlarda da etkinligin daha diisiik oldugu gosterilmistir
102

Farrag ve arkadaglari 2014 yilinda P. aeruginosa, A. baumannii, K.
pneumoniae ve C. tropicalis’i i¢ine alan 4 direngli klinik izolatta, levofloksasin
(bakteri i¢in) ve flukanozol (mantar i¢in) antimikrobiyalleri AKT ndeki etkinligini
gostermek amaciyla kullanilmistir. Ayrica, gama radyasyonu yardimiyla eklenmis
gentamisin iceren poliliretan kateter ve gelistirilmis polimerik malzeme
antimikrobiyal ve anti-adherans oOzellikleri acisindan test edilmistir. P.
aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae izolatlar1 i¢in levofloksasinin 1024
mg/L konsantrasyonu 3. giinde, 64 mg/L konsantrasyonu 10. giinde biyofilmi
ortadan kaldirdigi bulunmakla birlikte, modifiye polimerik malzemenin de
antimikrobiyal ve anti-aderans 6zellikleri oldugu tespit edilmistir on

Calismamizda 30 tane KIE etkeni olan ornekler arasindan kolistin ve

tigesikline CLSI’in kriterlerine gore duyarli olarak saptanan, fenotipik olarak
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kuvvetli biyofilm olusturan ve genotipik olarak bfinR, csuE ve bap genlerine sahip
olan izolatlardan 2 tanesi secildi. Bu kriterlere uygun olan K3 ve K7 izolatlarina
in vitro antibiyotik kilit tedavi modeli uygulandi.

Caligmamizda, tiim antibiyotik konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlar1 her
iki izolattaki A.baumannni biyofilminin ortadan kaldirilmasinda etkili bulundu.
K3 izolatinda tigesiklinin tiim konsantrasyonlarinda, K7 izolatinda tigesiklin 1 ve
5 mg/ml konsantrasyonlarinda 5. giinde 4. baumannii biyofilmi ortadan
kaldirilirken; K7 izolatinda tigesiklin 10 mg/ml konsantrasyonunda 3. giinde
kateter streilizasyonu saglanmistir. Bununla birlikte, tigesiklin grubunda her iki
izolatta da 1. ve 3. gilinde kontrolle kiyaslandiginda K3 izolat1 i¢in 2 - 3 log
azalma, K7 izolatinda 4 - 5 log azalma saptanmistir. Tiim konsantrasyonlarda
5.giinde sterilizasyonun saglanmasi 1 mg/ml konsantrasyonda bile tigesiklinin etki
edebilecegini gdstermektedir.

K3 izolatinda kolistinin 1 ve 5 mg/ml konsantrasyonlarinda 5. giinde, 1
mg/ml konsatrasyondaki 3. giinde A. baumannii biyofilmi ortadan kaldirilirken,
K7 izolatinda tiim konsantrasyonlarinda kateterlerde 5. gilinde sterilizasyon
saglanmistir. Tim konsatrasyonlarda, K3 izolatinda kolistin grubunda 1. ve 3.
giinde yaklasik olarak 2 - 3 log azalma, K7 izolatinda ise yaklasik olarak 5 log
azalma tespit edilmistir. Tim konsantrasyonlarda 5.glinde sterilizasyonun
saglanmast 1 mg/ml konsantrasyonda bile kolistinin etki edebilecegini
gostermektedir.

Daha onceki c¢alisma sonuglari kolistinin  A.baumannni biyofilminin

ortadan kaldirilmasinda tigesiklinden daha etkili oldugunu gostermistir ', Ancak



83

bizim ¢aligmamizda konsantrasyon farkliliklarinda bile kolistin ve tigesiklin
arasinda etkinlik ayni olarak degerlendirilmis, 3. - 5. giinde AKT modelinde her
iki izolatta da basar1 saglanmistir. Bu durum, tigesiklinin de en az kolistin kadar
etkili oldugunu diisiindiirmektedir.

IDSA (Infectious Diseases Society of America) rehberi, kateter iliskili kan
dolasim enfeksiyonlarinda santral kateterleri kurtarma tedavisi olarak antibiyotik
kilit tedavisini onermektedir *°. Antibiyotik tercihlerinin laboratuvarda bakteri
siispansiyonlar1 ile yapilan duyarlilik testlerine gore se¢ilmesi gerekmektedir.
Duyarli olan bir bakteri biyofilm tabakasi igerisinde direngli hale gelebilmektedir.
Bir¢ok caligma 10 - 14 giinliik ampirik tedavi donemlerinin yeterli oldugunu
gostermektedir '*. Bu galisma, gram-negatif organizmanin etken oldugu KiE’da,
in vitro duyarlilik testlerine gore antibiyotik uygulandiginda Img/ml’lik
konsantrasyonlarda bile 3 - 5 giinliik siire icerisinde tedavi edilebilecegini
desteklemektedir. Ancak bu bulgular in vitro ¢aligmalara gore degisebilecegi icin,
belirleyici degildir. Bu nedenle, ileriye yonelik klinik arastirmalarda AKT’sinin
klinik uygulamalarda etkinligi i¢in kolistin ve tigesiklin antibiyotikleri 5 giin ve 1
- 5 mg/ml konsatrasyonlarinda verilmesi onerilmektedir.

AKT’nde rifampisin, biyofilmin ortadan kaldirilmast ve direngli
organizmalarin Onlenmesi amaciyla diger antibiyotiklerle sinerjistik olarak
kullanilir. Ancak onaylanmis stabilite verilerinde eksiklikler mevcuttur '%.
Rifampisin, AKT etkinligini artirmak i¢in siprofloksasin, daptomisin, linezolid ve

tigesiklin iceren sollisyonlarla birlikte kullanilabilmektedir. Rifampisin ile
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yapilmis  ¢alismalar  Staphylococcus,  Pseudomonas ya da  Candida
mikroorganizmalarini igermektedir *'-'?"1%,

Calismamizda, rifampisin Smg/ml, kolistin Smg/ml ve tigesiklin Smg/ml
konsantrasyonlarinda olacak sekilde ayr1 ayr1 kombine edilerek kullanildi. Sadece
K7 izolatinda uygulanan kombine Kkilit sollisyonlarindaki etkinlik, antibiyotiklerin
tek basina uygulandigindaki etkinlikten daha yiiksek bulundu. Tigesiklin ile
rifampisinin kombine olarak kullanildig1 kilit soliisyonlarda, kontroldeki bakteri
say1st 8 log iken, 1. glinde kateterlerin tamamen steril olduklar tespit edildi.

Daha oOnceki yapilmis olan kateter-biyofilm modelindeki ¢aligsmalarda
kullanilan kombine kilit soliisyonlarinda kolistin, heparin ve klaritromisin ile

kombine edilmistir '*

. Biz calismamizda farkli olarak kolistinin rifampisin ve
tigesiklin ile kombinasyonlarmi kullandik. Kolistinin rifampisin ile kombine
kullanildig1 soliisyonda 1. giinde 1 loga kadar diisiis gozlemlenirken, 3. glinde ise
A. baumanni’deki biyofilmin tamamen ortadan kalktig1 gozlemlendi. Tigesiklin
ile kolistinin kombine kullanildig1 soliisyonda ise A. baumanni’deki biyofilmin 1.
giinde tamamen ortadan kalktig1 tespit edildi. Bu durum, kolistinin tigesiklinli
kombinasyonunun tedavi basarisinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir.

Bizim ¢alismamiz, kombine tedavilerin 4. baumanni’deki biyofilm iizerine
etkinliginin tek basina kullanilan antibiyotiklerden daha yiiksek oldugunu ortaya
koymaktadir.  Tigesiklinin kombinasyona dahil oldugu kombine Kkilit

sollisyonlarinda biyofilmdeki bakterilerin daha hizli ve daha etkili bir sekilde

ortadan kalktig1 tespit edilmistir.



85

Calismamiz  sonucunda, A. baumannii’nin etken oldugu KIE’larda
AKT’nde 1 mg/ml konsantrasyonlarinda tigesiklin ve kolistin antibiyotiklerinin
tek basina 5 giin kullanilabilecegi ortaya koyulmustur. Kombine tedavilerde ise 1
- 3 gilinliik tedavi siiresinin yeterli olabilecegi gosterilmistir. Buna ragmen, bu
Oneri biitiiniiyle in vitro calismaya bagli oldugu i¢in belirleyici degildir. Bizim
yaptigimiz in vitro modelin, klinik arastirmalardaki KIE’larin tedavisinde ve
Onlenmesinde yol gosterici olmast agisindan Onemli oldugunu diisiinmekteyiz.
Klinik olarak kullanilabilmesi i¢in, bu konuda yapilacak ¢ok sayida ¢aligmaya
ihtiyag vardir.

Sonu¢ olarak, A. baumannii’nin biyofilm olusumu multifaktoriyel bir
stirectir. Bu siiregte rol oynayan faktorlerin iyi saptanmasi ozellikle cihaz iligkili
enfeksiyonlarin tedavisinin ve Onlenmesinin planlanmasi agisindan son derece
onemli olacagi kanisindayiz. A. baumannii’nin kateter gibi abiyotik ylizeylerde
biyofilm olusumunun saptanmasi ve biyofilm olusumu ile iligkili oldugu
diisiiniilen genlerin belirlenmesi tedavi stratejisini ve basarisin1 olumlu yonde
etkileyecegini diistinmekteyiz.

KIE’larda antimikrobiyal duyarlilik testleri géz oniinde bulundurularak,
antibiyotik se¢imi yapilmalidir. A. baumannii’nin etken oldugu KIE’larn
tedavisinde ve Onlenmesinde biyofilm tabakasina etkili olacak antibiyotik kilit

tedavi yaklagimlarinin tedavi stratejilerinde 6nem kazanacagi kanisindayiz.
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6. SONUCLAR

1.

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda 2012 - 2014 tarihleri arasinda yatan
hastalarin kateter ve kateter dis1 orneklerinden izole edilen 60 adet A.
baumannii izolati ¢alismaya alindi. Bu izolatlarin 30 tanesi kateter
iliskili enfeksiyonlardan izole edilmistir.

Mikrotitrasyon plak yontemi kullanilarak 60 izolatin biyofilm olusumu
degerlendirildi. Bu izolatlardan 10 tanesinde (%16,6) zayif biyofilm, 19
tanesinde (%31,6) orta kuvvetli biyofilm, 31 tanesinde de (%51,6)
kuvvetli biyofilm olustugu saptandi.

Biyofilm olusumu agisindan kateter iligkili ve kateter dis1 enfeksiyon
olusturan izolatlar karsilastirildiginda aradaki fark anlamsiz bulundu
(p=0.958).

Calismaya alinan 60 izolatin biyofilm olusumuna katkis1 oldugu
disiiniilen bap (biyofilm-iligkili protein), bfmR (iki bilesenli
diizenleyici sistem) ve csuE (saperon-usher sistemi) genleri PZR
yontemi ile arastirildi. Biyofilm olusum siddeti ile genler arasindaki
iliski incelendiginde kuvvetli ve orta kuvvetli biyofilm yapan suslarin
45 tanesinde (%90) bap geni varligi, 48 tanesinde (%96) bfmR geni
varlig1, 40 tanesinde (%80) csuE geni varlig1 saptandi.

Calismamizda zayif biyofilm, orta kuvvetli biyofilm ve kuvvetli
biyofilm yapan izolatlarin arasinda bap,bfmR ve csuE genlerinin varligi

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).
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4. Kateter iligkili ve kateter dis1 enfeksiyon olusturan izolatlar bfmR ve
bap geninin varlig1 acisindan karsilastirildiginda anlamli bir fark elde
edilememistir (p=0,237). Ancak, kateter iligkili ve kateter dis1
enfeksiyon olusturan izolatlar csuE geninin varligi ac¢isindan
karsilastirildiginda katater dis1 enfeksiyonlarda gen varligi daha yiiksek
bulunmustur (p=0,002).

5. PZR sonuglari, biyofilm olusumunun multifaktériyel bir siireg
oldugunu desteklemektedir.

6. Calismamizda 30 tane KIiE etkeni olan 6rnekler arasindan kolistin ve
tigesikline CLSI’mn kriterlerine gore duyarli olarak saptanan, fenotipik
olarak kuvvetli biyofilm olusturan ve genotipik olarak bfmR, csuE ve
bap genlerine sahip olan K3 ve K7 izolatlarina in vitro antibiyotik kilit
tedavi modeli uygulandu.

7.In  vitro modelde, tim antibiyotik  konsantrasyonlart  ve
kombinasyonlar1 her iki izolattaki A. baumannni biyofilminin ortadan
kaldirilmasinda etkili bulundu.

8. K3 izolatinda tigesiklinin tiim konsantrasyonlarinda (1,5,10 mg/ml),
K7 izolatinda tigesiklin 1 ve 5 mg/ml konsantrasyonlarinda 5. giinde A.
baumannii biyofilmi ortadan kaldirilirken; K7 izolatinda tigesiklin 10
mg/ml konsantrasyonunda 3. giinde kateter streilizasyonu saglanmistir.

9. K3 izolatinda kolistinin 1 ve 5 mg/ml konsantrasyonlarinda 5. giinde, 1

mg/ml konsatrasyondaki 3. glinde A. baumannii biyofilmi ortadan
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kaldirilirken, K7 izolatinda tiim konsantrasyonlarinda kateterlerde 5.
giinde sterilizasyon saglanmigtir.

10. K7 izolatinda uygulanan kombine kilit soliisyonlarindaki (kolistin
Smg/ml-tigesiklin 5Smg/ml, kolistin 5 mg/ml-rifampisin Smg/ml,
tigesiklin Smg/ml-rifampisin 5Smg/ml) etkinlik, antibiyotiklerin tek

basina uygulandigindaki etkinlikten daha yiiksek bulundu.
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8. OZET

Acinetobacter baumannii, hastane salginlarma yol acan Onemli bir
nozokomiyal patojendir. Bu patojenlerin biyofilm olusturmasi dnemli bir viriilans
faktoriidiir. Bu ¢alismada, 4. baumannii izolatlarinda biyofilm olusumu ve siddeti
ile ilgili genlerinin varlig: ile kateter iliskili enfeksiyona sebep olan izolatlara in
vitro olarak uygulanan antibiyotik kilit tedavi modellerinde etkin antibiyotigin
dozunun ve siiresinin bulunmasi hedeflenmistir. Bakteriyel izolatlar, Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda 2012 - 2014 tarihleri arasinda yatan hastalarin kateter igi ve
kateter dis1 orneklerinden izole edildi. Mikrotitrasyon-plak yontemi kullanilarak
yapilan absorbans Olgiimlerinde izolatlarin  %16,6’sinda  zayif biyofilm,
%31,6’sinda orta kuvvetli biyofilm, %51,6’sinda kuvvetli biyofilm olusumu
saptandi. Biyofilm olusumuna katkisi oldugu diisiiniilen bap, bfmR ve csuE
genleri PZR yontemi ile arastirildi. Biyofilm olusum siddeti ile genler arasindaki
iliski incelendiginde kuvvetli ve orta kuvvetli biyofilm yapan suslarin 45
tanesinde (%90) bap geni varligi, 48 tanesinde (%96) bfmR geni varligi, 40
tanesinde (%80) csuE geni varligi saptandi. Kateter iliskili enfeksiyona neden
olan iki izolatta uygulanan in vitro antibiyotik kilit tedavi modelinde kolistin ve
tigesiklin tek basina ve bir izolatta da rifampisin ile kombine olarak kullanildi.
Calismadaki, tiim antibiyotik konsantrasyonlarinda 4. baumannii biyofilminin 3-
5. giinde ortadan kaldirildigi, uygulanan kombinasyonlarda (kolistin-tigesiklin,
kolistin-rifampisin, tigesiklin-rifampisin) ise kataterlerin 1-3. giinde steril
olduklart1  gosterildi.  Kombinasyonlar, A.  baumannii  kolonizasyonun
giderilmesinde antibiyotiklerin tek basina kullanildig1 konsantrasyonlardan daha

etkili olarak saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, biyofilm, biyofilm iliskili genler,
kateter iligkili enfeksiyon, antibiyotik kilit tedavi modeli, kolistin, rifampisin,

tigesiklin
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9. SUMMARY

Acinetobacter baumannii is a nosocomial pathogen which causes major
hospital outbreaks. Biofilm production of these pathogens is an important
virulence factor. This study aimed to determine the presence of genes related to
biofilm formation and its severity in 4. baumannii isolates and to investigate
efficient antimicrobial agents, the optimal concentration and treatment duration
for the antibiotic lock technique in catheter-related infections. Bacterial strains
were isolated from the catheter-related and catheter-non releated samples of the
patients that were submitted to the Clinical Microbiology Laboratory of Gazi
University Medical Faculty Hospital between 2012 and 2014. According to the
absorbance measurements related to microtitration plate technique, 16,6% strains
were weak, 31,6% were moderate and 51,6% were strong in terms of biofilm
production. bap, bfmR and csuE genes that contribute to biofilm formation were
analyzed by PCR method. When the relationship between the biofilm formation
severity and genes were examined, strong and moderate biofilm forming strains of
the 45 (90%) out of 60 isolates were found to have bap gene, 48 of them (96%)
were bfmR gene, 40 of them (80%) were csuE gene. Colistin and tigecycline and
combination of these antibiotics with ripampin were used in vitro antibiotic lock
therapy model that applied to strains causing catheter-related infection in two
isolates. In this study, all of the antibiotic treatments effectively removed A.
baumannii biofilm within 3-5 days, though combinations (colistin-rifampin,
colistin-tigecycline, tigecycline-rifampin) eradicated the biofilm 1-3 days. The
combinations were significantly more effective in eliminating 4. baumannii

colonization in biofilms than each of the single antibiotics.

Key words: Acinetobacter baumannii, biofilms, biofilm associated genes,
catheter-related infection, antibiotic lock therapy model, colistin, rifampin,

tigecycline
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