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Amag  Alt solunum yolu érneklerinden izole edilen Acinetobacter baumannii izolatlarinda biyofilm olusumu ile amikasin, gentamisin, imipenem ve meropenem direnci arasindaki iligkinin
degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gere¢ve  Biyofilm 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plak yontemiyle calisildi. Dalga boyu 540 nm olan filtre ile optik ELISA okuyucuda (ELISA reader, Organon Teknika 530, version 1.21) plaklar
Yontem  okutuldu. Antibiyotik direngleri Vitek 2 Compact tam otomatize sistem ile belirlendi.

Bulgular  Toplam 84 A. baumannii 6rnegi alismaya dahil edildi. 29 negatif biyofilm, 6 giiglii biyofilm ve 49 orta derece biyofilm olusturan izolat saptandi. Giiglii biyofilm olusturan izolatlarin
antibiyotik direngleri sirastyla amikasin %75, gentamisin %100, imipenem %100, meropenem %100; orta derece biyofilm olusturan izolatlarda antibiyotik direngleri sirasiyla amikasin
%72,3, gentamisin %93,6, imipenem %100, meropenem %100 ve negatif biyofilmdeki izolatlarin antibiyotik direngleri ise amikasin %53,6, gentamisin %92,9, imipenem %100,
meropenem %100 olarak saptanmustur.

Sonug  Sonug olarak 84 A. baumannii izolat: degerlendirildiginde biyofilm olusumunun antibiyotik direncini arttirdig1 goriilmiigtiir. Ayn1 zamanda biyofilm olusturan izolatlar arasinda giiglii
biyofilm olusturan izolatlardaki antibiyotik direncinin orta derece biyofilm olusturanlardan daha fazla oldugu saptanmustir. Biyofilm olusumlarina gore antibiyotik direngleri ince-
lendiginde biyofilm olusumunun amikasin ve gentamisinde diren¢ artigina neden oldugu gozlemlenmistir. Biyofilm olusumu ile antibiyotik direnci arasindaki iligki enfeksiyonlarin
tedavisi ve patogenezini anlamada 6nem arz etmektedir.

Anahtar  Acinetobacter baumannii, alt solunum yolu, biyofilm
kelimeler

Abstract

Aim It was aimed at evaluating the relationship between biofilm and amikacin, gentamicin, imipenem, and meropenem antibiotic resistance in Acinetobacter baumannii isolates isolated from the lower
respiratory tract.

Materials and  Biofilm was studied using the 96-well microtitration plate method. The plates were read in an optical ELISA reader (ELISA reader, Organon Teknika 530, version 1.21) with a wavelength filter of 540 nm.
Methods  Antibiotic resistances were determined with the Vitek 2 Compact fully automated system.

Results A total of 84 A. baumannii samples were included in the study. 29 negative biofilm, 6 strong biofilm, and 49 moderate biofilm-forming isolates were detected. The antibiotic resistances of isolates forming
strong biofilms were, respectively, amikacin 75%, gentamicin 100%, imip 100%, p 100%; the antibiotic resistances of isolates forming moderate biofilms were determined as amikacin 72.3%,
gentamicin 93.6%, imip 100%, P 100%, respectively; and the antibiotic resistances of isolates in negative biofilms were amikacin 53.6%, gentamicin 92.9%, imip 100%,
100%, respectively.

P

Conclusions  As a result, when 84 A. baumannii isolates were evaluated, it was observed that biofilm formation increased antibiotic resistance. At the same time, it was determined that among the biofilm-forming
isolates, antibiotic resistance in strong biofilm-forming isolates was higher than in moderate biofilm-forming isolates. When antibiotic resistances were ined according to biofilm formation, it was
observed that biofilm formation caused an increase in resistance to amikacin and gentamicin. The relationship between biofilm formation and antibiotic resistance is important in understanding the
treatment and pathogenesis of infections.

Keywords  Acinetobacter b ii, lower respiratory tract, biofilm

Bu eser, Creative Commons Atif-GayriTicari 4.0 Uluslararasi Lisans ile lisanslanmugtur. Telif Hakki © 2020 Deneysel, Biyoteknolojik, Klinik ve Stratejik Saglik Aragtirmalar1 Dernegi

OPEN aA:csss




J Biotechnol and Strategic Health Res. 2025;9(1):19-24
ICEK, GCAYCI, BIRINCI, Acinetobacter baumannii Biyofilm

GIRiS

Acinetobacter baumanniinin tarihgesi olduk¢a genis bir
aralig1 kapsar. {lk olarak 1911 yilinda Hollandali mik-
robiyolog Beijerinck tarafindan Micrococcus caolcoatei-
cus olarak isimlendirilmigtir. Gegen siirecte ¢esitli farkls
isimlendirilmeler ardindan 1954 yilinda Brisou ve Prevot
bakterinin morfolojik 6zelliginden yola ¢ikarak, Yunanca
hareketsiz anlamina gelen “Akinetos” s6zctigiinden esinle-

nerek “Acinetobacter” adin1 vermislerdir.!

A.baumannii diger Acinetobacter tiirleri arasindaki en
viriilan tiir olarak bilinmektedir. Bu bakteriler insan vii-
cudunun daha nemli boélgelerinde koltuk alti, kasik, oral
kavite ve deride yasarlar. A. baumannii; farkl 1s1 ve pH
diizeyinde, kuru ve cansiz ylizeylerde uzun siire canliligini

koruyabilen firsat¢1 bir patojendir.?

Acinetobacter tiirleri, ylizeylere baglanarak ve bir araya
gelerek biyofilm ad1 verilen ¢ok hiicreli yapilar olusturabi-
lir. Biyofilm olusumu, bakterilerin bagigiklik sisteminden
kagmasina ve antibiyotiklere direng gelistirmesine katkida

bulunabilir.?

flk olarak 17. Yiizyilda Leeuwenhoek tarafindan kesfedilen
biyofilmin 6nemi 20. Yiizyilin sonlarina kadar anlagilma-
mustir. 1978 yilinda Costerton ve arkadaglar: tarafindan
mikroorganizmalarin canli ve cansiz ytlzeylere tutuna-
rak ekolojik yarar sagladiklar a¢iklanmistir. Uzun yillar
endiistriyel bir sorun olarak ele alinan biyofilm olusumu
giiniimiizde nozokomiyal enfeksiyonlarla iliskilendiril-

mistir.*

Biyofilm degisen ¢evre kosullarina karsi mikroorganizma-
larin hayatta kalabilmek icin trettikleri ekzopolisakkarit
yapidan olusmaktadir. Bu yap1 bakterinin kolonizasyonu-
nu kolaylastirarak enfeksiyon riskini arttirmakla beraber
antimikrobiyallerin etkisini azaltarak direng gelisimine
neden olmaktadir. Biyofilm olugturan mikroorganizmala-
rin planktonik formlarina kiyasla antibiyotiklere 100-1000
kat daha direngli olabildikleri yapilan ¢alismalarla ortaya

konmugtur.?

Antimikrobiyal diren¢ ve biyofilm arasindaki iliski, en-
feksiyonlarin tedavisini zorlagtirabilir ve enfeksiyonlarin
tekrarlamasina neden olabilir. Bu nedenle, biyofilm olusu-
munun énlenmesi ve kontrol altina alinmasi, antimikrobi-
yal direngle miicadelede 6nemli bir adimdir. Antibiyotik
tedavilerinin biyofilm olusumu tizerinde etkili olmast igin,
biyofilm icine penetre olabilen ve etkili konsantrasyonlar-
da bulunabilen antimikrobiyal ajanlar kullanilmas: gerek-
mektedir. Ayrica, biyofilm olusumunun engellenmesi ve
biyofilm igindeki mikroorganizmalarin etkin bir sekilde
hedef alinabilmesi icin yeni tedavi stratejileri ve ilag gelis-

tirme ¢aligmalar1 da 6nemlidir.®

GEREC ve YONTEM

Ocak 2020 ve Aralik 2022 yillar1 arasinda Ondokuz Ma-
yis Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarina
gonderilen alt solunum yolu 6rneklerinden izole edilen 84

A. baumannii izolat1 calismaya dahil edildi.

Laboratuvara gelen érnekler rutin olarak %5 koyun kanl
agar ve Eozin Metilen Blue (EMB) agara ekildikten sonra
35°Cde, 24 saatlik inkiibasyondan sonra iireyen koloniler
degerlendirildi. Tiir diizeyinde tanimlanma i¢in suslar Vi-
tek MS (Biomeriux, Fransa) otomotize sisteminde ¢alisildi.
Calismaya dahil edilen suglarin antibiyotik direnci Vitek2
Compact (Biomeriux, Fransa) otomatize sisteminde belir-

lendi.®

Antibiyotik duyarliligt AST N90 kartlar: kullanarak tireti-
ci firma énerileri dogrultusunda galisildi. {zolatlar %5 ko-
yun kanli agarda iiredikten sonra 0,5 McFarland standart
bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlandiktan sonra
kartlar ve siispansiyonlar cihaza yerlestirildi. Stispansiyon-
larin kartlara inokile edilmesi, okuma, degerlendirme ve

raporlama otomatik olarak yapilmaktadur.®

Biyofilm olusumunu saptamada 96 kuyucuklu mikro-

titrasyon plak yontemi kullanildi. Kanli agara pasajlan-
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mis A. baumannii izolatlarinin taze kiltiirlerinden steril
6ze yardimiyla alinan birkag koloni %0,25 glukoz iceren
triptiksoy buyyon (TSB) igeren tiiplere alinarak 37°Cde 1
gece inkiibe edildi. Kiiltiirler 1/20 diliie edilerek 200 pl'si
96 kuyucuklu diiz tabanli polistren mikrotitrasyon plagina
aktarilarak 37°Cde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra sivi besiyeri dokiildii kuyucuklar distile su ile 3 kez
yikand: ve kurutma kagidi tizerine ters gevrilerek kurutul-
du. Kuyucuklara %1’lik kristal viyole soliisyonundan 100
ul dagitildiktan sonra 15 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Inkiibasyon ardindan kuyucuklar 3 kez distile su
ile yikand1 ve kurutma kagidina ters gevrilerek kurutuldu.
Kuyucuklara 200 ul etanol/aseton (80:20) ilave edildikten
sonra 10 dakika bekletilip boya ¢ozdiirildii. Dalga boyu
540 nm olan filtre ile optik ELISA okuyucuda (ELISA rea-
der, Organon Teknika 530, version 1.21) plaklar okutuldu.®

Ayni izolat 3 farkli kuyucukta ¢aligildi. Biyofilm olusturan
A. baumannii ATCC 19606dan elde edilen absorbans de-
gerleriyle; biyofilm olusturmayan E. coli ATCC 25922'den
elde edilen absorbans degerleri karsilastirilarak yorumlan-
di. A. baumannii ATCC 19606’ya esit ve tizerinde absor-
bans degeri verenler giiclii, biyofilm olusturmayan E. coli
ATCC 25922’ye esit ve altinda absorbans degeri verenler
negatif biyofilm ve absorbans degeri her iki kontrol arasin-
da kalanlar ise orta derece biyofilm olusturan suslar olarak

degerlendirildi.®

BULGULAR

Laboratuvara gelen 6rneklerin antibiyotik direngleri ince-
lendiginde amikasin %65, gentamisin %93,9, imipenem
%100 ve meropeneme %100 direngli oldugu saptanmustir.
Calismamizda 29 negatif biyofilm, 6 giiglii biyofilm ve 49
orta derece biyofilm olusturan izolat saptandi. Guglii bi-
yofilm olusturan izolatlarin antibiyotik direncleri sirasiyla
amikasin %75, gentamisin %100, imipenem %100, mero-
penem %100; orta derece biyofilm olusturan izolatlarda
antibiyotik direngleri sirasiyla amikasin %72,3, gentamisin
%93,6, imipenem %100, meropenem %100 ve negatif bi-

yofilmdeki izolatlarin antibiyotik direngleri ise amikasin

%53,6, gentamisin %92,9, imipenem %100, meropenem

%100 olarak saptanmustir (Grafik 1).

Beklenildigi tizere biyofilm olusumu amikasin ve gentami-
sinde antibiyotik direncini arttirmis, duyarlilig1 azaltmis-
tir. Biyofilm olusturan izolatlar incelendiginde ise giiglii
biyofilm olusturan izolatlarin antibiyotik direncinde orta
derece biyofilm olusturan izolatlarinkine kiyasla artis sap-

tanmugtir.

B Guclu [ Orta Zayif

Amikasin Gentamisin Imipenem Meropenem

Sekil 1. Biyofilm Olusumuna Gore Antibiyotik Direngleri

Orneklerin gonderildigi béliimler incelendiginde en fazla
yogun bakim %54,2, sonrasinda dahiliye %20,5 ve nérolo-
ji servisi %10,8 olarak hesaplanmustir (Grafik 2). Cinsiyet
dagilimina bakildiginda gonderilen orneklerin %54,2’si

erkek; %45,8’i kadindir. Hastalarin yas ortalamasi 62'dir.

Hematoloji
1.2%
Enfeksiyon Hastal... Dahiliye

2,4%
Kalp Damar Cerrahi
4,8%

Noroloji

Yogun Bakim
54,2%

Sekil 2. Orneklerin Gonderildigi Boliimler
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TARTISMA

A. baumannii; Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 2018 y1-
linda yayinlanan, acilen ‘yeni antibiyotik kesfi gerektiren
direngli bakteriler’ listesinin ilk sirasinda yer almaktadir.?
Calismamizda tespit edilen sonuglara gére érneklerin en
fazla izole edildigi klinik YBU, dahiliye ve néroloji ser-
visleridir. Acinetobacter enfeksiyonlar: siklikla hastanede
kullanilan ekipmanlarin kontaminasyonu ile iliskili bu-
lunmustur. Kontamine tibbi ekipman, ventilator tiipt ve
solunum cihazlar1 kontaminasyon kaynaklarindan bazila-
ridir bunlara ek olarak yastiklar, televizyon ve perdeler gibi
cesitli ¢evresel kaynaklarin da rezervuar gorevi gordugi

bildirilmistir.”

Cetin ve arkadaglarinin yaptig1 calismada 129 A. bauman-
nii izolatinin siklikla yogun bakim tinitelerinden gonde-
rilmis olan trakeal aspirat 6rnekleri ve kan kiiltiirlerinden
izole edildigi gorilmustir.® Caliyma grubumuz bu yoniiyle
degerlendirmeye alindiginda diger ¢aligmalarla uyumlu

bulunmustur.

Klinik 6rneklerden izole edilen A. baumanii izolatlarin-
da biyofilm olusumu incelendiginde Can ve ark. %52,9,
Sanchez ve ark. %55, Sebit ve ark. %74, Cal1 ve arkadaslar1
orneklerin %100’inde biyofilm olusumu gozlemlemistir.’
Literatiire baktigimizda ge¢mis c¢aligmalarda benzer ve
farkli sonuglar bildirilmistir. Degerlendirme yontemin-
deki farkliliklar, antimikrobiyal diren¢ durumlar ve gesitli
klinik 6rneklerden izole edilmis olmalar1 bu farklarin se-

beplerinden bazilaridir.

Coklu ilag direnci (CID); tedavide kullanilan en az ii¢
farkli antibiyotik sinifindan birer ilaca diren¢ goriilmesi
durumunda tanimlanmaktadir. Farkl tilkelerde yiiriitiilen
cok sayida arastirma gosteriyor ki A. baumanniide ¢oklu
ilag direnci artmakta ve bu suglarda biyofilm tretim ka-
pasitesininde hizlica arttig1 goriilmektedir."® A. baumannii
enfeksiyonlarinin tedavisinde imipenem+amikasin kom-

binasyonu ilk tercihtir?

Giilfem ve arkadaslarinin yaptig1 caliymada alt solunum
yolu 6rneklerinden izole edilen A. baumannii izolatlarin-
da direng oranlar1 amikasin %47,2, gentamisin %57,9 ve
imipenem %56,7 olarak saptanmistir."! Cesitli bakterilerde
farkl: antibiyotiklerin biyofilm tizerine etkileri arastirildi-
ginda biyofilm olusumunun antibiyotik duyarliligi anlaml
sekilde azalttig1 goriilmektedir. Biyofilm olusturma yete-
negindeki bakterilerin antimikrobiyallerle tedavide zor-

luklar olusturdugu esitli caligmalarla gosterilmistir.5

Babapour ve arkadaglarinin ¢alismasinda A. baumannii
izolatlarinda biyofilm varligi arastirilmis ve mikroplak
yontemiyle izolatlarin %66,6’s1nin biyofilm iirettigi tespit
edilmistir ve bu izolatlarin %92’sinin GID sahip izolatlar

oldugu bildirilmistir."”?

Klinik ve ¢evreden izole edilen A. baumannii izolatlarinin
biyofilm tiretimlerinin kargilastirildig: bir calismada klinik
orneklerden izole edilen izolatlarda biyofilm olusumunun

daha fazla oldugu saptanmustir (%58.7/ %32.1)."

SONUC

Sonug olarak 84 A. baumannii izolat1 degerlendirildigin-
de biyofilm olusumunun antibiyotik direncini arttirdig1
gortlmiistiir. Ayn1 zamanda biyofilm olusturan izolatlar
arasinda giiclii biyofilm olusturan izolatlardaki antibiyo-
tik direncinin orta derece biyofilm olusturanlardan daha
fazla oldugu saptanmuistir. Biyofilm olusumlarina gore an-
tibiyotik direngleri incelendiginde biyofilm olusumunun
amikasin ve gentamisinde diren¢ artisina neden oldugu
gozlemlenmistir. Biyofilm olusumu ile antibiyotik direnci
arasindaki iliski enfeksiyonlarin tedavisi ve patogenezini

anlamada onem arz etmektedir.

Etik Onay

Bu ¢aligma Yiiksek lisans tezinden tiretilmis olup; Ondo-
kuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan (519-301 numarali ve 14.06.2023 tarihinde)
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