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Ozet

Amag: Calismada toplumdan kazaniimis nonfermentatif Gram negatif bakterilerde cesitli antibiyotiklere
duyarhhgin ve biyofilm olugturmanin belirlenmesi hedeflenmistir.

Gereg ve ydntem:Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarinda balgam, idrar ve
yaradan izole edilen 20’si Pseudomonas aeruginosa, 20’si Acinetobacter baumannii olan 40 nonfermenter Gram-
negatif bakteri test edilmistir. Konvensiyonel yontemlerle identifikasyon yapilmis ve antibiyotik duyarliliklarinin
belirlenmesinde disk diflizyon yontemi kullaniimistir.

Bulgular: En etkili antibiyotik veya antibiyotiklerden biri olan kolistine iki bakteride de yediser (% 35) susta direnc
saptanmistir. Paeruginosa suslarina gentamisin, seftazidim ve amikasin; A.baumannii suslarina tigesiklin,
gentamisin ve amikasin diger antibiyotiklerden daha etkili olarak bulunmustur.

Sonug: Biyofilm olusumu yalniz bir susta saptandidi igin antibiyotik direnci ile biyofilm olusumu arasinda bir
iligkisi belirlenememistir.

Pam Tip Derg 2012;5(1):15-19

Anahtar sozciikler: Acinetobacter baumannii,, goklu ilag direnci, nonfermentatif bakteriler, Pseudomonas
aeruginosa

Abstract

Aim: It is aimed to establish the susceptibility antibiotics and biofilm formation in community acquired
nonfermentative Gram negative bacteria.

Materials and method:Forty nonfermentative-Gram negative (Twenty from each of Pseudomonas aeruginosa
and Acinetobacter baumannii) strains isolated from sputum, urine and wound samples were used. Identification
made of conventional methods. Disk diffusion method was used to determine sensitivity to antibiotics.
Results: One of the most effective antibiotics was colistin, and only seven strains from each bacteria were found
resistant. Gentamicin, ceftazidime and amikacin were other antibiotics more effective for Paeruginosa, and
tygecycline, gentamicin and amikacin for A.baumannii strains.

Conclusion: Biofilm formation was found only in one strain and so, any relation between biofilm formation and
antibiotics resistance could not be established.
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Giris

Nonfermentatif Gram negatif bakterilerin
(NFGNB)immun sistemi baskilanmig ve 6zellikle
ilagc tedavisi alan hastalarda, artan oranlarda,
firsat¢l patojenler olarak infeksiyonlara neden
olduklari bilinmektedir. Bu bakteriler cevresel
olarak toprakta, suda, hastane ortami florasinda,
kisaca dogada yaygin olarak; insanlarda ise
derinin normal florasinda, solunum yolu ve
oral florada bulunabilmektedir [1]. NFGNB’den
Ozellikle dort tlrd, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas
maltophilia ve Burkholderia cepacia Onemli
hastane infeksiyonlarina neden olmaktadir [2].

Biyofilm, bir ylzeye yapisarak, belirli bir
yapisal btlnlik icerisinde toplu halde yasayan
ve Dbirbirleriyle  haberleserek varliklarinin
devami igin gerekli islevlerin yerine getiriimesini
saglayan bakterilerin olusturdugu karmasik bir
organizasyondur [3]. Bu tanim ¢ok o&nemlidir
¢unku bir yuzeyde koloniler halinde tutunarak
yasayanbazimikroorganizmalarinolusturduklari
her tabakaya ‘biyofilm’ denilmemelidir. Gergekte
biyofilm olmayan bu topluluklar, bulunduklar
yuzeylerde  planktonik  hicre  davranisi
sergilemeye devam ederler. Higbirinde biyofilm
icerisindeki bakterilerde izlenen direng ve geri
donusimsuz yapisma gibi 6zellikler izlenmez.
Bununla beraber, biyofilm icerisindeki hiicrelerin
zamanla matriksten koparak ayrildiklari ve
dolasima gectikleri unutulmamalidir. Dolagima
gecen bu hicreler, planktonik formda olmalarina
ragmen, ayrildiklari toplulugun tim direng
karakterlerini tagsimaktadirlar [4].

A.baumanni ve Paeruginosa  birgok
antibiyotiklere dogal olarak direngli olmalarinin
yani sira mutasyon ile tim tedavilere direngli
hale gelmeleri ve son vyillarda tedavide
kullanilabilecek tim antibiyotiklere direngli
kokenlerin ortaya gcilkmaya baslamasi dnemlerini
gun gectikge artirmaktadir. Bu da eskiden
kullanilan ama yan etkileri ylUzinden terk
edilen kolistinin énemini artirmaktadir. Kolistin
kullanimi ile basarih sonuglar bildiriimekle
birlikte bu ilagla klinik deneyim sinirhdir.
Ayrica, kolistin ciddi yan etkileri, nefrotoksisite,
norotoksisite ve néromuskuler blokaj nedeni ile
kullanimi sorunlu bir antimikrobiyaldir [5].

Cok ilaca direngli (CID) bakteri =3 sinif
antibiyotige direnci; son zamanlarda kullanimi
artan “extensively” (genislemis) ilag direnci (XDR)
bir-iki antibiyotik diginda tiim antibiyotiklere direnci;
son olarak “panresistant” ila¢ direnci (PDR) ise
tim antibiyotiklere direnci tanimlamaktadir [6-10].
Ornegin CID icin Paeruginosa’da igten daha fazla

antibiyotik sinifina (karbapenemler, piperasilin,
aminoglikozit veya kinolonlar vb.) direngten
bahsedilir. A.baumannii’nin sadece bir veya ikKi
antibiyotie duyarli kalmasi (karbapenemler ve
kolistin) cok ilaca direng olarak tanimlanir [6-10].

Bu calismada amacimiz ¢ok ilaca direngli
ve toplumdan kazanilmig nonfermentatif
bakterilerde kolistin duyarliigini ve biyofilm
olusturma oranini belirlemek ve direng ile
biyofilm olusturma arasinda bir baglantili olup
olmadigini saptamaktir.

Gereg ve yontem

Calismada Kirikkale Universitesi  Tip
Fakdltesi Mikrobiyoloji laboratuvarina 1 Ocak
2009-30 Nisan 2010 tarihleri arasinda gelen
ve poliklinik hastalarindan alinan balgam,
idrar, yara ornekleri rutin besiyerlerine ekilmis,
floraya hakim olarak Ureyen, hastalik etkeni
oldugu duslnilen saf érnekler degerlendirilmis
ve konvansiyonel tiplendirim yontemleri ile
Pseudomonas spp. ve Acinetobacter spp.
olarak tanimlanmistir. Tam identifikasyon
icin APl 20NE (bioMerieux) kiti kullaniimistir.
Antibiyotik duyarlilik testleri “Clinical and
Laboratory = Standards Institute” (CLSI)
antimikrobial duyarlilk test standartlari M2-A9
and M7-A7 kriterlerine gore Kirby-Bauer disk
diftizyon yontemi ile yapilip degerlendiriimistir.
icerigi; amikasin (30 pg), amoksisillin/klavulonik
asid (30 pg), seftazidim (30 ug), sefotaksim (30
Mg), siprofloksasin (5 pg), gentamisin (10 pg),
imipenem (10 ug), tigesiklin (15 ug), sefepim
(30 pg), piperasillin/tazobaktam (100/10 pg),
meropenem (10 pg) ve kolistin (10 ug) olan
antibiyotik diskleri (Oxoid) kullanildi. Kontrol
susu olarak Escherichia coli ATCC 25922 ve
P.aeruginosa ATCC 27853 kullaniimistir.

Paeruginosa ve A.baumannii suslarinda
biyofilm olusumu  kantitatif yontemle
incelenmistir. Suslar taze kuiltir pasajlarindan
saf olarak elde edilmis ve %0.25 glukoz
iceren beyin kalp inflizyon buyyonu iginde bir
gece 37°C’de inklibe edilmistir. Taze olarak
hazirlanmis ve o6nceden sitilmis % 0.25
glukozlu beyin-kalp infuzyon buyyonu ile 1:20
oraninda sulandirilmistir. Bu suspansiyondan
200 pl alinarak steril 96 kuyucuklu polistren
plaklara aktanimis, 37°Cde 24 saatlik
inkibasyondan sonra kuyucuklar bosaltiimistir.
Kuyucuklar fosfat tamponlu su (PBS) ile 3 kez
yikanmistir. Ters cgevrilerek kurutulmus ve %
1’lik kristal viyole ile 15 dakika boyanmigtir.
Plaklar PBS ile tekrar yikandiktan sonra her
kuyucuga 200 pl (160 pl etanol-40 pl aseton
karisimi) aktarniimistir.  Kuyucuklar 200
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posfat tamponla doldurularak mikropletyler
590 nm’de okutulmustur. Optik yogunluklari
(OD) bulunmus, optik yogunluklarina goére
biyofilm olusumu pozitif veya negatif olarak
degerlendirilmigtir [11].

Bulgular

Calismada  Kirikkale Universitesi  Tip
Fakultesi Mikrobiyoloji laboratuarina 1 Ocak
2009-30 Nisan 2010 tarihleri arasinda izole

edilen 20 Paeruginosa ve 20 A.baumannii
olmak Uzere toplam 40 sus kullaniimistir.
Paeruginosa susglarina Kkolistin, gentamisin,
seftazidim ve amikasin; A.baumannii suslarina
tigesiklin, kolistin ve gentamisin en etkili
antibiyotikler olarak bulunmustir. Grafik 1 de
nonfermenter basillerin ilaglara direnc yizdeleri
ve Grafik 2 de Paureginosa ve A.baumannii
nin direng paterninin test edilen ilaglara gore
degisimi gdsterilmistir. Biyofilm olusumu sadece
bir susta belirlenmistir.
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Grafik 1 : Nonfermenter basillerin ilaglara direng yuzdeleri (AMC:Amoksisillin/klavulonik asid, CN:Gentamisin, AK:Amikasin,
TZP:Piperasillin/Tazobaktam, CTX:Sefotaksim, CAZ:Seftazidim, IMP:imipenem, MEM:Meropenem, TIG:Tigesiklin, CIP:

Siprofloksasin, CEP:Sefepim, CT:Kolistin)
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Grafik 2: Paureginosa ve A. baumanniinin direng paterninin test edilen ilaglara gére degisim yltzdeleri (AMC:Amoksisillin/kla-
vulonik asid, CN:Gentamisin, AK:Amikasin, TZP:Piperasillin/Tazobaktam, CTX:Sefotaksim, CAZ:Seftazidim, IMP:imipenem,
MEM:Meropenem, TIG:Tigesiklin, CIP: Siprofloksasin, CEP:Sefepim, CT:Kolistin)
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Son zamanlarda artan oranlarda gozlenen
antimikrobiyal ila¢ direnci nedeniyle bakterilerin
neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde
glgluklerle karsilasiimaktadir. Karbapenemler,
genislemis spektrumlu betalaktamaz (GSBL)
enzimlerine ve AmpC enzimlerine dayanikli
olmalari,  etki  spektrumlarinin  oldukga
genis olmasi, bakteriyel membrandan hizla
gecebilmesi gibi 6zellikleri nedeniyle 6zellikle
¢oklu direngli gram negatif (GN) bakteri
infeksiyonlarinda ilk sirada kullanilan antibiyotik
grubudur. Bu o6nemli Ozellikleri nedeniyle
karbapenemlerin  6zellikle ampirik tedavide
yaygin olarak kullanilmasi, bu antibiyotiklere
karsi direng oranlarinin artmasiyla sonlanmistir.
Pseudomonas sp. igin %6 ile %70 arasinda
degisen oranlarda imipenem direnci gorulirken
bu oran Acinetobacter sp. kékenlerinde %13 ile
% 58 arasinda degismektedir [2]. Ulkemizde
de Pseudomonas sp. ve Acinetobacter sp. tiru
bakterilerde imipenem direnci cografik bolgelere
gore farkhlik gostermekte ve Pseudomonas
sp.’lerde yaklasik %4 ile %85, Acinetobacter
sp.’lerde ise %8 ile %70 arasinda degismektedir
[12-16]. Calismamizda bu oran Pseudomonas
sp. i¢cin % 85 bulunmustur. Calismalar
arasindaki bu fark kapsadigi dénemlerden ve
bakterilerin giderek direng kazanmasindan ileri
gelebilir. Ote yandan 2006 yilinda 12 iilkeden
40 merkezin katildig1 verilere goére direng
oranlari meropenem igin % 43.4 ve imipenem
icin %42.5 olarak verilmistir [17]. European
Antimicrobial Resistance Surveillance System”
(EARSS)nin 2007 verileri Paeruginosa’da
karbapenem direncinin Avrupa’da artmakta
oldugunu gostermistir ve Danimarka, Hollanda,
Finlandiya, isveg ve isvigre gibi tilkelerde %10
iken Tirkiye, Hirvatistan, Aimanya, italya, Cek
Cumbhuriyeti ve Yunanistan'da %25 civarindadir.
Tuarkiye'ye ait diger antibiyotik diren¢ oranlari
ise aminoglikozit %28.2, karbapenem %31,
kinolon %29.6, seftazidim %31,3 ve piperasilin
%32,4 olarak bildiriimisti. MYSTIC 2006'da
ise 40 Avrupa merkezinden 1012 Paeruginosa
susunun verilere goére piperasilin/tazobaktam
direnci %15 ile en disUk olarak bulunmustur.
Bunu meropenem (%22), amikasin (%23),
seftazidim (%25), gentamisin (%29), imipenem
(%32), siprofloksasin (%33) ve tobramisin (%35)
izlemistir [17]. Calismamizda diren¢ oranlari
biraz ylksek bulunmustur ancak sonuglarimiz
MiK yéntemi ile dogrulanmamistir.

Almanya’dan gelen son verilerde
A.baumannii i¢in tigesiklin direnci %6 iken
kolistin direnci %2.8 olarak gosterilmigtir [18].
Tarkiye’den Dizbay ve ark. Acinetobacter

kokenlerinde tigesiklin direncini %25 olarak
bulmuslardir [19]. Calismamizda A.baumannii
icin tigesiklin direnci %30, kolistin direnci %35
bulunmustur. Ancak bu direng durumu kullanilan
metoda bagh faktérler nedeni ile dikkatle
yorumlanmalidir. Kolistin direngli A.baumannii
icin tek dnemli risk faktori olarak dnceden kolistin
kullanimi  tanimlanmigtir [20]. Ancak bizim
hastalarimiz poliklinik hastalaridir ve ne yazik Ki
bu yonden ayrintili bir anamnez bilgisi elimizde
mevcut degildir. Ayrica poliklinige basvuran
hastalarin yakin ge¢miglerinde hastaneye
yatma ve tedavi gorip gérmedidi konusunda da
elimizde saglkl veriler bulunmamaktadir.

Son dénemde tip dinyasindaki gelismeler
yasam kalitesini ve sUresini artirirken, uygulanan
tibbi girisimler, yogun antibiyotik kullanimi veya
antibiyotiklerin gereksiz kullanimlari direngli
bakterilerde ve hastane infeksiyonlarinda artisa
neden olmustur. Bunlarin yani sira bakteriler
olusturduklari biyofilm sayesinde hem immun
sistemden hem de antimikrobiyal maddelerden
korunurlar. Bu durum isimizi daha da
zorlastirmaktadir. Biyofilm olusturan bakteriler
antibiyotiklere gesitli yollarla direng gosterirler.
Bu yollarin baglicalari antibiyotigin biyofilm igine
difizyonunun kisith olmasi, biyofilm igindeki
bakterilerin farkh buyime hizlari ve mikrogevre
degisikliklerinin antibiyotiklere olumsuz etkisidir.
Son vyillarda tedavi segimlerinde yenilikler
yapilmasina yonelik fikirler gindemdedir. Ctinki
ideal tedavi stratejisi biyofilm matriksindeki
ekstraselliler polimerik maddelerden en
az etkilenecek, c¢ok hizli bakterisidal etki
gOsterebilecek ve etki mekanizmasi biyofilm
hicrelerinin biyime hizindan etkilenmeyecek
antimikrobiyal ajanlar icermelidir [21]. Schaber
ve ark. Paeruginosa suslarinin polikarbonat
membranda biyofilm olusumunu saglayarak,
planktonik form ile biyofiim formunun;
P.aeruginosainfeksiyonlarinda siklikla kullanilan
imipenem (karbapenem, 3-laktam), gentamisin
(aminoglikozid) ve  piperasilin-tazobaktam
(B-laktamaz inhibitdra) antibiyotiklerine
karsi duyarlihklarini arastirmiglar ve biyofilm
formunun planktonik forma goére yaklasik 10 kat
daha direncli hale geldigini géstermiglerdir [22].
Yeni yapilan g¢alismalarda genelde bakterinin
biyofilm olusturmasina antibiyotik etkisiyle
bakilmistir bu sebeple bizim ¢alismamizi
karsilastirabilecegimiz yayin bulunmamaktadir.

Calismamizda suslarimizin direngli
olmasina ragmen idrar, balgam ve yara
orneklerinden izole edilmis olmalar ve genel
olarak risk faktérl az olan poliklinik hastalarina
ait olmasindan 6éturd, biyofilm olusturma orani
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beklenenden daha az oldugunu dustnuyoruz.
Biyofilm olusumunun antibiyotiklerden
yararlanimi azalttigi dusundlecek olursa bu
sevindirici bir durumdur.

Sonu¢ olarak nonfermenter bakterilerde
kolistin duyarliigi yiksek bulunurken, biyofilm
orani bekledigimiz gibi yuksek bulunmamistir
ve bu nedenle bu bakterilerin direng
mekanizmasiyla biyofilm olusumu arasinda
bir baglanti tespit edilememistir. Bu sonugda
calismadaki sus sayimizin az olmasinin etkisi
oldugu ve daha fazla susla sonuglarimizin daha
farkh c¢ikabilecegi dislndlebilir.
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