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OZET

Acinetobacter baumannii hastane ortaminda cesitli ylizeylerde bulunabilen ve hastane infeksiyonlarina neden olan bir bakteridir.
Biyofilm olugsumu bakterinin virllans faktorleri arasindadir. Bu galismada kan kiiltirlerinden izole edilen 17 A. baumannii susunda
polistren ylizeylerde biyofilm olusumu arastiriimis ve biyofilm olusturan bakterilerde hiicre duvari 6zellikleri transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) ile incelenmistir. Kdkenlerin polistren plaklarda biyofilm olusturmasinda besiyeri olarak %0.25 glukozlu beyin kalp
infuzyon buyyonu kullaniimistir. Ayrica bakterilerde flajella, pili ve amorf materyal olusumu transmisyon elektron mikroskobunda in-
celenmistir. Suslarin dokuzunda (%52.9) biyofilm olusumu gézlenmistir. Ultrastrukturel analizlerde biyofilm olusturan bakterilerin et-
rafinda amorf goérinimde ekzopolisakkarit materyal birikimi gdzlenmis, flajella veya pili saptanmamistir. Sonuglar A. baumanni'de
biyofilm olusumundan hiicre etrafinda olusan ekzopolisakkaritlerin sorumlu oldugunu disiindirmektedir.

SUMMARY

Acinetobacter baumannii is an important nosocomial pathogen, usually found on various surfaces in the hospital environment.
Biofilm formation is a virulence factor for A. baumannii. In this study, 17 blood isolates of A. baumannii were studied for the ability to
form biyofilm on the surface of polystyrene, and ultrastructural cell wall properties of biofiim-formatted strains were evaluated. The
ability of Acinetobacter strains to form biofilm was determined on polystyrene microtiter plates using brain heart infusion broth
supplemented with 0.25% glucose as the growth medium. Additionally, transmission electron microscopy of strains was performed
for the presence of flagella, pili, and an amorphous material covering the cell described for some other bacteria. Biofilm formation
was detected in 9 (52.9%) of A. baumannii strains. Ultrastructural analysis showed that an amorphous exopolysaccharide was ob-
served around the biofilm-positive strains while flagella or pili were not detected in any of them. The results suggest that exopolysac-
charides are the structures that may play the major role in the biofilm formation of A. baumannii.
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Can ve ark.

GiRiS

Acinetobacter baumannii Gram-negatif, oksidaz negatif,
nonfermentatif kokobasil yapisinda bir bakteridir. Ozellik-
le ¢coklu antibiyotik direnci bulunan A. baummannii sus-
larinin, stafilokok ve Pseudomonas tirlerinin yani sira
giderek artan oranlarda hastane infeksiyonu etkeni oldu-
du bildiriimektedir (1).

Santral vendz kateter kaynakli infeksiyonlar, hastane
infeksiyonlari arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir.
Acinetobacter baumannii/nin biyofilm olusturmasi, has-
tane ortaminda ve aygitlarin yuzeyinde uzun sire canli
kalabilmesi nedeniyle, 6zellikle kateter kaynakli infeksi-
yonlarda 6énemli bir virtilans faktérudir (2). Biyofilm olus-
turma 6zelligi hastane ortaminda uzun siire canli kalma-
sinl saglamasinin yanisira, bakteriyi bazi antimikrobiyal
ajanlara karsl da korumaktadir (3). Diger bakterilerde
tutunma 6zelligini inceleyen calismalarda, bakteri ve yu-
zey arasinda gelisen baglantilardan bakteride olusan
ekzopolimerik yapilarin olusturulmasi, pili ve flajella gibi
uzantilarin sorumlu oldugu gdésterilmistir (4-6). Acineto-
bacter baumaniide yuzeylere tutunma &zelliklerini ve
biyofilm olusumuna neden olan etkenleri agiklayan az
sayida calisma vardir.

Bu galismada Bagkent Universitesi Tip Fakiiltesi Hasta-
nesi Yogun Bakim Unitesi'nde yatan hastalarin kan kiil-
turlerinden izole edilen 17 A. baumannii susunda biyo-
film olusumu arastiriimasi ve biyofilm olusturan ve olus-
turmayan suslarda hiicre duvari yapilarinin transmisyon
elektron mikroskobu ile gosterilmesi amaglanmistir.

GEREG VE YONTEM

Bagskent Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde yatan
hastalardan alinan kan kiltirlerinde Ureyen ve BBL
(Beckton Dickinson, ingiltere) identifikasyon sistemi ile
tiplendirilen 17 A. baumannii k6keni galismaya alinmigtir.

Acinetobacter baumannii suslarinda biyofilm olusumu
kantitatif yontemle incelenmistir (7). Acinetobacter
baumannii suslari %0.25 glukoz igeren beyin kalp
inflizyon buyonu iginde bir gece 37° C’de inkiibe edil-
migtir. Taze olarak hazirlanmis ve Onceden isitiimis
%0.25 glukozlu beyin-kalp inflizyon buyonu ile 1:20
oraninda sulandiriimistir. Bu siispansiyondan 200 pl ali-
narak steril 96 kuyucuklu polistren plaklara aktariimis,
37° C’de 24 saatlik inklibasyondan sonra kuyucuklar fos-
fat tamponlu su (PBS) ile yikanmis, ters gevrilerek kuru-
tulmus ve %1’lik kristal viyole ile 15 dakika boyanmistir.
Plaklar PBS ile tekrar yikandiktan sonra her kuyucuga
200 pl etanol-aseton (80:20 vol/vol) aktariimistir. Plaklar
590 nm’de okutularak optik yogunluklari (OD) bulunmus-
tur.
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Optik yogunluklarina gore suglarda biyofilm olusumu:

OD<1 Biyofilm negatif
1<0D<2 Zayif pozitif (+)
2<0D<3 Orta pozitif (++)
3<0OD  Glglu pozitif (+++) olarak degerlendirilmigtir.

Deneyler iki kez tekrar edilmistir. Kalite kontrol olarak
Enterococcus faecalis ATCC 29212 susu kullaniimigtir.

Elektron mikroskobik inceleme

Elektron mikroskobik inceleme igin biyofilm olusturan Ug¢
ve olusturmayan bir kdken secilmigtir. Bu kdkenler ile
islemler ayni sekilde tekrarlanmis, kuyucuklardaki bakte-
riler kristal viyole ile boyanmadan once toplanarak %2.5’
lik gluteraldehit iceren PBS ile tespit edilmistir. Sonra-
sinda ¢Oktirilen bakteriler, %2’lik agar icerisine goémil-
mdstir. Bakteri iceren agar donduktan sonra 1 mm>liik
pargalara ayrilmistir. Yiizde birlik osmium tetraoksit (OsO.)
ile tekrar fikse edilen ornekler, farkli derecelerde alkol
solusyonlar (50, 60, 70, 80, 90, 96 ve %100 etanol) ile
dehidrate edilmistir. Propilen oksitten gegirildikten sonra,
ornekler Araldyte CY 212, DDSA (2-dodesenil suksinik
anhidrit), BDMA (benzildimetil amin) ve dibutilfitalat igine
gémulmustur. Yari ince kesitler alinarak toluidin mavisi
ile boyanmis ve isik mikroskobunda incelenmistir. ince
kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile negatif boyandik-
tan sonra LEO 906E transmisyon elektron mikroskobu
(TEM) ile incelenmistir.

BULGULAR

Polistren plaklarin PBS ile yikanmasindan sonra biyofilm
olusturan suslar makroskobik olarak kuyucuklarin duvari
ve tabaninda yapismis olarak gdzlenmistir. Alkol-aseton
uygulamasindan sonra da bu kuyucuklarda ODsg >1
olarak bulunmustur. Buna gbre, test edilen 17 A.
baumannii izolatinin birinde gug¢li pozitif, besinde orta
dizeyde pozitif ve ikisinde zayif pozitif olmak UGzere top-
lam dokuzunda biyofilm olusumu gdsterilmistir.

Transmisyon elektron mikroskobisi bulgulari: Biyofilm
olusumu zayif, orta ve gugcli pozitif olan U¢ ve biyofilm
olusturmayan bir kdkenden hazirlanan ince kesitlerin
transmisyon elektron mikroskobu ile incelenmesi sonu-
cunda, biyofilm olusturan suslarin hiicre duvarinin etra-
finda amorf gérinimli ve ekzopolisakkarit tanimina u-
yan yapilarin varhgi goézlenmistir (Sekil 1). Bu amorf ma-
teryalin yogunlugu ile biyofilm olusturma derecesi ara-
sinda iliski bulunmamustir. incelen ti¢ kékende de pili ve-
ya bagka hiicresel uzantilarin varligi gésterilememigtir.

Biyofilm olusturmayan A. baumannii kokeninde ise farkli bl-
yutme ile yapilan incelemelerde hiicre duvarn etrafinda amorf
materyal ve pili benzeri yapilar gortlmemigstir (Sekil 2).
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Sekil 1. Biyofilm olusturan A.baumannii izolatinda huicre duvari gevresinde amorf yapilarin transmisyon elektron mikroskobik gori-
nimu (A x60 000, B x100 000 biyitme).

Sekil 2. Biyofilm olusturmayan A. baumannii izolatinin transmisyon elektron mikroskobundaki gérinimi (A x60000, B x100000
blyutme).
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TARTISMA

Coklu ilag direnci gosteren A. baumannii’ye bagli hasta-
ne infeksiyonlarindaki artis nedeniyle 6zellikle son yillar-
da bu bakterinin virlilans faktorlerinin belirlenmesine yo6-
nelik caligmalar 06nem kazanmistir. Acinetobacter
baumanni’nin ylzeylere tutunmasi ve biyofilm olusumu
ile ilgili galisma sayisi azdir. ilk kez 1996 yilinda Vidal ve
ark. (8) A. baumannii klinik kékeninin cam yuzeylere tu-
tunma o6zelligini gostermislerdir. Bergogne-Berezin ve
Towner (1) A. baumanniinin hastane ortaminda yatak ve
mobilyalar gibi egyalarda ve aygitlarda uzun sire canl
kalabildigini ve 6zellikle immin sistemi baskilanmis has-
talarda infeksiyona yol actigini bildirmislerdir. Turkiye’de
farkli hastanelerden izole edilen 20 A. baumannii susu-
nun 16’sinda biyofilm olusumu gosterilmistir (9). Bu ¢a-
lismada kan kidiltirlerinden izole edilen 17 susun doku-
zunda biyofilm olusumu izlenmistir.

Acinetobacter baumannii’'de biyofilm olusumunun bu
bakterinin antibakteriyel direnci ve dig ortamda uzun su-
re canli kalabilmesinde rolu oldugu bilinmektedir. Biyo-
film olusturan bakteriler morfolojik, metabolik ve fizyolojik
olarak farkhliklar gosterdigi Stoodley ve ark. (10) tarafin-
dan 2002 yilinda ortaya konmustur. Biyofilm olusturan
bakterilerde sulbaktama karsi direncin daha ylksek ol-
dugu, imipenemin etkisinin degismedigi Vidal ve ark.
(11) tarafindan bildirilmistir. Bu konuda yapilan bir baska
calismada bakterinin PER-1 beta laktamaz Uretimi ile
biyofilm olusturmasi arasinda anlamli bir iliski bulunama-
mamistir (9). Bu galismada arastirilan A. baumannii k6-
ken sayisi az oldugu igin antimikrobiyal direng profilleri
ile ilgili bir karsilagtirma yapilmamistir.

Pseudomonas turleri, Staphylococcus epidermidis, kan-
didalar basta olmak lizere mikro-organizmalarin biyolojik
ve diger yuzeylere tutunmasinin farkli mekanizmalar ile
gercgeklestigi bilinmektedir (12, 13). Bakterilerin yliizeyle-
re tutunmasinda hicre motilitesi, bakteriyel ekzopoli-
sakkarit sentezi, flajella ve pililer rol oynamaktadir (12).
Acinetobacter baumannii’nin ylzeylere tutunma meka-
nizmalari henliz tam olarak agikliga kavusmamistir. Erit-
rositlere baglanmanin ince ve uzun fimbriyalar araciligi
ile oldugu Gospadarek ve ark. (14) tarafindan bildirilmig-
tir. Ancak trakeal epitele tutunmada fimbriyalarin rol al-
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madigr ayni yil yapilan bir baska arastirmada gosteril-
migstir (15). Vidal ve ark. (8) biyofilm olusumunu arastir-
diklari calismalarinda hicrelerin etrafinda amorf gori-
niimde ekzopolisakkarit birikimini ve biyofilm olusumun-
dan bu yapilarin sorumlu oldugunu goéstermislerdir. Bu
¢alismada transmisyon elektron mikroskobunda hucrele-
rin etrafinda amorf yapida ekzopolisakkarit birikimi gos-
terilmis ve pili ve benzer yapida tutunmada rol oynayabi-
lecek hilicresel uzantilar bulunmamistir.

Acinetobacter baumanniinin plastik ve cam yizeylerde
biyofilm olusturmasinda ekzopolisakkaritlerin rol aldigi-
nin gosterildigi bir baska arastirmada, bakterilerde flajel-
la veya pili bulunmamasina ragmen, diger bakteri tirle-
rinde pili olusumundan sorumlu olan csu C ve csu E gen
lokuslari ile biyilk oranda benzerlik gosteren dizilimlerin
varligi ortaya konulmustur (3).

2004 yilinda yapilan bir arastirmada alan emisyon
scanning elektron mikroskobu (FE-SEM) ile tolueni par-
calayan bir Acinetobacter susunda polilretan yizeylere
baglanmada rol oynayan peritrig fibril ve ince hicresel
uzantilar gosterilmistir (16). Bakterinin hiicresel uzantila-
ri ve ekzopolisakkaritleri TEM veya scanning elektron
mikroskobi (SEM) ile gdsterilebilmektedir. Transmisyon
elektron mekroskobu pek ¢ok hiicre yapilanmasini net
sekilde gosterebildigi ve drnek hazirlanmasi sirasindaki
kosullardan etkilenmedigi i¢in pek ¢ok arastirici tarafin-
dan tercih edilmektedir (16). Ancak bakteri ve baglandigi
yuzeyin (¢ boyutlu yapisinin incelenmesinde yetersiz
kalmaktadir. Diger taraftan, SEM ile yapilan ¢alismalar-
da hucrelerden pili ve ekzopolisakkaritten olusan uzanti-
larin tamamen tesadufi olarak farkli yonlerde olustugu
bildiriimektedir (5). Bu g¢alismada da olasi pili veya fla-
jella tipi benzeri uzantilarin gdsteriimemis olmasi bu ké-
kenlerin SEM ile lg¢ boyutlu taranmasinin gerekliligini
distindirmektedir.

Sonug olarak; hastane infeksiyonu etkeni olan A.
baumannii suslarinda biyofilm olusumu ve bu olusumda
yer alan yapilar morfolojik olarak TEM ile incelenmistir.
Biyofilm olusumunda hicrelerin etrafinda amorf ekzo-
polisakkarit yapilar gosterilmis, flajella ve pili yapisinda
olusumlar bulunmamistir.
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