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ÖZET 
Acinetobacter baumannii hastane ortamında çeşitli yüzeylerde bulunabilen ve hastane infeksiyonlarına neden olan bir bakteridir. 
Biyofilm oluşumu bakterinin virülans faktörleri arasındadır. Bu çalışmada kan kültürlerinden izole edilen 17 A. baumannii suşunda 
polistren yüzeylerde biyofilm oluşumu araştırılmış ve biyofilm oluşturan bakterilerde hücre duvarı özellikleri transmisyon elektron 
mikroskobu (TEM) ile incelenmiştir. Kökenlerin polistren plaklarda biyofilm oluşturmasında besiyeri olarak %0.25 glukozlu beyin kalp 
infüzyon buyyonu kullanılmıştır. Ayrıca bakterilerde flajella, pili ve amorf materyal oluşumu transmisyon elektron mikroskobunda in-
celenmiştir. Suşların dokuzunda (%52.9) biyofilm oluşumu gözlenmiştir. Ultrastrukturel analizlerde biyofilm oluşturan bakterilerin et-
rafında amorf görünümde ekzopolisakkarit materyal birikimi gözlenmiş, flajella veya pili saptanmamıştır. Sonuçlar A. baumanni’de 
biyofilm oluşumundan hücre etrafında oluşan ekzopolisakkaritlerin sorumlu olduğunu düşündürmektedir. 

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 biofilm-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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GİRİŞ 
Acinetobacter baumannii Gram-negatif, oksidaz negatif, 
nonfermentatif kokobasil yapısında bir bakteridir. Özellik-
le çoklu antibiyotik direnci bulunan A. baummannii suş-
larının, stafilokok ve Pseudomonas türlerinin yanı sıra 
giderek artan oranlarda hastane infeksiyonu etkeni oldu-
ğu bildirilmektedir (1).  

Santral venöz kateter kaynaklı infeksiyonlar, hastane 
infeksiyonları arasında önemli bir yer tutmaktadır. 
Acinetobacter baumannii’nin biyofilm oluşturması, has-
tane ortamında ve aygıtların yüzeyinde uzun süre canlı 
kalabilmesi nedeniyle, özellikle kateter kaynaklı infeksi-
yonlarda önemli bir virülans faktörüdür (2). Biyofilm oluş-
turma özelliği hastane ortamında uzun süre canlı kalma-
sını sağlamasının yanısıra, bakteriyi bazı antimikrobiyal 
ajanlara karşı da korumaktadır (3). Diğer bakterilerde 
tutunma özelliğini inceleyen çalışmalarda, bakteri ve yü-
zey arasında gelişen bağlantılardan bakteride oluşan 
ekzopolimerik yapıların oluşturulması, pili ve flajella gibi 
uzantıların sorumlu olduğu gösterilmiştir (4-6). Acineto-
bacter baumanii’de yüzeylere tutunma özelliklerini ve 
biyofilm oluşumuna neden olan etkenleri açıklayan az 
sayıda çalışma vardır.  

Bu çalışmada Başkent Üniversitesi Tıp Fakültesi Hasta-
nesi Yoğun Bakım Ünitesi’nde yatan hastaların kan kül-
türlerinden izole edilen 17 A. baumannii suşunda biyo-
film oluşumu araştırılması ve biyofilm oluşturan ve oluş-
turmayan suşlarda hücre duvarı yapılarının transmisyon 
elektron mikroskobu ile gösterilmesi amaçlanmıştır.  

GEREÇ VE YÖNTEM 

Başkent Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi’nde yatan 
hastalardan alınan kan kültürlerinde üreyen ve BBL 
(Beckton Dickinson, İngiltere) identifikasyon sistemi ile 
tiplendirilen 17 A. baumannii kökeni çalışmaya alınmıştır.  

Acinetobacter baumannii suşlarında biyofilm oluşumu 
kantitatif yöntemle incelenmiştir (7). Acinetobacter 
baumannii suşları %0.25 glukoz içeren beyin kalp 
infüzyon buyonu içinde bir gece 37° C’de inkübe edil-
miştir. Taze olarak hazırlanmış ve önceden ısıtılmış 
%0.25 glukozlu beyin-kalp infüzyon buyonu ile 1:20     
oranında sulandırılmıştır. Bu süspansiyondan 200 μl alı-
narak steril 96 kuyucuklu polistren plaklara aktarılmış, 
37° C’de 24 saatlik inkübasyondan sonra kuyucuklar fos-
fat tamponlu su (PBS) ile yıkanmış, ters çevrilerek kuru-
tulmuş ve %1’lik kristal viyole ile 15 dakika boyanmıştır. 
Plaklar PBS ile tekrar yıkandıktan sonra her kuyucuğa 
200 μl etanol-aseton (80:20 vol/vol) aktarılmıştır. Plaklar 
590 nm’de okutularak optik yoğunlukları (OD) bulunmuş-
tur. 

Optik yoğunluklarına göre suşlarda biyofilm oluşumu: 

OD< 1    Biyofilm negatif 
1<OD<2  Zayıf pozitif (+) 
2<OD<3   Orta pozitif (++) 
3<OD      Güçlü pozitif (+++) olarak değerlendirilmiştir. 

Deneyler iki kez tekrar edilmiştir. Kalite kontrol olarak 
Enterococcus faecalis ATCC 29212  suşu kullanılmıştır. 

Elektron mikroskobik inceleme 

Elektron mikroskobik inceleme için biyofilm oluşturan üç 
ve oluşturmayan bir köken seçilmiştir. Bu kökenler ile 
işlemler aynı şekilde tekrarlanmış, kuyucuklardaki bakte-
riler kristal viyole ile boyanmadan önce toplanarak %2.5’ 
lik gluteraldehit içeren PBS ile tespit edilmiştir. Sonra-
sında çöktürülen bakteriler, %2’lik agar içerisine gömül-
müştür. Bakteri içeren agar donduktan sonra 1 mm3’lük 
parçalara ayrılmıştır. Yüzde birlik osmium tetraoksit (OsO4) 
ile tekrar fikse edilen örnekler, farklı derecelerde alkol 
solüsyonları (50, 60, 70, 80, 90, 96 ve %100 etanol) ile 
dehidrate edilmiştir. Propilen oksitten geçirildikten sonra, 
örnekler Araldyte CY 212, DDSA (2-dodesenil süksinik 
anhidrit), BDMA (benzildimetil amin) ve dibutilfitalat içine 
gömülmüştür. Yarı ince kesitler alınarak toluidin mavisi 
ile boyanmış ve ışık mikroskobunda incelenmiştir. İnce 
kesitler uranil asetat ve kurşun sitrat ile negatif boyandık-
tan sonra LEO 906E  transmisyon elektron mikroskobu 
(TEM) ile incelenmiştir. 

BULGULAR 
Polistren plakların PBS ile yıkanmasından sonra biyofilm 
oluşturan suşlar makroskobik olarak kuyucukların duvarı 
ve tabanında yapışmış olarak gözlenmiştir. Alkol-aseton 
uygulamasından sonra da bu kuyucuklarda OD590 >1 
olarak bulunmuştur. Buna göre, test edilen 17 A. 
baumannii izolatının birinde güçlü pozitif, beşinde orta 
düzeyde pozitif ve ikisinde zayıf pozitif olmak üzere top-
lam dokuzunda biyofilm oluşumu gösterilmiştir.  

Transmisyon elektron mikroskobisi bulguları: Biyofilm 
oluşumu zayıf, orta ve güçlü pozitif olan üç ve biyofilm 
oluşturmayan bir kökenden hazırlanan ince kesitlerin 
transmisyon elektron mikroskobu ile incelenmesi sonu-
cunda, biyofilm oluşturan suşların hücre duvarının etra-
fında amorf görünümlü ve ekzopolisakkarit tanımına u-
yan yapıların varlığı gözlenmiştir (Şekil 1). Bu amorf ma-
teryalin yoğunluğu ile biyofilm oluşturma derecesi ara-
sında ilişki bulunmamıştır. İncelen üç kökende de pili ve-
ya başka hücresel uzantıların varlığı gösterilememiştir. 

Biyofilm oluşturmayan A. baumannii kökeninde ise farklı bü-
yütme ile yapılan incelemelerde hücre duvarı etrafında amorf 
materyal ve pili benzeri yapılar görülmemiştir (Şekil 2). 
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Şekil 1. Biyofilm oluşturan A.baumannii izolatında hücre duvarı çevresinde amorf yapıların transmisyon elektron mikroskobik görü-
nümü (A x60 000, B x100 000 büyütme). 

 

 

      

A                                                                                         B 

 

Şekil 2. Biyofilm oluşturmayan A. baumannii izolatının transmisyon elektron mikroskobundaki görünümü (A x60000, B x100000 
büyütme). 
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TARTIŞMA 

Çoklu ilaç direnci gösteren A. baumannii’ye bağlı hasta-
ne infeksiyonlarındaki artış nedeniyle özellikle son yıllar-
da bu bakterinin virülans faktörlerinin belirlenmesine yö-
nelik çalışmalar önem kazanmıştır. Acinetobacter 
baumanni’nin yüzeylere tutunması ve biyofilm oluşumu 
ile ilgili çalışma sayısı azdır. İlk kez 1996 yılında Vidal ve 
ark. (8) A. baumannii klinik kökeninin cam yüzeylere tu-
tunma özelliğini göstermişlerdir. Bergogne-Berezin ve 
Towner (1) A. baumannii’nin hastane ortamında yatak ve 
mobilyalar gibi eşyalarda ve aygıtlarda uzun süre canlı 
kalabildiğini ve özellikle immün sistemi baskılanmış has-
talarda infeksiyona yol açtığını bildirmişlerdir. Türkiye’de 
farklı hastanelerden izole edilen 20 A. baumannii suşu-
nun 16’sında biyofilm oluşumu gösterilmiştir (9). Bu ça-
lışmada kan kültürlerinden izole edilen 17 suşun doku-
zunda biyofilm oluşumu izlenmiştir.  

Acinetobacter baumannii’de biyofilm oluşumunun bu 
bakterinin antibakteriyel direnci ve dış ortamda uzun sü-
re canlı kalabilmesinde rolü olduğu bilinmektedir. Biyo-
film oluşturan bakteriler morfolojik, metabolik ve fizyolojik 
olarak farklılıklar gösterdiği Stoodley ve ark. (10) tarafın-
dan 2002 yılında ortaya konmuştur. Biyofilm oluşturan 
bakterilerde sulbaktama karşı direncin daha yüksek ol-
duğu, imipenemin etkisinin değişmediği Vidal ve ark. 
(11) tarafından bildirilmiştir. Bu konuda yapılan bir başka 
çalışmada bakterinin PER-1 beta laktamaz üretimi ile 
biyofilm oluşturması arasında anlamlı bir ilişki bulunama-
mamıştır (9). Bu çalışmada araştırılan A. baumannii kö-
ken sayısı az olduğu için antimikrobiyal direnç profilleri 
ile ilgili bir karşılaştırma yapılmamıştır. 

Pseudomonas türleri, Staphylococcus epidermidis, kan-
didalar başta olmak üzere mikro-organizmaların biyolojik 
ve diğer yüzeylere tutunmasının farklı mekanizmalar ile 
gerçekleştiği bilinmektedir (12, 13). Bakterilerin yüzeyle-
re tutunmasında hücre motilitesi, bakteriyel ekzopoli-
sakkarit sentezi, flajella ve pililer rol oynamaktadır (12). 
Acinetobacter baumannii’nin yüzeylere tutunma meka-
nizmaları henüz tam olarak açıklığa kavuşmamıştır. Erit-
rositlere bağlanmanın ince ve uzun fimbriyalar aracılığı 
ile olduğu Gospadarek ve ark. (14) tarafından bildirilmiş-
tir. Ancak trakeal epitele tutunmada fimbriyaların rol al-

madığı aynı yıl yapılan bir başka araştırmada gösteril-
miştir (15). Vidal ve ark. (8) biyofilm oluşumunu araştır-
dıkları çalışmalarında hücrelerin etrafında amorf görü-
nümde ekzopolisakkarit birikimini ve biyofilm oluşumun-
dan bu yapıların sorumlu olduğunu göstermişlerdir. Bu 
çalışmada transmisyon elektron mikroskobunda hücrele-
rin etrafında amorf yapıda ekzopolisakkarit birikimi gös-
terilmiş ve pili ve benzer yapıda tutunmada rol oynayabi-
lecek hücresel uzantılar bulunmamıştır. 

Acinetobacter baumannii’nin plastik ve cam yüzeylerde 
biyofilm oluşturmasında ekzopolisakkaritlerin rol aldığı-
nın gösterildiği bir başka araştırmada, bakterilerde flajel-
la veya pili bulunmamasına rağmen, diğer bakteri türle-
rinde pili oluşumundan sorumlu olan csu C ve csu E gen 
lokusları ile büyük oranda benzerlik gösteren dizilimlerin 
varlığı ortaya konulmuştur (3). 

2004 yılında yapılan bir araştırmada alan emisyon 
scanning elektron mikroskobu (FE-SEM) ile tolueni par-
çalayan bir Acinetobacter suşunda poliüretan yüzeylere 
bağlanmada rol oynayan peritriş fibril ve ince hücresel 
uzantılar gösterilmiştir (16). Bakterinin hücresel uzantıla-
rı ve ekzopolisakkaritleri TEM veya scanning elektron 
mikroskobi (SEM) ile gösterilebilmektedir. Transmisyon 
elektron mekroskobu pek çok hücre yapılanmasını net 
şekilde gösterebildiği ve örnek hazırlanması sırasındaki 
koşullardan etkilenmediği için pek çok araştırıcı tarafın-
dan tercih edilmektedir (16). Ancak bakteri ve bağlandığı 
yüzeyin üç boyutlu yapısının incelenmesinde yetersiz 
kalmaktadır. Diğer taraftan, SEM ile yapılan çalışmalar-
da hücrelerden pili ve ekzopolisakkaritten oluşan uzantı-
ların tamamen tesadüfi olarak farklı yönlerde oluştuğu 
bildirilmektedir (5). Bu çalışmada da olası pili veya fla-
jella tipi benzeri uzantıların gösterilmemiş olması bu kö-
kenlerin SEM ile üç boyutlu taranmasının gerekliliğini 
düşündürmektedir. 

Sonuç olarak;  hastane infeksiyonu etkeni olan A. 
baumannii suşlarında biyofilm oluşumu ve bu oluşumda 
yer alan yapılar morfolojik olarak TEM ile incelenmiştir. 
Biyofilm oluşumunda hücrelerin etrafında amorf ekzo-
polisakkarit yapılar gösterilmiş, flajella ve pili yapısında 
oluşumlar bulunmamıştır. 
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