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OZET

SICANLARDA ACINETOBACTER BAUMANNII PNOMONISININ
AKCiGER SURFAKTAN PROTEINLERI SP-A, SP-B, SP-C VE SP-D
UZERINE ETKISI

DOKTORA TEZi
TALAT OGULCAN OZARSLAN
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU
ENFEKSIYON HASTALIKLARI ANABILIM DALI
HASTANE ENFEKSiYONLARINI ONLEME PROGRAMI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. FATMA SIRMATEL)

BOLU, ARALIK - 2021
XV + 114 sayfa

Acinetobacter baumannii basta pnomoni olmak iizere nozokomiyal
enfeksiyonlara sebep olan firsat¢i bir patojendir ve yiiksek mortaliteye sebep olur.
Akciger siirfaktan proteinleri (SP) akciger fonksiyonlar: i¢in elzemdir. Siirfaktan
A, B, C ve D proteinlerinin seviyeleri enfeksiyon varliginda degisebilmektedir,
ancak A. baumannii pnOmonisinde nasil etkilendikleri bilinmemektedir.
Calismanin amaci siganlarda olusturulan A. baumannii pndémonisinin siirfaktan
proteinleri lizerindeki etkisini arastirmaktir. 6-7 aylik 54 adet erkek Sprague-
Dawley sican 2 ana gruba ayrildi; Sham (SH) ve A. baumannii (AB). Her ana grup
altinda 3., 24. ve 48. saat gruplar1 olusturuldu. SH gruplarma 100 pl steril serum
fizyolojik, AB gruplaria 100 pl 0.5 McFarland A. baumannii intratrakeal yolla
inokule edildi. Inokiilasyonun ardindan 3., 24. ve 48. saatlerde akciger dokulart
aliarak bronkoalveolar lavaj sivilar1 (BALS) toplandi. Akcigerlerde histopatolojik
incelemeler gerceklestirildi ve BALS’de SP-A, SP-B, SP-C, ve SP-D seviyeleri
ELISA ile olgiildi. SH ve AB gruplart arasinda polimorfoniikleer 16kosit
infiltrasyonu, brons ¢evresi lenfosit, hemoraji, konjesyon, bronkoalveolar
proliferasyon ve makrofa; kiimelenmesi degerlerinde istatistiksel anlamli fark
goriildi. AB grubundaki BALS konsantrasyonlarinin SH grubuna gore
karsilastirmasinda, SP-A seviyesi her saatte, SP-B seviyesi 24. saatte ve SP-D
seviyesi 3. ve 24. saatlerde yliksek, SP-C seviyesi ise 3. ve 24. saatlerde daha diisiik
bulundu. SP-A ve SP-B arasinda orta, pozitif, SP-A ve SP-D arasinda giiglii, pozitif,
SP-B ve SP-C arasinda orta, negatif, SP-B ile SP-D arasinda orta, pozitif yonlii
korelasyon bulundu. Bu ¢alismada ilk kez siganlardaki A. baumannii pndmonisinin
stirfaktan proteini A, B ve D seviyesini arttirdigi, C seviyesini diislirdiigii gortilmiis
ve siirfaktan proteinleri arasindaki korelasyon gosterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: A. baumannii, Pnomoni, Akciger Siirfaktan,
Sirfaktan Proteinleri



ABSTRACT

THE EFFECT OF ACINETOBACTER BAUMANNII PNEUMONIA ON
LUNG SURFACTANT PROTEINS SP-A, SP-B, SP-C, AND SP-D ON RATS

PHD THESIS
TALAT OGULCAN OZARSLAN
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF INFECTIOUS DISEASES
PREVENTION OF NOSOCOMIAL INFECTIONS PROGRAM
(SUPERVISOR: PROF. DR. FATMA SIRMATEL)

BOLU, DECEMBER 2021
XV + 114 pages

Acinetobacter baumannii 1s an opportunistic pathogen which causes
nosocomial infections, mainly pneumonia, and it causes high mortality. Lung
surfactant proteins (SP) are crucial for lung functions. The level of surfactant
proteins A, B, C, and D changes in the presence of infection, however how they are
affected in A. baumannii pneumonia is not known. The aim of the study is to
investigate the effect of A. baumannii pneumonia on surfactant proteins. 54 6-7
months old Sprague-Dawley rates were divided into two main groups: Sham (SH)
and A. baumannii (AB). 3", 24" and 48" hour groups were added in both main
groups. Rats in SH were administered 100 pl sterile saline, whereas rats in AB
received 100 ul 0.5 McFarland A. baumannii intratracheally. After the inoculation,
lungs and bronchoalveolar lavage fluids (BALF) were collected on 3™, 24" and
48"™ hour. Lungs were examined histopathologically, and SP-A, SP-B, SP-C, and
SP-D levels were measured in BALF with ELISA. Statistically significant
differences were found between SH and AB groups in polymorphonuclear
leukocyte infiltration, lymphocyte around bronchi, hemorrhage, congestion,
bronchoalveolar  proliferation, and macrophage accumulation. BALF
concentrations; SP-A levels on every hour, SP-B on 24" and SP-D on 3™ and 24"
hours were higher, and SP-C on 24™ hour was lower in AB group compared to SH
group. A strong, positive correlation between SP-A and SP-D, and a moderate,
negative correlation between SP-B and SP-C were found. This is the first study to
demonstrate that the A. baumannii pneumonia on rats increases SP-A, SP-B, SP-D
while decreasing SP-C levels, and there are correlations between surfactant
proteins.

KEYWORDS: A. baumannii, Pneumonia, Lung Surfactant, Surfactant Proteins
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1. GIRIS

1.1 Acinetobacter baumannii
1.1.1 Tarih ve Siniflandirma

Acinetobacter cinsi mikroorganizma ilk olarak 1911 yilinda izole edilmis ve
Micrococcus calco-aceticus olarak adlandirilmistir (1). Bu ismin 1954 yilinda
Yunanca hareketsiz anlamina gelen “akinetos” kelimesinden yola ¢ikilarak
Acinetobacter olarak degistirilmesi Onerilmis (2), ancak cins adinin Acinetobacter
olarak degistirilmesi 1971 yilinda Baumann’in daha 6nce yayinlamis oldugu
calismaya (3) dayanarak gerceklesmistir (4). 2021 yili itibariyle Acinetobacter cinsi
altinda gecerli olarak yayinlanan 70 tiir, gegici isimlendirmede 25 tiir
bulunmaktadir (5). Acinetobacter tiirlerinin ayriminda altin standart DNA-DNA
hibridizasyonu (DDH) olarak kabul edilmistir (6), ancak uygulama zorlugu ve ayirt
etmedeki yetersizlikten dolay1 ribotipleme (7), cogaltilmis rDNA geni restriksiyon
analizi (ARDRA) (8), cogaltilan par¢a uzunlugu farkliligi (AFLP) (9), 16S-23S
rRNA analizleri (10,11), RNA polimeraz B-alt birim sekans1 (12), ¢ekirdek genom
filogenetik analizi (13) ve ortalama niikleotid kimlik analizi (13) gibi metotlar
onerilmektedir ve bunlar arasindan ARDRA ve AFLP en yaygm kullanilan
metotlardir (14).

A. baumannii, A. calcoaceticus, genomik tir 3 ve 13TU genotipik ve
fenotipik olarak ¢ok benzer olmalarindan ve kolay ayirt edilememelerinden dolay1
A. calcoaceticus - A. baumannii kompleksi olarak adlandirilirlar (15). A.
baumannii, genomik tiir 3 ve TUI13 klinik olarak en 6nemli Acinetobacter tiirleri
olduklarindan ve A. calcoaceticus’un ¢evresel, klinik olarak 6nemli olmayan bir tiir
olmasindan dolay1 bu isimlendirme klinik acidan pek anlamli degildir (16). A
baumannii, genomik tlir 3 ve 13TU’ nun bircok laboratuvarda kesin olarak ayirt
edilmesi miimkiin olmadigindan bu tiirler A. baumannii olarak adlandirilirlar (16).
Acinetobacter tiirlerinin tanimlanmasinda ve 6zellikle bu ti¢ tiiriin ayirt edilmesinde
cekirdek genom filogenetik analizi ve ortalama niikleotid kimlik analizinin
kombinasyonunun kullanilmasi 6nerilmistir (13). Chan ve ark. bu kombinasyonu
kullandiklar1 ¢aligmalarinda Acinetobacter genomik tiir 3’iin A. piftii ve genomik

tiir 13’1in ise A. nosocomialis oldugunu dogrulamistir (13).
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2003 yilinda Irak’a giden Amerikan askerlerinde meydana gelen yumusak
doku enfeksiyonlarinin %4.1’inin A. baumannii kaynakli oldugu goriilmiis, yarali
askerlerde siklikla A. baumannii kaynakl kan yolu enfeksiyonlarina rastlanmais, bu
ylzden Iraqibacter olarak adlandirilmistir (17). A. baumannii disiik dereceli
patojen olarak kabul edilmesine karsin, firsat¢i bir patojendir, dolayisiyla immiin

sistemin zayifladig1 hastalarda kolaylikla enfeksiyona sebep olabilmektedir (18).

1.1.2 Mikrobiyolojik Ozellikler

Acinetobacter cinsi altindaki bakteriler Gram-negatif, non-fermantatif,
katalaz pozitif, oksidaz negatif, zorunlu aerobik, hareketli kokobasildir ve %39 G,
%47 C DNA igerigine sahiptir (14). 37°C’deki inkiibasyonda bilylime gosteren
kolonilerin boyu 1,5-3 mm boyutlarindadir ve seffaf veya opak, mukoid, grimsi-
beyaz goriiniimliidiirler (14). A. baumannii koloni faz degisimi sayesinde hem
koloni ve hiicre morfolojisini hem de hareketlilik, biyofilm {iretimi, antibiyotik
direnci ve viriilansin1 degistirebilmektedir (19,20). Seffaf A. baumannii kolonileri
daha yogun biyofilm {iiretirken ayn1 zamanda daha fazla dis membran vezikiili
salgilamaktadirlar (20). A. haemolyticus gibi birkag tiir disinda koyun kanli agarda
hemoliz gostermezler (14). A. baumannii’nin hiicre duvari tipik gram negatif hiicre
duvar 6zelliginde olmasina ragmen kristal viyole’yi tutmaya yatkin oldugundan
boyadan arindirmak zordur (21). Bu yilizden boyama sonrast gram pozitif kok
olarak yanlis siniflandirilabilir (21).

Acinetobacter tiirleri i¢in 3 gruptan olusan bir gruplandirma 6nerilmistir; (1)
coklu ila¢ direncine sahip, ¢ogunlukla salgin sirasinda hastanelerde bulunan
izolatlar, (2) antibiyotige duyarl, insanlarin ve hayvanlarin deri florasinin normal
liyesi olan veya yiyeceklerde bulunabilen izolatlar, (3) antibiyotige duyarli, gevre,
toprak ve atik sularda bulunabilen izolatlar. Birinci grupta yer alan
mikroorganizmalar A. baumannii ve onun yakin akrabalarindan, ikinci gruptaki
mikroorganizmalar ¢ogunlukla A. johnsonii, A. Iwoffii ve A. radioresistens’ten ve
ticlincli gruptaki mikroorganizmalar ise c¢ogunlukla A. calcoaceticus ve A.
Jjohnsonii’den olugsmaktadir (22).

Acinetobacter gibi gram negatif bakterileri cevreleyen dis iskelet dis
membran (DM), peptidoglikan hiicre duvari ve i¢ membrandan (IM) olusur (23).
DM’in dig boliimii yapisinda endotoksin lipid A, c¢ekirdek oligosakkarit ve O
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antijen bulunan lipopolisakkaritten (LPS) veya lipooligosakkaritten (LOS) olusur
(23). LPS’nin biyosentezi ¢ekirdek oligosakkaritin lipid A {izerine insasi ve
ardindan ayrica sentezlenmis olan O antijenin Waal ligaz enzimi ile bu yapiya
baglanmasiyla gerceklesir (24). Waal ligaz enzimi O antijeni ve dolayisiyla LPS
sentezi icin kritik 6nem arz etmektedir (24). O antijeni Escherichia coli ve
Salmonella gibi gram negatif bakterilerin yapisal biitiinliigiinde, hayatta
kalmasinda, diren¢ mekanizmalarinda ve kolonizasyonunda rol almaktadir (25-27).
DM vyapisinda O antijeni eksikligi LPS yerine LOS senteziyle sonuglanir. Waal
ligaz enziminden yoksun ve O antijeni sentezlemeyen Neisseria ve Campylobacter
LPS yerine LOS sentezler (28). Iglerinde 19606 susunun da bulundugu bir ¢ok A.
baumannii’nin O antijeni sentezledigi ve DM’de LPS bulundurduguna dair
calismalar mevcuttur (29-34). Buna karsilik A. baumannii suslarinda DM yapisinda
O antijeni yerine kapsiiler polisakkaritlerin bulundugu (35), mikroorganizmada
bulunan waal.-like genin O antijen ligaz aktivitesi olmayan PglL enzimini
kodladig1 (36), Pgll. ve Waal. enzimi kodlayan iki waal.-like gene sahip
Acinetobacter spp.’de ise bu enzimlerin sadece O-linked glikozilasyonda gorevli
oldugu ve O-antijen biyosentezinde rol almadig1 goriilmiistiir (37,38). Ek olarak
Acinetobacter baumannii’nin yiizey glikolipidlerinin giimiis boyama ve Western
Blot analizlerinde yapisinda tipik LPS goriinimii gostermedigi (39) ve bu
nedenlerle Acinetobacter tiirlerinin DM yapisinda LPS yerine LOS bulundugu
distiniilmektedir (24,35,40,41).

Cogu gram negatif bakterinin dis membraninda bulunan lipid A alt1 asil
(hexa-acyl) grubu bulundurur ve DM yapisindaki lipid A’y1 hedef alan ve hiicrenin
lizisine sebep olan katyonik antimikrobiyal peptidlere karsi asiltransferaz PagP
tiretimi ile asil gurubunu 7’ye (hepta-acyl) ¢ikartarak diren¢ olusturur (42,43).
Ancak A. baumannii’de PagP kodlayan bir gen ve PagP enzimi bulunmamaktadir
ve A. baumannii’de hepta-acyl agirlikli lipid A yapisina sahiptir (41,42,44,45).
Hepta-acyl bulunduran lipid A (42) yapisiyla birlikte olusturabildigi biyofilm ve
kapsiil (46), A. baumannii’nin kuru ortamlarda hayatta kalma yetisine katki
saglamakta ve mikroorganizmaya dezenfektanlara kars1 diren¢ kazandirmaktadir

(47).



1.1.3 Dogal Yasam Alani

Acinetobacter tirleri toprak, su, tortu, atik sulari, sebze, hayvan ve insanlar
olmak iizere bir ¢ok drnekten izole edilebilirler (48). A. Iwoffii, A. johnsonii, A.
radioresistens, genomik tiir 3, A. junii ve A. haemolyticus ve nadir de olsa A.
baumannii saglikli insan derisinde kolonize olabilmektedir (49,50). Yatan
hastalarda Acinetobacter spp. kolonizasyonunun daha yiliksek oldugu (%75)
goriilmiistiir (49). Saglikli insan derisinde ¢ok nadir bulunsa da A. baumannii
insanlardaki pirelerde %21 oraninda izole edilmistir (51).

A. baumannii’nin her yerde bulunan, toprak, su ve hayvanlardan kolaylikla
izole edilebilen ve insan florasinda siklikla rastlanan bir mikroorganizma olduguna
dair yanlis bir kan1 vardir (22,52). Bu kan1 bir¢ok Acinetobacter tiirii i¢in gecerli
olsa da A. baumannii i¢in yanlistir. A. baumannii daha Once toprak ve sebze
orneklerinden izole edilmis olsa da ¢evrede bulunma siklig1 yiiksek degildir. A.
baumannii salginlar sirasinda hastane ortamindan ve hastalardan izole
edilebilmekteyken salgin olmayan durumlarda hastane ortamindan izole edilmesi
olduke¢a nadirdir (22). Klinik olarak 6nem arz eden A. baumannii’nin toprak, su ve
diger ¢evresel drneklerden izolasyonu olduk¢a nadirdir ve dogal habitat1 heniiz

kesin olarak tanimlanamamuistir (14,22).

1.1.4 Viriilans Faktorleri ve Patogenez

1.1.4.1 Kapsiil, Biyofilm ve Pilus

Bircok bakteri gibi A. baumannii kapsiil, biyofilm ve pilus liretmektedir. A.
baumannii’nin dis membran1 sikica paketlenmis oligosakkarit alt birimlerinden
olusan kapsiiler polisakkaritler ile ¢evrilidir (53). A. baumannii’nin 6nemli viriilans
faktorlerinden birisi olan kapsiiliin yapisinda bulunan hidrofilik ve negatif yiiklii
polisakkaritler kendisi gibi negatif yiiklii olan fagositik hiicrelere kars1 bir itis giicii
olusturur ve boylece kompleman aracili 6liimden kaginmay1 (54), antibiyotiklere ve
dezenfektanlara kars1 direng saglar (53,55). Kapsiil bakterinin konagin dogustan
gelen bagisiklik tepkisinden kaginmasinin 6nemli bir parcasidir. Kapsiil iiretiminde
gorevli genlerdeki bozukluklar viriilansin yok olmasina sebep olabilmekte (24,53),

inhibitér dozun altindaki antibiyotik uygulamalar1 A. baumannii’nin kapsiil
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kalinligin1 arttirmasina, bdylece hem viriilansin1 hem de dogustan gelen bagisiklik
tepkisine direncini arttirmasina sebep olmaktadir (56). Bakteri kapsiiliiniin
polisakkarit yapisindaki farklilik A. baumannii’nin farkli suslar1 arasinda viriilans
farkina sebep olmakta, kompleman birikimini engelleyen kapsiiler yap1 fagositozu
ve bakteri temizlenmesini engellemektedir (57). A. baumannii’nin kapsiiler
polisakkarit tiretimi sicaklik, osmotik basing ve iyon kullanilabilirligi gibi
parametrelerden etkilemektedir (55). A. baumannii’nin kapsiiler polisakkarit
tiretimi iki bilesenli diizenleyici sistem olan BfmRS (56,58) ve OmpR-EnvZ (59)
tarafindan dilizenlenmektedir. Kapsiiler polisakkarit A. baumannii viriilansinin
Oonemli bir parcasini olusturdugu gibi asilama ve tedavi ¢alismalari i¢in de 6nemli
bir hedeftir. Kapsiiler polisakkarit kullanilarak pasif bagisiklama ve A.
baumannii’nin kapsiiler polisakkaritini hedef alan bakteriyofaj kullanilarak tedavi
calismalar yuriitilmektedir (55).

A. baumannii suglarinin bir ¢ogu ekstraseliiler matriks ile ¢evrili bakteri
toplulugu olan biofilm olusturur (47). A. baumannii hem biyotik hem de abiyotik
ylizeylere tutunabilir ve biyofilm olusturabilir (60). Biyofilm iiretimi A. baumannii
suslarinda diger Acinetobacter tirlerine gore en az iic kat daha fazladir (61).
Bakterilerde yiizey kolonizasyonu kati-sivi veya hava-sivi ara yiizeyinde
gerceklesir. A. baumannii kati-siv1 ara yiizeyde daha sik olmakla birlikte hava-sivi
ara ylizeyinde de biofilm olusturabilmektedir (61). A. baumannii endotrakeal tiip ve
kateter gibi abiyotik medikal aletlerin ve hastane ekipmanlarinin yiizeylerinde
biyofilm olusturarak nozokomiyal enfeksiyonlara sebep olabilmektedir (60).
Endotrakeal tiip kullanan hastalardaki incelemeye gore 75 hastanin 73’iinde (%97)
tiip i¢inde biyofilm olusumu gozlenirken, izole edilen bakteriler arasinda en yaygin
olan1 %28 ile A. baumannii iken ardindan %23 ile Pseudomonas aeruginosa’nin
geldigi ve gec baslangigh ventilator iliskili pndmoni gelisen hastalarin %54’tinde
iliskili mikroorganizmanin A. baumannii oldugu goriilmiistiir (62). A. baumannii
abiyotik ylizeyler haricinde epitel hiicrelerde ve yaralar {izerinde biyofilm
olusturmakta ve yara iyilesmesini olumsuz etkilemektedir (63,64). A. pittii ve A.
nosocomialis gibi A. baumannii ATCC 19606 da insan derisinde hizlica
cogalabilmekte ve derinin stratum corneum tabakasi iizerinde biyofilm
olusturabilmektedir (65). A. baumannii’nin biyofilm olusturabilme yetisi dis

membran proteini A (OmpA, outer membrane protein A) ve biyofilm iligkili protein



(Bap, biofilm-associated protein) gibi proteinleri, O-linked protein glikozilasyonu,
O-pentasakkarit ve ply-B-1,6-N-asetilglikozamin sekresyonuyla iligkilidir (60).
Bakteri hareketliligi A. baumannii viriilansi i¢in 6nemli etkenlerden birisidir.
Farkli A. baumannii izolatlarimin farkli hareketlilik yetileri bulunmakta ve
hareketliligin artis1 bakterinin viriilansin1 dogrudan etkilemektedir (66). 19606
dahil olmak tizere bir¢ok A. baumannii susunun yapisinda piluslar goriilmektedir
(24,67). Bakterinin yapisinda tip IV ve chaperon-usher (Csu) olmak {iizere farkli
rolleri bulunan pilus bulunmaktadir (41). Csu pilus biofilm olusturma ve muhaftaza
etmede gorevli iken (67) tip IV pilus biofilm olusturma, twitching (segirme)
hareketinde ve 1slak yiizeylerdeki hareketlilikte gorevlidir (68). Tip IV pilus A.
baumannii’nin tiim izolatlarinda bulunmaktadir, ancak pilin proteinleri arasindaki
yiiksek uyusmazlik tip IV pilusu muhtemel bir antimikrobiyal ajan hedefi olmaktan
uzaklastirir (41). A. baumannii’nin epitel hiicrelere pilus araciligiyla aderansi
kolonizasyonun ilk adimi olarak goriilmektedir (60), ancak tip IV pilusun A.
baumannii viriilansinda nasil rol aldigina dair kesin kanit yoktur. Buna ragmen, tip
IV pilusun biofilm olusumunda rol aldigi ve boylece viriilansa etki ettigi
diisiiniilmektedir (41). Csu pilusun brongiyal epitel hiicrelere veya eritrositlere
aderansta etkili olmadig1 goriilmiis, bu ylizden de pilusun biofilm olusumunda bir
rol iistlendigi diistintilmektedir (69). Csu pilusun ekspresyonu 25-37°C arasinda
degismekte, 37°C’de hem ekspresyon hem de biofilm olusumu artis géstermektedir
(70). Bu da Csu pilusun biofilm olusumundaki rol aldigina dair goriisleri
desteklemektedir. Csu pilusun regiilasyonu CsuA/BABCDE operonu tarafindan
saglanmakta, bu yiizden Csu pilusa CsuA/BABCDE-mediated pilus da
denmektedir (67). A. baumannii’nin abiyotik yiizeyler iizerine biofilm olusturma
yetisi pilus bulundurma ile iligkili iken biyotik yiizeylere tutunma ve biofilm
olusturma yetisi pilustan bagimsizdir ve dis membran proteinlerinin katkilariyla

gergeklesir (52).

1.1.4.2 Dis Membran Proteinleri

Gram negatif bakterilerin dis iskeleti DM, IM ve peptidoglikan hiicre
duvarindan olusmaktadir. Digs membran, fosfolipidden olusan i¢ boliim ve
lipopolisakkarit veya lipooligosakkaritten olusan dig boliim, lipoproteinler ve dis

membran proteinlerinden (OMP, outer memrane protein) olusur. D1 membran
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proteinleri sitoplazmada sentezlendikten sonra chaperonlar (refakatgi) ve
membrana gomiilii sistemler araciligiyla DM’deki bolgelerine transfer edilerek bu
bolgelere yerlestirilirler (71). OMP’ler periplazmik alandaki bolimii kisa,
ekstraseliiler alandaki boliimii ise uzun dongiilerden olusan, esit sayida B-iplik
bulunduran B-barrel yapisindadirlar (71,72). OMP’ler adezyon, besin alimi, protein
sekresyonu ve oksidatif stres direnci gibi bakteri icin kritik seliiler fonksiyonlar
iistlenirken konak hiicreler lizerinde apoptotik etki gosterirler (73-77). A.
baumannii ve A. nosocomialis patogenezinde rol alan Oma87 (78), OmpA (79),
BamaA (80) ve FilF (81) gibi OMP’lere kars1 konakta olusan yiiksek antikor cevabi,
OMP’leri, A. baumannii gibi antibiyotiklere diren¢li ve nozokomiyal
enfeksiyonlara sebep olan bakterilere karsi agilama caligmalarinda odak noktasi
haline getirmistir.

A. baumannii’nin en iyi bilinen ve yiizeyinde ¢ok¢a bulunan OMP’lerinden
birisi, Omp38 olarak da bilinen OmpA, bir B-barrel porindir. A. baumannii’de 52
farkli alel tarafindan kodlanan 23 farkli proteinin bulundugu 5 ana OmpA varyanti
(V1 ila V5) bulunmaktadir (82). OmpA A. baumanni i¢in 6nemli bir viriilans
faktordiir. OmpA biyofilm olusumu, aderans, apoptozun tetiklenmesi, antibiyotik
direnci gibi patogenezin onemli boliimlerinde rol alir. A. baumannii’nin abiyotik
yiizeylerle olan iligkisi piluslar araciligiyla olsa da biyotik ylizeylerle olan iliski
pilus etkilesiminden bagimsizdir ve bu yiizeylere karst olan aderans OmpA’nin
biyofilm olusturmada oynadigi role dayanmaktadir (83). OmpA sayesinde A.
baumannii alveolar epitel hiicrelere tutunabilmekte ve konak hiicre apoptozunu
tetiklemektedir (83). OmpA epitel, fibroblast ve makrofaj gibi bir¢ok hiicreye
dogrudan baglanabilmekte ve translokasyon ile nukleusa (84) ve mitokondriye (85)
ulagarak konak hiicrenin apoptozuna sebep olmaktadir. A. baumannii’nin akciger
epitel hiicresine adezyonu, OmpA’nin ekstraseliiler matriks proteini fibronektinle
olan etkilesimine baghdir (86). A. baumannii tarafindan salgilanan dis membran
vezikiilii (OMYV, outer membrane vesicle) icerisinde bulunan OmpA, konak hiicre
tarafindan hiicre igerisine almir. OmpA mitokondride lokalize olduktan sonra
sitokrom ¢ ve apoptoz indiikleyici faktér salinimma ve bdylece hiicrenin
apoptozuyla sonuglanan kaspaz-9 aktivasyonunu tetiklemektedir (85). OMV
igerisinde bulunan OmpA konak hiicre igerisine alinmasinin ardindan mitokondri-
bagimli hiicre o6liimiinde gorevli (87) dinamin iligkili protein-1’in (Drpl)

aktivasyonuna sebep olur (88). Drpl aktivasyonu mitokondri fragmantasyonuna,
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reaktif oksijen tiirlerinde (reactive oxygen species, ROS) artiga ve hiicre 6liimiine
sebep olur (88). Canli A. baumannii gibi saflastirilmis OmpA da tek basina kaspaz-
9 bagimli apoptozu etkilemektedir (85). Bu da OmpA’nin A. baumannii
patogenezinde dnemli bir rol oynadigini ve bakterinin apoptotik etkisinin OmpA
bagimlt oldugunu gostermektedir. OmpA’dan yoksun OMV’ler konakta
enflamatuvar yanit olusturmaya devam eder ancak OmpA yoksunlugunda bu yanit
daha distiktir (89). OmpA™ mutant enfeksiyonunda A. baumannii’nin epitel
hiicrelere aderansi, akciger i¢inde kolonizasyonu (88) ve bakterinin kana yayilimi
biiylik 6l¢iide diismekte (90) ve OmpA eksikligi insan serumunda bakterinin
hayatta kalma yetisi Onemli Olc¢iide diisiirmektedir (91). Normal kosullarda
patojenin aktive ettigi kompleman sistemi insan serumundaki bakterinin
6ldiiriilmesini saglar. Ancak kompleman kontrol proteini olan Faktér-H, OmpA’ya
baglanarak A. baumannii’ye seruma karsi direng kazandirir (91). OmpA A.
baumannii’de oldugu gibi A. nosocomialis’te de biyofilm olusumunda, epitel
hiicrelere tutunmada ve sitotoksisitede rol alir (79). OmpA A. baumannii’nin
antibiyotik direncinde de rol almaktadir. OmpA efflux pompalariyla birlikte
calisarak antibiyotiklerin periplazmik alandan disariya atilmasini saglamakta ve
boylece A. baumannii’ye kloramfenikol, aztreonam, nalidiksik asit, kolistin,
imipenem, gentamisin ve trimetoprim gibi antibiyotik ajanlara karsi direng
kazandirmaktadir (92,93). OmpA’nin A. baumannii viriilansinda aldig1 roller ve
enflamatuvar yanit olusturabilme yetisi onu potansiyel A. baumannii asisi igin
onemli bir hedef haline getirmektedir. OmpA ile bagisiklanan farelerde hayatta
kalma orani artarken (94), rekombinant OmpA (rOmpA) ile bagisiklanan farelerde
doz bagimli sitokin iiretimine (95), diyabetik farelerde ise yiiksek anti-OmpA titresi
olusmakta, bakteriyel ylik azalmakta ve farenin hayatta kalma orani artmaktadir
(96).

A. baumannii’nin dis membraninda bulunan bir diger porin 33-36-kDa Omp
proteinidir (Omp33-36). Omp33-36 da OmpA gibi bir B-barrel proteindir (97).
Filogenetik analizlere gore A. baumannii suslarinda 4 farkli A. baumannii Omp33-
36 varyant1 goriilmektedir (1 ila 4) (98). Omp33-36 porinlerindeki bu farkl
varyantlar A. baumannii’nin karbapenem direngli suslar1 arasinda goriilmektedir
(98). Varyant 2 ve 3 14 B-iplik ve 7 dis dongii bulundururken, varyant 1 ve 4 12 ve
11 B-iplik ve sirastyla 6 ve 5 dis dongii bulundurur (98). Omp33-36 su transferi,

aderans, sitotoksisite, antibiyotik direnci ve konak apopotozu gibi siireclerde gorev
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almaktadir. OmpA’da oldugu gibi Omp33-36’nin da transferinde OMV’ler gorev
almaktadir (99). OmpA ve Omp33-36 benzer gorevler iistlenseler de OmpA niikleer
lokalizasyon ile sitotoksisiteye sebep olurken Omp33-36’da bu durum gériinmez
(99). Konak hiicre ile temasin ardindan Omp33-36 ekspresyonu ve sentezi artmakta
bu da enfeksiyon baglangicinda Omp33-36’1n rol oynadigini gostermektedir (98).
Hem in vitro hem de in vivo galigmalarda Omp33-36 yoksunu suslarin biiytime
sorunlart gosterdigi goriilmiistiir (100). Omp33-36 yoklugunda, enfeksiyon
sirasinda bakteri yayilimi, akciger ve dalakta bakteri konsantrasyonu ve bakterinin
mortalitesi azalmaktadir (100). Omp33-36’ya maruz kalan konak hiicrelerde DNA
fragmantasyonu ve kaspaz aktivasyonu goriilmektedir (99). OMV araciligiyla A.
baumannii’den saliman Omp33-36 konak hiicrede prokaspaz 3 ve 9 seviyesinde
azalmaya ve bu enzimlerin aktif formu olan kaspaz 3 ve 9 seviyesinde artisa sebep
olur (99). Omp33-36 hem apoptoza, hem de apoptozun engellendigi durumlarda
otofajiyi tetikler; Omp33-36 kaspaz 8 ve otofaji gostergeleri olan p62 ve LC3B-II
artisina sebep olmaktadir (99). Makrofajlarin saf Omp33-36 ile maruziyeti ROS
liretiminin artmasina sebep olur (99). Omp33-36 barindiran A. baumannii suslari
makrofaj icerisinde persiste kalarak sitotoksisiteye sebep olur (99). Omp33-36 A.
baumannii’'nin  karbapenem  direncinde  6nemli rol oynar. Diisiik
konsantrasyonlardaki karbapenem maruziyeti Omp33-36 mRNA seviyesini
diistirmekte, azalan Omp33-36 hiicre i¢ine karbapenem girisini limitlemektedir, bu
ylizden de diisiilk konsantrasyonda kullanilan karbapenemin A. baumannii’nin
karbapenem direnci gelistirmesine katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir
(97,98). Omp33-36 bu etkileri sebebiyle A. baumannii i¢in énemli bir viriilans
faktordiir.

OmpA haricinde Omp22, OmpK, Omp34kDa, OprC, OprB-like ve OXA-23
proteinleri de A. baumannii enfeksiyonlarina kars1 potansiyel birer a1 hedefi olarak
gosterilmektedirler (101-105). Omp22 A. baumannii’nin diger bir dig membran
proteinidir. Omp22°nin A. baumannii patogenezinde rolii bilinmemektedir, ancak
Omp22 ile bagisiklama g¢alismalarindan iyi sonuglar alinmaktadir. Omp22 ile
bagisiklanan farelerde doz bagimli antikor olusumu gozlenmekte, ve doza bagh (5,
10, 20 ve 50ug) olarak farelerin hayatta kalma oranlari artis (%0, %33, %33 ve
100%) gostermektedir (102). Omp22 ile bagisiklanan farelerde akciger, dalak,
karaciger, bobrek ve kandaki bakteriyel yiik 10*-10° kat diismekte, bu da Omp22

bagisiklamasimin bakteri temizlenmesini arttirdigini gostermektedir (102). Ustelik
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tek basma bile sitotoksisiteye sebep olabilen OmpA’nin aksine yiiksek dozda
(500pg) dahi Omp22 belirgin bir yan etkiye sebep olmamaktadir (102). Omp22 gibi
OmpK da tek basina kullanildiginda bagisiklik olusturabilmektedir ancak Omp22
ile birlestirilerek olusturulan rekombinant OmpK/Omp22 proteini hem Omp22 hem
de OmpK’nin tek baglarina olusturdugu bagisikliktan daha fazla koruma
saglamaktadir (104). Ayni rekombinant proteinin MF59 adjuvam ile birlikte
kullanilmasiyla daha fazla antikor cevabi alinabilmektedir (105). Omp22’nin
Chitosan - Laktik-ko-glikolik asit ile kapsiile edilmesiyle olusturulan nanopartikiil
ile bagisiklama IgG ve IFN- y olusumunu tetiklemekte, akciger hasarini ve akciger
ve kandaki bakteriyel yiikii tek basina rekombinant Omp22’den daha fazla
azaltmakta ve 6limciil A. baumannii dozlarina kars1 koruma saglamaktadir (106).
E. Coli’den elde edilen OMV ile A. baumannii Omp22 proteininin
birlestirilmesinden olusan rekombinant Omp22-OMV yiiksek oranda antikor
tiretimini tetiklemekte, akciger, dalak, karaciger, bobrek ve kandaki bakteriyel ytikii
azaltmakta ve enflamatuvar sitokinlerin seviyesini diistirmektedir (103). Omp22-
OMV bilesigiyle bagisiklanan farelerden elde edilen antiserum da klinik izolatlara
kars1 bakterisidal etki gostermektedir (103). Omp22, OmpK veya OMV ile
birlestirilerek veya kapsiile edilerek etkinligi arttirilabilen A. baumannii
enfeksiyonlarina karsi asilama i¢in dnemli bir hedeftir.

A. baumannii’nin dis membraninda bulunan bir protein olan FilF ile
bagisiklanan farelerde yiiksek antikor cevabini tetiklemekte, sitokin cevabini (TNF-
a, 1L-33, IFN-y, IL-6, ve IL-1B) diisiirmekte, farenin hayatta kalma oranini
arttirmakta ve akcigerdeki bakteriyel ylikii azaltmaktadir (81). FilF’in T ve B hiicre
epitoplarinin  baglanmasiyla elde edilen rekombinant protein ile farelerde
uygulanan bagisiklama yiiksek dozda IgG antikor iiretimini tetiklemekte ve
oliimciil A. baumannii dozlarina karsi koruyuculuk saglamaktadir (107).

Omag7 olarak da bilinen BamA, A. baumannii’nin B-barrel yapisindaki dis
membran proteinidir. BamA ile farelerde yapilan bagisiklama sonucu antikor
cevabi olusmakta, bakteriyel yiikk ve enflamatuvar sitokin seviyesi diigmekte ve

6liimciil doza kars1 koruyuculuk saglanmaktadir (78,80).
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1.1.4.3 Fosfolipazlar

Fosfolipidler bakterilerin enerji ve karbon ihtiyaglarini karsilayabilecekleri ve
insan viicudunda bolca bulunan molekiillerdir. Fosfolipidler akciger silirfaktaninin
%80’ini olusturmakta, bu fosfolipildlerin %80’1 de fosfatidilkolinden (PC)
olugsmaktadir (108). Fosfolipazlar PC’yi pargalayarak yag asidi, gliserol ve koline
ayirir  (109).  Psudomonas aeruginosa salgiladigi fosfolipaz C ile PC’yi
parcalayarak gliserol ve kolini metabolizmasinda kullanir (110-112). P. aeruginosa
disinda A. baummannii (113,114) de dahil olmak tlizere Clostridium perfringens,
Listeria monocytogenes, Corynebacterium pseudotuberculosis gibi birgok bakteri
fosfolipaz tiretmektedir (115). A. baumannii fosfolipaz A (PLA) (113), fosfolipaz
C (PLC), fosfolipaz D (PLD), ve fosfolipaz LipAN iiretmektedir. PLA biiyiime
stirecinde gorevli iken PLC, PLD ve LipAN A. baumannii viriilansinda etkilidir. A.
baumannii bliyime siirecinde PC’nin PLA ile parcalanmasindan ortaya g¢ikan
palmitik asidi kullanmaktadir (113). A. baumannii’de PLC ile iliskili plcl, plc2 ve
plcN genleri bulunmaktadir. (116,117). Plclve plc2 genlerinin mutanti olan
suslarda bakterinin PC-PLC aktivitesi, hemolitik ve sitolitik etkisi diisiis
gostermekteyken, omurgasiz enfeksiyonu modellerinde A. baumannii viriilansina
plc1’in daha fazla etkisinin oldugu gosterilmistir (116,118). PlcN varhigr A.
baumannii suslarinda %?23.3 oraninda goriilmiistiir (117). Bu gen tarafindan
kodlanan PLC A. baumannii’nin insan epitelyal karsinoma hiicrelerindeki (A549
hiicre hatt1) istilacilik ve dldiirme kabiliyetini arttirmaktadir (117). PLC inhibitorii
olan miltefosin tedavisi A549 hiicrelerinde hiicre hasarim1 azaltirken, Galleria
mellonella enfeksiyonunda mortaliteyi diislirmektedir (119). PLC inhibitériiniin A.
baumannii viriilansin1 6nemli derecede diisiirdligli goz oniine alindiginda PLC’nin
A. baumannii i¢in 6nemli bir viriilans faktorii oldugu goriilmektedir.

In silico analizlerde PLD’nin A. baumannii’ye kars1t bagisiklamada hedef
peptid olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (120). A. baumannii ATCC 19606
susunda sirastyla pld1, pld2 ve pld3 genleri tarafindan kodlanan ii¢ PLD fosfolipaz
enzimi gosterilmistir; PLD1, PLD2 ve PLD3 (113). Her ii¢ fosfolipaz da A.
baumannii’nin konak hiicre invazyonunda rol almaktadir (113). Tek basina pld1 ve
pld3 mutant suglarinin invazyon yetisinde kay1ip goriilmezken bu kayip pld2 mutant
susunda goriilmektedir (113,114). En yiiksek invazyon yetisi kayb1 ise her ii¢

fosfolipazdan da yoksun olan mutant susda goriilmektedir (113). Fare pnomoni
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modelinde PLD inaktivasyonun, A. baumannii’nin serumda hayatta kalma
kabiliyetinde ve epitel hiicre invazyonunda, bakteriyemi, kalp ve karaciger bakteri
yuklerinde diisiise sebep olurken, akciger bakteri yiikiinde diisiise sebep
olmamaktadir (114). PLD’ler invazyon haricinde antibiyotik direncinde de rol
almaktadirlar. PLD1 kardiyolipin, PLD2 ve PLD 3 kardiyolipin ve
monolisokardiyolipin {iretiminde rol almaktadirlar. PLD1 ve PLD3’ten yoksun
mutant suslarda kardiyolipin ve monolisokardiyolipin biyosentezi aksamakta, bu
suglarin katyonik antimikrobiyal peptid (CAMP) direnci diismektedir (121).
PLD’ye kars1 yapilan bagisiklama, A. baumannii enfeksiyonunda farenin hayatta
kalma oranini arttirmakta, akciger bakteri yiikiinii, bronkoalveolar lavaj sivisinda
ve serumdaki infiltrasyonu ve sitokin seviyesini diisiirmektedir (122). Bu da
fosfolipazlarin A. baumannii’ye yonelik as1 c¢alismalarinda kullanilabilecek
hedefler oldugunu gostermektedir.

Son olarak, fosfolipaz C ile benzerlik gosterdigi goriilen ve A. baumannii
patogenezinde rol oynadigi diisiiniilen, yeni bir fosfolipaz bulunmaktadir; LipAN
(123). LipAN’in PLC aktivitesi gosterdigi ve A. baumannii’nin hem normal
biiylimesinde hem de fare pndmoni modelinde hayatta kalmasinda etkili oldugu

disitiniilmektedir (123).

1.1.4.4 Sekresyon Sistemleri

A. baumannii’de bir¢ok protein sekresyon sistemi goriilmektedir. Bunlardan
biri tip IV pilus sistemleriyle yakin benzerlik gosteren tip II sekresyon sistemidir
(T2SS) (124). T2SS dort ana par¢adan olusur; pseudopilus, sitoplazmik sekresyon
ATPaz, i¢ membran platformu ve dig membran kompleksi (124). T2SS ile protein
sekresyonu iki asamayla gergeklesir; (1) proteinlerin periplazmaya tasinmasi, (2)
proteinlerin T2SS araciligiyla membran digina sekresyonu (124). T2SS Sec-bagimli
sistem olarak da adlandirilir ¢linkii, proteinlerin periplazmaya tasinmasi genel
sekresyon yolagiyla (Sec yolagi) gerceklesmektedir (125). T2SS Vibrio cholerae,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp., Legionella
pneumophila, Yersinia enterocolitica, A. nosocomialis ve A. baumannii olmak
lizere bir ¢ok bakteride bulunan protein sekresyon sistemidir (124,126). Bu
bakteriler T2SS’i periplazmadan dis ortama protein aktarimi yapabilmek icin

kullanirlar (124). A. baumannii gibi nozokomiyal enfeksiyonlara sebep olan A.
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nosocomialis, LipA ve LipH gibi lipazlarin ve proteaz CpaA’nin membran digina
sekresyonunda T2SS’yi kullanmaktadir (126). A. baumannii ATCC 17978 susunda
bulunan T2SS bilesenleri incelendiginde P. aeruginosa’nin bulundurdugu T2SS
bilesenleri ile yiiksek oranda benzerlik gosterdigi goriilmiistiir (123). T2SS’in dig
membraninda bulunan sekretin bileseninden yoksun mutant susun olusturdugu
pnomonide bakterinin lipolitik aktivitesinde ve buna bagli olarak kolonizasyon
kabiliyetinde diisiis oldugu ve T2SS’in A. baumannii’de fosfolipaz aktivitesi
gosteren LipAN dahil olmak {izere bircok protein ve enzimin sekresyonunda
dogrudan rol aldig1 goriilmustiir (123). T2SS bilesenlerini kodlayan gsp genleri
birgok A. baumannii izolatinda muhafaza edilmektedir (127). GspD veya gspE
geninin silinmesi A. baumannii ATCC 17978’de LipA kaybina yol agmakta, bu da
A. baumannii’nin yag asitlerini parcalamasini ve biiylimesini engellemektedir
(127). Ek olarak, bakteriyemi modelinde T2SS’in inaktivasyonunda dalak ve
karacigerdeki (127), pndmoni modelinde ise gspD mutanti sugda akciger bakteri
yiikiiniin diigtiigi gortilmiistiir (128). T2SS’in A. baumannii’nin antibiyotik
direncinde etkili oldugu ve siprofloksasin direncine katki sagladigi
diistiniilmektedir (128). Bu bilgiler dogrultusunda tip 2 sekresyon sisteminin A.
baumannii viriilansinda 6nemli rol oynadig1 goriilmektedir.

A. baumannii ototransporter protein olarak da adlandirilan tip V sekresyon
sistemini bulundurmaktadir. Trimerik ototransporterlerin tipik 6zelliklerini tagiyan
bu adezin, Acinetobacter trimerik ototransporter (Ata) olarak adlandirilmistir (129).
Ata A. baumannii’de adezyon, biyofilm olusumu (129) ve konak hiicrenin
apoptozunda (130) gorevlidir. Ata’nin silinmesi A. baumannii’nin insan epitel
hiicrelerine tutunma kabiliyetini yok etmekte, konak hiicredeki kaspaz-3 ve kaspaz-
7 aktivitesini 5 kat azaltmaktadir (130). Ata yoksunu A. baumannii ile enfekte olan
Galleria mellonella larvalarinin (130) ve farelerin mortalitesi diismektedir (129).

Tip VI sekresyon sistemi (T6SS) bakteriyofajlardaki igne-benzeri yapiya
benzeyen ve dogrudan konak hiicrenin sitoplazmasima proteinlerin enjekte
edilmesini saglayan bir sistemdir (125). T6SS Vibrio cholerae, Pseudomonas
aeruginosa, Francisella tularensis, Burkholderia mallei gibi birgok patojenin
virlilans1 i¢in gereklidir (125). T6SS interbakteriyel rekabette onemli bir rol
oynamakta ve rakip bakterilerin Oldiiriilmesi i¢in kullanilmaktadir (131). A.
baumannii’'nin T6SS sistemi 13 c¢ekirdek ve bir¢cok aksesuar proteinden

olusmaktadir (132). T6SS’in A. baumannii viriilansindaki rolii net degildir, T6SS’in
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A. baumannii viriilansinda dogrudan etkili oldugunu gosteren ¢alismalarin yani sira
T6SS inaktive olsa dahi viriilansini etkilemedigini, klinik izolatlarda da T6SS
sisteminin Oonemli olmadigim1 gosteren c¢aligmalar bulunmaktadir. T6SS
inaktivasyonunun A. baumannii ATCC 17978 viriilansim etkilemedigi, ATCC
17978’nin T6SS’i ne diger bakterileri dldiirmede ne de biyofilm olusumunda
kullanmadig1 bildirilmigtir (132). Ancak, yazarlar sonraki yayinlarinda Hcp
sekresyonu goriilmesine ragmen 17978 susunun T6SS’i kullanmamasmi hem
T6SS+ hem de T6SS— barindiran karisik popiilasyondan kaynaklanabilecegini
belirtmistir (133). Klinik izolatlarin incelendigi bir arastirmada, 162 klinik A.
baumannii izolatinin %31.5’inin bir T6SS proteini olan hcp kodlayan gene sahip
oldugu ve aktif T6SS ve Hcp proteini salgilayan klinik A. baumannii izolatlarinin
T6SS- izolatlara oranla E. coli rekabetinde daha basarili olduklari, daha yiiksek
biyofilm olusturma aktivitesi gosterdikleri ve insan serumunda daha yiiksek hayatta
kalma oranina sahip olduklari goriilmiistir (134). Ek olarak T6SS sistemini
kullanan ve E. coli rekabetinden {iistiin ¢ikan A. baumannii suslari goriilmiistiir
(131,133,135). ATCC 19606 susunda ise T6SS’in viriilansta 6nemli rol oynadigi,
vgrG geninin silinmesinin bakterinin biiylime hizini, aderansini ve farelerdeki
mortalitesini azalttig1 ve antibiyotik direncinde etkili oldugu gosterilmistir (136).
Klinik A. baumannii izolatinda T6SS’in inaktive olmasina sebep olan VgrG protein
mutasyonu goriilmekte ve T6SS’nin, interbakteriyel rekabette onemli bir rol
oynamasina ragmen viriilansta etkisiz oldugu, hatta T6SS sisteminin enerji
yukiiniin yiiksek olmasi yiiziinden bu mutasyonun A. baumannii’nin belirtilen
susuna fayda sagladigi diistiniilmektedir (137). Ek olarak ¢oklu ilag direncine sahip
suslarin konaga uygulanan antibiyotik tedavisinden hayatta kalarak ¢ikmasindan
dolay1 interbakteriyel rekabet i¢in T6SS sistemine ihtiyacinin olmadig
diistiniilmektedir (138). Bu ¢alismalar degerlendirildiginde A. baumannii’nin farkl
suslarinda T6SS sisteminin virlilans ve patogenezde aldigi roliin degistigi ancak
sistemin roliinlin net bigimde anlasilmasi i¢in yeni ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugu

goriilmektedir.
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1.1.4.5 Penisilin Baglayan Proteinler

Penisilin baglayan proteinler (PBP) transpeptidaz alt grubu olan penisilloil
serin transferaz proteinleridir. PBP’ler bakteri hiicre duvarindaki peptidoglikanin
tiretiminde ve metabolizmasinda yer alirlar (139). PBP’ler paralel glikan polimer
zincirleri olugturmak i¢in peptid zincirlerinin ¢apraz baglanmasini saglarlar (140).
PBP’ler, penisilin gibi B-laktam antibiyotiklerin hedefidir (140). PBP’ler,
penisilinin yapisindaki B-laktam amid bag1 pargalayarak serin-ester bagli penisilloil
enziminin Uretimini saglarlar (141). Parcalanan substrat ise PBP’nin serin aktif
alanina baglanir ve bagli kalir (141). Sonug olarak PBP peptidoglikan c¢apraz
baglama fonksiyonunu yerine getiremez ve bakterinin 6liimiine sebep olur (141).
Bakteriler B-laktam kaynakli bu 6liimden kagabilmek adina B-laktamaz {iretimine
basvururlar. B-laktamazlar penisilini hidrolize ederek penisiloik aside ¢evirirler
(139). A. baumannii’de PBP-7/8 kodlayan bpbG geni bulunmaktadir. PBP’ler 63-
laktam metabolizmasinda yer aliyor olsalar da A. baumannii’de bulunan PBP-7/8
bir viriilans faktor olarak karsimiza c¢ikmaktadir. PBP-7/8’den mahrum A.
baumannii susunun olusturdugu fare yumusak doku enfeksiyonunda, pndmonide
ve insan serumunda bakterinin hayatta kalma yetenegi 6nemli 6l¢iide diismektedir
(142). Buna ek olarak PBP-7/8 ile yapilan bagisiklamada farelerin A. baumannii
ATCC 19606 enfeksiyonuna direnci ve farelerin hayatta kalma orani kontrol
grubuna oranla %60 artmaktayken dalak bakteriyel yiikii diismektedir (143). PBP-
7/8’1n, A. baumannii peptidoglikan yapisinda rol aldigi, yoksunlugunda bu yapinin
bozuldugu, dolayisiyla da konak savunma faktorlerine karsi bakterinin savunmasini

zayiflattig1 diistiniilmektedir (142).

1.1.4.6 Metal Alim Sistemleri

Bakterilerin yasamlarini siirdlirmeleri i¢in gerekli olan bazi besinler konak
hiicreleri i¢cin de dnem arz etmektedir. Hayvanlar, hem kendi besinlerini korumak
hem de bakterilerin besin alimin1 bozmak ve bdylece enfeksiyondan korunmak
adina  besinsel bagisikliktan (nutritional immunity) faydalanirlar (144). Bu
besinlerden bazilar1 demir, ¢inko ve manganez gibi metallerdir. Konak, bakterilerin
demire ulagsmasini engellemek adina, hemoglobin, miyoglobin, hemopeksin,

transferrin, laktoferrin ve ferritin gibi proteinleri kullanir (145). Cinko ve
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manganezin istilact tarafindan aliminin engellenmesi icin kalprotektin, ST00A7,
S100A12, S100A15 ve NRAMPI1 gibi proteinler gorev almaktadir (145).
Bakterilerde de, konak tarafindan uygulanan kaynak korumasini delebilmek ve
metallere erisim saglayabilmek adma sistemler gelismistir. A. baumannii,
metabolizmasi i¢in gerekli olan demir, ¢inko ve manganezi ortamdan alabilmek ve
bu metallerin yokluguyla bas edebilmek adina bu sistemleri kullanmaktadir. A.
baumannii’de ¢inko ve bakir stresinde rol alan efflux pompalar1 tanimlanmastir.
Cinko ve bakirin A. baumannii’nin oksidatif stres yonetiminde, membran yapisinda
ve bakterinin makrofaj iligkili 6liimiinde rol aldig1 bildirilmistir (146).

A.  baumannii, pre-asinetobaktin  (pre-acinetobactin), asinetobaktin
(acinetobactin), baumannoferrin A ve B, fimsbaktin (fimsbactin) A-F gibi bir¢ok
sideroforu demir selasyonu i¢in kullanmaktadir (145). Demir eksikliginde
sideroforlarin ekspresyonu artarken, demir fazlaliginda ise sayilar1 azalmaktadir. A.
baumanni bir¢cok selasyon sideroforu iiretir, ancak tek basina asinetobaktin
sentezinin inaktivasyonu bakterinin hayatta kalma kabiliyetini diisiirmektedir
(147). Bu ylizden asinetobaktinin A. baumannii metabolizmasinin 6nemli bir
parcasi oldugu ve A. baumannii’ye kars1 gelistirilecek terapotik stratejilerde hedef
olabilecegi diistiniilmektedir (147). Asinetobaktinin liretimi pre-asinetobaktin’in
ekstraseliiler bosluga salinimiyla baglar (148). Son zamanlarda gerceklestirilen bir
calismada, asinetobaktin disinda pre-asinetobaktinin de demir aliminda etkili
oldugu, pre-asinetobaktinin tasiyicisi BauA ile birlikte rol aldigi bir sistem ile demir
alimimin gercgeklestigi ve bu sistemde asinetobaktine ihtiya¢ duyulmadigi
bildirilmistir (149). Pre-asinetobaktin BauA proteinine baglanirken, asinetobaktinin
ise BauB’ye baglandig1 goriilmiistiir (150).

A. baumannii ATCC 17978 susu diisiikk demir iceren ortamda gelistiginde
fimsbaktin A, B, C, D, E ve F iiretmektedir (151). Fimsbaktin A’nin demir (III) ile
1:1 oraninda kompleks olusturdugu ve 2:1 kompleks olusturan asinetobaktinden
termodinamik olarak daha stabil oldugu diisiiniilmektedir (152). Tek baslarina hem
asinetobaktin hem de fimsbaktin, A. baumannii gelisimini uyarmakta olsalar da
birbirleriyle rekabete girdikleri i¢in ikisinin kombinasyonunun bakteri gelisimini
inhibe ettigi goriilmiistiir (152). Fimsbaktin metabolizmasi tamamen bilinmese de,
BauA ve asinetobaktin yoklugunda A. baumannii’nin demir alimi igin

fimsbaktinleri kullandig1 diistintilmektedir (153).
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Acinetobacter baumannii AYE susu asinetobaktin iiretmemesine ragmen
diisiik demir bulunan ortam kosullarinda yasayabilmekte, bunu da baumannoferrin
A ve B ireterek gerceklestirmektedir (154). Yeni kesfedilen bir siderofor olan
baumannoferrinin A. baumannii metabolizmasindaki rolii heniiz bilinmemektedir.

Kalprotektin manganez ve ¢inko selasyonu sayesinde A. baumannii’nin
gelisimini inhibe etmekte, A. baumannii ise ¢inko alimi i¢in enerjiye bagimli ve
ZnuABC olarak adlandirilan bir mekanizma kullanmaktadir (155). Bu mekanizma
ABC tasiyicist ve TonB-bagimli reseptéorden olusur (156). ZnuABC, A.
baumannii’nin kalprotektine kars1 direngli hale getirmekteyken, bu mekanizmay1
kodlayan ZnuB geninin silinmesi bakterinin diger bakterilerle rekabet ve
diseminasyon yetenegini kisitlamakta, antibiyotik direncini de azaltmaktadir (155).

ZnuABC sistemi Zur regiilatorii tarafindan denetlenir (157). Zur mutant1 A.
baumannii susunun yiiksek ve diisiikk ¢inko igeren ortamda gelisimi bozulmakta,
fare pndmoni modelinde de diseminasyon yetenegi diismektedir (157). ZnuABC
mekanizmasinin parcalart olan znuA ve znuD bakterinin gelisiminde ve
patogenezinde rol almaktadirlar (156).

A. baumannii’nin ¢inko aliminda rol alan ZrlA enzimi, ayni zamanda
bakterinin dis iskelet biitiinliigiinde de rol almaktadir. ZrlA’nin inaktivasyonu ¢inko
kisitlamasinda A. baumannii gelisimini azaltmakta, bakterinin zar gegirgenligi ve
bariyer fonksiyonu bozulmakta, bu da bakterinin antibiyotik direncini
azaltmaktadir (158).

A. baumannii kalprotektin iligkili manganez kitligiyla bas edebilmek ig¢in
metal iyon tasiyicist olan dogal bagisiklik iliskili makrofaj proteini (NRAMP,
natural resistance-associated macrophage protein) ailesinden bir manganez
tastyicist kullanir (159). Bu tasiyici kalprotektin varliginda manganez birikimini ve
A. baumannii gelisimini iyilestirir. NRAMP manganez tasiyicisinin silinmesi fare
pndmoni modelinde akciger ve karacigerdeki A. baumannii yiikiinii azaltmaktadir

(159).
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1.1.5 Antibiyotik Direnci ve Diren¢ Mekanizmalari

A. baumannii giinimiizde kullanilan B-laktam, trimetoprim, eritromisin,
aminoglikozit, sefotaksim, florokinolon, tetrasiklin, karbapenem, kloramfenikol,
kolistin gibi bircok antibiyotige karsi direnclidir (160,161). A. baumannii
antibiyotik direnci i¢in efflux pompasi, 3-laktamaz, membran proteinleri, biyofilm
ve membran gegirgenlik degisimi gibi mekanizmalar kullanir.

Coklu ilag direncine (MDR) sahip A. baumannii suslarimin bir¢cogu
immiinkompromize hastalardan izole edilirken, bu suslarin biyofilm iiretimi ile

iliskili oldugu diistiniilmektedir (162).

1.1.5.1 Efflux Pompalari

Efflux pompalari, gram negatif bakterilerin hiicre i¢ine giren antibiyotikleri
disar1 atmasina yardime1 olur (163). Efflux pompalari 5 ana gruptan olusmaktadir;
kiigiik coklu ilag¢ direnci (SMR), major fasilitator siiperfamilyas1 (MF), ¢oklu ilag
ve toksik bilesik atimi (MATE), diren¢ nodiilasyon boliimii (RND) ve ATP
baglayic1 kaset (ABC) (164). A. baumannii tim bu 5 efflux pompasi ailesinin
tiyelerini bulundurmaktadir (165). RND f{iyeleri olan AdeABC, AdeFGH ve
AdellK A. baumannii’nin aminoglikozit (166) ve tigesiklin (167—170) direncinde
rol alir. MF siiperfamilyasi liyeleri CmlA (171,172) ve CraA (173) kloramfenikol,
TetA (174) tetrasiklin, MdfA (175) siprofloksasin ve kloramfenikol ve AmvA (176)
ise eritromisin, siprofloksasin, novobiosin gibi antibiyotikler de dahil olmak tizere
birgok antibiyotik ve dezenfektan ve deterjana karsi A. baumannii’ye direng

saglamaktadir.

1.1.5.2 B-laktamazlar

B-laktam antibiyotiklere kars1 direncte A. baumannii’nin bulundurdugu A, B,
C ve D sinifi B-laktamazlar rol almaktadir. A. baumannii’de tanimlanan bir¢ok A
sinift dar spektrumlu beta-laktamaz bulunmakla birlikte (177), PER-1 (178), PER-
2 (179), PER-7 (180,181), TEM-92 (182), CARB-10 (183) ve SHV-5 (184) gibi
genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (ESBL) da tanimlanmistir. B smifi -

laktamaz tiyesi VIM (185-187), IMP (186,188—-190), SIM (191) ve NDM (192,193)
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varyant1 metallo-p-laktamazlar da A. baumannii’de tanimlanmistir ve karbapenem
direncinde 6nemli rol oynamaktadirlar. C siifi kromozomal B-laktamazlar klinik
A. baumannii izolatlarinda tanimlanmis (194), AmpC olarak adlandirilan bu B-
laktamazlarin yiliksek seftazidim direncinde rol aldigi bildirilmistir (195,196).
Karbapenem hidrolize eden D sinifi B-laktamazlar ve C smifi B-laktamazlar A.
baumannii’de bulunan ana B-laktamaz gruplaridir (177). OXA olarak adlandirilan
D smifi B-laktamazlar karbapenem direncinde en sik rastlananlardir (197). A.
baumannii’de OXA-23, OXA-40/24, OXA-51 ve OXA-58 alt gruplar
tanimlanmistir (198,199). OXA varyantlart A. baumannii’de ¢ok yaygindir ve
OXA-23, OXA-58, OXA-40/0XA-24, OXA-72, OXA-97, OXA-96, OXA-143 ve
OXA-235 gibi birgcok D smifi B-laktamaz varyantim1 barindiran A. baumannii
izolatlar1 Tirkiye de dahil olmak {izere diinyanin birgok iilkesinden bildirilmistir

(160,177,200).

1.1.5.3 Porin ve Penisilin Baglayan Proteinler

A. baumannii membraninda bulunan porin ve PBP’lerin ekspresyonlarini ve
dis membran yapisini degistirerek cesitli antibiyotiklere karsi direng kazanir. A.
baumannii dig membraninda bulunan lipid A’ya fosfoetanolamin ve galaktosamin
gruplar1 ekleyerek yapisini degistirir ve polimiksin tiirii antibiyotiklere kars1 direng
gelistirebilir (44,45,201). A. baumannii’nin karbapenem direncinde 22- (202), 33-
, 36- (203,204), 37-, 44-, 47-kDa OMP’ler (205), imipenem direncinde ise 9-
(206,207), 29- (CarO) (208,209) ve 43-kDa (210) OMP’ler rol almaktadir. A.
baumannii bu proteinlerin ve protein baglayan proteinlerin (PBP-2)

ekspresyonlarini diislirerek karbapenem ve imipeneme kars1 direng gelistirir (211).

1.1.5.4 Aminoglikozit-degistirici Enzimler

Aminoglikozit-degistirici  enzimler = (AME)  olarak  adlandirilan
asetiltransferaz, adeniltransferaz ve fosfotransferaz enzimleri aminoglikozitleri
kimyasal olarak degistirerek bakterinin bu antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanmasini
saglar (212). A. baumannii’de AME kodlayan aphAl, aphA6, aacCl, aacC2,
aacA4, aadAl ve aadB genleri bildirilmis (213-215), ve bu AME’lerin A.

baumannii’nin amikasin direncinde rol aldig1 goriilmiistiir (216,217).
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1.1.6 Enfeksiyon ve Bulas Yollar:

A. baumannii tim dinyada nozokomiyal enfeksiyonlarin en Onemli
etkenlerinden birisi olarak kabul edilmektedir. A. baumannii kuru ylizeylerde uzun
siire barinabilmesi ve antibiyotiklere karsi direnci sayesinde salginlara sebep
olabilmektedir. A. baumannii 6zellikle yogun bakimlardaki kritik hastalarda
mortalite ve hastanede kalis siiresini onemli Olgiide arttirmaktadir (218). A.
baumannii nozokomiyal deri ve yumusak doku, yara, {iriner sistem, solunum
sistemi, santral sinir sistemi ve kan dolasimi1 enfeksiyonlarina sebep olabilmekte ve
ventilatdr iligkili pndmoni ve kan yolu enfeksiyonlarinda yiiksek mortaliteye sebep
olmaktadir (16,52,219).

A. baumannii’nin yayiliminda ana vektorlerden birisi saglik ¢alisanlarinin
elleridir ve kontamine ekipman ve hastane ortamina temas yoluyla hastalara bulasir.
(220-222). A. baumannii nispeten temiz hastane ortamlarinda dahi kuru ylizeylerde
4 aya kadar hayatta kalarak, uzun siire yatan ve hastane ekipmanlarina baglh
hastalarda nozokomiyal enfeksiyon gelistirme becerisini arttirmaktadir (223). A.
baumannii saglik c¢alisanlarinin el ve eldivenlerinden izole edilebilmekte,
kontamine yiizeylerle temas halinde olan saglik calisanlarinin gergeklestirdigi
ylizeylere dokunma, yara bakimi ve entiibe hastalarin respiratuar yollariyla olan
etkilesimler gibi aktiviteler bulas riskini arttirmaktadir (224). A. baumannii
hastalarda deri, farinks, kasik, perine ve sindirim sisteminde kolonize olabilir,
solunum sistemi, kan, iiriner sistem, santral sinir sistemi, peritonit, deri ve yumusak
doku enfeksiyonlarina sebep olarak bir rezervuar olusturabilir (225). A. baumannii
bulasgt su, hava ve ylizey temaslar1 gibi bircok farkli kaynaktan
gerceklesebilmektedir. A. baumannii hem kuru hem de nemli yiizeylerde
kontaminasyona sebep olabilmekte bu da hastane ortaminda kolayca yayilabilen ve
hayatta kalabilen bir patojen olmasini saglamaktadir. Coklu ilag direncine sahip A.
baumannii hastane ortamindaki bilgisayar klavye ve monitorii, elektrokardiyografi
monitori, inflizyon pompasi, yatak bashigi, perde, stetoskop ve masa gibi birgok
ekipman iizerinden izole edilebilmektedir (226). Bu ekipmanlarin periyodik
temizligi ve kumas yerine plastik perde kullanimi sayesinde A. baumannii
kolonizasyonu diisiiriilebilmektedir (226). A. baumannii’nin su yoluyla bulast
dogrudan su kontaminasyonundan degil, lavabo ve giderlerindeki kolonizasyondan

kaynaklanmaktadir (227). A. baumannii giderlerde kolonize olarak biyofilm
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olusturmakta, bu sayede diger bakterilere, kuruluga ve deterjanlara kars1 direng elde
etmektedir (227). Bakteri giderden yukariya dogru yayilarak lavabo ylizeyinde
biyofilm olusturmakta, lavaboya carpan su damlalar1 araciligiyla yayilabilmektedir
(227). Yogun bakim iinitesinde meydana gelen bir A. baumannii salgin1 sonucu,
salginin kontamine ekipmanlar, agik emme sistemleri ve saglik ¢alisanlarinin elleri
aracilifiyla gergeklestigi anlasilmis, el hijyeni uygulamalari, ortam temizligi ve
kapali emme sistemlerinin kullanilmasi sayesinde salgin ortadan kaldirilmistir
(221). Bu nedenlerle 6zellikle yogun bakim iinitelerinde olmak iizere tiim hastane
ekipmanlarinin ve hastane yiizeylerinin temiz tutulmasi ve uygun yontemler ile
sterilize edilmesi nozokomiyal A. baumannii enfeksiyonlarinin oniine gegmek i¢in

Onem arz etmektedir.

1.1.6.1 Acinetobacter baumannii Kaynakli Pnémoni

A. baumannii hem toplum kdkenli pnomoniye (TKP) hem de hastane kokenli
pnomoniye (HKP) sebep olabilmektedir. A. baumanni kaynaklit HKP’nin goriilme
oran1 TKP goriilme oranindan daha yiiksektir (228). TKP hastalarinda pozitif kan
kiiltiirline ve akut respiratuar distres sendromuna (ARDS) daha sik rastlanirken,
TKP hastalarinin mortalitenin HKP hastalarina oranla daha yiiksek oldugu
gorlilmiistiir (228). TKP hastalarinda mortalitenin daha yiiksek goriilmesinin
sebebinin bakteriyemi, dissemine intravaskiiler koagiilasyon, ARDS (228) ve
uygunsuz antibiyotik tedavisi oldugu diisiintilmektedir (229).

HKP hastaneye yatista inkiibasyon asamasinda olmayan ve hastaneye
yatigtan veya taburcudan 48 saat sonra gelisen pndmonidir (230). HKP’de en ¢ok
izole edilen mikroorganizmalar Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus, P.
aeruginosa ve A. baumannii’dir ve Fransa, Ispanya, Belcika, Irlanda, Portekiz,
Italya ve Almanya’da HKP’ye sebep olan en ¢ok izole edilen bakteriler S. aureus,
P. aeruginosa ve E. coli iken Tiirkiye ve Yunanistan’da A. baumannii’dir (231).
Ventilator iliskili pnémoni (VIP), entiibasyondan &nce pndmonisi olmayan
hastalarda mekanik ventilasyon desteginin uygulanmasindan 48-72 saat sonra
gelisen pnomonidir ve HKP’nin %80’ini olusturmaktadir (230). A. baumannii
kaynakli VIP’in 6nemli bir risk faktdrii reentiibasyondur. A. baumannii’nin
kolonize oldugu orofaringeal sekresyonlarin reentiibasyon sirasinda aspirasyonu

ViP’e sebep olmaktadir (232). VIP hastalarinda A. baumannii, P. aeruginosa,
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metisilin direngli S. aureus (MRSA) ve Klebsiella pneumoniae gibi patojenlerle
birlikte bulunabilmektedir (233).

A.  baumannii kaynakli VIP %60°dan yiiksek mortaliteye sebep
olabilmektedir (234,235) ve hasta prognozunda uygun antibiyotik se¢imi 6nem arz
etmektedir (232). A. baumannii kaynakli VIP’in mortalitesinde patojenin
antibiyotik direnci 6nem arz etmektedir; antibiyotik duyarli susta mortalite %21.2
iken, ¢ok ilaca direngli (MDR) susta %31.9, yaygin ilag¢ direngli (XDR) susta %56.8
ve panrezistans (PDR) susta %66.7 oldugu bildirilmistir (233). Buna ek olarak
karbapenem direngli A. baumannii (CRAB) pnOmonisinde mortalitenin
karbapenem duyarlt A. baumannii (CSAB) pnomonisindekine gore daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir (236). A. baumannii pndmonisi hastalarinda mortalitenin akut
fizyoloji ve kronik saglik degerlendirmesi (APACHE) skoru, ardisik organ
yetmezligi degerlendirme (SOFA) skoru, basitlestirilmis akut fizyoloji (SAPS 1II)
skoru, son 1 ayda gecirilmis ameliyat, immiinkompromize hastalar, septik sok,
kronik solunum yolu hastaliklari, serebrovaskiiler olaylar, malignite, endotrakeal
entiibasyon, mekanik ventilasyon, diger enfeksiyonlar, uygunsuz antibiyotik

tedavisi ve antibiyotik direnciyle iliskili oldugu goriilmiistiir (233,236).

1.2 Akciger Siirfaktam

Stirfaktan, alveollerin hava-sivi ara yiizeyini kaplayan ve diisiik ylizey
gerilimi sayesinde alveollerin kolayca genislemesini ve ekspirasyon sonrasinda
cokmesini engelleyen maddedir (237,238). Siirfaktanin %80-90°lik boliimiind,
cogunlukla (%70 civarinda) fosfatidilkolin olmak {izere, fosfatidilgliserol,
fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin ve sfingomiyelin gibi lipidler,
kalan kismin ise siirfaktan proteinleri olusturur (237). Siirfaktan yapisindaki
fosfatidilkolin, dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC) formunda bulunmakta ve
stirfaktan proteinleriyle birlikte siirfaktanin yiizey aktivitesini saglamaktadir (239—
241). Akcigerde bulunan iki alveolar epitel hiicre tipinden birisi olan ve birinci tipe
gore daha yogun bulunan alveolar tip II epitel hiicreleri (ATII) siirfaktan sentezi,
salinimi ve geri donilisiimiinde rol alirken (242-244), fosfolipaz aktivitesi
bulunduran alveolar makrofajlar da siirfaktanin yikiminda rol almaktadirlar (245—
248). Siirfaktan lipidleri ve siirfaktan protein C (SP-C) alveolar tip II epitel
hiicrelerinden (240,249,250), siirfaktan protein A (SP-A), B (SP-B) ve D (SP-D)

22



ise hem club (clara hiicresi) hem de ATII hiicrelerinden salinirlar (237,251,252).
Siirfaktan lipidleri ve proteinleri ATII hiicrelerinde bulunan endoplazmik
retikulumda (ER) sentezlenir, Golgi aparati araciligiyla lamellar cisme tasinir ve
ekzositozla salgilanirlar (Sekil 1.1) (253). SP-B ve SP-C sentez ve tasinimi1 lamellar
cisim yolagiyla gergeklesirken (254,255) SP-A ve SP-D salinimi lamellar cisim
yolagindan bagimsiz gergeklesir (251,256). Lamellar cisimler, epitelin {izerini
kaplayan s1v1 film olan hipofaza salgilanmalarinin ardindan stirfaktanin bir formu
olan tiibiiler miyelini olustururlar (257). Tiibiiler miyelin sikisarak yiizey gerilimi
diisiik bir film olusturur (257). Kullanilan siirfaktan bilesenleri ATII ve makrofajlar
tarafindan geri alinir ve siirfaktan bilesenlerinin sentez ve salgilanmasi tekrar baslar

(257).
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Sekil 1.1. Lamellar cismin alveolar tip II epitel hiicrelerinden sentezlenmesi
ve s1vi-hava ara yiizeyine salgilanmasi
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Stirfaktanin gorevi hava-sivi ara ylizeyindeki ylizey gerilimini azaltmak,
alveollerin ¢okmesini engellemek ve patojenlere karst bagisikligir olusturmaktir
(237). Ekspirasyon ardindan akcigerde diisiik hava hacmi bulundugu sirada
alveollerin ¢okmesinin engellenebilmesi i¢in ylizey geriliminin 2 mN/m’den daha
diisiik olmas1 gerekmekte, DPPC agisindan zengin siirfaktan filmi de 1 mN/m’den
daha az bir yiizey gerilimi saglayabilmekte, bu sayede alveollerin ¢okmesini
engelleyebilmektedir (258). Siirfaktanda bulunan siirfaktan proteinlerinin
yapisindaki c-terminal lektin domain yapilar1 virlis ve bakterilere baglanarak
fagosite edilmelerini kolaylastirirlar (237). Siirfaktan fonksiyon bozukluguna sebep
olabilen genetik bozukluklar SP-B ve SP-C kodlayan genlerden kaynaklanmakta,
buna bagl gelisen siirfaktan yoklugu veya yapisinda olusan degisimler respiratuar
distres sendromu (RDS) veya ARDS gelisebilmekte ve yeni doganlarda 6liime
sebep olabilmektedir (237). Buna ek olarak fazla siirfaktan salinimi ve alveollerde

stirfaktan birikimi gaz degisimini olumsuz etkileyebilmektedir (237).

1.2.1 Siirfaktan Proteinleri

Siirfaktan proteinleri akciger siirfaktaninin %10-20’lik bolimini olusturan
ve akcigerdeki siirfaktan fonksiyonlarmin yerine getirilmesinden sorumlu
proteinlerdir, ancak, gozyasi, tlikiiriikk, nazal bosluk, beyin, bobrek, sindirim ve
isitme sistemleri gibi bir ¢ok sistemde saptanmiglardir (259-265). Insan viicudunda
genis bir yayilim alanina sahip olan siirfaktan proteinlerinin S. aureus ve P.
aeruginosa gibi bakteriler tarafindan salgilandigi da goriilmiistir (266).
Fonksiyonlari bilinen 6nemli siirfaktan proteinleri SP-A, SP-B, SP-C ve SP-D’dir
ancak bunlarin haricinde SP-G ve SP-H proteinleri de saptanmigtir (267-269). SP-
A, SP-B, SP-C ve SP-D kendi i¢inde ikiye ayrilabilir; hidrofilik, kollektin
proteinleri (SP-A ve SP-D) ve hidrofobik, ylizey aktif proteinler (SP-B ve SP-C)
(237,270). Diger siirfaktan proteinleri SP-G ve SP-H yapisal olarak bu dort protein
ile benzerlik gostermezler (267). C-tipi lektin, dogustan bagisiklikta gorevli
karbonhidrat baglayici lektin proteinidir (271). C-tipi lektinler bir¢ok patojenin
hiicre duvarinda bulunan seker yapilarini tanirlar ve bu yiizden patojen tanima
reseptOr proteini olarak adlandirilirlar (272). Kollektinler c-tipi lektinlerin bir alt
dalidir. Kollektin proteinlerinin yapilar1 birbirine benzerdir, farkli sayilardaki

monomerler bir araya gelerek multimerik bir yap1 olustururlar. Her bir monomer
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sistein agisindan zengin n-terminal domaini, kollajen benzeri domain, sarmal boyun
domaini ve karbonhidrat tanima domaini olarak da adlandirilan c-tipi lektin
domaininden olusur. SP-A ve SP-D apoptoz (273), opsonizasyon (274), fagositoz
aktivasyonu (275), mikrobiyal biiyiimenin inhibisyonu ve enflamatuvar yanitin
diizenlenmesi (276) gibi rolleri olan kollektin proteinleridir. Ana gorevleri
pulmoner bagisikligin siirdiiriilmesi ve solunum yolunun patojenlere karsi
korunmasidir (277). SP-B ve SP-C siirfaktan fosfolipidleriyle birlikte lamellar
cisim araciliiyla salgilanan yiizey aktif proteinlerdir (278). Hidrofobik yapida olan
bu proteinler siirfaktanin alveolar ylizeye yayilmasinda, stabilitesinde,
metabolizmasinda, geri doniisiimiinde goérev alirlar ve alveoliin yiizey geriliminin

diisiirilmesini saglarlar (279).

1.2.1.1 Hidrofilik Siirfaktan Proteinleri

Kollektin proteinleri birbirleriyle benzer yapidaki proteinler olup, kollajen-
benzeri bolgenin non-kollajen domaine baglanmasindan olusurlar (271). Siirfaktan
protein A’nin her bir polipeptid zincir monomeri 3 ana bolgeden olusur; (1) n-
terminal domaini, (2) kollajen gévde ve boyun, (3) karbonhidrat baglayict domain
(c-terminal, c tipi lektin) (280). Fonksiyonel SP-A proteini oktadekamer (on sekiz
alt birimden olusur) yapida, 630-kDa molekiiler agirliginda ve alt1 adet SP-A trimer
alt biriminden olusmaktadir (Sekil 1.2) (281).

Her bir SP-A trimeri 105-kDa molekiiler agirligina sahiptir ve ii¢ adet 35-kDa
agirhgindaki SP-A polipeptid zincirinin n-terminal domaininden birbirlerine
baglanmastyla bir araya gelir (281,282). Insan SP-A’s1 onuncu kromozomda
bulunan SP-A1 ve SP-A2 genleri tarafindan kodlanmaktadir (283). Bu iki genin
farkli alelik varyantlar siirfaktan fonksiyonunu degistirebilmekte, bazi varyantlar
yeni doganlarda RDS’e sebep olabilmektedir (284).

Yapisal olarak SP-A ile benzerlik gdsteren siirfaktan protein D monomerleri,
ayni SP-A gibi n-terminal domaini, kollajen gévde ve boyun, karbonhidrat
baglayici domain boélgelerinden olusur ancak SP-A’nin aksine 43-kDa
agirhgindadirlar (285,286). Fonksiyonel SP-D proteini dodekamer (on iki alt
birimden olusur) yapida ve 520-kDa molekiiler agirligindadir (287). Her bir
dodekamer 4 adet 130-kDa agirligindaki SP-D trimerinden meydana gelir (285).
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SP-D kodlayan SP-D geni de SP-A1 ve SP-A2 genleri gibi onuncu kromozomda

bulunmaktadir (288).
SP-A SP-D
) kollajen kollajen
kollajen boyun N-terminal boyun
SP-A govde SP-D
monomer monomer .
35-kDa karbonhidrat 43-kDa kollajen karbonhidrat
2 5 2 govde i
baglayici baglayici
N-terminal domain domain
SP-A SP-D
trimer trimer
105-kDa 130-kDa
SP-A SP-D
oktadekamer dodekamer
630-kDa 520-kDa

Sekil 1.2. Hidrofilik siirfaktan proteinlerinin yapisi

SP-A dogustan gelen ve sonradan kazanilan bagisiklikta, akcigerin
patojenlere karst korunmasina, alerjik reaksiyonlarda ve enflamasyonun
yonetilmesinde gorev alir (280). SP-A ve SP-D kompliman kaskadin1 aktive ederek
enflamatuvar hiicrelerin uyarilmasini ve patojenlerin opsonizasyon sayesinde yok
edilmesini saglarlar (289). Bunun yan1 sira SP-A ve SP-D patojenler ile dogrudan
etkilesime girmeden agregasyon ile hedeflemeyi saglayabilmektedirler (289). SP-
A opsonizasyonu gram negatif bakterilerin yapisindaki LPS (290), Heamophilus
influenza yapisindaki P2 dis membran proteinleri (291), respiratuar sinsityal viriis
yapisindaki glikoprotein (292) ve influenza viriis yapisindaki oligosakkaritler (293)
araciligiyla gerceklesmektedir (280). SP-D opsonizasyonu ise Mycobacterium
tuberculosis yapisindaki lipoarabino-mannan (274), respiratuvar sinsityal viriis
yapisindaki G proteini (294) ve influenza virlis yapisindaki noraminidaz (295)
araciligiyla gerceklesmektedir.

Karbonhidrat baglayici proteinlerin (CRP) mannoza kars1 yiliksek afinitesi

bulunmaktadir. SP-A yapisinda bulunan CRP’ler afinitesi asetilmannozamin ve L-
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fruktoz’a baglanirken (296), SP-D’nin yapisinda bulunan CRP’ler maltoz, glikoz
ve inositole baglanmaktadir (297). Hem SP-A hem de SP-D alveolar makrofajlarin
hiicre ylizeyinde bulunan ve fagositozda rol alan mannoz reseptdrlerinin
ekspresyonlarini arttirabilmektedirler (275). SP-A ve SP-D bakterilerin hiicre
membran1  gegirgenligini  arttirarak bakteri biiylimesini inhibe etmekte,
agliitinasyona sebep olarak bakterinin besine ulagimini kisitlamaktadir (298). SP-
A’nin O polisakkarit barindirmayan E. coli, Klebsiella pneumonia ve Enterobacter
aerogenes, SP-D’nin ise yine O-polisakkarit barindirmayan E. coli ve K.
pneumonia klinik izolatinin gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir (298). SP-D O-
polisakkarit bulundurmayan tiim Klebsiella pneumonia suslarina baglanirken O-
polisakkarit bulunduranlara daha az siklikla baglanabilmektedir (299). E. coli’nin
O-polisakkarit barindiran suslarinin ise hem SP-A hem de SP-D’ye kars1 direngli
oldugu gorilmiistiir ve bu yiizden LPS yapisinda bulunan O-polisakkaritin
bakteriyi siirfaktan proteinlerine karsi korudugu diistiniilmektedir (298). Buna ek
olarak SP-D’nin O-polisakkaritten yoksun LPS’ye (LOS) baglanabildigi
gosterilmistir (300). E. coli dis membraninda bulunan OmpA proteininin silinmesi
SP-A ve SP-D direncini diisiirmektedir, bu yilizden OmpA’nin siirfaktan
proteinlerine kars1 direng sagladigi diistiniilmektedir (298).

1.2.1.2 Hidrofobik Siirfaktan Proteinleri

Stirfaktan protein B, yapisinda sapozin, alfa heliks, sistein bulunduran ve
hidrofobik amino asit igerigine sahip sapozin-like protein ailesinin (SAPLIP) bir
tiyesidir (301). SAPLIP iiyelerinin ortak 6zelligi hidrofobik amino asit icermeleri,
alt1 sisteinin disiilfit kopriiler olusturmasi, alfa heliks igcermeleri ve lipidlerle
etkilesime girebilmeleridir (302). SP-B yapisinda %52 hidrofobik amino asit, sekiz
pozitif yiiklii rezidii ve bir negatif yiikli rezidii, altis1 disiilfit kdprii olusturan yedi
sistein ve yiiksek alfa heliks igerigi bulunan bir proteindir (303). SP-B’nin hala
rekombinant teknolojilerle iiretilememis olmast ve yiiksek hidrofobik yapisi
sebebiyle ii¢ boyutlu yapis1 bilinmemektedir (303). Buna ragmen yapisinda bulunan
bilesenlerin fonksiyonlar1 hakkinda c¢alismalar mevcuttur. SP-B n-terminal
kuyrugunun ve W9 rezidiiniin siirfaktan filmine baglanmasi i¢in gerekli oldugu
(304), prolinlerin, aromatik yan zincirlerin ve triptofan 9’un konformasyon ve

ylizey aktivitesinde (304—-306), heliks 1 ve 2’nin ylizey geriliminin diistiriilmesinde
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(307,308) ve C-terminalin membran flizyonu ve liziziyle birlikte yilizey geriliminin
diisiiriilmesinde rol aldig1 diisiiniilmektedir (307). SP-B kromozom 2’de bulunan
tek bir gen tarafindan kodlanir. SP-B ATII hiicrelerinde prekiirsor protein olarak
sentezlenerek ER’den Golgi aygitina aktarilir ve ardindan aktif hale geldigi lamellar
cisimde paketlenir (279). Katepsin-H, napsin A, pepsinojen C ve tiroid
transkripsiyon faktor-1 SP-B maturasyonu ve senteziyle iligkilidir (248).
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Sekil 1.3. Hidrofobik siirfaktan proteinlerinin yapisi

SP-B, lipid vezikiilleriyle etkilesime girerek lamellar cisim ig¢in gerekli
fosfolipid yapraklarin olusumunda, siirfaktanin lamellar cisme paketlenmesinde,
SP-C sentezinde, salgilanan siirfaktanin alveol icindeki tiibiiler miyeline
doniisiimiinde ve siirfaktan homeostazinda rol alir (279,309-311). Siirfaktan
salgilanmasi ve saglikli siirfaktan fonksiyonunun devamliligi i¢in SP-B elzem bir
proteindir ve yoklugunda RDS veya ARDS gelismektedir (279,312,313).

Yapilar1 benzerlik gosteren hidrofilik siirfaktan proteinleri olan SP-A ve
D’nin aksine hidrofobik siirfaktan proteinleri SP-B ve C’nin yapisi birbirinden
oldukca farklidir (Sekil 1.3). Siirfaktan protein C ¢ogunlukla transmembran alfa
heliks hidrofobik domain, N-terminal domain ve C-terminal domainden olusur ve
SP-C kromozom 8’de bulunan SFTPC geni tarafindan kodlanir (279,314). Cok
yiiksek hidrofobisiteye sahip olan SP-C’nin bu 6zelligini yapisindaki sisteinler
kazandirir (315). SP-C yapisindaki palmitoillenmis sistein gruplari lipid katmanlar
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icinde hareket edebilir ve alveolii kaplayan film formasyonunda gorev alirlar (316).
N-terminal domain prekiirsér SP-C’nin ER’den taginmasinda, C-terminal domain
ise SP-C biyosentezinde gorev alir (314). SP-C, SP-B gibi prekiirsor protein olarak
ATII hiicrelerinde sentezlenir, SP-B araciligiyla multivezikiiler cisimciklere taginir
ve oradan her iki hidrofobik siirfaktan proteininin de islendigi lamellar cisimde
paketlenerek fosfolipidlerle birlikte alveol igerisine salgilanir (317).

SP-C’nin fonksiyonu SP-B ile benzerlik gosterir. SP-C, siirfaktanin yiizey
gerilimini diisiirme fonksiyonuna, fosfolipidlerin adsorpsiyonu ve film ylizeyine
yayilmasina katki saglar ve siirfaktan katabolizmasinda rol alir (314,318). SP-C
yoksunlugu akcigerde enflamasyon, amfizem, fibrozis, displazi gibi sorunlara,
akciger anormalitesine ve RDS’ye sebep olabilmektedir (319,320).

Hem SP-B hem de SP-C, siirfaktan fonksiyonunu gelistirdikleri i¢in yeni
doganlarda RDS’e yonelik siirfaktan replasman tedavisinde kullanilmakta, sentetik

SP-B ve SP-C iiretim ¢alismalari stirdiiriilmektedir (279,321,322).

1.2.2 Siirfaktan Proteinleri ve Enfeksiyon Iliskisi

SP-A ve SP-D akcigerin patojenlere kars1 korunmasinda kompliman kaskadi,
agregasyon, opsonizasyon gibi farkli mekanizmalarla gorev almakta ve patojenlere
farkli ligandlar araciligiyla baglanabilmektedir (274,280,289-295). Patojenlerin
SP-A ve/veya SP-D ile maruziyeti patojenlerin viriilansim etkileyebilmekte ve
enfeksiyon varliginda akcigerdeki SP-A ve SP-D seviyeleri etkilenebilmektedir
(Tablo 1.1).

SP-A ekspresyonu veya BALS SP-A seviyesi E. coli LPS’si (290), akut
akciger hasar1 (323), Aspergillus fumigatus ile tetiklenen alerjik enflamasyondan
(324) etkilenebilmektedir. SP-A Cryptococcus neoformans (325), influenza A
(326), Mycoplasma pneumoniae (327), insan bagisiklik yetmezligi viriistiniin (HIV)
(328), respiratuar sinsityal virlisin (RSV) (292), Haemophilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae, Grup A Streptokok (329), Grup B Streptokoka (330)
baglanabilmekte, bu patojenlerin biiyiimesini durdurmakta ve makrofajlar
tarafindan fagositozlarini kolaylastirmaktadir.

SP-D P. aeruginosa (331), HIV (332), Mycobacterium tuberculosis (274),
influenza A viriisii (333), Pneumocystis carinii (334), Candida albicans,

Aspergillus  fumigatus (335), Mycobacterium bovis (336), Mycobacterium
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tuberculosis (274,337,338) gibi patojenlere baglanabilmekte, biiylimelerini inhibe
edebilmekte veya fagositozunu kolaylastirabilmektedir. Buna karsilik SP-D
Coxiella burnetii’ye baglanmaktadir ancak bakterisidal bir etki gostermemekte ve
fagositozu kolaylastirmaktan ziyade Coxiella burnetii’nin alveolar makrofajlar
tarafindan fagositozunu azaltmaktadir (339).

SP-B seviyesi bakteri veya LPS maruziyetinden etkilenmektedir, ancak in
vivo ve in vitro ¢alismalarda farkli sonuglar alinmis, ek olarak kullanilan farkli
deney hayvanlarinda farkli sonuglarla karsilasilmistir. In vivo ¢alismada
Pseudomonas LPS’si maruziyetinde SP-B seviyesinde diisiis (340), SP-B mRNA
ekspresyonunda artis saptanmis (341) veya ekspresyonun degismedigi goriilmiistiir
(290). In vitro galigmada hangi mikroorganizmadan elde edildigi belirtilmeyen LPS
maruziyetinde, SP-B gen transkripsiyonunda artis oldugu bildirilmistir (342).
Pseudomonas aeruginosa (343), Pneumocystic carinii (344,345) Aspergillus
fumigatus (346) inokiilasyonlarinda SP-B ekspresyonu diismektedir. Farkli BALS
SP-B seviyesi bulunduran farelerde grup B streptokok ve P. aeruginosa
seviyelerinin farklilik gdstermemekte (347), farkli SP-B varyantlar1 barindiran
farelerde bakteriyel yiikiin degistigi goriilmektedir (343).

P. carinii (345) ve A. fumigatus’a (346) maruziyet BALS SP-C seviyesini
diistiriirken LPS maruziyetinin SP-C mRNA ekspresyonunu arttirdig1 goriilmiistiir
(341). SP-C’den yoksun farelerde de LPS maruziyetinde persistan enflamasyon ve

artmis sitokin tiretimi goriilmektedir (348).
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Tablo 1.1. Siirfaktan proteinlerinin etkiledigi veya maruziyetinde
etkilendigi mikroorganizmalar

Cryptococcus neoformans, Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma
SP-A pneumoniae, Haemophilus influenzae, Mycobacterium tuberculosis,

Grup A Streptokok, HIV, RSV, influenza A

Pneumocystic  carinii, Aspergillus fumigatus, Pseudomonas

SP-B .

aeruginosa
SP-C Pneumocystic carinii, Aspergillus fumigatus

Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis,
SP-D Pneumocystis carinii, Candida albicans, Aspergillus fumigatus,

Influenza A, HIV, Mycobacterium bovis (BCG)

1.3 Cahismanin Amaci

A. baumannii yogun bakim initelerinde yiiksek siklikla nozokomiyal
pnomoniye, buna bagl olarak hastanede kalma siiresinin artmasina ve yiiksek
mortaliteye sebep olmaktadir. Akciger saglhiginda siirfaktan proteinlerinin miktari
ve fonksiyonu 6nem arz etmektedir. Bu proteinlerin eksikliginde patojenlere kars1
direncin diistiigii bilinmektedir. Akciger siirfaktan proteinleri; SP-A, SP-B, SP-C
ve SP-D’nin ekspresyonlart ve seviyeleri enfeksiyon varliginda degisiklik
gostermektedir ancak A. baumannii pndmonisinin bu proteinler iizerinde nasil bir
etkisi oldugu bilinmemektedir. Calismanin amaci A. baumannii kaynakl
pnomonide 3., 24. ve 48. saatlerde siirfaktan seviyesinin nasil etkilendigini
arastirmaktir. Bu calisma A. baumannii’nin akciger siirfaktan proteinleri lizerine
etkisini arastiran ilk calismadir.

Bu calismamizdaki hipotezimiz; “Sicanlarda, A. baumannii kaynaklh
pndémoni akciger siirfaktan proteinleri SP-A, SP-B, SP-C ve SP-D seviyelerinde

degisime neden olur.” seklindedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1 Deney Hayvanlar1 ve Gruplar

Bu calisma Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu 14.02.2018 tarihli, 2017/53 numarali karar1 ile onaylanmistir.
Calismada 54 adet, 6-7 aylik erkek Sprague-Dawley cinsi sigan kullanilmistir.
Sicanlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlikta, sabit nem ve oda sicaklifindaki
odalarda, ad libitum musluk suyu ve standart pellet yemler ile beslenmistir.
Hayvanlara uygulanan miidahaleler Abant Izzet Baysal Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezinde yiiriitiilmiistiir. Siganlar sham ve A. baumannii
olmak lizere 2 ana gruba ayrilmistir. Her ana grubun altinda 3., 24. ve 48. saat
gruplar1 olmak {izere 3’er tane alt grup bulunmaktadir (Tablo 2.1); sham gruplari
(1) SH-3, (2) SH-24, (3) SH-48 olarak, A. baumannii gruplar1 (1) AB-3, (2) AB-24,
(3) AB-48 olarak adlandirilmistir. Sham gruplarina intratrakeal yol ile 100 pl steril
serum fizyolojik, A. baumannii gruplarmma ise 0.5 McFarland Acinetobacter
baumannii ATCC 19606 ihtiva eden 100 pl serum fizyolojik inokiilasyonu
yapilmustir. Inokiilasyonun ardindan siganlar tekli kafeslerde dinlenmeye

alinmistir.

Tablo 2.1. Deney gruplar1 ve siganlara uygulanan iglemler

Sham Acinetobacter baumannii
Grup Inokulum Doku Alim1 Grup Inokulum Doku Alim1
Steril serum Instilasyondan 0.5 McFarland Instilasyondan
3. saat . . 3. saat ..
fizyolojik 3 saat sonra A. baumannii 3 saat sonra
24, saat Steril serum Instilasyondan 24, saat 0.5 McFarland Instilasyondan
' fizyolojik 24 saat sonra ’ A. baumannii 24 saat sonra
48, saat Steril serum Instilasyondan 48, saat 0.5 McFarland Instilasyondan
' fizyolojik 48 saat sonra ' A. baumannii 48 saat sonra
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2.2 Acinetobacter baumannii, inokulum ve Testler

Bu calismada enfeksiyon etkeni olarak Acinetobacter baumannii Bouvet ve
Grimont (ATCC 19606) (Epigen Biyoteknoloji, Ankara) standart susu
kullanilmistir. -4°C’de saklanmakta olan bakterinin 1000 pl steril serum fizyolojik
ile rehidrasyonu yapilmistir. 10 pl’lik 6ze kullanilarak koyun kanli agara azaltilarak
ekimi gerceklestirilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saat
ardindan tiremeler kontrol edilmis ve iireyen kolonilerden alinan 6rneklerde gram
boyamasi yapilarak bakteriler mikroskop altinda incelenmis, katalaz ve oksidaz
testleri yapilmistir. Gram boyama icin tek koloni 6rnegi lam tizerine yayilmis ve
kuruduktan sonra alevde tespit edilmistir. Lam 1,5 dakika kristal viyole (Merck,
1.11885.0001, Darmstadt, Almanya) ile bekletildikten sonra 30 saniye g¢esme
suyunda yikanmig, ardindan 3 dakika Lugol (Merck, Darmstadt, Almanya)
sollisyonunda bekletilmistir. 20 saniye ¢esme suyunda yikanan lam 5-10 saniye
kadar alkol soliisyonuyla (Merck, 1.11885.0001, Darmstadt, Almanya) yikanmis,
ardindan 1 dakika Safranin (Merck, 1.11885.0001, Darmstadt, Almanya)
sollisyonunda bekletilmistir. 1 dakika ¢esme suyunda yikanan lam kurumaya
birakilmistir. Katalaz testi i¢in tek koloni 6rnegi lama yayilarak {lizerine katalaz
reaktifi damlatilmistir (Chembio, CB6525.0100, Istanbul). Oksijen kabarciklarinin
goriilmesi durumunda bakteri katalaz pozitif, kabarcik goriilmemesi durumunda ise
katalaz negatif kabul edilmistir. Oksidaz testi i¢in tek koloni 6rnegi oksidaz test
stripinin (Chembio, CB6525.0100, Istanbul) aktif bdlgesine yayilmis ve reaksiyon
icin beklenilmistir. 30 saniye i¢inde test stripi ilizerinde mavi/mor renk olusumu
durumunda bakteri oksidaz pozitif, renk degisimi olmamasi1 durumunda oksidaz
negatif kabul edilmistir. Her 24 saatte bir 3’er farkli besiyerinden alinan
bakterilerden tek koloni pasajlari yapilmis ve 3 tekrar olacak sekilde 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inokulum intratrakeal instilasyonun hemen oncesinde
hazirlanmistir. Pasajlanan besiyerlerinden alinan tek koloni ornekleri ile 0.5
McFarland (1.5%108 koloni olusturan iinite) (349) Acinetobacter baumannii igeren
Iml’lik inokiilasyon c¢ozeltisi nefelometre (BD PhoenixSpec) araciligiyla

hazirlanmstir.
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2.3 Besiyerleri

A. baumannii'nin (ATCC 19606) canlandirilmasinda Koyun Kanli1 Agar (Or-
Bak, Alkim Saglik Hizmetleri San. ve Tic. Ltd. Sti., Ankara), akcigerden alinan
orneklerin ekiminde ise Eosin Methylen Blue (EMB) Agar (Or-Bak, Alkim Saglik
Hizmetleri San. ve Tic. Ltd. $ti., Ankara) kullanilmistir.

2.4 Intratrakeal Instilasyon

Intratrakeal ketamin (90mg/kg, Ketasol, Interhas Tibbi ve Kimyevi Uriinler
San. ve Tic. A.S., Ankara) ve ksilazin (10mg/kg, Xylazin Bio, Intermed Ecza
Deposu Ithalat, Thracat, Ticaret ve Taahhiit Ltd. Sti., Ankara) anestezisi uygulanan
sicanlar yaklasik 60 derecelik dikey acida bulunan tablaya yerlestirilmis ve iist
dislerinin altindan gegirilen bir ip yardimiyla iist ¢genesi sabitlenmistir. Sicanin dili
disariya dogru alinarak, bir tarafi damaga bir tarafi da dile gelecek sekilde agza
yerlestirilen bir pens sayesinde alt ¢enenin agik ve dilin sabit kalmasi saglanmistir
(Sekil 2.1). Agza dik yerlestirilen bir 151k kaynag1 sayesinde farinks aydinlatilarak

glotis ve trakenin goriinmesi saglanmistir (Fotograf 2.1).
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Sekil 2.1. Kaniiliin trakeye yerlestirilmesi a) dil ve alt ¢ene pens ile acik
tutulurken kaniil trakeye yerlestirilir, b) kaniil trake i¢inde ilerletilir.
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Fotograf 2.1. Dil ve alt ¢cene pens ile sabitlendikten sonra aydinlatilan farinks
ve glotisin goriiniimii

100ul A. baumannii /
veya
100u1 steril serum fizyolojik

0.5 ml hava il
0.5 ml hava igeren / Eﬂi:tv: "
instilin enjektorii 100 pul'lik sivi

g

| B8 £y BN |

a. b.

Sekil 2.2. Hazirlanan sivinin akcigere enjekte edilmesi a) enjekte edilecek
stvi insiilin enjektoriine aktarilir, b) 0.5 ml hava ile birlikte siv1 igeren enjektor
kaniile yerlestirilir, ¢) siv1 trake icerisinde enjekte edilir
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19ga’lik  kaniil Once agizdan, sonra glotisten gegirilerek trakeye
yerlestirilmistir. AB gruplarina 0.5 McFarland Acinetobacter baumannii igeren 100
ul serum fizyolojik (% 0.9 NaCl), SH gruplarina ise 100 pl steril serum fizyolojik
insiilin enjektoriine aktarilmis ve igerisine 0.5 ml daha hava ¢ekilmistir. Enjektor
kaniile takilarak sivi yavasca enjekte edilmistir. Sivinin kaniiliin igerisinde
kalmamasi i¢in enjektor kaniilden ¢ikartildiktan sonra tekrar 0.5 ml hava ¢ekilerek
ve kaniile yerlestirilerek yavasca enjekte edilmistir (Sekil 2.2). Sicanin soluksuz
kalmamasi i¢in kaniil ¢ikarilmistir. Enjekte edilen sivinin cigerlere inebilmesi ve
geri ¢ikmamast i¢in 1dk silireyle aymi agida bekletildikten sonra, sican yan
yatirilarak solunumu gozlenmistir. Solunum stabilize olan siganlar dokularin

alinacag giine kadar tekli kafeslere yerlestirilmistir.

2.5 Akciger Dokular:

Her gruptan 6 hayvan bronkoalveolar lavaj, 3 hayvan ise histopatolojik
inceleme i¢in ayrilmistir. Siganlar gruplara gore 3., 24. ve 48. saatlerde ketamin ve
ksilazin (sirastyla 270mg/kg, 30mg/kg) anestezisine alinmistir. Anestezi altindaki
sicanlar eksanguinasyon ile sakrifiye edildikten sonra trakenin tist boliimii kesilerek
akcigerler biitiin olarak ¢ikartilmigtir. Her grupta 3 sigandan elde edilen akcigerler
%10’luk formaldehit ile tespit edilerek histopatolojik inceleme giinline kadar

formaldehit soliisyonunun igerisinde saklanmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Histopatolojik inceleme i¢in ayrilan akciger 6rnekleri a)
akcigerler trakenin iist boliimiinden kesilerek tek parca halinde ¢ikartilir, b) doku
%10’luk formaldehit iceren bir kabin igerisine alinarak inceleme giiniine kadar
saklanir

2.6 Bronkoalveolar Lavaj

Bronkoalveolar lavaj icin ayrilan sicanlar ketamin ve ksilazin (sirasiyla
270mg/kg, 30mg/kg) anestezisine alimmistir. Anestezi altindaki siganlar
eksanguinasyon ile sakrifiye edildikten sonra trakenin tiist bolimi kesilerek
akcigerler biitlin olarak c¢ikartilmistir. Keskin boliimi ¢ikartilan bir enjektér ucu
trakeye yerlestirilerek sikica baglanmistir. 15 ml steril serum fizyolojik igeren
20mD’lik bir enjektor uca yerlestirilmistir (Sekil 2.4). Akcigerde yirtilma olmamasi
ve miimkiin olan en ¢ok BALS miktarinin alinabilmesi adina, serum fizyolojik
yavagc¢a trakeden akcigerlere enjekte edilmistir. Tiim serum fizyolojigin enjekte
edilmesinin ardindan aym yavas hizda BALS geri ¢ekilmistir. Akciger icerisinde
bulunan molekiillerin tamamiyla alinabilmesi i¢in ¢ekilen BALS akcigere ikinci
defa yavasca enjekte edilmis ve tekrar geri ¢ekilmistir (Sekil 2.4 ve Fotograf 2.2).
Toplanan BALS vortekslenerek 1ml’lik bir boliim mikrobiyolojik inceleme i¢in
ayrilmistir. Geriye kalan BALS 3000 rpm’de 20dk santrifiij edildikten sonra
stipernatant kism1 Iml’lik tiiplere ayrilarak biyokimyasal analizlere kadar -80°C’de

saklanmustir.
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Sekil 2.4. Bronkoalveolar lavaj prosediirii a) 15 ml steril serum fizyolojik
iceren enjektor trakeye bagl kaniile yerlestirilir, b) sivi yavasca enjekte edilirken
akcigerlerin sistigi gézlenir, c) BALS yavasca ¢ekilir, d) siv1 bir kez daha yavagca
enjekte edilir

o
»

b.

Fotograf 2.2. BALS sirasinda akcigerin goriiniimii a) akcigerlere 15 ml steril
serum fizyolojigin enjekte edilmis hali, b) BALS nin geri ¢ekilmis hali.

2.7 Mikrobiyolojik inceleme

BALS’den ayrilan 1ml’lik sividan 10 pl’lik 6ze ile alinan 6rnek Eosin-
Metylene Blue (EMB) besi yerine ekim yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibasyona
brrakilmigtir. Ayni sivinin 100 pl’lik boliimii direkt olarak EMB besi yerine
damlatilarak 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. BALS alinmis olan akciger
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boylamasina kesilmis ve kesik bolimii EMB besi yerine ekilerek 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan besi yerlerindeki

tireme kontrol edilerek koloni sayimi1 yapilmustir.

2.8 Histopatolojik Inceleme

Histopatolojik inceleme i¢in ayrilan 3 sigandan alinan akciger dokulari
%10’luk formaldehit i¢inde tespit edilmistir. Akciger dokular1 kesilerek en genis
ylizeyleri goriilecek sekilde doku takibine alinmis ve takip sonrasinda parafine
gomiilmiistiir. Hazirlanan parafin bloklardan 3 pm kalinliginda kesitler alinarak
hematoksilen-eozin (HE) boyasi ile boyanmistir. Kesitler LEICA DM 2000 LED
marka 151k mikroskobunda degerlendirilmistir. Akciger dokusunun patolojik
incelemesinde konjesyon, hemoraji, alveol icerisinde makrofajlarin kiimelenmesi,
graniilom, bronkoalveoler proliferasyon, alveol duvar kalinlagmasi, brong ve damar
cevresi lenfosit varligi, abse formasyonu, polimorfoniikleer 16kosit infiltrasyonu,
bronsiyal liimenlerde eksuda varlig1 ve fibrozis parametreleri semikantitiatif olarak

degerlendirilmis ve Tablo 2.2’ye gore skorlanmistir (350).

Tablo 2.2. Histopatolojik skorlama

Skor Aciklama

0 Minimum hasar

1 Hafif hasar

2 Orta derecede hasar
3 Siddetli hasar

4 Maksimum hasar
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2.9 Biyokimyasal inceleme

-80°C’de saklanan BALS siipernatant boliimlerinde SP-A, SP-B, SP-C ve SP-
D ELISA analizleri yapilmistir. Her hayvandan alinan BALS 6rnekleri ELISA
kitlerinde en ez 2, en ¢ok 4 tekrar olacak sekilde calisilmistir. ELISA testleri iiretici
firmanin (Shanghai YL Biotech Co. Ltd.) dnermis oldugu prosediir takip edilerek
tamamlanmistir. Kisaca; ELISA kitleri ve BALS oOrnekleri oda sicakligina
getirilmistir. Yikama sollisyonu 30 kat konsantre halde bulundugu icin 1/30
oraninda seyreltilmistir. S1, S2, S3, S4, S5 ve S6 isimli 6 adet ependorf tiipii
hazirlanmistir. 120 pl orijinal standart S6’ya eklenmis, S1, S2, S3, S4, S5 tiiplerine
120 pl standart diliisyon soliisyonu eklenmistir. S5’e orijinal standarttan alinan 120
ul eklenerek seyreltilmis, S5’ten alinan 120 pl, S4’e eklenerek seyreltilmis, benzer
sekilde bir iist standart tiiplinden alinan soliisyonlar seyreltilerek her biri bir
oncekinin iki kat1 konsantrasyonda olan S1, S2, S3, S4, S5 ve S6 standartlari
hazirlanmustir.  Ikiser kuyu bos birakilarak her standart icin ikiser kuyu
kullanilmistir. 40 ul BALS 6rnekleri pipetlenerek, lizerlerine 10 pl her kitin kendi
plaklarina ayr1 olacak sekilde SP-A, SP-B, SP-C veya SP-D antikorlar1 eklenmistir.
Standart kuyularina 50 pl soliisyon eklenmistir. Bos kuyular hari¢ tiim 6rneklere ve
standart kuyularma 50 pl Streptavidin-HRP eklenmistir. ELISA plaklariin {izeri
miihiir membrani ile kapatilarak 37°C’de 60 dakika inkiibasyona (Memmert IN75
Inkiibatdr) birakilmustir. Inkiibasyonun ardindan hazirlanan yikama soliisyonu ile
tiim kuyular 5’er defa 350 pl pipetlenerek yikanmistir. Bos kuyular da dahil olmak
tizere tim kuyulara 50 pul Chromogen A ve 50 pul Chromogen B eklenmistir.
Plakalarin iizeri tekrar miihiirlenerek hafifge sallanmis ve 10 dakika 37°C’de,
karanlikta inkiibasyona birakilmigtir. Tiim kuyulara 50 pl Stop soliisyonu eklenmis
ve 10 dakika i¢cinde 450 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Multiskan Go,
Thermo Scientific, Wlatham, ABD) okutularak absorbans degerleri kaydedilmistir.
Tekrar1 olan orneklerin absorbanslarinin ortalamalar1 alinmistir. Test sonucunda
alinan absorbans degerlerinden standart egrisi saptanarak bu egriden elde edilen
formiil ile 6rneklerin SP-A, SP-B ve SP-D i¢in ng/ml, SP-C i¢in pg/ml karsiliklar

saptanmistir.
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2.10 istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin dagilimlar1 Shapiro-Wilk testi ile test edilmistir.
Sicanlarin ilk ve son agirliklar1 arasindaki farklarin analizinde Eslestirilmis
Orneklem T Testi (paired samples t test) kullanilmistir. Gruplari aras1 mortalite Ki
Kare ile test edilmistir. ELISA verilerinin Sham ve A. baumanni gruplar1 arasindaki
analizinde Bagimsiz Orneklem T Testi (independent samples t test), verilerin grup
i¢indeki saatler aras1 analizinde ise Fisher'in en kii¢iik anlamli farklar testi (Fisher’s
least significant difference, Fisher’s LSD) ve Bonferonni Post Hoc testleri ile Tek
Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) kullanilmistir. Fisher’s LSD ve Bonferonni
arasindaki se¢im Orneklem esitligine gore yapilmis; esit 6rneklemlerde Fisher’s
LSD, esit olmayanlarda Bonferonni kullanilmistir. Histopatolojik verilerin
analizinde verilerin dagilimina gére Dunn’s Post Hoc testi ile Kruskal-Wallis ve
Fisher’s LSD Post Hoc testi ile ANOVA kullanilmistir. Siirfaktan proteinlerinin
korelasyon analizinde Pearson korelasyon testi kullanilmistir. Tiim testler IBM
SPSS Statistics 22 (IBM, New York, ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Pearson’in  korelasyon katsayisinin  degerlendirmesinde Tablo  2.3’deki

degerlendirme kullanilmistir (351).

Tablo 2.3. Korelasyon katsayist degerlendirmesi

Korelasyon katsay1s1 Degerlendirme

0,90 ile 1,00 Cok giiclii, pozitif korelasyon

0,70 ile 0,90 Giiglii, pozitif korelasyon

0,50 ile 0,70 Orta, pozitif korelasyon

0,30 ile 0,50 Diistik, pozitif korelasyon

0,00 ile 0,30 G0z ardi edilebilir, pozitif korelasyon
0,00 ile -0,30 G0z ardi edilebilir, negatif korelasyon
-0,30 ile -0,50 Diistik, negatif korelasyon

-0,50 ile -0,70 Orta, negatif korelasyon

-0,70 ile -0,90 Gicli, negatif korelasyon

-0,90 ile -1,00 Cok giiclii, negatif korelasyon
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3. BULGULAR

3.1 Deney Hayvanlari, Agirhiklar ve Mortalite

Calismada toplam 54 adet 6-7 aylik Sprague-Dawley erkek sican
kullanilmistir. Instilasyon esnasinda kaniil trakeyi tamamen kapatmakta ve
hayvanin nefes almasini zorlastirmaktadir. Calismada 19ga kalinliginda, nispeten
ince bir kantil kullanilmis olmasina ragmen kaniiliin ucunda bulunan genis bolge
trakenin kapanmasima yol agmaktadir. inokulumun enjekte edilmesinin ardindan
kaniiliin hizli bir sekilde, ancak trakeyi zedelemeden ¢ikartilmasi si¢anin
solunumunun diizene girmesi i¢in dnem arz etmektedir. Sicanlarda instilasyonun
ardindan kisa bir siire takipne ve derin nefes alma goézlenmis ve si¢anlarin
solunumlarimin kisa siirede stabilize oldugu gériilmiistiir. instilasyon yapilan tiim
sicanlarda islemin ardindan nefes alip verme esnasinda hirildama gozlenmistir.

SH-3, SH-24, SH-48 ve AB-3 gruplarindan birer hayvanda instilasyonun
ardindan solunum stabilize olmus ancak ilerleyen dakikalarda si¢anlarda eksitus
goriilmiistiir (Tablo 3.1). AB-48 grubundaki iki siganda instilasyonu takip eden
giinlerde takipne ve hareketlilikte diisiis gozlenmis, ayni sicanlarin doku
alimlarinda ise mediastinumda yar1 seffaf, koyu sivi birikimi goézlenmistir.
Enfeksiyon kaynakli olarak nitelendirilebilecek tek bir 6liim kaydedilmistir.
Instilasyon sonrasi yasanan kayiplarin ardindan A. baumannii grubunda hem
instilasyon hem de enfeksiyon kaynakli 6liimlerin olabilecegi diigiiniilmiis ve Sham
48. Saat grubundan heniiz inokulum instilasyonu yapilmamus rastgele bir hayvan A.
baumannii 48. Saat grubuna aktarilmistir. Son durumda eksitus goriilen sicanlarla
birlikte SH-3, SH-24, AB-3 ve AB-24 gruplarinda 9, SH-48 grubunda 8 ve AB-48
grubunda 10 hayvan bulunmaktaydi. AB-48 grubundaki bir si¢anda instilasyonu
takip eden giin eksitus goriilmustiir. SH-3, SH-24 ve AB-3 gruplarinda mortalite
%11,1, SH-48 grubunda %12,5, AB-24 grubunda %0 ve AB-48 grubunda %10
olarak bulunmustur. Gruplar arasinda mortalite acisindan istatistiksel anlamli fark

bulunmamastir (p>0,05).
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Tablo 3.1. Deney hayvanlarinin eksitus oranlari

Grup Eksitus (n/%) BALillnan Dozlzll(ciger n
SH-3 1/11.1 5 3 9
SH-24 1/11.1 5 3 9
SH-48 1/125 4 3 8
AB-3 1/11.1 5 3 9
AB-24 0/0 5 4 9
AB-48 1/10 5 4 10

Tablo 3.2. Deney hayvanlarinin ilk ve son agirlik dl¢timleri

Grup Ik Agirlik, g Son Agirlik, g p degeri
SH-3 417, 63 + 37,60 417,00 £ 36,51 0,551
SH-24 424,00 = 62,79 435,38 £ 61,70* 0,015
SH-48 419,57 £42,95 433,43 £ 23,94 0,247
AB-3 435,00 £41,76 433,75 £42.41 0,234
AB-24 436,67 £27,41 426,33 £25,18* 0,000
AB-48 439,33 £55,25 418,00 £45,01* 0,003

Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. * ilk agirliga gore istatistiksel olarak anlamli

sekilde farkli.

Sicanlarin viicut agirliklart inokolum instilasyonundan (ilk agirlik) ve doku
alimindan once (son agirlik) birer defa dl¢giilmiistiir. Gruplar aras1 karsilastirmada
sicanlarin ilk agirliklart arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmamaktadir
(p>0,05). SH-3 grubunda hayvanlarin ilk ve son agirliklar1 arasinda fark
bulunmazken (p>0,05), SH-24 grubundaki hayvanlarin son agirliklarinin ilk
agirliklarina gore %2,68 oraninda istatistiksel olarak anlamli sekilde artmis oldugu
goriildii (p<0,05). SH-48 grubundaki hayvanlarin son agirliklari ilk agirliklarina
gore %3,30 oraninda atmis olsa da bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0,05). AB-3 grubundaki hayvanlarin ilk ve son agirliklar1 arasinda bir fark
goriilmezken, AB-24 ve AB-48 gruplarindaki hayvanlarin son agirliklarinin ilk
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agirliklarina gore istatistiksel anlamli sekilde diisiik oldugu goriildii (sirasiyla

%?2,37 ve %4,86) (p<0,01) (Tablo 3.2).

3.1 Bakteriyel Ureme

A. baumannii (ATCC 19606) standart sus bakterisi rehidrasyonunun ardindan
koyun kanli agarda 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis (Fotograf 3.1), 24
saatin ardindan iireyen kolonilerden alinan 6rneklerde gram boyamasi yapilarak
bakteriler mikroskop altinda incelenmis, katalaz ve oksidaz testleri yapilmistir.
Bakterinin gram negatif, katalaz pozitif, oksidaz negatif ve kokobasil seklinde

oldugu goriilmiistiir (Fotograf 3.2).

a.

Fotograf 3.1. 24 saatlik enkiibasyonun ardindan A. baumannii’nin
besiyerindeki goriintiisii, a) koyun kanl agar, b) EMB Agar, c) EMB Agarda tek
koloni pasajindan 24 saat sonra
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Fotograf 3.2. Gram boyanmigs ATCC 19606 Acinetobacter baumannii’nin
151k mikroskobu altindaki goriintiisii

Tablo 3.3. BALS o6rneklerinden yapilan ekim sonucu iireyen koloni sayisi

Sham A. baumannii
Grup
Koloni Sayis1  Insidans (n/%) Koloni Sayis1  Insidans (n/%)
3. saat 0 0/0 148,80 + 206,56 2/40
24. saat 0 0/0 0,80 + 0,84 3/60
48. saat 0 0/0 0,20 £0.45 1/20

Sham grubundaki sicanlardan alman BALS’den yapilan ekimlerde iireme
saptanmamustir. A. baumannii grubunda ise 3. saatte 148,80 + 206,56, 24. saatte
0,80+ 0,84 ve 48. saatte 0,20 £ 0,45 adet A. baumannii kolonisi liredigi saptanmistir
(Tablo 3.3). Sicanlarin akcigerlerinden alinan kesitin dogrudan EMB besi yerine
ekilmesi iizerine Sham grubunda A. baumannii kolonisi goriilmezken A. baumannii

grubunda tiim 6rneklerde 100.000’den fazla koloni saptanmistir (Fotograf 3.3).
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Fotograf 3.3. Akciger kesitlerinden alinan 6rneklerin ekimi sonrasi lireme,
sol) Sham grubu, sag) A. baumannii grubu

3.2 Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik bulgular hem Sham ve A. baumannii gruplar1 arasinda hem de
grup i¢indeki farkli saatler arasinda karsilagtirllmistir. Gruplar arasi karsilastirma
Tablo 3.4’te, grup i¢indeki saatler arasindaki karsilastirma ise Tablo 3.5 ve 3.6’da
verilmigstir. SH-3 ile AB-3 karsilagtirmasi Fotograf 3.4 ve 3.5’te, SH-24 ile AB-24
karsilastirmasi1 Fotograf 3.6 ve 3.7°de, SH-48 ile AB-48 karsilastirmas1 Fotograf 3.8
ve 3.9°da, AB-3 ile AB-48 karsilastirmas1 Fotograf 3.10°da ve AB-24 ile AB-48
karsilastirmasi Fotograf 3.11°de verilmistir.

Brons ¢evresi lenfosit skorunun Sham grubunda 3. ve 24. saatlerde ayni
seviyede oldugu (sirasiyla 0,67 £ 0,67 ve 0,67 = 0,33) 48. saatte ise 0,00’a indigi
goriilmiis, ancak istatistiksel anlamli farklilik bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 3.4).
A. baumannii grubunda ise 3. saatten 24. saate %3,00, 24. saatten 48. saate de %9,09
artarak 3,00 seviyesine ulastigi goriilmiis ancak istatistiksel anlamli farklilik
bulunmamastir (p>0,05). A. baumannii grubundaki brong ¢evresi lenfosit skoru her
saatte Sham grubuna gore yiiksek bulunmus, 24. ve 48 saatlerde istatistiksel anlaml1
fark bulunmustur (p<0,05).

Damar gevresi lenfosit skorunun Sham grubunda 3. saatten 24. saate %50,38
oraninda diistiigii, 48. saatte de %49,63 oraninda diiserek 0,67 + 0,33 seviyesine
indigi gorilmiis ancak saatler arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmamistir

(p>0,05). A. baumannii grubunda ise Sham grubunun aksine damar ¢evresi lenfosit
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skoru 3. saatten 24. saate %11,33 diismiis, ardindan 48. saatte %33,33 artarak 2,00
+ 0,58 seviyesine ulagmigtir, ancak saatler arasinda istatistiksel anlamli fark
bulunmamaistir (p>0,05). Damar ¢evresi lenfosit skorunda Sham ve A. baumannii
gruplari arasinda da istatistiksel anlamli fark bulunmamastir.

Sham grubunda polimorfoniikleer 16kosit (PMNL) infiltrasyonu goriilmemis,
3., 24. ve 48. saatlerde PMNL infiltrasyonu skoru 0,00 olarak bulunmustur. A.
baumannii grubunda ise PMNL infiltrasyonu skoru 3. saatten 24. saate %64,67
artmis, 48. saatte de %36,36 artarak 3,75 + 0,25 seviyesine kadar ylikselmis, 3. ve
48. saatler arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmustur (p<0,05) (Fotograf 3.10).
Sham ve A. baumannii gruplart PMNL infiltrasyonu skoru agisindan
karsilastirildiklarinda her saat grubunda A. baumannii grubundaki skorun Sham
grubundan istatistiksel anlamli olarak yiiksek oldugu goriilmistir (p<0,05)
(Fotograf 3.4 ve 3.5).
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Fotograf 3.4. HE boyanan akciger goriintiisii, SH-3 - AB-3, 10x biiylitme, a)
SH-3 grubu, ince alveol duvari, belirgin konjesyon ve enflamasyon yok, b) AB-3
grubu, alveol duvarinda bronkoalveolar proliferasyon (siyah ok), PMNL
infiltrasyonu ve konjesyon goriilmekte (beyaz ok)
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Fotograf 3.5: HE boyanan akciger goriintiisti, SH-3 - AB-3, 20x biiylitme, a)
SH-3 grubu, ince alveol duvari, belirgin konjesyon ve enflamasyon yok, b) AB-3
grubu, alveol duvarinda bronkoalveolar proliferasyon (siyah ok ucu), konjesyon
(beyaz ok ucu), PMNL infiltrasyonu (siyah ok)
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Tablo 3.4. Histopatolojik bulgularin Sham ve A. baumannii gruplari arasinda karsilastirilmasi

Parametre Grup Ortalama p Grup Ortalama p Grup Ortalama p
. . SH-3 0,67 +0,67 SH-24 0,67 £ 0,33 SH-48 0,00 + 0,00
Brons ¢evresi lenfosit 0,068 0,026* 0,014*
AB-3 2,67 +0,33 AB-24 2,75 £ 0,25 AB-48 3,00 + 0,00
. . SH-3 2,00 + 0,00 SH-24 1,33 £0,88 SH-48 0,67 £0,33
Damar ¢evresi lenfosit 0,317 1 0,115
AB-3 1,67 £ 0,33 AB-24 1,5+0,87 AB-48 2,00 £ 0,58
o SH-3 0,00 + 0,00 SH-24 0,00 + 0,00 SH-48 0,00 + 0,00
PMNL infiltrasyonu 0,034* 0,022% 0,022*
AB-3 1,67 £ 0,33 AB-24 2,75 £ 0,25 AB-48 3,75+£0,25
SH-3 0,00 + 0,00 SH-24 0,00 + 0,00 SH-48 0,00 + 0,00
Apse formasyonu 1 0,386 0,066
AB-3 0,00 + 0,00 AB-24 0,25 +0,25 AB-48 1,50 £ 0,50
. SH-3 0,00 + 0,00 SH-24 0,00 + 0,00 SH-48 0,00 + 0,00
Brongiyal liimenlerde eksuda 0,317 0,18 0,18
AB-3 0,67 +0,67 AB-24 0,50 = 0,29 AB-48 0,50 £ 0,29
. . SH-3 0,00 + 0,00 SH-24 0,00 + 0,00 SH-48 0,33 +£0,33
Alveolde makrofaj kiimelenmesi 1 0,18 0,026*
AB-3 0,00 + 0,00 AB-24 0,50 = 0,29 AB-48 3,75+0,25
SH-3 0,00 + 0,00 SH-24 0,00 + 0,00 SH-48 0,00 + 0,00
Fibrozis 1 1 0,386
AB-3 0,00 + 0,00 AB-24 0,00 + 0,00 AB-48 0,25+0,25
. SH-3 0,67 £0,67 SH-24 0,67 £ 0,33 SH-48 0,00 + 0,00
Hemoraji 0,068 0,026* 0,026*
AB-3 2,67 +0,33 AB-24 2,75 £ 0,25 AB-48 2,25+0,48
. SH-3 1,67 £ 0,33 SH-24 2,00 £ 0,00 SH-48 1,33 0,67
Konjesyon 0,034* 0,066 0,018*
AB-3 3,00 + 0,00 AB-24 2,75 +0,25 AB-48 4,00 + 0,00
SH-3 0,00 + 0,00 SH-24 0,00 + 0,00 SH-48 0,00 + 0,00
Graniilom 0,317 0,386 1
AB-3 0,33 +0,33 AB-24 0,25+0,25 AB-48 0,00 + 0,00
. SH-3 0,00 + 0,00 SH-24 1,33 +£0,33 SH-48 0,67 +0,33
Bronkoalveolar proliferasyon 0,034* 0,364 0,026*
AB-3 1,67 £ 0,33 AB-24 2,00 +0,71 AB-48 3,75+£0,25
SH-3 2,33 +£0,58 SH-24 1,67 £0,58 SH-48 0,67 +0,58
Alveolar duvar kalinligt 0,56 0,13 0,000%*
AB-3 2,67 +0,58 AB-24 2,50+ 1,00 AB-48 3,75 £0,50

PMNL: polimorfoniikleer 16kosit. * gruplar arasinda istatistiksel anlaml fark vardir (p<0,05).
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Apse formasyonu skoru Sham grubunda her saatte 0,00 olarak bulunmustur.
A. baumannii grubunda 3. saatte 0,00 iken 48. saatte 1,50 = 0,50 seviyesine
yukseldigi goriilmiis ancak istatistiksel anlamli fark bulunmamaistir (p>0,05). Sham
ve A. baumannii gruplan karsilastirildiginda da apse skoru agisindan istatistiksel
anlamli fark bulunmamistir (p>0,05).

Bronsiyal limenlerde eksuda varligi skoru Sham grubunda her saatte 0,00
olarak bulunmustur. A. baumannii grubunda ise benzer ve diisiik seviyede oldugu
goriilmiis, grup i¢indeki saatler ve gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark
bulunmamastir (p>0,05).

Alveolde makrofaj kiimelenmesi skorunun Sham grubunda 3. ve 24. saatlerde
0,00, 48. saatte ise 0,33 + 0,33’e yiikseldigi goriilmiis, ancak istatistiksel anlamli
fark bulunmamistir (p>0,05). A. baumannii grubunda ise 3. ve 24. saatlerde benzer
ve diisiik seviyede iken (sirastyla 0,00 = 0,00 ve 0,50 £ 0,29) 48. saatte %650 artarak
maksimum skora yaklasmis ve 3,75 + 0,25 seviyesine ¢ikmustir. 3. ve 48. saatler
arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05) (Fotograf 3.8 ve 3.9).
Sham ve A. baumannii gruplan karsilastirildiginda da 48. saatte A. baumannii
grubundaki alveolde makrofaj kiimelenmesi skorunun Sham grubuna gore
istatistiksel anlaml1 olarak yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,05) (Tablo 3.7).

Hem Sham hem de A. baumannii gruplarinda fibrozis goriilmemis, sadece
AB-48 grubunda tek bir 6rnekte rastlanmis ve grubun skoru 0,25 + 0,25 olarak
bulunmustur. Grup i¢indeki saatlerde ve gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark
bulunmamaistir (p>0,05).

Hemoraji skorunun Sham grubunda 3. ve 24. saatlerde ayni1 ve diisiik seviyede
oldugu (sirastyla 0,67 £ 0,67 ve 0,67 £+ 0,33), 48. saatte 0,00’a diistigli goriilmiis,
ancak istatistiksel anlamli fark bulunmamuistir. A. baumannii grubunda ise hemoraji
skorunun 3. saat grubu hari¢ Sham grubundan istatistiksel anlaml1 olarak yiiksek
oldugu goriilmiis (p<0,05) ve tiim saat gruplarinda benzer diizeyde oldugu

goriilmiistiir (Fotograf 3.6 ve 3.7).
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Fotograf 3.6: HE boyanan akciger goriintiisii, SH-24 - AB-24 10x biiyiitme,
a) SH-24 grubu, brons c¢evresi lenfosit, PMNL infiltrasyonu ve hemoraji
gozlenmemekte, b) AB-24 grubu, brong ¢evresinde lenfosit infiltrasyonu (siyah ok)
ve hemoraji (beyaz ok) izlenmekte
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Fotograf 3.7. HE boyanan akciger goriintiisii, SH-24 - AB-24 20x biiyiitme.
a) SH-24 grubu, bronsg ¢evresi lenfosit, PMNL infiltrasyonu ve hemoraji mevcut

degil, b) AB-24 grubu, alveollerde PMNL infiltrasyonu (beyaz ok) ve hemoraji

yaygin (siyah ok)
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Tablo 3.5. Histopatolojik bulgularin Sham grubunun saatleri arasinda karsilastirilmasi

Parametre Grup Ortalama p Parametre Grup Ortalama p
~ SH3 0,67 = 0,67 SH-3 0,00 £ 0,00
iﬁgiife"re“ SH-24 0,67 + 0,33 0,345 Fibrozis SH-24 0,00 + 0,00 1,000
SH-48 0,00 = 0,00 SH-48 0,00 £ 0,00
~ SH3 2,00 £ 0,00 SH-3 0,67 £ 0,67
Ei}iﬁf“re“ SH-24 1,33 + 0,88 0,202 Hemoraji ~ SH-24 0,67 + 0,33 0,345
SH-48 0,67 0,33 SH-48 0,00 £ 0,00
SH-3 0,00 = 0,00 SH-3 1,67 0,33
PMNL SH-24 0,00 = 0,00 1,000 Konjesyon  SH-24 2,00 = 0,00 0,558
infiltrasyonu
SH-48 0,00 = 0,00 SH-48 133 40,67
SH-3 0,00 = 0,00 SH-3 0,00 + 0,00
Apse SH-24 0,00 + 0,00 1,000 Granilom  SH-24 0,00 + 0,00 1,000
formasyonu
SH-48 0,00 = 0,00 SH-48 0,00 £ 0,00
. _ + - +
Bronsiyal SH-3 0,00 = 0,00 T SH-3 0,00 + 0,00
liimenlerde SH-24 0,00 = 0,00 1,000 . SH-24 1,33+ 0,33 0,060
Ksuda varlist proliferasyon
cksu 8 SH-48 0,00 = 0,00 SH-48 0,67 £ 0,33
Alveolde SH-3 0,00 + 0,00 R SH-3 2,33 +0,58
makrofaj SH-24 0,00 = 0,00 0,368 kalmhg | SH24 1,67 0,58 0,057
kiimelenmesi gy 49 0,33 +0,33 SH-48 0,67 + 0,58
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Tablo 3.6. Histopatolojik bulgularin A. baumannii grubunun saatleri arasinda karsilagtirilmasi

Parametre Grup Ortalama p Parametre Grup Ortalama p
~ AB3 2,67 0,33 AB-3 0,00 = 0,00
i;"fgzifevre“ AB-24 2,75+ 0,25 0,511 Fibrozis AB-24 0,00 + 0,00 0,417
AB-48 3,00 + 0,00 AB-48 0,25 + 0,25
 ABS3 1,67+ 0,33 AB-3 2,67+ 0,33
Ei‘flﬁt@evre“ AB-24 1,5+ 0,87 0,839 Hemoraji ~ AB-24 2,75+ 0,25 0,510
AB-48 2,00+ 0,58 AB-48 2,25+ 0,48
AB-3 1,67 = 0,33 AB-3 3,00 % 0,00
PMNL AB-24 2,75 + 0,25 0,019* Konjesyon ~ AB-24 2,75 % 0,25 0,011%
infiltrasyonu
AB-48 3,75+ 0,25 AB-48 4,00 + 0,00
AB-3 0,00 = 0,00 AB-3 0,33 0,33
Apse AB-24 0,25 + 0,25 0,077 Granilom  AB-24 0,25 + 0,25 0,511
formasyonu
AB-48 1,50 + 0,50 AB-48 0,00 = 0,00
Bronsiyal AB-3 0,67 0,67 I AB-3 1,67 0,33
limenlerde AB-24 0,50 % 0,29 1,00 LOav AB-24 2,00 + 0,71 0,035%
ksuda varliat proliferasyon
CKsu g AB-48 0,50 + 0,29 AB-48 3,75 £ 0,25
Alveolde AB-3 0,00 = 0,00 AB-3 2,67 + 0,58
makrofaj AB-24 0,50 = 0,29 0,015%* Alvﬁ;ﬁ%‘:w AB-24 2,50 + 1,00 0,057
kiimelenmesi ~ AB_48 3,75+ 0,25 AB-48 3,75 + 0,50

* Gruplar arasinda istatistiksel anlaml fark vardir (p<0,05).
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Konjesyon skorunun Sham grubunda 3. saatten 24. saate %19,76 arttig1 ve
48. saatte %50,38 diiserek 3. saatteki seviyenin de altina indigi goriilmiis ancak
istatistiksel anlamli fark bulunmamuistir (p>0,05). A. baumannii grubunda ise Sham
grubunun aksine 3. saatten 24. saate %9,09 oraninda diistiigii, ardindan 48. saatte
%45,45 artarak maksimum skor olan 4,00 £ 0,00’a ulastig1 goriilmiistiir. A.
baumannii grubunda 24. ve 48. saatler arasinda istatistiksel anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05) (Fotograf 3.11) ve A. baumannii grubunda 3. ve 48
saatlerdeki konjesyon skorunun Sham grubuna gore istatistiksel anlamli olarak
yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,05) (Tablo 3.7, Fotograf 3.4, 3.5 ve 3.8).

Graniilom skorunun hem Sham hem de A. baumannii gruplarinin tim
saatlerinde benzer ve diisiik diizeyde oldugu goriilmiis, gruplar arasinda ve grup
icindeki saatler arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmamustir (p>0,05).

Sham grubunda bronkoalveolar proliferasyon skorunun tiim saatlerde benzer
ve diisiik diizeyde oldugu goriilmiistiir. A. baumannii grubunda ise skorun 3. saatten
24. saate %19,76 artt1g1, ardindan %87,5 daha artarak maksimum skora yaklastig1
(3,75 £ 0,25) gortilmiistiir. A. baumannii grubu igerisinde 3. ve 48 saatler arasinda
istatistiksel anlamli fark bulunmustur (p<0,05) (Fotograf 3.10). A. baumannii ve
Sham gruplar1 karsilastirildiginda ise bronkoalveolar proliferasyon skorunun 3. ve
48. saatlerde A. baumannii grubunda Sham grubuna oranla istatistiksel anlaml
olarak yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,05) (Fotograf 3.4, 3.5, 3.8 ve 3.9).

Alveolar duvar kalinlig1 skorunun Sham grubunda 3. saatten 24. saate %40,36
diistligii, ardindan 48. saatte %49,25 diiserek 0,67 seviyesine indigi goriilmiis ancak
grup i¢indeki saatler arasinda istatistiksel anlamli farklilik bulunmamustir (p>0,05).
A. baumannii grubunda alveolar duvar kalinlig1 skorunun 3. ve 24. saatlerde benzer
seviyede oldugu (sirasiyla 2,67 = 0,58 ve 2,50 = 1,00), 48. saatte ise %50 artarak
maksimum seviyeye yaklastig1 goriilmiis, ancak saatler arasinda istatistiksel
anlaml fark bulunmamustir (p>0,05). A. baumanni ve Sham gruplar alveolar duvar
kalinlig1 acisindan karsilastirildiginda 48. saatte A. baumannii grubundaki skorun
Sham grubundan istatistiksel anlamli sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,01)
(Fotograf 3.8 ve 3.9).
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Fotograf 3.8. HE boyanan akciger goriintiisii, SH-48 — AB-48, 10x biiyiitme,
a) SH-48 grubu, ince alveol duvarlar1 bulunmakta, belirgin makrofaj kiimelenmesi
veya enflamasyon yok, b) AB-48 grubu, belirgin bronkoalveolar proliferasyon
(beyaz ok), brons gevresi lenfosit (beyaz ok ucu), yogun PMNL (siyah ok),
konjesyon (siyah ok ucu)
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Fotograf 3.9. HE boyanan akciger goriintiisii, SH-48 — AB-48, 20x biiyiitme,
a) SH-48 grubu, ince alveol duvarlar1 bulunmakta, belirgin makrofaj kiimelenmesi
ve enflamasyon yok, b) AB-48 grubu, belirgin bronkoalveolar proliferasyon (siyah
ok), yogun PMNL (beyaz ok) bulunmakta
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Tablo 3.7. Histopatolojik bulgularin A. baumannii grubu igindeki saatler arasindaki karsilastirmasi

Parametre Grup Ortalama p Parametre Grup Ortalama p

AB-3 1,67 £0,33 AB-3 0,00 + 0,00

0,525 1,000
AB-24 2,75 +£0,25 AB-24 0,50 + 0,29
PMNIL AB-3 1,67 £0,33 Alveoldg AB-3 0,00 + 0,00

infilt 0,015*  makrofaj 0,019%
nfiltrasyonu A p 4e 3,75+ 0,25 kiimelenmesi ~ AB-48 3,75+0,25
AB-24 2,75 +£0,25 AB-24 0,50 + 0,29

0,358 0,094
AB-48 3,75+£0,25 AB-48 3,75+0,25
AB-3 3,00 + 0,00 AB-3 1,67 £0,33

1,000 1,000
AB-24 2,75 +£0,25 AB-24 2,00 £ 0,71
AB-3 3,00 + 0,00 Bronkoalveolar AB-3 1,67 £0,33

Konjesyon 0,081 Prolif 0,049+
AB-48 4,00 + 0,00 rolierasyon - Ap-48 3,75+ 0,25
AB-24 2,75 +£0,25 AB-24 2,00 £ 0,71

0,015* 0,145
AB-48 4,00 £+ 0,00 AB-48 3,75+0,25

* gruplar arasinda istatistiksel anlaml fark var (p<0,05).
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Fotograf 3.10. HE boyanan akciger goriintiisii, AB-3 — AB-48, 10x biiyiitme
a) AB-3 grubu, b) AB-48 grubu, alveol limeninde makrofajlarda belirgin artig
(siyah ok), bronkoalveolar proliferasyon (siyah ok ucu), PMNL infiltrasyonunda
artis (beyaz ok ucu)
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Fotograf 3.11. HE boyanan akciger goriintiisii, AB-24 — AB-48 10x biiyiitme,
a) AB-24 grubu, bronkoalveolar proliferasyon mevcut, b) AB-48 grubu,
bronkoalveolar proliferasyon mevcut ve konjesyonda (ok) belirgin artig goriilmekte
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3.3 Biyokimyasal Bulgular

3.3.1 BALS SP-A Konsantrasyonu

A.  baumannii ana grubunda bulunan sicanlarin BALS SP-A
konsantrasyonlarinin tiim saat gruplarinda (3., 24. ve 48.) Sham gruplarina gore
istatistiksel anlamli sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir (Tablo 3.8). A. baumannii
gruplarindaki SP-A konsantrasyonunun 3. saat grubunda %34,51 (p<0,05), 24. saat
grubunda %44,82 (p<0,001) ve 48. saat grubunda %33,30 (p<0,001) oraninda
Sham grubundan yiiksek oldugu goriilmiistiir.

A. baumannii grubunda 24. saatteki SP-A konsantrasyonu 3. saattekine gore
%18,95 artis gostermis, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05) (Sekil 3.1). Ayn1 grupta, SP-A konsantrasyonu 24. saatten sonra degisim
gostermemis, 48. saatteki konsantrasyon ile esit oldugu goriilmistiir (p>0,05).
Sham grubunda ise SP-A konsantrasyonu 3. saatten 24. saate %10,49, 24. saatten
48. saate %8,59 artis gOstermis ancak bu artiglar istatistiksel olarak anlamh

bulunmamastir (p>0,05).

Tablo 3.8. BALS SP-A konsantrasyonundaki degisim

Grup Sham A. baumannii p degeri
3. saat 47,40 £ 5,86 63,76 + 13,59* 0,0385
24. saat 52,37 +5,89 75,84 £ 6,92* 0,0004
48. saat 56,87 £4,23 75,81 + 4,80% 0,0004

Veriler ortalama (ng/ml) + standart sapma olarak verilmistir. * sham grubuna gore istatistiksel

anlaml fark vardir.
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Sekil 3.1. Saatlere gore BALS SP-A konsantrasyonundaki degisim

3.3.2 BALS SP-B Konsantrasyonu

A. baumannii grubundaki siganlarda BALS SP-B konsantrasyonunun 3. ve
48. saatlerde (sirasiyla %10,41 ve %12,39) Sham grubuna gore daha yiiksek oldugu
goriilmesine ragmen istatiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05) (Tablo
3.9). 24. saatte ise A. baumannii grubundaki SP-B konsantrasyonunun Sham
grubuna gore %18,51 oraninda yiiksek oldugu ve bu farkin istatiksel olarak anlamli
oldugu goriilmiistiir (p<0,01).

Sham grubunda SP-B konsantrasyonunun tiim saatlerde benzer seviyede
seyrettigi goriilmiis ve gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmamistir (p>0,05)
(Sekil 3.2). A. baumannii grubunda SP-B konsantrasyonunun 24. saatte 3. saate
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde %9,35 artis gosterdigi ve 48. saatte hafif bir

diisiis gosterdigi saptanmistir (p<0,05).

63



Tablo 3.9. BALS SP-B konsantrasyonundaki degisim

Grup Sham A. baumannii p degeri
3. saat 10,66 + 1,23 11,77 £ 0,56 0,1049
24. saat 10,86 £ 0,49 12,87 £0,82* 0,0016
48. saat 10,90 £ 1,18 12,25+ 0,64 0,0626

Veriler ortalama (ng/ml) + standart sapma olarak verilmistir. * sham grubuna gore istatistiksel

anlaml fark vardir.

—_ =

o O O

wn O W
——

3. saat 24. saat 48. saat

e SH == Gmm AB

Sekil 3.2. Saatlere gore BALS SP-B konsantrasyonundaki degisim, * 3. saat
grubuyla arasinda istatistiksel anlamli fark vardir (p<0,05)

3.3.3 BALS SP-C Konsantrasyonu

A. baumannii grubunda BALS SP-C konsantrasyonunun, Sham grubuna gore
3. saatte %8,75, 24. saatte %9,65 oraninda istatistiksel anlamli sekilde diisiik oldugu
goriilmiistiir (p<0,05) (Tablo 3.10). 48. saatte A. baumannii grubundaki SP-C
konsantrasyonunun Sham grubuna gore %38,25 daha diisiik olugu goriilmiis ancak
istatistiksel anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05).

Sham grubunda SP-C konsantrasyonunun 24. saatte 3. saate gore %0,40
oraninda artt1g1, ardindan 48. saatte %3,47 oraninda diistiigii goriilmiis ancak artis

ve diisliste istatistiksel anlamli farklilik bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 3.3). A.
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baumanni grubunda SP-C konsantrasyonu 3. saatten 48. saate dogru bir diisiis
egilimi gostermistir. 24. saatte 3. saate gore %0,58 diismiis, ardindan 48. saatte
%1,89’luk bir diisiis daha gostermistir ancak konsantrasyondaki bu dististe

istatiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaistir (p>0,05).

Tablo 3.10. BALS SP-C konsantrasyonundaki degisim

Grup Sham A. baumannii p degeri
3.saat 9,49 + 0,35 8,66 + 0,56* 0,0244
24 .saat 9,53 +0,27 8,61 +0,48% 0,0056
48.saat 9,21 £ 0,09 8,45+0,74 0,0832

Veriler ortalama (pg/ml) + standart sapma olarak verilmistir. * sham grubuyla arasinda istatistiksel

anlaml fark vardir.
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8,5 ---—_——---*
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SP-C Konsantrasyonu (pg/ml)

7.5
3. saat 24. saat 48. saat

e SH == Gmm AB

Sekil 3.3. Saatlere gore BALS SP-C konsantrasyonundaki degisim

3.3.4 BALS SP-D Konsantrasyonu

A. baumannii grubunda BALS SP-D konsantrasyonunun Sham grubuna gore
3. saatte %19,66, 24. saatte %35,16 oraninda istatistiksel anlaml1 sekilde yiiksek
oldugu (p<0,01), 48. saatte ise %18,40 oraninda yiiksek oldugu ancak istatistiksel
anlaml bir fark olmadig1 goriilmistiir (p>0,05) (Tablo 3.11).
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Sham grubunda BALS SP-D konsantrasyonunun 24. saatte 3. saate gore
%2,98 diistligii, ardindan 48. saatte %4,08 oraninda arttig1 ve 3. saatteki seviyesine
dondiigli goriilmiis ancak hem diisiis hem de artista istatistiksel anlamli farklilik
gorlilmemistir (p>0,05). A. baumannii grubunda SP-D konsantrasyonunun 24.
saatte 3. saate gore %9,68 oraninda arttigi, ardindan 48. saatte %8,83 oraninda
diiserek 3. saatteki seviyesine geri dondiigii goriilmiis ancak, hem artis hem de

diisiiste istatistiksel anlamli fark bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 3.4).

Tablo 3.11. BALS SP-D konsantrasyonu

Grup Sham A. baumannii p degeri
3.saat 6,56 + 0,31 7,85 + 0,47 0,0009
24 .saat 6,37+0,79 8,61 £0,77* 0,0019
48 saat 6,63 + 0,99 7.85+0,77 0,0762

Veriler ortalama (ng/ml) + standart sapma olarak verilmistir. * sham grubuyla arasinda istatistiksel

anlaml fark vardir.
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Sekil 3.4. Saatlere gore BALS SP-D konsantrasyonundaki degisim
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3.3.5 Siirfaktan Proteinleri Arasindaki Korelasyon

BALS siirfaktan proteini A ile SP-B arasinda orta, pozitif (Sekil 3.5), SP-C
arasinda zayif, negatif (Sekil 3.6), SP-D arasinda ise giiclii pozitif (Sekil 3.7) yonli
korelasyon bulunmaktadir. Siirfaktan proteini B ile SP-C arasinda orta negatif (sekil
3.8), SP-D arasinda ise orta pozitif yonlii (Sekil 3.9) korelasyon bulunmaktadir.
Stirfaktan proteini C ile SP-D arasinda zayif, negatif yonlii (Sekil 3.10) korelasyon
bulunmaktadir (Tablo 3.12).

Tablo 3.12. Siirfaktan proteinleri arasindaki korelasyon degerleri

Protein Deger SP-A SP-B SP-C SP-D
r 1 0,551 -0,438 0,713
SP-A
p 0,00 0,02 0,000
r 0,551 1 -0,608 0,511
SP-B
p 0,00* 0,00%* 0,005%*
r -0,438 -0,608 1 -0,433
SP-C
p 0,02* 0,00* 0,019%*
r 0,713 0,511 -0,433 1
SP-D
p 0,000%* 0,005%* 0,019*

* istatistiksel anlamli fark vardir.
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4. TARTISMA

4.1 Deney Hayvanlari, Mortalite ve Viicut Agirhg:

Calismada toplam 54 adet 6-7 aylik Sprague-Dawley erkek sican kullanilmis,
AB-24 hari¢ her grupta 1’er siganda eksitus goriilmiistiir. Bunlardan yalnizca AB-
48 grubundaki bir sicanda goriilen eksitusun bakteri instilasyonunun ertesi giinii
gerceklesmesi sebebiyle enfeksiyon kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. SH-3, SH-
24, SH-48 ve AB-3 gruplarindaki sicanlarda goriilen eksitus bakteri
instilasyonundan birka¢ dakika sonra gerceklesmis ve bu ylizden instilasyon veya
anestezi kaynakli oldugu diisliniilmektedir. Siganlara hem instilasyon oncesi hem
de doku alimi1 6ncesi intraperitoneal yol ile ketamin ve ksilazin (sirastyla 90mg/kg,
10mg/kg) anestezisi uygulanmigtir. Uygulanan anestezik ajan dozu benzer
calismalara gore secilmistir ve hayvan arastirmalari etik kurulunun onayladigi
miktardadir (352-356). Benzer dozlarin kullanildig: ¢alismalarda anestezi kaynakli
mortalite goriilmedigi i¢in ¢alismamizda goriilen eksitusun sebebinin instilasyon
prosediiriinden kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Calismada kullandigimiz kaniil 19
ga (357) kalinliginda olmasina ragmen trakeye yerlestirildiginde glotis bolgesinde
ve kaniiliin ucundaki genis alan da trakede daralmaya sebep olmaktadir. Enjekte
edilen 100 pl’lik inokulum siganlarda takipne, derin enfes alma, solunumun
durmasi ve hirildama gibi etkilere sebep olmustur. Kaniil yerlestirildikten sonra
enjeksiyon ve kaniiliin c¢ikartilmas1 islemi miimkiin oldugunca c¢abuk
gerceklestirilmis, enjeksiyondan sonra inokulumun akcigerlere ulasabilmesi icin
sicanlar bir dakika boyunca 60 derece agida bekletilip ardindan yan yatirilmistir.
SH-3, SH-24, SH-48 ve AB-3 gruplarindaki sicanlarda goriilen eksitus bu
asamadan sonra ger¢eklesmistir. Mortalite SH-3, SH-24 ve AB-3 grubunda %11,1,
SH-48 grubunda %12,5 ve AB-48 grubunda %10 olarak bulunmus, gruplar arasinda
mortalite agisindan istatistiksel anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). Sicanlara
intratrakeal yol ile instile edilen inokulum 0.5 McFarland A. baumannii
icermekteydi. Sham ve A. baumannii gruplar1 ve grup i¢i saatler arasinda mortalite
acisindan fark goriilmemesi 0.5 McFarland’in A. baumannii inokulumunun
Oliimciil diizeyden diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir (358). Calismadaki

amacimiz A. baumannii pndmonisinin slirfaktan proteinleri lizerindeki etkisini
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degerlendirmek oldugu i¢in yliksek mortaliteye sebep olacak ve BALS siirfaktan
protein konsantrasyonlarin1 6l¢gmemize engel olacak yiiksek miktarda A. baumannii
kullanimindan kacindik.

SH-3 grubundaki si¢anlarin viicut agirliklarinda instilasyondan sonraki 3
saatte bir degisiklik saptanmadi. SH-24 grubundaki sicanlarin instilasyondan
sonraki 24 saat igerisinde %2,68 oraninda viicut agirligt kazandigi, SH-48
grubundaki sicanlarin ise %3,30 viicut agirligi kazandig: goriildii. SH-24 grubunda
istatistiksel anlamli fark bulunurken SH-48 grubunda istatistiksel anlamli fark
bulunmadi. 24 saat grubunda ortalama 11,38 g, 48 saat grubunda ise ortalama 13,86
g’lik bir artig goriilmistiir. Sprague-Dawley cinsi siganlarda 14 giin i¢inde 13 ila
102 g, 50 giin iginde ise 98 ila 233 g’lik artis goriilebilmektedir (359), dolayisiyla
Sham gruplarindaki bu artis standart pellet yem ile beslenen saglikli siganlarinkiyle
benzer diizeydedir. A. baumannii 3. saat grubundaki siganlarda agirlik farki
goriilmezken 24. saat grubundaki siganlarda %?2,37 (ortalama 10,34 g), 48. saat
grubundaki sicanlar ise %4,86 (ortalama 21,33 g) agirhk kaybi gorildi.
Sicanlardaki enfeksiyon modellerinde ilk ii¢ giin boyunca %3 civarinda (360,361),
bazi durumlarda 5 giin igerisinde %?20’ye kadar agirlik kaybi gorildigi
bildirilmistir (362). Calismamizda A. baumannii intratrakeal inokiilasyonu
yaptigimiz siganlarda 48 saat igerisinde gordiigimiiz agirlik kaybi literatiir ile

benzerlik gostermekte ve pndmoninin gelistigine isaret etmektedir.

4.2 Bakteriyel Ureme

Intratrakeal instilasyon yaptigimiz siganlardan topladigimiz BALS nin
Iml’lik boliimiinii mikrobiyolojik inceleme i¢in ayirdik. Siviyr ayirmadan 6nce
BALS vortekslendi. Ayrilan ImI’lik sividan alinan 100 pl’lik 6rnek dogrudan EMB
besiyerine damlatilarak inkiibasyona birakildi. Sham gruplarindan alinan
orneklerde higbir lireme saptanmazken A. baumannii 3., 24. ve 48. saat gruplarinda
sirastyla %40, %60 ve %20 oraninda A. baumannii liremesi saptandi. 3. saat
grubunda ortalama 148,80 £+ 206,56, 24. saat grubunda 0,80 + 0,84 ve 48. saat
grubunda 0,20 + 0,45 koloni saptandi. Ureyen koloniler arasinda istatistiksel
anlamli fark bulunmadi. Siganlarin akcigerlerinden alinan kesitlerin dogrudan EMB
besiyerine ekilmesi sonucu Sham grubunda tlireme saptanmazken A. baumannii

gruplarida 100.000°den fazla koloni iiredigi goriildii. 1ki 6rnek arasindaki farkin
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seyrelmis olan BALS’den veya biyofilm iiretme ve konak hiicrelerine tutunma
yetenegi olan A. baumannii’nin bronkoalveolar lavaj prosediirii ile yeteri kadar
toplanamamasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Toplam 15ml’lik steril serum
fizyolojik enjeksiyonu ile baslayan ve 8-12 ml aras1 geri ¢ekilebilen BALS bakteri
bakimindan fazla seyrek olabilir, zaten seyrek olan bir sividan alinan Iml’lik
ornekte yeteri kadar koloni olusturan iinite alinamamis olabilir. BALS’den alinan
orneklerin ekiminin yapildigi1 calismalar olsa da bu ¢alismalarda bakteri tiremesi 1
ml (363) ve 2,5 ml (364) gibi diisiikk hacimli toplanan BALS’den o6l¢iilmiistiir.
Russo ve arkadaslari bakteri sayisini Olgebilmek icin 15ml’lik BALS’den
ayirdiklart 500 pl’lik 6rnegi kullanirken (358), bizim ¢alismamizda ayni miktarda
alman BALS’den 1000 pl’lik 6rnek ayrildi ve bundan almman 100 pl 6rnek
besiyerine ekildi, ancak yeterli bakteri liremesi elde edilemedi. Russo ve arkadaslari
caligmalarinda klinik A. baumannii izolatlar1 kullanirken (358), bizim
calismamizda biyofilm varlig1 arastirilmamasina ragmen biyofilm olusturdugu
bilinen A. baumannii ATCC19606 susu kullanilmistir (65). Russo ve arkadaslarinin
caligmalarinda hem BALS’den alinan 6rnek hem de homojenize edilen akciger,
bakteriyel bliylimenin arastirilmasi i¢in kullanilmig, ancak elde edilen sonuglarin
hangi 6rneklerden alindigi belirtilmemistir (358). Belirtilen ¢alismadaki bakteriyel
bliyiime BALS’den alinan 6rnekten elde edildiyse, elde ettikleri sonucun bizim
calismamizdan farkli olmasi, ¢aligmalarda kullanilan patojenlerin biyofilm iiretme
kabiliyetinden kaynaklaniyor olabilir. Bakteri temizlenmesinin arastirildigi
calismalarda BALS’den alinan 6rnek haricinde homojenize edilen akciger dokulari
da kullanilmaktadir (358,365,366). Calismamizda siirfaktan proteinlerinin
konsantrasyonu 6n planda oldugu, calismada tedavi kullanilmadig1, A. baumannii
liremesi veya bakteri temizlenmesinin arastirilmasi 6n planda olmadigi icin
homojenizasyon prosediirii kullanilmadi. Akciger kesitlerinden yapilan ekimlerde
tiim A. baumannii gruplarinda 100.000’den fazla A. baumannii kolonisi liremesi ve
agirhik kaybi goriilmesi, instilasyon isleminin basarili oldugunu ve sicanlarda

pnomoni olustugunu gostermektedir.
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4.3 Histopatolojik Bulgular

Alveolar makrofajlar A. baumannii gibi patojenlere karsi akcigerdeki ilk
fagositik defans hattin1 olustururlar (367). Diisiik miktardaki patojenlere karsi
savunma sistemi olusturan alveolar makrofajlar, yiliksek miktarda patojen
saldirisina veya direngli patojenlere karsi etkisiz kalabilirler. Bu durumda diger
bagisiklik hiicrelerinin bolgeye toplanmasi gerekmektedir. Notrofil ve monosit gibi
enflamatuvar hiicreler sitokinler araciligiryla enflamasyon bolgesine toplanabilir ve
aktive edilebilirler (368). Polimorfoniikleer 16kositler insan viicudunda en yaygin
bulunan intravaskiiler fagositlerdir (367). Normal sartlarda alveolar boslukta az
miktarda PMNL bulunurken akcigerdeki enflamasyon ve enfeksiyon sirasinda
alveolar bosluklara toplanarak patojenlere kars1 savunmaya yardim ederler (367).
Enflamasyon ve enfeksiyonun baslangicindan 3 saat sonra akcigerde PMNL
proliferasyonu goriilebilmektedir (369,370).

Intranazal 5x10% A. baumannii uygulamasi yapilan farelerde genis
bronkopndmoni, abse olusumu, enflamasyon, hemoraji, epitel hiicre nekrozu,
atelektazi, alveolar 6dem ile birlikte lenfosit, makrofaj ve notrofil infiltrasyonu
goriilmektedir (371). Yine farelerde, 2x10° cfu/ml A. baumannii’nin oral
aspirasyonu ile olusturulan enfeksiyonda ise 2. ve 18. saatlerinde 6dem, abse,
PMNL infiltrasyonu, nekroz olusumu ve damar ¢evresinde ve alveol duvarlarinda
enflamasyon goriilmektedir. Hemoraji 2. saatte goriilmeye baslamakta ve 18. saatte
devam etmektedir. Hayvanlarda 2. saatten itibaren interstisyel 6dem, 18. saatte agir
hemorajik pndémoni goriilmektedir (372). 72 saatlik pndmoni c¢alismasinda,
farelerde intratrakeal 10® cfu/ml klinik A. baumannii izolatimin instilasyonu
sonucunda 72 saatin ardindan PMNL infiltrasyonu, abse olusumu ve makrofaj
infiltrasyonu goriilmekte ve bu hayvanlardaki siire¢ akut enflamasyon olarak
adlandirilmaktayken, konjesyon, hemoraji, lenfosit infiltrasyonu ve hafif fibrozis
goriinen hayvanlarda kronik enflamasyon olarak adlandirilmistir (373). Farelere
intranazal 107 cfu/ml A. baumannii uygulamasindan 4 ve 24 saat sonra alinan
akciger dokularinda nétrofil infiltrasyonu, interstisyel enflamasyon ve O6dem
saptanmistir  (374). Bizim c¢alismamizda 0.5 McFarland (1.5x10® cfu) A.
baumannii’ye maruz kalan siganlarda 3 saatten itibaren brons ve damar ¢evresinde
lenfosit infiltrasyonu, PMNL infiltrasyonu, hemoraji, konjesyon, alveol duvarinda

enflamasyon ve bronkoalveolar proliferasyon goriilmeye baglamakta ve 48. saate
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kadar devam etmektedir (Fotograf 3.10 ve 3.11). Alveolde makrofaj kiimelenmesi
3. ve 24. saatlerde goriilmezken 48. saatte maksimum seviyeye yakin goriilmektedir
(Fotograf 3.9). 48. saatte PMNL infiltrasyonu (3. saate gore) (Fotograf 3.10),
konjesyon (24. saate gore) (Fotograf 3.11) ve bronkoalveolar proliferasyon (3. saate
gore) (Fotograf 3.10) Onceki saatlere gore artmaktadir. Rodriguez-Herndndez ve
arkadaslar1 konjesyon, hemoraji, lenfosit infiltrasyonu ve fibrozis goriinen
hayvanlardaki siireci kronik enflamasyon olarak adlandirmiglardir (373). Bizim
caligmamizda 48. saat gruplarinda PMNL infiltrasyonu, konjesyon onceki saat
gruplaria gore istatistiksel anlamli olarak yiiksek olsa da fibrozis sadece 48. saat
grubundaki 1 hayvanda goriilmiistiir. Rodriguez-Hernandez ve arkadaglarinin
calismasida 10® cfu/ml A. baumannii ile olusturulan 72 saatlik pndmoni modeli
kullanilmistir, bu yiizden c¢alismalarinda fibrozis goriinme sikligi daha yiiksek
olabilir. intranazal LPS uygulamasi yapilan sicanlarda, 21 giin sonra akciger
dokular1 incelenmis ve fibrozis olusumu saptanmamisg, ancak daha 6énce LPS’ye
maruz kalan siganlar akciger hasari olusturabilen karbon nanotiiplere maruz
kaldiklarinda fibrozisin daha yaygin oldugu gériilmiistiir (375). Interstisyel
pnomonide ileri diizeyde fibrozis goriilebilmektedir (376). Bizim ¢aligmamizda en
fazla 48 saatlik pndmoni grubu olusturuldu, fibrozis insidansinin diisiik olmasinin
sebebi fibrozis gdzlenen ¢aligmalara kiyasla daha kisa stireli pndmoni olusturulmasi
veya daha diisiik bakteri iceren inokulum (0.5 McFarland, 1.5x10% cfu A.
baumannii) kullanilmasi olabilir. Fibrozis goriilme siklig1 diisiik olmasina ragmen
48. saatte brons, damar ¢evresi lenfosit ve PMNL infiltrasyonu, alveolde makrofaj
kiimelenmesi, hemoraji, konjesyon ve bronkoalveolar proliferasyon goriilmesi
enflamasyonun devam ettigini, PMNL, makrofaj infiltrasyonu, bronkoalveolar
proliferasyon ve konjesyonun artarak devam etmesi 48. saat grubunda
enflamasyonun daha da arttigin1 gostermektedir (Sekil 4.1). Benzer A. baumannii
pnomonisi ¢alismalariyla paralel olarak bu caligmada da graniilom goriillmemistir
(372). A. baumannii 3. saat grubunda apse formasyonu goriilmemis, 24. saatte
diisiik oranda (0,25 + 0,25) goriiliirken, 48. saatte hafif diizeyde (1,50 = 0,50)
goriilmiistlir, ancak gruplar ve grup ici saatler arasinda istatistiksel anlamli fark
goriilmemistir. Bizim ¢alismamizda elde edilen histopatolojik verilerin benzer
caligmalar ile benzerlik gosterdigi ve literatiir ile paralel oldugu goriilmustiir (371—

374).
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Sekil 4.1. Gruplara gore histopatolojik ve biyokimyasal sonuglar.
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4.4 Siirfaktan Proteinleri

Alveollerin i¢ yiizeyini kaplayan siirfaktanin %80-90’1ik boliimii lipidlerden,
kalan kismi da siirfaktan proteinlerinden olusmaktadir (237). Siirfaktan, alveol
ylizeyindeki ylizey gerilimini diisiirerek inhalasyon sirasinda alveollerin kolayca
genislemesini ve ekspirasyon sonrasinda ¢okmesini engeller ve patojenlere karsi
bagisiklik saglar (237,238). Siirfaktan proteinleri akcigerler haricinde tiikiiriik,
nazal bosluk, beyin, gdzyasi, bobrek, sindirim ve isitme sistemi gibi viicudun bir
cok bolgesinde bulunmaktadir (259-265). SP-A, SP-B, SP-C ve SP-D fonksiyonlari
arastirilmis ve hala arastirilmakta olan Onemli siirfaktan proteinleridir, bunlar
haricinde SP-G ve SP-H proteinleri tanimlanmistir ancak bu proteinlerin
fonksiyonlar1 heniiz tamamiyla bilinmemektedir (267). SP-A ve SP-D akcigerin
patojenlere karst savunmasinda (277), SP-B ve SP-C ise siirfaktanin
metabolizmasinda ve diisik yiizey geriliminin saglanmasina rol alir (279).
Stirfaktan proteinlerinin seviyesi patojenlere maruziyette degismektedir. Bu
calismada da A. baumannii pndmonisi olusturulan si¢anlarda SP-A, SP-B, SP-C ve

SP-D diizeylerinin degistigi goriilmiistiir.

4.4.1 Hidrofilik Siirfaktan Proteinleri

Bu c¢alismada hidrofilik siirfaktan proteinleri SP-A ve SP-D, hidrofobik
stirfaktan proteinleri SP-B ve SP-C’nin bronkoalveolar lavaj sivisindaki seviyeleri
ELISA yontemi ile dl¢iildii ve A. baumannii pndmonisinin bu protein seviyeleri
tizerindeki etkisi arastirildi. Stirfaktan protein A seviyesinin A. baumannii
inokiilasyonu yapilan grupta Sham grubuna gore artis gosterdigi, 3. saatte %34,51,
24. saatte %44,82 ve 48. saatte %33,30 oraninda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
AB-24 grubundaki SP-A seviyesi 3. saat grubuna gore %18.95 yiiksek bulunmusg
ancak istatistiksel anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). SP-A ile benzer sekilde
stirfaktan protein D’nin BALS’deki konsantrasyonu 3. ve 24. saatlerde Sham
grubuna gore daha istatistiksel anlamli olarak yiiksek bulunmus (p<0,05), 48. saatte
de AB grubunda daha yiliksek olmasina ragmen istatistiksel anlamli fark
bulunmamistir (p>0,05). SP-D seviyesi Sham grubuna gore 3. saatte %19,66, 24.
saatte  %35,16, 48. saatte ise %18,40 yiksek bulunmustur. SP-D
konsantrasyonunun SP-A konsantrasyonunda da oldugu gibi AB-24 grubunda AB-
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3 grubuna gore %9,68 daha yiiksek oldugu goriilmiis ancak istatistiksel anlamli fark
bulunmamastir (p>0,05).

A. baumannii’de oldugu gibi E. coli’nin de dis membraninda OmpA proteini
bulunmaktadir, ve bu proteinin silinmesi E. coli’nin SP-A ve SP-D direncini
diisiirmektedir (298). OmpA A. baumannii’nin 6nemli viriilans faktdrlerinden
biridir. SP-A ve SP-D’nin A. baumannii’ye baglanip bakterisidal etki gostermesi
ihtimaline karst A. baumannii OmpA gibi viriilans faktorleri sayesinde direng
kazaniyor olabilir. Bizim c¢alismamizda A. baumannii ATCC19606 susu ile
olusturulan pnomonide SP-A ve SP-D seviyelerinde artis goriilmiistiir. A.
baumannii’nin virilans faktorlerinin SP-A ve SP-D’ye karsi direng saglayip
saglamadigi bilinmemekte ve arastirilmasi gerekmektedir.

E. coli’den elde edilen LPS’nin intratrakeal yolla si¢anlara instile edilmesinin
ardindan 6., 24. ve 72. saatlerde dokudaki SP-A seviyesinin yiikseldigi, 72. saatte
BALS’deki SP-A ve SP-D seviyesinin de kontrol grubuna gore yiiksek oldugu
gorlilmiistiir (290). McIntosh ve arkadaslari, 24. saatte SP-A ve SP-D mRNA
seviyelerinin arttig1 ancak SP-B seviyesinde degisiklik olmadigin1 gostermistir. SP-
A ve SP-D mRNA seviyelerindeki artisla birlikte gerceklesen BALS deki SP-A ve
SP-D seviyesi artigi, bu proteinlerin sekresyonlarindaki artisin LPS tarafindan
tetiklenen enflamasyonun ve sitokinlerin bir sonucu olabilecegini gostermektedir
(290). P. aeruginosa’dan elde edilen LPS’nin nebulizasyon yontemi ile farelere
uygulanmasinin ardindan hem SP-B mRNA hem de BALS’deki SP-B seviyesinin
maruziyetten sonra 24., 48. ve 96. saatlerde diistiigli, ancak SP-A ve SP-C
seviyelerinin kontrol grubuyla ayni kaldig1 gériilmiistiir (340). Intraperitoneal ve
intranazal Aspergillus fumigatus’a maruz birakilan farelerde alerjik reaksiyon
tetiklenmis ve hem SP-D mRNA hem de BALS’deki SP-D seviyesinde artis
gozlenmistir (324). Alerjik reaksiyonun sebep oldugu enflamasyonun SP-D
seviyesini yiikselttigi diisiintilmektedir (324). Benzer bir calismada A. fumigatus ile
tetiklenen alerjik reaksiyonun ardindan SP-B ve SP-C seviyelerinin diistligii, ancak
SP-D seviyesinin arttig1 gorlilmiistiir (346). Bizim ¢alismamizda, hem A.
baumannii ve Sham gruplari arasinda hem de A. baumannii grubu igerisinde 48. ve
onceki saatler arasinda A. baumannii kaynakli enflamasyon artis1 saptanmistir. A.
baumannii kaynakli enflamasyon sitokinleri tetikliyor ve SP-A ve SP-D
seviyesinde artisa sebep oluyor olabilir. Enflamasyon devam ettigi siirece

BALS’deki SP-A ve SP-D konsantrasyonunun yiiksek kalmakta, bu ylizden de
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enflamasyonun SP-A ve SP-D artisim1 tetikledigini diisiinmekteyiz. SP-A P.
carinii’ye glikoprotein 1 aracilifiyla baglanabilmekte ve konak defansinda rol
almaktadir, ancak P. carinii maruziyetinden 4 hafta sonra seviyesinin degismedigi
goriilmiistiir (344). Benzer bir calismada ise P. carinii pndmonisinin 4-6.
haftalarinda P. carinii gpA’sina baglanan SP-D seviyesinin arttigi goriilmiistiir
(377). Bizim ¢aligmamizda, 3, 24 ve 48 saatlik pndmoni modeli kullanildi, ve her
saatte SP-A konsantrasyonunun, 3. ve 24. saatlerde de SP-D seviyesinin Sham
grubuna gore arttig1 goriildi. A. baumannii pndmonisinde 3 saat kadar erken bir
siirede baslayan SP-D artis1 O’Riordan ve arkadaslarinin ¢alismasindaki gibi 4-6
hafta kadar devam ediyor olabilir mi? Uzun siireli pnoémonide SP-A ve SP-D
konsantrasyonundaki yiikseklik devam ediyor olabilir. E. coli LPS’si kullanilan
calismalarda SP-A ve SP-D seviyelerinin arttig1, P. aeruginosa LPS’si kullanilan
calismada ise SP-A seviyesinin degismedigi goriilmektedir. LPS gram negatif
bakterilerin yapisinda bulunan bir yapidir, ancak A. baumannii gram negatif bir
bakteri olmasina ragmen dis membraninda O-polisakkarit iceren LPS degil O-
polisakkarit yoksun LOS bulundurur (24,35,40,41). LPS maruziyetinin siirfaktan
proteinleri tizerine etkisinin incelendigi bu ¢alismalarda LPS’nin yapisinin veya O-
antijeni varliginin etkisi arastirilmamistir (290,340). Ancak E. coli’nin O-
polisakkarit iceren suslarinin hem SP-A hem de SP-D’ye kars1 direngli oldugu (298)
ve SP-D’nin lipooligosakkarite baglanabildigi bildirilmistir (300). SP-A O
polisakkaritten yoksun E. coli, Klebsiella pneumonia ve Enterobacter
aerogenes’in, SP-D ise yine O-polisakkaritten yoksun E. coli ve K. pneumonia
klinik izolatlarmin gelisimini inhibe edebilmektedir (298). SP-A ve SP-D’nin O-
polisakkaritten yoksun olan A. baumannii’ye baglanip baglanamadigi veya
gelisimini inhibe edip etmedigi bilinmemektedir. Ancak bizim ¢alismamizda hem
SP-A, hem de SP-D seviyelerinin A. baumannii ile maruziyetten sonra istatistiksel
anlaml sekilde artis gostermesi SP-A ve SP-D’nin A. baumannii’ye kars1 konak
savunmasinda etkili olabilecegini gostermektedir. SP-A ve SP-D O-polisakkaritten
yoksun A. baumannii’ye baglaniyor, fagositozunu kolaylastirtyor ve bakteri
bliylimesini inhibe ediyor olabilir. A. baumannii inokiilasyonundan sonra 3. saatte
SP-A konsantrasyonu yiikselmekte, 24. saatte daha da artmakta ve 48. saate kadar
bu seviyesini korumaktadir. SP-D konsantrasyonu ise 3. saatte yiikselmeye
baslamakta, 24. saatte hafif bir artis gosterip 48. saatte tekrar 3. saatteki seviyesine

diismektedir. Histopatolojik veriler incelendiginde PMNL infiltrasyonu, konjesyon

79



ve bronkoalveolar proliferasyonun 3. saatte A. baumannii grubunda Sham grubuna
oranla istatistiksel anlamli olarak yiiksek bulunmasi bu saatte pndmoninin
basladigini ve enflamasyonun tetiklendigini gostermektedir. Enflamasyonun
baslangiciyla birlikte SP-A ve SP-D seviyelerinin de artig gosterdigi goriilmektedir.
Enflamasyon 48. saatte de devam etmekte, SP-A seviyesi de Sham grubuna gore
yiiksekligini korumaktadir. Her ne kadar 48. saatteki SP-D seviyesinde SH ve AB
gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmamis olsa da SH seviyesine gore
yuksekligini korumaktadir. Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz bulgulara gore A.
baumannii kaynakli pndmonide enflamasyonun baglangiciyla beraber BALS’deki
SP-A ve SP-D konsantrasyonlarinin arttigi ve enflamasyon siiresince bu
proteinlerin konsantrasyonlarinin yiiksek kalmaya devam ettigi goriilmektedir.
SP-A ve SP-D bir¢ok farkli patojene farkli yollar araciligiyla baglanabilmekte
ve patojenlerin viriilansini etkilemektedir. SP-A’nin Cryptococcus neoformans’a
baglanabilmekte ancak fagositozunda bir farka neden olmamaktadir (325). SP-A
influenza A viriisii tantyabilmekte ve insan akciger epitel hiicre hattinda influenza
A enfeksiyonunu inhibe etmektedir (326). SP-A’nin nanopartikiillere maruz
birakilmasi influenza A enfeksiyonuna karst SP-A’nin etkisini arttirabilmektedir
(378). SP-D influenza A enfeksiyonunda enflamatuvar sitokin iiretimini
diizenlemekte ve viral temizlenmeyi arttirmaktadir (333). SP-A Mycoplasma
pneumoniae’ya fosfatidilgliserol araciligiyla baglanmakta ve koloni formasyonunu,
metabolik aktiviteyi ve DNA replikasyonunu etkileyerek bakterinin gelisimini
inhibe etmektedir (327). SP-A insan bagisiklik yetmezligi viriistintiin (HIV) 6nemli
bir pargasi olan gp120 glikoproteinine baglanmakta ve CD4+ T hiicrelerini HIV
enfeksiyonuna karst korumaktadir (328). Ancak dendritik hiicrelerle yapilan
calismada SP-A’nin gpl120’lerin dendritik hiicrelere baglanmasini arttirdigi ve
dendritik hiicrelerden CD4+ T hiicrelerine enfeksiyonun yayilmasini kolaylastirdig:
goriilmiistiir (328). SP-A gibi SP-D de HIV’in gpl20 glikoproteinlerine
baglanabilmekte ve wviriis replikasyonunu inhibe etmektedir (332). SP-A
immiinoglobulin  G’nin Fc  bolgesine baglanabilmekte ve fagositozu
arttirabilmektedir (379). SP-A respiratuar sinsityal viriisiin (RSV) yapisindaki F
glikoproteinine baglanarak viriisii notralize edebilmektedir. Ancak ayni durum SP-
D’de mevcut degildir, SP-D’nin RSV’nin yapisindaki F veya G glikoproteinine
baglanamadig1 goriilmiistiir (292). SP-A Haemophilus influenzae, Streptococcus

pneumoniae ve Grup A Streptokoka baglanabilmekte ve bu patojenlerin alveolar
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makrofajlar tarafindan fagositozunu arttirmaktadir (329). Ancak, SP-A, P.
aeruginosa’ya hem baglanamamakta hem de fagositozunu degistirmemektedir
(329). SP-A Grup B Streptokoka baglanabilmekte, makrofajlarin fagositoz
yetenegini arttirmakta ve boylece bakteri temizlenmesini arttirmaktadir (330). SP-
D, P. aeruginosa pnémoni ve sepsisinde apoptoz ve enflamasyonu diizenleyerek
akciger ve renal hasar1 azaltmaktadir (331). SP-D’den yoksun farelerde P.
aeruginosa pndmonisinden kaynaklanan akciger hasar1 ve pnémoni ile tetiklenen
sepsiste de renal hasar vahsi tip farelere gore artmaktadir (331). Hem SP-A, hem de
SP-D  Mycobacterium  tuberculosis  yapisindaki  lipoarabinomannana
baglanabilmekte ve bakteri agliitinasyonunu saglamakta, SP-A patojenin
makrofajlara aderansini arttirirken SP-D aderansi azaltmaktadir (274). SP-D’nin
patojene baglanmasi, patojenin makrofajlar tarafindan alinmasini ve iglerinde
biiyiimesini inhibe etmektedir (337,338). SP-D yapisinda bulunan CRP’ler P.
carinii’nin yapisindaki glikoprotein A’ya baglanabilmektedir (334). P. carinii
enfeksiyonunda da SP-D seviyesi artmaktadir (345). Insan solunum yolu epitel
hiicre hattinda olusturulan Candida albicans ve Aspergillus fumigatus
enfeksiyonunda, SP-D her iki fungal yiizeye tutunmakta, fungal adhezyonu
azaltmakta ve notrofil tarafindan gerceklestirilen fungal temizlenmeyi
arttirmaktadir (335). SP-D Mycobacterium bovis bacillus Calmette—Guérin’in
(BCG) hayatta kalma kabiliyetini azaltmaktadir (336). Buna karsilik SP-D Coxiella
burnetii’ye baglanmaktadir ancak bakterisidal bir etki gostermemekte ve fagositozu
kolaylastirmaktan ziyade alveolar makrofajlarin Coxiella burnetii’yi fagosite
etmesini azaltmaktadir (339). Tiim bu bilgiler 1s181nda SP-A ve SP-D’nin sadece
LOS degil, A. baumannii’nin yapisinda bulunan bir¢ok viriilans faktor araciliiyla
patojenle etkilesime girebilecegi goriilmektedir. SP-A ve SP-D’nin hangi yollar ile

A. baumannii ile etkilesime girdiginin arastirilmasi gerekmektedir.

4.4.2 Hidrofobik Siirfaktan Proteinleri

A.  baumannii inokiilasyonu ile olusturulan pnémonide SP-B’nin
bronkoalveolar sividaki konsantrasyonu 24. saatte Sham grubuna gore %18,51
oraninda istatistiksel anlamli artis gdstermistir. 3. ve 48. saatlerde de Sham grubuna
oranla daha ytiksek (sirastyla %10,41 ve %12,39) SP-B konsantrasyonu bulunmus

olmasina ragmen istatistiksel anlamli fark goriilmemistir. AB-24 grubundaki SP-B
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konsantrasyonunun da 3. saate gore istatistiksel anlamli olarak daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir (p<0,05). SP-B’nin aksine SP-C konsantrasyonunun Sham grubuna
gore A. baumannii grubunun 3. saatinde %8,75, 24. saatinde ise %9,65 oraninda
istatistiksel anlamli olarak diistiigii saptanmistir. AB-48 grubunda da Sham grubuna
gore 9%8,25 oraninda diistiigii goriilmis ancak istatistiksel anlamli fark
bulunmamastir (p>0,05). Cesitli calismalarda SP-B ve SP-C seviyelerinin bakteri
ve LPS maruziyetinden veya akut akciger hasarindan etkilendigi bildirilmistir.
Ancak elde edilen verilerde hem SP-B hem de SP-C seviyelerinde tutarli bir
degisim gorliilmemistir. Baz1 ¢alismalar SP-B seviyesinin veya ekspresyonunun
diistiigiinii bildirirken, bazi1 ¢aligmalarda arttig1 veya degismedigi bildirilmistir. A.
fumigatus 1ile tetiklenen alerjik reaksiyonda SP-B ve SP-C seviyeleri diisiis
gostermektedir (346). Intratrakeal P. carinii inokiilasyonundan 4 hafta sonra
dokudaki SP-B mRNA ve SP-B seviyesinin yani sira BALS’deki SP-B seviyesi de
diismektedir (344). Benzer bir ¢alismada P. carinii inokiilasyonunun BALS SP-C
ekspresyonunu diisiirdiigii goriilmiistiir (345). Akut akciger hasarinda SP-C mRNA
ekspresyonu diismektedir (323). Bu c¢alismalara ters sekilde, intratrakeal LPS
instilasyonundan 3 giin sonra siganlarda SP-A, SP-B ve SP-C mRNA seviyeleri ve
SP-A seviyesinin arttig1 bildirilmistir (341). Bagka ¢aligmalarda ise SP-B mRNA
ekspresyonunun LPS maruziyetinde degismedigi bildirilmistir (290). Bizim
calismamizdaki SP-C seviyesindeki diisiis, P. carinii (345,346) ve akut akciger
hasar1 olusturulan (323) c¢alismalarla benzerlik gostermektedir. Bizim
calismamizda 3. ve 24. saatlerde elde edilen SP-C diislisii Atochina ve
arkadaslarinin ¢aligmasinda 6. haftada da saptanmistir. A. baumannii kaynakl
pnomonide 3. saatte baglayan SP-C diisiisliniin 6. haftada da siiriiyor olabilir. Uzun
stireli pndmonide diisiikk SP-C konsantrasyonu devam ediyor olabilir, mortaliteye
sebep olan pnomonide daha fazla diislis goriiliiyor olabilir. SP-C siirfaktan
metabolizmasinda, fonksiyonunda ve katabolizmasinda gorev almaktadir
(314,318). SP-C seviyesindeki diisiis siirfaktan metabolizmasini ve fonksiyonunu
negatif yonde etkiliyor olabilir. A. baumannii kaynakli pndmonide yiiksek mortalite
goriilmesi diisen SP-C konsantrasyonu ve buna bagl siirfaktan fonksiyon kaybiyla
alakali olabilir. Daha yiiksek A. baumannii igeren inokiilasyonuyla
olusturulabilecek yiiksek mortaliteye sebep olan pndmoni modelinde SP-C
konsantrasyonundaki diisiis ve sonuclar1 daha acgik irdelenebilir. Bizim

calismamizda, SP-B seviyesi LPS inokiilasyonu yapilan ¢aligmayla (341) benzer
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bir sekilde artmis iken P. carinii calismalariyla (344) ters diismektedir. Caligmalar
arasindaki zit bulgular patojen farkliligindan, uygulanan patojen miktarindan veya
uygulama siiresinden kaynakli olabilir. P. carinii inokiilasyonu fareler iizerinde
yapilmis ve SP-B seviyesi 6 hafta aradan sonra Olc¢lilmiistiir (345). Bizim
calismamizda ise SP-B seviyesi 3. ve 48. saatlerde ayni kalirken 24. saatte
yiikselmistir. Dolayistyla tam olarak bir karsilagtirma yapmak miimkiin degildir. In
vitro c¢alismada LPS maruziyetinde bronkoalveolar makrofajlarin  ATII
hiicrelerindeki insan siirfaktan protein B gen transkripsiyonunu tetikledigi
goriilmiistiir (342). Bizim ¢alismamizda 24. saatte alveolde makrofaj kiimelenmesi
artmaya baslamis ve 48. saatte maksimum seviyeye ulagsmistir. 24. saatte artmaya
baslayan makrofaj kiimelenmesi SP-B konsantrasyonundaki artisa sebep olmus
olabilir. Ancak 48. saatte alveoldeki makrofaj kiimelenmesi maksimum seviyeye
(3,75) ulagmasina ragmen SP-B seviyesindeki artis 48. saatte devam etmemis,
aksine SP-B seviyesinde hafif bir diisiis saptanmistir. Ayrica 3. saatte baglayan ve
48. saatte devam eden enflamasyon diisiiniildiigiinde, SP-B konsantrasyonunda 24.
saatte goriilen istatistiksel anlamli artis enflamasyonla dogrudan alakali
olmayabilir. SP-B konsantrasyonundaki artis A. baumannii’nin viriilans
faktorlerinden veya patogenezinden kaynaklantyor olabilir. Farkli BALS SP-B
seviyesi bulunduran farelerde yapilan ¢alismada, farelere intratrakeal yolla grup B
streptokok ve P. aeruginosa inokule edilmis, 6 ve 24 saat sonra akcigerden alinan
orneklerdeki bakteri seviyelerinin farklilik gostermedigi goriilmiistiir (347). Ancak,
farkli SP-B genetik varyantlar1 (C veya T aleli bulunduran SP-B proteinleri)
barindiran farelerde bakteriyel ylikiin degistigi goriilmektedir (343). SP-B-T aleli
barindiran farelerde SP-B-C aleli bulunduranlara gére daha diisiik enflamasyon,
daha diisiik bakteriyel ylik ve mortalite goriilmekte, SP-B seviyesi ise C aleli
bulunduran farelere gore daha yiiksek goriilmektedir (343). Calismamizda
bakteriyel yiikii degerlendirmedigimiz i¢in artan SP-B seviyesinin bakteriyel yiik
tizerindeki etkisini saptayamadik. E. coli LPS’si inokiile edilen SP-C’den yoksun
farelerde persistan enflamasyon ve artmis sitokin iiretimi goriilmektedir (348).
Bizim calismamizda 3. ve 24. saatlerde SP-C seviyesi istatistiksel anlamli sekilde
diismektedir, diislis 48. saatte de devam etmekte ancak istatistiksel anlaml1 bir fark
yoktur. A. baumannii gruplarinda her saatte Sham grubuna gore yiiksek
enflamasyon saptanmistir. Enflamasyondaki artis Glasser ve arkadaglarinin

bildirdigi SP-C seviyesindeki diisiisle baglantili olabilir (348). Ancak bizim
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calismamizda enflamasyonun 3. saatte basladig1 ve 48. saatte devam ettigi ve hatta
48. saatte PMNL infiltrasyonunun (3. saate gore), makrofaj kiimelenmesinin (3.
saate gore), konjesyonun (24. saate gore) ve bronkoalveolar proliferasyonun
(3.saate gore) istatistiksel anlamli olarak daha da arttig1 goriilmektedir. Ancak SP-
C konsantrasyonundaki diisiisiin 3. ve 24. saatlerde istatistiksel anlamli iken 48.
saatte istatistiksel anlamli olmadigi goriilmektedir. SP-C konsantrasyonundaki
diistis dogrudan enflamasyonla alakali degil, A. baumannii’nin viriilans
faktorleriyle ve patogeneziyle alakali olabilir. Bizim c¢alismamizda, A.
baumannii’'nin SP-B seviyesini arttirdigt ve SP-C seviyesini diisiirdigi
goriilmektedir, ancak A. baumannii’nin bu etkileri hangi yollar ile yaptig1 agik

degildir.

4.4.3 Siirfaktan Proteinleri Arasindaki Korelasyon

Bizim c¢alismamizda A. baumannii pndmonisinin varliginda, siirfaktan
proteinleri arasindaki korelasyon Pearson’in korelasyon testi ile analiz edilmistir.
SP-A ile SP-B arasinda orta, pozitif, SP-C arasinda zayif, negatif ve SP-D arasinda
giiclii, pozitif yonlii korelasyon bulunmaktadir. SP-B ile SP-C arasinda orta,
negatif, SP-D arasinda orta, pozitif yonlii korelasyon bulunmaktadir. SP-C ile SP-
D arasinda ise zayif, negatif yonlii korelasyon bulunmaktadir. Bu ¢alisma, A.
baumannii pndmonisinde siirfaktan proteinleri arasindaki korelasyonu gosteren ilk
calismadir. SP-A ve SP-D konak savunmasina rol almakta ve patojen varliginda
seviyelerinde artig goriilmektedir. Aralarinda gii¢lii, pozitif yonlii korelasyon
olmasi da A. baumannii pndmonisinde ikisinin de rol almasindan ve patojene kars1
benzer bir tepki vermelerinden kaynaklaniyor olabilir. SP-A’nin artisinin SP-D
artisina sebep oldugu veya bu durumun ters sekilde isledigini sdylemenin dogru
olmamasima ragmen, A. baumannii pndmonisinde SP-A seviyesinde artis
goriildiigiinde SP-D seviyesinin de artmis oldugu beklenebilir. Ancak her iki
proteinin de artisinin  A. baumannii pndmonisinde hangi  yolaklar ile
gerceklestiginin arastirilmasi gereklidir. Bronsiyal lavaj ile bronkoalveolar lavaj
stvilart arasindaki SP-D konsantrasyonunun giiclii ve pozitif yonlii korelasyon
icinde oldugu bildirilmistir (380). Biz calismamizda sadece bronkoalveolar lavaj

stvisindaki protein konsantrasyonlarimi degerlendirdik, bu yiizden dokudaki veya
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kandaki protein konsantrasyonu ile BALS deki konsantrasyonu karsilagtirmamiz
miimkiin olmadi.

SP-B konsantrasyonu ile SP-A ve SP-D konsantrasyonlar1 arasinda orta,
pozitif yonlii korelasyon bulunmustur. SP-A ve SP-D konak savunmasinda gorev
alirken SP-D siirfaktan metabolizma ve fonksiyonundan sorumludur. A. baumannii
pnomonisinde bu 3 proteinin de armis olmasi ve aralarinda orta, pozitif yonlii
korelasyon olmasi viicudun hem patojene karsi cevap verme, hem de siirfaktan
fonksiyonunu diizeltme/arttirma istegi olabilecegini diisiiniiyoruz. Bizim
calismamizda yliksek mortaliteye sebep olan bir pndmoni modeli kullanilmadi.
Belki de daha yiiksek bakteri inokiilasyonu uygulanmis ve yiiksek mortalite
goriilmiis olsaydi hem bu ¢alismada goriilen SP-B artis1 ters yone donebilir, hem de
korelasyon degisebilirdi.

SP-C ATII hiicrelerinden sentezlenmekte ve SP-B araciligiyla tasinarak
lamellar cisimde paketlenmektedir. SP-B artisinin SP-C sentezini arttirdigi
sOylenemez, ancak SP-C sentezi i¢in SP-B’nin gerekli oldugu diisiiniilebilir. SP-B
ve SP-C benzer gorevler iistlenmelerine ragmen A. baumannii pndmonisinde
seviyelerinin farkli degistigi ve negatif korelasyon i¢inde olduklar1 goriilmiistiir. 24.
saatte SP-B seviyesi artarken SP-C seviyesinin diistiigii goriilmektedir. SP-B
seviyesindeki artigin artan enflamasyondan, SP-C seviyesindeki diisiisiin ise A.
baumannii’nin virlilansindan kaynaklandig: diistiniilebilir. Ancak her iki protein de
stirfaktan metabolizmasinda ve fonksiyonunda gorev almasina ragmen (314,318)
enflamasyon sirasinda neden birisinin seviyesi artarken digerinin diistiigu
bilinmemektedir. A. baumannii pndémonisinde SP-B ve SP-C seviyelerini etkileyen
faktorler ve iki protein arasindaki negatif korelasyonun baska patojenlerin sebep

oldugu pnémonilerde de bulunup bulunmadig: arastirilmalidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Intratrakeal 0.5 McFarland Acinetobacter baumannii inokiilasyonu siganlarda
pnomoni olusturmakta, enflamasyonu tetiklemekte, siirfaktan proteinlerinin
seviyesini degistirmekte ancak 48 saat icerisinde mortaliteye sebep olmamaktadir.
A. baumannii inokule edilen gruplar igerisinde sadece tek bir siganda
inokiilasyondan sonraki giin eksitus gortilmistiir. 0.5 McFarland A. baumannii
inokiilasyonunun pndémoni olusturmak, histopatolojik ve biyokimyasal verileri
arastirmak i¢in yeterli oldugu, ancak 48 saatlik pndmonide mortalite i¢in diisiik
oldugu goriilmektedir. Mortalitenin arastirilmasinda 48 saatlik model kullanilacak
ise daha yiiksek bakteri barindiran inokulum tercih edilmesi veya benzer inokulum
ile daha uzun siireli pndmoni olusturulmasi gereklidir.

Sicanlara yapilan intratrakeal instilasyonun ardindan islemin basarisini test
etmek, akcigerde pnomoninin olusumunu ve A. baumannii’nin ¢ogalmasini
gorebilmek amaciyla BALS’den ayrilan Ornekler ve akcigerden alinan kesitler
besiyerlerine ekilmistir. A. baumannii gruplarindaki sicanlarin  akciger
kesitlerinden yapilan ekimlerde 100.000’den fazla koloni {iremesi saptanmasina
ragmen BALS’den ayrilan oOrneklerden yapilan ekimlerde istenilen sonuglar
almamamistir. Russo ve arkadaslar1 benzer pnomoni modelinde 15 ml’lik
BALS’den ayirdiklar1 500 pl’lik 6rnekte bakteri liremesi saptamis ve bakteriyel
yiikii karsilastirmislardir (358). Bizim ¢alismamizda 500 pl yerine 1000 pl’lik
ornek ayrilmis olmasina ragmen bakteriyel yiik basarili sekilde dl¢iilememistir.
BALS’den ayrilan ornekte bakteriyel iireme alinamamasinin sebebi patojen
suslarindaki fark olabilir. Bizim ¢alismamizda siirfaktan proteinlerinin bakteriyel
yiik tizerine etkisini arastirmadigimiz i¢in homojenizasyon yontemini eklemedik,
ancak bakteriyel ylikiin arastirilmasinin amaglandigi calismalarda bakteri ekimi i¢in
BALS’den alinan Ornekler haricinde akcigerin homojenize edilmesinden elde
edilen 6rneklerin de mutlaka kullanilmasi gerektigi goriilmektedir. 15 ml’den daha
diisiik BALS alinmasi, elde edilen BALS nin daha az seyrek olmasina ve boylece
daha fazla bakteri tiremesi elde edilmesini saglayabilir. Ancak BALS i¢in enjekte
edilen serum fizyolojik miktarinin azaltilmasi toplamda elde edilen BALS miktarini
azaltabilir, yeteri kadar BALS elde edilemeyebilir veya elde edilen BAL sivisinin

fazla yogun olmasina, bu yiizden de ELISA testlerinde sonuglarin test araliginin
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disinda kalmasima neden olabilir. Siganlarin kullanildigit BALS igerigi ile ilgili
calismalarda 5-30 ml arasinda serum fizyolojik kullanildigi goriilmektedir (381—
384). Bakteri yiikiinlin saptanmasinin 6nem arz ettigi tedavi amacli calismalarda ek
grup eklenebilir, bu grupta serum fizyolojik enjeksiyonu yapilmamis akciger
dokusu homojenize edilerek bakteri yiikii saptanabilir (384).

Bu calismada ilk kez A. baumannii pndmonisinin siirfaktan proteinleri
tizerine etkisi arastirilmistir. Sicanlarda olusturulan A. baumannii pnémonisi
bronkoalveolar sividaki SP-A, SP-B ve SP-D seviyelerini arttirirken SP-C
seviyesini diistirmektedir. SP-A ve SP-D birgok patojene baglanabilirken A.
baumannii ile olan etkilesimleri bilinmemektedir. Bizim ¢alismamizda elde edilen
SP-A, SP-B ve SP-D artislarinin ve SP-C diisiisiiniin hangi yollarla gerceklestigi,
SP-A ve SP-D’nin A. baumannii’ye nasil baglandigi ve A. baumannii’nin
biiylimesini nasil etkiledigi arastirilmalidir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglarin
ardindan, siirfaktan proteinlerinin eksikliginde ve A. baumannii viriilans
faktorlerinin yoklugunda A. baumannii viriilansinin nasil etkilenecegi sorular1 agiga
cikmaktadir. Siirfaktan proteinlerinden yoksun mutant denekler ile yapilacak
calismalarla siirfaktan proteini eksikliginin A. baumannii pndémonisini nasil
etkiledigi arastirilabilir. Virtilans faktorlerinden yoksun A. baumannii mutantlarinin
kullanilacag1 ¢aligmalarla da siirfaktan proteinleriyle A. baumannii’nin viriilans
faktorleri arasindaki etkilesim agia cikartilabilir. Bu sayede yogun bakim
tinitelerinde siklikla nozokomiyal pnomoniye ve %60’a varan mortaliteye sebep
olan A. baumannii’nin patogenezi aydinlatilabilir ve yeni tedavi stratejileri
tiretilebilir.

Calismamizin kisitliligy, farkli A. baumannii suglarinin ve farkli dozlarin degil
tek bir standart sus ile tek bir dozun kullanilmis olmasi ve siirfaktan proteinlerinden
yoksun mutant deneklerin kullanilmamis olmasidir. Yiiksek mortaliteye sebep
olabilecek inokiilasyon dozlari denenirse siirfaktan protein seviyelerinin mortal
seyreden A. baumannii pndmonisinde nasil degistigi goriilebilir. Viriilans
faktorlerden yoksun mutant A. baumannii suslari ile yapilacak caligmalarda ise A.
baumannii’nin siirfaktan proteinlerini hangi yollar ile etkiledigi arastirilabilir.
Stirfaktan proteinlerinden yoksun mutant deneklerin kullanimi ile konagin A.
baumannii’ye hangi siirfaktan proteinlerinin A. baumannii’ye kars1 verilen cevapta

daha etkin oldugu ve bu proteinlerin yoklugunun A. baumannii kaynakli pndmoniyi

~~~~~
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Sonug olarak, bu ¢alismada ilk kez sicanlardaki A. baumannii pndmonisinin
bronkoalveolar lavaj sivisindaki siirfaktan proteini A, B ve D seviyesini arttirdigi,
C seviyesini diisiirdiigii goriilmiis ve siirfaktan proteinleri arasindaki korelasyon

gosterilmistir.
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