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OZET

Bashk: Cok ilaca Direngli Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Olusturdugu Biyofilme

Antibiyotikle Birlikte Hiperbarik Oksijenin Etkinligi

Amac¢: Bu calismada cok ilaca direngli P. aeruginosa suslarinin olusturdugu biyofilm
tabakasina kolistin ve hiperbarik oksijen tedavisinin (HBOT) gerek tek basina gerekse kombine

olarak etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Endotrakeal aspirasyon ve bronkoalveolar lavaj 6rneklerinde lireyen gok
ilaca direngli P. aeruginosa suslar1 spektrofotometrede OD Ol¢limil i¢in 96 kuyucuklu diiz
tabanli ve konfokal lazer taramali mikroskopta (CLSM) 3 odakta fotograflama i¢in 6 kuyucuklu
hiicre kiiltiirii plaklarina koyuldu. Suslar, kontrol, sadece HBO, sadece kolistin ve
HBO+kolistin gruplari i¢in olusturulan ayri hiicre kiiltiirii plaklarina ekildi. Biyofilm olustuktan
sonra gruplara gore tedavileri uygulandi (HBO: 2.4 ATA’da 90 dk %100 oksijen, kolistin siilfat:
512 pg/ml). Sonrasinda gruplar aras1 OD (595 nm), CFU degerleri karsilagtirildu.

Bulgular: Biitlin suslarin (n:15) biyofilm olusturdugu CLSM ile fotograflandi ve OD o&l¢iimii
ile saptandi. Gruplarin OD sonuglart karsilastirildiginda sadece kolistin uygulanan grupta
kontrol grubuna gore anlamli bir azalma saptandi (p=0,009). Sadece HBO uygulanan grup ile
kontrol arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Sadece kolistin uygulanan grup ile kolistintHBO
grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0,130). Gruplar koloni sayim1 yontemiyle (CFU)
karsilagtirildiginda kolistin grubunda kontrol grubuna anlamli bir azalma (p<0,001) varken
HBO ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p=0,193). Tedavi gruplar
birbiriyle karsilastirildiginda kolistintHBO kombine tedavi gruplari ile yalnizca kolistin
grubunda anlamli fark yoktu (p=0,355).

Sonug: Kolistinin gerek tek basina gerek HBOT ile kombine verildiginde biyofilm tabakasinda
anlaml 6l¢iide azalmay1 sagladigi saptanmistir. HBO tedavisinin biyofilm tabakasina karsi

etkisiz oldugu gozlemlenmistir.



ABSTRACT

Title: The Effect of Antibiotic and Hyperbaric Oxygen on Biofilm Formed by Multidrug-

Resistant Pseudomonas aeruginosa Strains

Objective: This study aimed to investigate the effects of colistin and hyperbaric oxygen therapy
(HBOT), both alone and in combination, on biofilm formation by multidrug-resistant P.

aeruginosa strains.

Materials and Methods: Multidrug-resistant P. aeruginosa strains grown in endotracheal
aspiration and bronchoalveolar lavage samples were plated in 96-well flat-bottom cell culture
plates for spectrophotometric OD measurement and in 6-well cell culture plates for confocal
laser scanning microscope (CLSM) imaging at 3 focuses. The strains were seeded in separate
cell culture plates for the control, HBO alone, colistin alone and HBO+colistin groups. After
biofilm formation, treatments were applied according to the groups (HBO: 2.4 ATA for 90 min
%100 oxygen, colistin sulfate: 512 pg/ml). OD (595 nm) and CFU values were then compared

between the groups.

Results: Biofilm formation of all strains (n: 15) was determined by CLSM photography and
OD measurement. When the OD results of the groups were compared, a significant decrease
was found in the colistin-only group compared to the control group (p=0.009). No significant
difference was found between the HBO-only group and the control group. Also no significant
difference was found between the colistin-only group and the colistintHBO group (p=0.130).
When the groups were compared using the colony count (CFU) method, a significant decrease
was found in the colistin-only group (p<0.001) while no significant difference was found
between the HBO and control groups (p=0.193). When the treatment groups were compared,
there was no significant difference between the colistintHBO combined treatment groups and

the colistin alone group (p=0.355).

Conclusion: Colistin was found to significantly reduce biofilm formation, both alone and in
combination with HBOT. It was concluded that HBO treatment was ineffective against biofilm

formation.



I. GIRIS

Biyofilm tabakasi, mikroorganizmalarin salgiladigi, primer olarak kapali ekstraselliiler
polimerik madde igeren bir tabakadir. Biyofilm i¢indeki mikroorganizmalar serbest dolasan
planktonik bakterilerden farkli fenotipik 6zellikler gosterirler. Bu 6zelliklerin bir sonucu olarak

tedavi yontemlerine daha fazla direng gostererek hastaligin kroniklesmesine neden olurlar [1].

Baz1 mikroorganizmalar, gerek canli ylizeylerde, gerekse yabanci cisimler iizerinde,
biyofilm tabakasi olusturabilmektedir. Canli ylizeylerde biyofilm tabakasinin varligina kistik
fibroz, periodontit, kronik osteomyelit, diyabetik ayak enfeksiyonlari, kronik prostatit gibi
enfeksiyonlar ornek verilebilir. insanlarda kullanilan protez kalp kapaklari, eklem protezleri
gibi yabanci cisimlerin yiizeylerinde de basta stafilokoklar olmak iizere g¢esitli
mikroorganizmalar biyofilmler olusturarak tedavisi oldukc¢a giic olan infeksiyonlara yol
acmaktadir. Dogada da i¢gme ve endiistriyel su sistemlerinde, petrol boru hatlarinda ¢ok ¢esitli

mikroorganizmalarin biyofilm olusturdugu bilinmektedir [2].

Biyofilm olusturabilen bakteri hiicreleri, kendi tiirlerinden azalmis biliylime hizi ve
metabolizmalari, baz1 spesifik genlerinin regiilasyonunun artmasi veya azalmasi ile ayrilir.
Biyofilm i¢indeki bakterilerin antibiyotiklerle tedavisi birgok nedenle giiclesir; bunun en
onemli nedenlerinden biri biyofilmin temelini olusturan ekstraselliiler polimerik maddenin
antibiyotik gecisi i¢in bir bariyer olusturmasidir. Diger bir neden, biyofilm i¢indeki bakterilerin
cogalma hizin1 yavaslatmasidir. Bazi antibiyotikler esas olarak ¢ogalan hiicreleri hedefledigi
icin bu durum etkilerini azaltir. Son olarak biyofilm icindeki bakteri hiicreleri arasinda direng
genleri dahil mobil genetik elemanlarin aligverisi kolaylasir. Sonug olarak biyofilm bulunan
infeksiyonlarda, biyofilm ic¢indeki etken bakterilerde hem antibiyotik toleransi hem de
antibiyotik direnci, biyofilm i¢inde olmayan ayni tlirdeki planktonik bakterilere gore ¢cok daha
sik goriiliir. Bu nedenle biyofilm olugsmus infeksiyonlarda, daha uzun tedavi siirelerine ragmen

tedavi basarisizlig1, morbidite ve mortalite daha sik goriilmektedir [3,4].

Hiperbarik Oksijen Tedavisi (HBOT) 1 Atmosfer Absolute (ATA)’dan daha yiiksek
basingli bir ortamda 100% oksijen solunmasi ile gerceklestirilen bir tedavidir. HBOT,
karbonmonoksit zehirlenmesi, dekompresyon hastaligi, aseptik nekroz, ani isitme kaybu, retinal
arter okllizyonu vs gibi endikasyonlar yaninda; kronik osteomyelit, kronik yaralar, gazl

gangren, diyabetik ayak gibi enfeksiyonlarda da uygulanmaktadir [5].



Hiperbarik oksijen tedavisinin temel amac tiirlii nedenlerle hipoksik bulunan dokularda
yiiksek oksijen parsiyel basinci yaratilarak hiicrelere aerobik solunum i¢in gerekli oksijenin
saglanmasidir. Hiperbarik oksijen (HBO) tedavisinin yara iyilesmesi endikasyonlarinda
anjiogenez, antiddem ve antiinflamatuar etkilerinden; enfeksiyon ile iliskili endikasyonlarda ise
anaerob mikroorganizmalar iizerine direk bakterisitik-bakteriostatik etkiler, konak savunma
faktorlerinin oksidatif stres etkisinin restorasyonu ve bazi antibiyotiklerle sinerjizm etkilerinden

yararlanilir [6].

Son yillarda biyofilm iligkili infeksiyonlarin tedavisinde HBOT ve antibiyotik
kombinasyonlarinin uygulandig1 cesitli caligmalar yapilmistir. Bu calismalarda HBOT un
biyofilm tabakasini bozmasi, biyofilm i¢inde olugsmus anoksik ortamin hiperoksik hale
getirilmesi ile diisiik metabolik etkinlige sahip bakterilerin metabolizmasinin hizlandirilarak
direnclerinin azaltilmasi, antibiyotigin hiicre i¢ine aliminin ve etkinliginin artirilmasi gibi
konular ele alinmaktadir. Ancak HBOT’un biyofilm tabakasi iizerindeki etkisi ile ilgili

caligmalar az sayidadir ve bu konuda yeni aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir [7, 8].



IL.GENEL BiLGIiLER

A. Biyofilm

1.Biyofilm Tanimi ve Tarihcesi

Biyofilm, mikroorganizmalarin ylizeylere tutunarak olusturdugu, salgiladiklar
polisakkarit ve protein iceren matriks i¢inde organize olmus mikrobiyal topluluklardir. Bu yapz,
bakterilere cevresel stres faktorlerine, konak savunmasina ve antimikrobiyal ajanlara karsi
koruma saglar. Biyofilm i¢indeki bakteriler planktonik formlarina kiyasla hem fenotipik hem
de genotipik olarak onemli farkliliklar gdsterir. Bu yapilar basta tibbi cihaz yiizeyleri olmak
iizere, kronik yara yataklarinda da siklikla goriilmektedir. Nitekim yapilan ¢alismalarda kronik

yaralarin %60’ 1nda biyofilm yapilarinin gézlendigi bildirilmektedir [9].

Biyofilmlerin tanim1 ve gozlemlenmesi aslinda mikrobiyolojinin erken donemlerine
kadar uzanir. 1684 yilinda Antonie van Leeuwenhoek, dis plagi drneklerinde mikroskobik
canlilar1 tanimlayarak biyofilmlerin varligini ilk gozlemleyen kisi olmustur. 20. yilizyilin
baslarinda Heukelekian ve Heller, deniz bakterilerinin, ylizeylere tutunarak daha etkin sekilde
cogaldigin1 gostermistir. Zobell ise yiizeylerdeki mikrobiyal yogunlugun g¢evresindeki ortama
kiyasla ¢ok daha fazla oldugunu ortaya koymustur. Elektron mikroskobunun gelistirilmesiyle
biyofilm yapilarina dair detayli morfolojik incelemeler miimkiin hale gelmis ve bakterilerin

cevresini saran matriksin temel bileseninin polisakkarit oldugu gosterilmistir [10].

Modern anlamda biyofilm teorisinin sekillenmesi 1970’11 yillara rastlar. 1975°te
“biyofilm” terimi ilk kez su filtreleri iizerindeki mikrobiyal tabakalari tanimlamak icin
kullanilmistir. 1977°de Niels Hoiby, kistik fibrozis hastalarinin akcigerlerinde kronik
enfeksiyon olusturan bakteri kiimelerini tanimlamig boylece biyofilm ile kronik enfeksiyonlar
arasindaki iligski kurulmustur. Bu alandaki asil doniim noktasi ise Bill Costerton’un 1978 yilinda
yayimladigi "How Bacteria Stick" adli calismasiyla olmustur. Bu makale ile bakterilerin
ylzeylere tutunarak glikokaliks yapisi igerisinde organize oldugu ve bu yapmin bir¢ok

mikrobiyal ekosistemde baskin oldugu fikri bilim camiasina sunulmustur [11].

Costerton’un bu konudaki ilgisi, Kanada’da bir dagda yliriiyiis yaparken kaygan bir
yiizeyde kayip diismesiyle baglamigtir. Mikroskobik incelemeler, bu kaygan yapinin ortamda
bulunan planktonik bakterilerden ¢ok daha yogun sayida bakteriyi barmndiran bir biyofilm
oldugunu gostermistir. Daha sonra implantlar {izerindeki arastirmalari, kronik enfeksiyonlarin

cogunun biyofilm yapilaryla iligkili oldugunu ortaya koymustur. Bu bulgular, klasik



mikrobiyolojik kiiltiir yontemlerinin yetersizligini gozler 6niine sermis ve enfeksiyonlarin tani
ve tedavisinde yeni bir yaklasimi giindeme getirmistir. Costerton’un 6ngoriisii, 6zellikle
implant enfeksiyonlarinda kiiltiirle tanimlanamayan mikroorganizmalarin biyofilm i¢inde yer
aldigi ve Deoksiriboniikleik asid (DNA) temelli tekniklerin bu siirecte Onemli rol

oynayabilecegi yoniinde olmustur [12].

Biyofilm aragtirmalar1 son yillarda 6nemli 6l¢iide ilerlemistir. Konfokal lazer taramali
mikroskopi, elektron mikroskobu ve molekiiler biyoloji tekniklerinin gelisimi, biyofilm
yapilarinin hem yapisal hem de genetik diizeyde daha ayrintili incelenmesine olanak
saglamistir. Giintimiizde bakterilerin hem dogada hem de insan viicudunda en yaygin yasam
formunun planktonik degil, biyofilm formu oldugu kabul edilmekte ve bu dogrultuda tedavi

stratejileri gelistirilmektedir [9, 10].
2. Biyofilm Olusumu

a. Yiizeye Tutunma

Biyofilm olusumu basit¢e asagidaki adimlardan olusur (Sekil 1):
-Bakterilerin Yiizeye ilk Tutunmasi (Geri Déniisiimlii)
-Bakterilerin Yiizeye Kalic1 Olarak Baglanmasi (Sik1 Adezyon)
-Hiicrelerin Cogalarak Kiiciik Gruplar Halinde Birikmesi (Mikrokoloniler)
-Ekstraselliiler Polimerize Madde (EPS) Uretimi ve Olgun Biyofilm Yapisinin Olusumu
-Biyofilmden Serbest (Planktonik) Hiicrelerin Ayrilarak Cevreye Yayilmasi

Biyofilm gelisiminin ilk ve en kritik adimi, bakterilerin bir yiizeyle temas ederek orada
tutunmaya baglamasidir. Bu siireg, genellikle “tersinir adezyon” olarak tanimlanir ¢iinkii bakteri
hiicreleri bu asamada ylizeye zayif kuvvetlerle baglanir ve halen ortamdan ayrilabilecek
durumdadir. Bu tutunmada baslica gérev yapan yapilar flagella ve tip IV pilus gibi hareket
organelleridir. Flagella yiizeye yaklasmay1 ve yon degistirmeyi saglarken, tip IV piluslar geri
cekilme hareketleriyle ylizeyle fiziksel temas kurarak bakterinin bu yiizeyi algilamasina
yardimel olur. Pseudomonas aeruginosa gibi tiirlerde bu yapilar, yiizey algilamasinda ve

tutunma kararinin verilmesinde 6énemli rol oynar [13].

Bu mekanik temas, hiicre i¢i sinyal yollarin1 aktive ederek, adezyon ve biyofilmle iligkili
genlerin ekspresyonunu baslatir. Ozellikle tip IV pilusun geri cekilmesi sirasinda olusan

gerilimin, ikinci haberci sistemleri aktive ederek hiicrede Siklik Adenozin Monofosfat (CAMP)



diizeyini artirdig1 gosterilmistir. Artan cAMP bakterinin ¢evresine adaptasyonunu saglayan gen

ekspresyonlarini tetikler ve ylizeye daha kalici baglanma i¢in hiicresel hazirliklar: baslatir [14].

Yiizeye ilk temas sonrasi olugan gegici baglanma, ¢esitli fiziksel ve kimyasal faktorlerin
etkisiyle kalic1 hale gelir. Bu siirecte hiicreler yiizeyi, hidrofobiklik derecesini, yiizeyin elektrik
ylkiinii algilayarak tutunmanin devam edip etmeyecegine karar verir. Yapilan caligmalar,
ozellikle yiizey piiriizliiliigiiniin mikroorganizmanin tutunma derecesinde belirleyici oldugunu

gostermistir [15].

1. Yizeye 4. Olgunlasma ve

Tutunma Farklilasma 5.Ayrilma

\ _ = 3. Matriks L < |

2. Mikrokoloni ~ Uretimi ; g
Olusumu 4\

Sekil 1. Biyofilm olusumunun temel agamalari [14]

[k asamada hiicrelerin adezyon siireci sadece mikroorganizmaya ait faktorlerle degil,
ylizeyin biyofiziksel 6zellikleriyle de sekillenir. Yiizey modifikasyonu ¢alismalar1 gostermistir
ki ozellikle hidrofobik ylizeylerde tutunma daha erken ve kuvvetli gerceklesir. Bu nedenle
ylizey miihendisligi yoluyla yapilan degisiklikler, biyofilm olusumunu engellemede énemlidir.
Bazi biyomalzemelerin ylizeyine plazma uygulamalart gibi fiziksel modifikasyonlar

yapildiginda, ilk adezyon siireci ciddi sekilde baskilanabilmektedir [16].



Bakteri yiizeyle temas ettikten sonra morfolojik ve metabolik olarak aktif hale gelir. Bu
asamada ekstraselliiler polimerize maddelerin (EPS) iiretimi baslar ve bu maddeler ilerleyen
stirecte biyofilmin ii¢ boyutlu yapisini olusturur. EPS iiretiminin baglamasi, bakterinin yiizeyi
kalic1 olarak kolonize etmeye karar verdigini gosteren ilk biyokimyasal belirtidir. Ayn1 zamanda

hiicrelerin yiizeyde yayilmasini ve mikrokoloniler olusturmaya baslamasini saglar [17].

Yiizeye tutunan bakterilerin hiicre i¢i metabolizmasi, bu gecis siirecine uyum

saglayacak sekilde yeniden diizenlenir [18].

Ozetle, biyofilm olusumunun baslangi¢ noktas: olan yiizeye tutunma siireci hem
bakterinin genetik donanimi hem de ¢evresel ve yiizeysel kosullarin birlesik etkisiyle sekillenir.
Kalict tutunmanin baslamasi, hiicre dis1 matriksin sentezini tetiklerken; bu matriksin gelisimi,

kolonilesme ve olgun biyofilmin yapisal iskeletini olusturur [19].

b. Mikrokoloni Olusumu

Biyofilm olusumunun ikinci asamasi olan hiicresel ¢ogalma ve mikrokoloni olusumu,
ylizeye tutunan bireysel bakterilerin cogalarak kiigiik, organize yapilar halinde kiimelenmesiyle
gerceklesir. Bu mikrokoloniler biyofilmin {i¢ boyutlu mimarisinin temelini olusturur ve hiicre-

hiicre etkilesimlerinin basladigi ilk organizasyonel birimlerdir [20].

Mikrokoloni formasyonu sadece ¢ogalma degil aym1 zamanda ekstraselliiler matriks
sentezi ve ylizeyle etkilesim gibi karmasik biyolojik siirecleri icerir. Bazi bakterilerde, kapsiil
gibi ylizey yapilari, mikrokoloni formasyonuna gerek kalmaksizin biyofilm gelisimini
baslatabilir. Ornegin Streptococcus pyogenes'te kapsiil yapis1 mikrokoloniye bagli olmayan

biyofilm formasyonunu desteklemektedir [21].

Mikrokoloniler, ¢evresel streslere karsi bakterilere avantaj saglar. Hiicreler bu yapilar

icerisinde daha direngli hale gelir ve antibiyotiklere kars1 korunakli bir yap1 olustururlar [22].

Ayrica, mikrokolonilerin morfolojisi ve dagilimi, genetik mutasyonlardan etkilenebilir.
P. aeruginosa'da yapilan ¢alismalarda, mutasyonlarin mikrokoloni dinamigini degistirdigi ve bu

durumun biyofilmin yapisal cesitliligini artirdig1 ortaya konmustur [23].

S. mutans gibi bazi tiirlerde mikrokoloni gelisimi, EPS {iretimiyle dogrudan iligkilidir.
Sakkaroz varliginda glukan iiretiminin artmasi, mikrokolonilerin daha iyi sekilde gelismesini

saglar. Bu glukanlar, bakterilerin yiizeye ve birbirlerine tutunmalarini kolaylastirir [24].



Sakkarozla birlikte nisasta da biyofilm mimarisini etkileyebilir. Nisasta varliginda, EPS
sentezi hizlanmakta, bu da daha biiyiilk mikrokolonilerin olusumuna neden olmaktadir. EPS
yogunlugu arttik¢a, mikrokoloniler arasi baglantilar giiclenir ve yap1 daha direncli hale gelir

[24].

Cevresel faktorler de mikrokoloni gelisiminde etkilidir. Ozellikle sivi akimi ve “’shear
stress” (kayma gerilimi) gibi mekanik faktorler, mikrokoloni organizasyonunu belirler.
Staphylococcus aureus biyofilmlerinde, yiiksek kayma gerilimine maruz kalindiginda “kule”

benzeri ylizeye vertikal mikrokoloniler gelistigi gosterilmistir [25].

Bu siirecte EPS matriksinin ti¢ boyutlu organizasyonu, mikrokolonilerin biiyiimesini
yonlendirir. EPS, sadece hiicreleri ¢evrelemekle kalmaz, ayn1 zamanda yiizeye baglanmalarini

saglar ve mikrokoloniler arasinda koprii kurarak yapisal biitiinliigii artirir [24].

Mikrokoloni olusumu, biyofilmde hayatta kalma acisindan kritik bir adaptif mekanizma
olarak goriilmektedir. Bu yapilar, bakterilerin fizyolojik dayanikliligini artirir, difiizyon

bariyerleri olusturur ve biyofilm i¢indeki bakterilerin biitiinliigiinii saglar [22, 26]

¢. Matriks Uretimi

Biyofilm olusumunun temel yap1 tast aslinda hiicrelerin ¢evresini saran ve onlar1 bir
arada tutan ekstraselliiler matriks (EPS)'tir. EPS, bakterilerin iirettigi ve biyofilmin hem
mimarisini hem de dayanikliligini saglayan bir yapidir. EPS, polisakkaritler, ¢esitli proteinler,
cevresel DNA (eDNA), lipitler ve biiylik oranda su i¢erir. Bu yap1 sadece yapistirici bir tabaka

degil, ayn1 zamanda biyofilmin organizasyon, korunma ve iletisim agidir [27].

Her bakteri tiirii, matriksin bilesimini farkli oranlarda olusturur. Ornegin P.
aeruginosa’da yapiskanlik saglayan aljinik asit, Psl ve Pel adli polisakkarit maddeler 6n
plandayken, S. aureus gibi bakterilerde protein bazli yapilar daha baskindir. Bu proteinler,
bakterilerin yiizeye tutunmasini kolaylastirir ve aralarindaki baglar1 gii¢lendirir. Bu sayede

biyofilm hem kalic1 hale gelir hem de dis etkilere karsi daha direngli olur [28].

Biyofilm matriksinin yapisi yalnizca kimyasal bilesenleriyle degil, fiziksel
ozellikleriyle de mimariyi dogrudan etkiler. Ozellikle esneklik, yapiskanlik ve sikilik gibi
nitelikler, biyofilmin dayaniklilig1 ve formunda 6nemli rol oynar. Yiizeye yakin bolgelerde
matriks daha yogun bir yapiya sahiptir ve bu alanlar, dis etkenlere — 6rnegin siirtiinme ya da

antiseptik uygulamalar gibi — kars1 adeta bir tampon gorevi goriir. Ote yandan, matriks i¢inde
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yer alan mikroskobik kanallar, sivilarin, besin maddelerinin ve atiklarin tasinmasini miimkiin

kilar [29, 30].

Baz1 bakteri tiirlerinde matriks {retimi, biyofilmin her alaninda esit sekilde
gerceklesmez; iiretim, genellikle belirli bolgelerle simirl kalir. Ornegin E. coli iizerinde yapilan
caligmalar, EPS’nin 6zellikle biyofilmin {ist katmanlarinda yogunlastigint ortaya koymustur.
Bu {st tabakalar, curli adi verilen lifli proteinler ve seliilozla zenginlesmistir. Bdylece
biyofilmin st kismi dis baskilara kars1 daha direncli hale gelirken, alt katmanlar oksijen gibi

hayati maddelere daha kolay erisim saglayabilir [31].

Matriksin dayaniklilig1 biiyiik dlctide lifli proteinlerin varligina baglidir. Bu proteinler,
yapi iskeleti gibi davranarak hem hiicreleri bir arada tutar hem de yapinin dagilmasini 6nler. Bu
lifler EPS i¢indeki diger bilesenlerle etkilesim halindedir. Bu etkilesimler biyofilmi daha

saglam, daha kalic1 ve direncli hale getirir [32].

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, biyofilm matriksinin yalnizca hiicresel irlinlerden degil,
ayn1 zamanda cevreden alinan maddelerle de sekillendigini gdstermistir. Ozellikle kalsiyum

gibi minerallerin EPS i¢ine gomiilmesinin yapiy1 daha sert ve direngli kildig1 saptanmustir. [33].

Yapilan yapisal analizlerde, biyofilmin igerdigi maddeler oran olarak da belirlenmistir.
Ornegin E. coli biyofilminde %85 oraninda curli proteini ve %15 oraninda seliiloz tespit
edilmistir. Bu oranlar biyofilmin yogunlugunu, kalinligin1 ve gegirgenligini dogrudan etkiler.

Boylece her bakterinin olusturdugu biyofilm kendine 6zgii bir mimariye sahip olmus olur [34].

Sonug olarak, biyofilm matriksi; yalnizca bir yapiskan ortii degil, ¢ok katmanli, dinamik
ve fonksiyonel bir sistemdir. Matriks tiretimi bakterilerin hem hayatta kalmasina yardime1 olur
hem de yapisal olarak gii¢lii bir mikro-cevre olusturur. Bu yapi, tibbi cihaz enfeksiyonlarindan

kronik yaralara kadar bir¢ok klinik tabloda bakterilere avantaj saglayan ana etmendir [35].

d. Olgunlasma ve Farklilasma

Biyofilmin ilk evrelerinde yiizeye tutunan bakteriler zamanla ¢ogalir, kiimelenmeye
baslar ve mikrokoloniler olusturur. Ancak bu baslangi¢ asamasinin 6tesinde, hiicrelerin daha
organize hale geldigi ve biyofilmin karmasik bir yap1 kazandig1 bir evre baslar. iste bu doneme
olgunlasma denir. Olgunlasma siireci, hiicrelerin yalnizca ¢ogalmasi degil, ¢evrelerine gore
sekil degistirmesi, gorev paylasimi yapmasi ve daha dayanikli bir yapiya biirlinmesi anlamina

gelir [36].
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Bu evrede biyofilm, artik basit bir hiicre yigim1 olmaktan ¢ikar ve i¢inde farklilasmis
hiicre tiplerinin yer aldigi, ii¢ boyutlu yap1 haline gelir. Ornegin, Candida albicans’ta hem
yuvarlak maya hiicreleri hem de uzamais ipliksi (hiphal) hiicreler bir arada bulunur. Bu ¢esitlilik
sayesinde biyofilm antifungal tedavilere kars1 daha direngli olur. Hiicre tiplerinin farklilagmasi,
hiicre i¢i genetik diizenlemelerle kontrol edilir ve bu siire¢ biyofilmin gelisiminde énemli bir

yere sahiptir [37].

Benzer sekilde, E. coli bakterilerinde "curli" adi verilen lifli protein yapilar, olgun
biyofilm olusumunda 6nemli rol oynar. Bu lifler, bakterilerin birbirine sik1 tutunmasini saglar
ve biyofilmin fiziksel biitiinliiglinti destekler. Curli liretimi olmayan suslar, yapisal olarak zayif
ve dagmik biyofilmler olusturur. Bu nedenle, curli gibi molekiiller biyofilmin mekanik

dayaniklilig1 i¢in temel yapi taslari arasinda yer alir [38].

Olgunlagma siirecinde hiicreler arasi iletisim de belirleyici bir rol oynar. Listeria
monocytogenes’te bulunan agr sistemi, hiicrelerin birbirine sinyal gondererek farkll
davraniglara ge¢mesini saglar bir nevi hiicrenin yonelimini belirler. Bu sistem, 6zellikle
biyofilmin ilk evresinde hiicrelerin ylizeye tutunmasimi artirirken, ilerleyen agamalarda gen
ekspresyonundaki degisikliklerle biyofilmin daha saglam ve farkli yapilar olusturmasina

katkida bulunur [39].

Biyofilmin olgunlagmas1 sirasinda bakteriler, ¢evrelerinden gelen sinyalleri alarak
hareket eder. Pseudomonas aeruginosa gibi tiirlerde, quorum sensing ad1 verilen hiicreler arasi
iletisim sistemleri devreye girer. Bu sistemler, hiicrelerin sayisina gore sinyal molekiilleri iiretir.
Bu sinyallerde yeterli sayiya ulasilinca, biyofilm igindeki hiicrelerin ortak hareket etmesi
saglanir. Ornegin, bazi bakteriler rhamnolipid adi verilen 6zel maddeleri salgilayarak

biyofilmin i¢inde diizgiin kanallar olugsmasina katkida bulunur [40].

Bazi durumlarda, biyofilmin nasil sekillenecegi dnceden programlanmis bir semaya
gore degil, cevre kosullarina verilen yanitlara gore belirlenir. Yani ayni bakteri, farkli
ortamlarda farkli biyofilm yapilar1 olusturabilir. Besin icerigi, oksijen diizeyi, yiizey tipi gibi
cevresel faktorler, biyofilmin mimarisini etkileyebilir. Bu da biyofilm gelisiminin oldukga

esnek ve ¢evreden bagimsiz olmayacagini gosterir [41].

Olgun bir biyofilm i¢inde hiicreler aras1 gérev dagiliminin basladigindan bahsedilebilir.
Bazi hiicreler matriks iiretirken, bazilar1 hareket kabiliyeti kazanir, bazilar1 da ¢evresel strese

karst savunma gorevini Ustlenir. Tipki bir organizmadaki farkli hiicrelerin farkli iglevler
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istlenmesi gibi, biyofilmdeki bakteriler de aralarinda gorev paylasimi yapar. Bu sayede

biyofilm daha verimli ¢alisir, daha direngli olur ve uzun siire hayatta kalabilir [42].

e. Ayrilma

Biyofilmin son evresi olan ayrilma, mikroorganizmalarin bulunduklar1 yapiy1 terk
ederek ¢evredeki yeni bolgelere yayilmalariyla sonuglanir. Bu siireg, enfeksiyonun ilerlemesi
acisindan olduk¢a Onem arz eder. Ayrilan bu hiicreler ¢evreye dagilarak yeni biyofilm

olusumlarini baglatabilir [43].

Ayrilma farkl sekillerde gerceklesebilir: bazi hiicreler ylizeye zayif baglandigi icin
kolayca ayrilirken (desorpsiyon), bazilar1 dis etkenlerle yapinin bozulmasi sonucu kopar
(detachment). Asil 6nemli olan ise bakterilerin kendi diizenledikleri aktif ayrilma siirecidir. Bu

stireg, ¢cevresel sinyallerle tetiklenir ve bazi genler tarafindan kontrol edilir [44].

Bakteriler besin azaldiginda, hipoksik bir ortam olustugunda ya da belirli sinyaller
(quarum sensing) (diisitk cGMP diizeyleri) aldiklarinda ayrilmaya baslar. Bu sinyaller, hiicre ici
mekanizmalar1 harekete gegirerek biyofilmin parcalanmasini saglar. Ayrilma hiicreleri,

genellikle 6zel proteinlerin etkisiyle matriksten kurtularak serbest hale gelir [45].

Matriksi parcalayan baglica yapilar arasinda bazi enzimler ve ylizey maddeleri yer alir.
Ornegin Dispersin B ve aljinat liyaz gibi proteinler matriksi ayirma vazifesi goriir. Ayrica
bakteriler rhamnolipid gibi maddelerle yiizey gerilimini diisiirerek ayrilmay1 kolaylastirir. Bu

yapilarin birlikte ¢aligsmasi, biyofilmin kontrollii bir sekilde ¢ozlilmesini saglar [46].

Bu siirecte ayrilan bakteriler, biyofilm igindekilerden farkli &zellikler gosterirler.

Genellikle daha hareketlidirler ve ¢evrede yeni alanlara yerlesme potansiyelleri yiiksektir [47].

Ancak bu durum konak i¢in risk olusturur. Ayrilan bakteriler, uygun kosullar
bulduklarinda enfeksiyonu yayabilirler. Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda bu

durum sistemik enfeksiyonlara neden olabilir [48].

Toparlanacak olursa ayrilma siireci bakterilerin hayatta kalma stratejilerinden biridir. Bu

mekanizma sayesinde hem yeni alanlara yayilabilirler hem de g¢evresel kosullara adapte

olabilirler [49].

3. Pseudomonas aeruginosa ve Biyofilm

Pseudomonas aeruginosa, biyofilm i¢inde yasarken karsilagabilecegi pek ¢ok fiziksel ve

kimyasal tehdide kars1 ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirir. Bu mikroorganizma, 6zellikle
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kistik fibrozis gibi kronik enfeksiyonlarda uzun siireli konak yasamina uyum saglar. Bahsi
gecen adaptasyon siireci zaman iginde hem genotipi hem de fenotipi ilgilendiren degisiklikler

igerir [50].

Enfeksiyon siirecinin ilerlemesiyle birlikte bakteri mukoid fenotipine geger. Bu fenotip
bakterinin hem bagisiklik hiicrelerinden korunmasini saglar hem de biyofilm yapisinin
giiclenmesini saglar. Diigiik oksijen diizeyleri, notrofil varlig1 ve serbest radikaller gibi ¢evresel

aktorler bu doniistimde etkili olur [51].

Bagisiklik sistemiyle etkilesimde P. aeruginosa biyofilmleri 6zellikle polimorfoniikleer
l16kositlerin (PMN) ve makrofajlarin bakterilere etkin sekilde ulasmasini1 engeller. Bu konak
savunmasint agmada ¢ok Onemlidir. Bakterinin salgiladigi rhamnolipid gibi yiizey aktif
molekiiller, PMN’lerin membran biitiinliigiinii bozarak apoptoza neden olabilir. Ayrica biyofilm
matriksi, immiin hiicrelerin infiltrasyonunu kisitlayarak fagositoz etkinligini diisiiriir [52].
Antibiyotikler biyofilme ulastiginda ise farkli bir diren¢ tablosu ile karsilasilir. Bakteriler
burada genellikle diisitk metabolik hizda c¢alistiklarindan dolay1 antibiyotiklerin etkisine karsi
daha direnglidir. Ozellikle persister ad1 verilen bazi hiicreler gegici olarak ilaca yanit vermez,

boylece tedavi sonrasinda yeniden ¢ogalabilir [53].

Biyofilm yapis1 ayrica bakterinin mutasyon hizini artirir. Artan mutasyon orani,
ozellikle oksidatif stresin etkisiyle ortaya ¢ikar ve zamanla antibiyotiklere karsi daha direngli

suslarin gelismesine sebep olabilir [54].

Uzun siireli enfeksiyonlarda, bakteri basta gosterdigi agresif karakterinden uzaklasir.
Viriilans faktorleri azalir, yerine konak savunma sistemine daha az zarar veren ama uzun siireli
yasamu siirdiirebilen bir fenotip ortaya ¢ikar. Bu doniisiimiin bakterinin konakta daha uzun siire

kalmasina olanak tanidig1 sOylenebilir [55].

Bu siiregte efluks pompalari, sinyal yolaklar1 ve hiicre ig¢i stres yanitlar1 gibi
mekanizmalar aktive olur. cGMP gibi molekiiller, hem biyofilm olusumunu tesvik eder hem de

hiicrenin ¢evresel sinyallerle uyum i¢inde olmasini kolaylastirir [56].

Ayrica, kronik enfeksiyonlarda ozellikle bazi genlerde meydana gelen mutasyonlar,
bakteri fenotipini kalic1 olarak degistirir. Bu degisimler, aljinat {iretimi gibi baz1 6zellikleri

artirirken, hareketlilik ve viriilansi azalttig1 saptanmistir [57].
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Quorum sensing sistemleri de adaptasyonda 6nemli rol oynar. Bu sistemler, bakterilerin
birbirleriyle iletisimini saglar ve ¢evresel kosullara gore birlikte hareket etmelerine olanak tanir.

Boylece biyofilm i¢indeki yap1 daha organize hale gelir [58].

Ayn1 hastada bile farkli bolgelerde yasayan bakterilerin genetik yapilarinda farklilik
olabilecegi gosterilmistir. Bu durum, klinik olarak alinan tek bir 6rnegin tiim enfeksiyonu temsil
etmeyebilecegini diisiindiiriir. Bu da tan1 ve tedavide sik kiiltiir alinmasinin 6nemine isaret eder

[59].

Baz1 arastirmalar, biyofilm igindeki kiiciik topluluklarda mutasyonlarin daha sik
oldugunu gostermistir. Bu mikrokoloniler, genetik cesitliligin ve ilaca direngli suslarin

olusumunda 6nemli bir rol oynayabilir [23].

Biyofilmdeki farkli bolgeler, oksijen ve besin miktar1 bakimindan esit degildir. Bu da
hiicrelerin farklilasmasina neden olur. Ust tabakalar daha aktiftir ¢iinkii oksijene erisimleri daha
kolaydir, alt bolgelerdeki hiicreler ise diisiik metabolizmaya sahiptir. Bu heterojen yapi,

antibiyotiklere kars1 farkl diizeyde tolerans gelismesine neden olur [60].

Son olarak, stres yanit sistemleri de antibiyotiklere kars1 gegici tolerans gelistirilmesinde
onemli rol oynar. Ozellikle hipoksi, aghik ve duraklama evresinde (stationary phase) olan
hiicreler, antibiyotiklerin etkisine daha az duyarlidir. Bu durum fenotipik gecislerle ilgilidir ve

genetik direngten bagimsiz gelisebilir [61].
4. Biyofilmde Antibiyotik Direnci Mekanizmalari

a. Fiziksel Bariyer Etkisi

Biyofilm diren¢ mekanizmalari i¢inde en temel yapisal bilesenlerden biri, ekstraselliiler
polimerik matrikstir. (EPS). Bu yap, bakteriler tarafindan salgilanan polisakkaritler, proteinler,
lipitler ve ekstraselliiler DNA (eDNA) gibi molekiillerin birlesiminden meydana gelir. EPS,
biyofilmin hacimce biiyiik kismini - yaklasik %75 ila %90’1n1 - olusturur ve hem fiziksel hem

de kimyasal bir bariyer islevi goriir [30].

EPS tabakasi, antibiyotiklerin biyofilme niifuzunu fiziksel olarak kisitlar. Ozellikle
pozitif yiikli antibiyotikler, matriksten gecerken negatif ylikli eDNA ve polisakkaritlerle
etkilesime girerek yavaglar ya da tamamen tutulur. Bunun sonucunda antibiyotigin biyofilm

i¢inde bakteri hiicrelerine ulasimi ciddi sekilde azalir [62].



15

P. aeruginosa gibi baz1 bakteriler, EPS icinde bulunan spesifik polisakkaritler (aljinik
asit, Pel ve Psl) sayesinde kendilerini hem antibiyotiklerden hem de bagisiklik sistemi
hiicrelerinden koruyabilir. Bu maddeler sadece difiizyonu engellemekle kalmaz, ayn1 zamanda

antimikrobiyal maddeleri dogrudan baglayarak etkisiz hale getirebilir [62].

EPS sadece fiziksel bir engel olusturmakla kalmaz, ayn1 zamanda bagisiklik sistemiyle
dogrudan etkilesime de girer. Aslinda, nétrofiller tarafindan olusan NET (extracellular traps)
olusumunun bazi durumlari ters etki yaratabilir; bu tuzaklar biyofilmleri ¢evreler ve bakterilerin
iceriden korunmasini artirmig olurlar. BOyle bir savunma mekanizmasi, 6zellikle kronik

enfeksiyonlar durumunda, kistik fibrozis vakalarinda meydana gelir [63].

EPS'min dikkate deger diger bir 6zelligi, biyofilm igindeki mikrogevreyi degistirme
yetenegidir. Biyofilme oksijen ve besin maddelerinin diflizyonunu sinirlayarak hiicrelerin
metabolizma hizin1 disiiriir. Bu da hiicre i¢indeki aktivite seviyesini, antibiyotiklerin etkili
olmasi icin gerekli esigin altina diisiiriir. Bu durum antibiyotiklerin etkisini azaltir. Ayrica EPS
igerdigi enzimler sayesinde bazi antibiyotikleri dogrudan pargalayip etkisizlestirebilir. Ornegin
aminoglikozidler, matriksteki enzimlerle pargalanabilir ve bu durum antibiyotik yogunlugunun

azalmasina neden olur [63].

Sonug olarak, ekstraselliiler polimerik matriks; antibiyotiklerin biyofilme ulagsmasini
zorlastiran, bagisiklik sisteminden koruyan ve mikrogevreyi antibiyotiklere elverissiz hale

getiren ¢ok yonlii bir bariyer gorevi gortir.

b. Yavas Bilyiime Hiz1 ve Metabolik Adaptasyon

Biyofilm yapisinda bulunan bakteriler, yalnizca fiziksel koruma saglamakla kalmayip
metabolik savunma da gelistirmektedir. Ozellikle P. aeruginosa, biyofilm icinde bulunan ve
hipoksik ve besin agisindan kisitl olan i¢ kisimlarda metabolik olarak daha az aktif olur. Yavas
biliylime gosteren bu hiicreler, antibiyotiklerin hedef aldig1 siireclerin (6rnegin hiicre duvari

sentezi, protein liretimi) baskilanmasi sonucu, tedaviye daha direngli hale biiriiniirler [64].

Yavaglayan hiicreler genellikle "fenotipik tolerans" olarak adlandirilan bir savunma
durumuna gecer. Bu durum, bakterinin genetik olarak direngli olmamasina ragmen hayatta
kalabilmesini saglar. Ozellikle biiyiimenin duraklama evresine (stationary phase) girmis
hiicrelerde, antibiyotiklere karsi daha diisiik bir 6liim orani saptanmistir. Yani bu hiicreler aktif

olarak boliinmedikleri i¢in antibiyotiklerin etkisinden biiyiik 6l¢iide korunurlar [64].
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Metabolik yavaslama ayn1 zamanda bazi savunma sistemlerini de aktive eder. Ornegin,
'stringent response' ismi verilen stres yanit mekanizmasi, amino asitlerin olmadigi durumlarda
aktifleserek istedigi mitotik evreye girmeyi saglayan evreyi durdurmaktadir. Bu da hem
ribozom aktivitesini baskilar hem de DNA onarim mekanizmalarimi artirir. Bu fizyolojik
gecisler, antibiyotiklerin etkisini sinirlandirirken, hiicrelerin biyofilm i¢inde hayatta kalmasina

olanak saglar [65].

c. Persister Hiicreler

Bazi1 bakteriyel enfeksiyonlarin uygun antibiyotik tedavisine ragmen tamamen eradike
edilememesi, son yillarda dikkat ¢eken bir sorun haline gelmistir. Bu klinik gézlemin en 6nemli
nedenlerinden biri, antibiyotiklere gegici olarak tolerans gelistiren “persister” hiicrelerin
varligidir. Persister hiicreler, klasik diren¢ mekanizmalarindan farkli olarak genetik mutasyon

tasimayan, metabolik olarak durgun hiicrelerdir [66, 67].

Bu hiicreler cogunlukla biyofilm yapilarinda veya enfeksiyon bolgesinde diisiik oksijen
ve besin ortamlarinda olusur. Antibiyotik etkinligini diisiiren, hiicresel faaliyetleri kisitlayan bu

ortam ilerleyen siirecte kronik enfeksiyonlara da zemin hazirlar [65, 66].

Persister hiicrelerin olusumunda, hiicresel stres yanitlarinin ve toksin-antitoksin (TA)
sistemlerinin rol oynadig1 distliniilmektedir. TA sistemlerinin, hiicre i¢i dengenin bozuldugu
durumlarda gecici durgunluk hali olusturarak antibiyotiklerin etkisinden kagis1 miimkiin kildig:

cesitli caligmalarda saptanmistir [67-69].

Oksidatif stresin de persister hiicre olusumunu artirabildigi gosterilmistir. Ozellikle
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), baz1 antibiyotiklerle birlikte bakterinin savunma

mekanizmalarini aktive ederek bu fenotipi tetikledigi diisiiniilmektedir [69].

Klinik agidan persister hiicrelerin en Onemli 06zelligi, tedavi sonrasinda canl

kalabilmeleri ve tekrarlayan enfeksiyonlara neden olmalaridir [66, 68].

d. Genetik Adaptasyon

Mikroorganizmalar, maruz kaldiklar1 antibiyotiklere ve antiseptiklere kars1 zamanla
genetik diizeyde adaptasyon gelistirerek tedaviye direngli hale gelebilirler. Bu siire¢ bazi direng
genlerinin aktive edilmesiyle baslar ve enfeksiyon kontroliinii gii¢lestiren bir tabloya yol acar

[70].
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H. pylori gibi bazi bakterilerde, antibiyotik tedavisi altinda hiicre zarinin yapisini
degistiren genetik yanitlarin devreye girdigi saptanmistir. Bu durum, antibiyotigin hiicre i¢ine

girigini zorlastirarak direng olusumuna katki saglar [70].

Firsatc1 patojenlerden olan E. coli gibi bakterilerde, direng mekanizmalari sadece hiicre
ici sinyal yollar1 aracilifiyla degil ayn1 zamanda plazmidlerin, transpozonlarin ve diger genetik
materyalin yatay aktarimi ile de gergeklesir. Bu genetik materyal, bakterilerin porin yapilarini
degistirmesine olanak tanir, efluks pompa sayisimi artirir ve bazi antibiyotikleri yok eden

enzimler tiretir [71].

Benzer genetik savunmalar, antiseptiklere maruz kalmis mikroorganizmalarda da
gdzlemlenebilir. Ornegin P. acruginosa, klorheksidine kars1 biyofilm yapisini degistirerek hem
antiseptige hem de antibiyotiklere karsi direncini artirabilir. Bu degisim hem proteinler hem de
gen ekspresyonu seviyesinde meydana gelir ve klinik agidan tedavisi zor bir enfeksiyon tablosu
ortaya cikarir [72]. Diren¢ genlerinin bu sekilde aktive olmasi, 6zellikle hipoksik ve doku

biitiinltigli bozulmus alanlarda gelisen enfeksiyonlarda tedaviye yanit1 olumsuz etkiler [70, 72].

5. Biyofilm ile iliskili Kronik Enfeksiyonlar

a. Solunum Yolu Enfeksiyonlar:

Solunum yolu enfeksiyonlar1 6zellikle yapisal akciger hastalig1 olan bireylerde 6nemli
bir morbidite ve mortalite nedenidir. Bronsektazi, kistik fibrozis ve mekanik ventilasyon gibi
durumlar, tekrarlayan enfeksiyonlara ve/veya kronik enfeksiyonlara zemin hazirlamaktadir. Bu
hastalarda sik izole edilen patojenlerden biri olan P. aeruginosa, biyofilm olusturma kapasitesi

ve direng gelistirme potansiyeliyle 6nem kazanir [73].

Biyofilm olusumu antibiyotik tedavisinin etkinligini sinirlandiran  baglica
mekanizmalardan biridir. Biyofilm i¢indeki bakteriler, diisiik oksijen varligi ve azalmig
metabolik aktivite nedeniyle antibiyotiklere kars1 daha direncli hale gelir. Bu durum 6zellikle
kistik fibrozis ve bronsiektazili olgularda tedaviye yanitsiz enfeksiyonlara neden olur [74].
Tuncer ve arkadaglarinin yaptigi calismada ventilator iligkili pndmoni hastalarindan izole edilen
pan-rezistan Klebsiella pneumoniae suslarinin da yiiksek oranda biyofilm olusturabildigi,

klasik antibiyotiklerle bu yapinin ortadan kaldirilamadig1 gdsterilmistir [75].

P. aeruginosa, kronik enfeksiyon ortaminda konak savunmasindan kagmak ve tedaviye
direncli hale gelmek amaciyla fenotipik degisiklikler gegirir. Bronsiektazili hastalardan izole

edilen suslarda mukoid doniisiim, yiiksek mutasyon oran1 ve metabolik hizda yavaglama gibi
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adaptasyonlar gosterilmistir. Bu degisiklikler, enfeksiyonun kroniklesmesini kolaylastirir. Ayni
hastada bile birden fazla genetik farkliliga sahip suslarin bulunabilmesi, bu bakterinin kronik

enfeksiyon ortaminda gecirdigi degisimleri ortaya koymaktadir [76,77].

Tedavi basarisizlig1 konak¢inin bagisiklik yaniti ile de ilgilidir. P. aeruginosa, viriilans
faktorleri araciligiyla mukosilyer aktiviteyi engeller, konagin epitel bariyerini zayiflatir ve
bagisiklik sisteminden kagmay1 basarir. Akcigerlerde, 6zellikle enfeksiyon sirasinda, notrofil

aracili inflamatuar yanitla iligkili doku hasariin 6nemli 6lgiide arttirdigi iy bilinmektedir [78].

b. Yara Enfeksiyonlari

Yara enfeksiyonlar1 bilhassa kroniklesen lezyonlarda komplikasyon riskini artiran
onemli klinik sorunlardandir. Bu durum Tip 1,2 Diyabetes Mellitiis hastalarinda omiirleri
boyunca %25 oraninda goriilen diyabetik ayak iilserlerinde (DAU) enfekte yaranin ydnetimi
daha karmasik bir hal almaktadir. Ek olarak DAU’lerin yaklasik %60-80’inde biyofilm varligi
gosterilmis olup bu yapilarin yara iyilesmesini dogrudan olumsuz etkiledigi bildirilmektedir

[79].

Diyabetik doku ortaminda -Tip 1, 2 Diyabetes mellitus’a bagli vaskiilopati, noéropati ve
immiin sistem disfonksiyonu gibi nedenlerle- biyofilm gelisimi olduk¢a kolaylasmaktadir.
Ozellikle S. aureus ve P. aeruginosa gibi etkenler, bu yaralarda en sik izole edilen biyofilm

olusturan bakteriler arasindadir [79-81].

Kronik yara enfeksiyonlarinda en sik karsilasilan mikrobiyolojik durum polimikrobiyal
enfeksiyonlardir. Bakteriler daha 6nce bahsedildigi gibi quorum sensing adi verilen sistemle
birbirleriyle iletisim kurarak, antimikrobiyal ajanlara karsi tolerans gelistirmekte ve koloni
icindeki savunma mekanizmalarini birlikte organize etmektedirler. S. aureus ile P. aeruginosa

arasinda sik gézlenen bu durum biyofilmin kalinligin1 ve direng diizeyini artirmaktadir [82,83].

Biyofilmler yalnizca mikrobiyal diren¢ degil, ayn1 zamanda konak immiin yanitinin
bozulmasinda da etkilidir. Biyofilm ortaminda nétrofiller, makrofajlar etkin fagositoz
kabiliyetini kaybederler. Normalde fagozom ad1 verilen yap1 ile bakteriler solunum patlamasina
maruz birakilir ancak bu oksidatif siirecte zaten hipoksik olan yara dokusundaki oksijeni
tilketecektir. Ayrica makrofajlarin antiinflamatuar (M2) fenotipe gecisi baskilanmaktadir.
Bunun sonucunda yara dokusunda uzamis inflamasyon ve graniilasyon dokusu olusumunun
gecikmesi gozlenir [84]. Bu mekanizmalar, 6zellikle diyabetik hastalarda bagisiklik cevabinin

zay1fligiyla birlestiginde, enfeksiyonun kontrol altina alinmasin1 daha da zorlagtirmaktadir.
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Tani stirecinde klasik kiiltiir yontemleri cogu zaman biyofilmi gosteremez. Bu durumda
konfokal lazer taramali mikroskopi, scanning elektron mikroskopi (SEM) gibi ileri goriintiileme
yontemleri de kullanilabilir. Bu tekniklerin kullanimiyla biyofilm varligi daha kesin olarak

ortaya konulmaktadir [75,80,85].

Biyofilm etken yara enfeksiyonlarinin tedavisinde en etkili yontem, uygun intravendz
veya oral antibiyotik tedavisinin baglanmasidir. Ancak bu tedavi ¢ogu zaman tek basina yeterli
olmamaktadir. Bu nedenle sistemik tedaviye ek olarak yaranin debridmani (cerrahi, enzimatik)
ve gerektiginde destekleyici lokal/topikal ajanlarin kullanilmasi 6nemlidir. Topikal antiseptikler
(6rnegin poliheksametilen biguanid (PHMB), hipokloréz asit (HOCI), klorheksidin) biyofilm

tabakasinin kirilmasinda yardimer olabilir [79, 86].

Diyabetik hastalarda uygulanan biyofilm hedefli bireysellestirilmis tedavi
protokolleriyle; iyilesme siiresinde kisalma, antibiyotik kullanim siiresinde azalma ve
maliyetlerde diislis saglandig1 bildirilmektedir. Bu protokoller; doku kiiltiirii, hedefe yonelik
antibiyotik se¢imi ve sik debridman, yaraya uygun olarak pansuman yapilmasi gibi adimlari

icermektedir [4, 87].

Deneysel modellemelerde, biyofilm varligi olan yara dokularinda tip 1 kollajen
sentezinin azaldigi, MMP-2 aktivitesinin arttigi ve graniilasyon dokusunun mekanik
dayaniminin zayifladig1 gosterilmistir. Bu durum, biyofilme bagli olarak yaranin iyilesme

sonras1 mekanik olarak dayanaksiz olacagini gostermektedir [88].

c. iImplant ve Kateterle iliskili Enfeksiyonlar

Tibbi implantlar ve kateterler modern tibbin gelisimiyle birlikte neredeyse birgok tibbi
islemde kullamlmaktadir. Ozellikle invaziv yontemler ile yerlestirilen ve viicutta uzun siire
kalan kateterler ile diger implant tiirleri i¢in enfeksiyon kaynakli problemler biiyiik 6nem arz
eder. Bu tiir enfeksiyonlarin biiytik bir kismi biyofilm kaynaklidir. Daha 6nce bahsedildigi tizere
bakteriler, cihaz yiizeyine tutunduktan sonra salgiladiklar1 EPS (polisakkarit, lipit, protein ve

DNA pargaciklari) ile koruyucu bir yap1 olusturur [89,90].

Enfeksiyon siireci genellikle implant veya kateter yiizeyinin viicut sivilarindaki
proteinlerle kaplanmasiyla baglar. Bu biyolojik katman, literatiirde “hazirlanma filmi
(conditioning film)” olarak tanimlanir ve bakteriler i¢in adezyonu kolaylastiran bir yiizey

olusturur. {1k tutunan bakteriler yiizeye sikica baglanarak cogalir ve zamanla biyofilm yapilarmi
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gelistirir. Bu siire¢ hem konak savunmasindan kagmay1 hem de antimikrobiyal ajanlara karsi

diren¢ kazanmay1 miimkiin kilar [91].

Kateterle iliskili enfeksiyonlar, 6zellikle idrar yolu kateterleri gibi uzun siireli kullanim
gerektiren cihazlarda sik goriiliir. Incelenen klinik 6rneklerde, biyofilm olusumunun ¢ogunlukla
kateterin intraliiminal kisminda bagladig1 ve distal uca dogru yayildigi bildirilmistir [92]. Zhang
ve arkadaslar1 tarafindan tretral stentler iizerinde yapilan ¢alismada, biyofilm olusumunun 24

saat iginde bagladig1 ve yogunlugun mesane tarafinda daha fazla oldugu gosterilmistir [93].

Biyofilm yapilari igerisindeki bakteriler, planktonik bakterilere kiyasla 100 ila 1000 kat
daha fazla antibiyotik tolerans1 gdsterir. Bu direng; diisiik metabolik aktivite, persister hiicre
varlig1, antibiyotiklerin matrikse penetre olamamasi gibi nedenlere dayanmaktadir [94]. Ayrica
bakteriler, quorum sensing sinyal sistemleriyle koloni i¢i davraniglarint koordine ederek

antibiyotiklere kars1 kolektif bir savunma olustururlar [95].

Biyofilm olusan bolgelerde konak savunma mekanizmalari genellikle yetersiz
kalmaktadir. Ozellikle implant ¢evresinde olusan hipoksik ortam, diisiik pH ve azalmis doku
perflizyonu, immiin hiicrelerin etkinligini sinirlar. Notrofillerin enfeksiyon bolgesine geg
ulagmasi veya yeterli sayiya ulasamamasi1 durumunda, bakterilerin biyofilm olusturarak immiin
sistemden kagmalarini kolaylasir [96]. Bu durum, enfeksiyonun kroniklesmesine ve antibiyotik

direncine zemin hazirlar.

Klinik olarak bu enfeksiyonlar, ates, implant ¢cevresinde agr1 ve geg iyilesen yara gibi
belirtiler gosterebilir. Ortopedik implant enfeksiyonlarinda en sik izole edilen
mikroorganizmalar S. aureus ve S. epidermidis olup, bu tiirler biyofilm olusturma kapasiteleri

ve viriilans genleriyle enfeksiyonun kalic1 hale gelmesinde etkili olur [91, 97].

Tedaviye direng, implanta ve katetere bagli enfeksiyonlarin en ¢ok yasanan
zorluklarindandir. P. aeruginosa’nin beta-laktam ve sefalosporin sektdrlerinde yiiksek direng
gelistirdigi, E. coli’nin siprofloksasin gibi florokinolonlara olan direncinin %70’in {izerindeki
oranlarda oldugu bildirilmistir [93, 98]. Bu enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla karbapenemler
ve rifampisin igeren kombinasyonlar tercih edilmektedir ancak bu secenekler de direng

gelisimini 6nleyememektedir [98].

Tedavi protokollerinde intravendz veya oral antibiyotik tedavisi temel yaklagimi
olusturmaktadir. Ancak biyofilm gelismis olgularda sistemik antibiyotik tedavisine ragmen

basar1 oram diisiiktii. Bu nedenle enfekte cihazin cikarilmasi onerilir [97]. Ote yandan
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rifampisin, giimiis ve antiseptik iceren yiizey kaplamalarinin bakteriyel tutunmay1 ve biyofilm

olusumunu engelledigi ¢esitli ¢alismalarda ortaya konmustur [90, 95].

Ozetle implant ve kateterle iliskili enfeksiyonlarin énlenmesi ve etkin tedavisi, biyofilm
patogenezinin iyi anlagilmasina baglidir. Konak savunmasindan kagan, antibiyotiklere direngli
hale gelen bu enfeksiyonlarin yonetimi multidisipliner yaklasim gerektirir. Enfeksiyonun erken
tanisi, uygun cihaz secimi, yiizey kaplama teknolojileri ve hasta 6zelinde planlanmis tedavi,

morbiditeyi azaltmada kritik 6nemdedir.
6. Klinik Onemi ve Tedavi Yaklasimlari

a. Antibiyofilm Stratejileri
- Klasik ve Kombinasyon Tedaviler

Biyofilm iliskili enfeksiyonlarin yonetiminde ilk basamak, uygun antibiyotik
tedavisinin baslanmasidir. Ancak standart tekli antibiyotik rejimleri biyofilm ortaminda yetersiz
kalabildiginden kombinasyon tedavileri O0n plana ¢ikmistir. Aminoglikozidler (6rnegin
gentamisin) ile beta-laktamlar (6rnegin piperasilin-tazobaktam) ya da rifampisin ile vankomisin
kombinasyonlari, sinerjistik etkileri sayesinde daha basarili sonuglar vermektedir [99].
Rifampisinin 6zellikle S. aureus biyofilmlerine kars1 penetrasyonunun yiiksek olmasi nedeniyle
implant iligkili enfeksiyonlarda yaygin kullanim1 s6z konusudur. Tedavi planlamasinda kiiltiir

ve duyarlilik sonuglarina gore hedefe yonelik rejimlere gecilmelidir.

-Biyofilmi Onlemeye Yo6nelik Stratejiler

Biyofilm olusumunun ilk basamagi olan ylizeye adezyonun Onlenmesi, koruyucu
stratejilerin temelini olusturur. Bu amacla gelistirilen ylizey modifikasyonlar 6zellikle kateter
ve implant materyallerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Glimiis nanopargacik iceren
yiizeyler, hem bakteriyel tutunmay1 azaltmakta hem de antimikrobiyal aktivite gostermektedir
[100]. Ayrica polimer fircalar ve hidrofilik yiizeyler bakteriyel adezyonu engelleyen pasif
bariyerlerdir [101].

Bakterilerin ayni tiir veya farkli tiirlerle iletisimini saglayan quorum sensing (QS)
sistemi, biyofilm olusumunda anahtar rol oynar. QS inhibit6rleri araciligiyla bu sistem
baskilandiginda, bakteriler arasi haberlesme kesilmekte ve EPS sentezi engellenmektedir.
Bitkisel kokenli dogal ajanlar (karvakrol, farnesol) bu etkileriyle antibiyofilm 0&zellik
gostermektedir [102].
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-Biyofilmi Dagitmaya Y 6nelik Stratejiler

Olusmus biyofilm yapilarinda temel hedef, EPS matriksini dagitarak bakterileri tekrar
planktonik hale getirmek ve bdylece tedaviye duyarliligi artirmaktir. Bu amagla enzimatik
ajanlar, EPS'nin DNA, protein ve polisakkarit yapilarin1 parcalayarak biyofilmin fiziksel

biitiinliglinii bozar [103].

Antimikrobiyal peptitler (AMP), hem bakteriyel zar biitiinliigiinii bozarak dogrudan
oldiirticii etki gosterir hem de matriks igerisine penetre olarak yapiy1 zayiflatir. Antimikrobiyal
peptitlerin, 6zellikle P. aeruginosa ve S. aureus biyofilmlerine karsi etkili oldugu gdsterilmistir.
Bu ajanlar, biyofilm ortaminda ¢ok ilaca diren¢ gdsteren bakterilerin eradikasyonunda

potansiyel sunar [104].
-Destekleyici ve Gelismekte Olan Yaklasimlar

Biyofilmle miicadelede destekleyici tedavilerden birisi de hiperbarik oksijen
tedavisidir (HBOT). HBOT, hipoksik dokularda oksijen basincini artirarak metabolizmada
hizlanmaya sebep olur ve antibiyotiklerin biyofilm icerisine daha ¢ok penetre olmasini saglar.
Yapilan caligmalarda HBOT uygulanan olgularda, biyofilm matriksinde ¢6ziilme ve antibiyotik

tedavisine yanit oranlarinda artis oldugu gdosterilmistir [105, 106].

Fotodinamik terapi (aPDT), lokal olarak verilen fotosensitizer ajanlarin 1sikla aktive
edilmesiyle reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasini saglar. Bu tiir oksidatif stres hem bakteriyel
membrani hem de EPS yapisini hedef alir. Periodontal enfeksiyonlarda, kronik yara ve siniis

enfeksiyonlarinda klinik kullanimi1 giderek yayginlasmaktadir [107].

Bakteriyofaj tedavisi, biyofilm olusturan bakterilere 6zgiil viriislerin kullanilmasi
prensibine dayanir. Bazi fajlar yalnizca bakteriyi 6ldiirmekle kalmaz ayn1 zamanda EPS yikici
enzimler de salgilayarak yapimin bozulmasina katki saglar. Antibiyotiklerle kombine
edildiginde, diren¢ gelisimini azaltma ve penetrasyon etkinligini artirma potansiyeli

tagimaktadir [108].

b. HBO ve Biyofilm

Biyofilmler, mikroorganizmalarin uygun yiizeylerde koloni olusturarak ekstraselliiler
polimerik maddelerle ¢evrili, kendine 6zgili bir mikrosistem insa ettigi direngli yapilardir. Bu
yapi, bakterilerin antimikrobiyal ajanlardan ve konak savunma mekanizmalarindan

korunmasmi saglayan hem fiziksel hem de fizyolojik bir bariyer olusturur. Hipoksik



23

mikrogevre, diisilk metabolik aktivite ve antibiyotik penetrasyonunu kisitlayan yogun matriks

nedeniyle geleneksel tedavi protokollerine karsi belirgin bir direng gelisebilmektedir [109].

Bu asilmasi zor diren¢ mekanizmalar1 géz onlinde bulunduruldugunda, tedaviye yanit
almamayan enfeksiyonlarda hiperbarik oksijen tedavisi (HBOT) adjuvan bir se¢enek olarak
degerlendirilmektedir. Crabbé ve arkadaslarinin biyofilm fizyolojisine dair ¢alismalarinda,
hipoksik bolgelerdeki bakterilerin metabolik olarak baskilandigi ve bu durumun antibiyotik
etkinligini azalttig1 gosterilmistir [110]. HBOT, bu bolgelerin oksijenlenmesini saglayarak
bakteriyel metabolizmay1 yeniden canlandirmakta ve bdylece antibiyotiklerin hedef hiicreye
ulagsma ve etki etme potansiyelini artirmaktadir. Kolpen ve arkadaslari, P. aecruginosa biyofilm
modeli lizerinde yaptiklar1 kontrollii deneysel c¢alismada, HBOT sonrasi siprofloksasinin

bakterisidal etkisinin anlamli diizeyde yiikseldigini bildirmistir [7].

Fang ve Galiano, osteomyelit tedavisinde HBOT un tamamlayici1 roliine dikkat ¢ekmis;
ozellikle oksijen seviyesindeki artisin graniilasyon dokusu olusumunu destekledigini, notrofil
fonksiyonlari iyilestirdigini ve kemik iyilesmesini hizlandirabilecegini ifade etmislerdir.
Ancak bu etkilerin klinik olarak anlamli diizeye ulasip ulagsmadigini gosterecek daha fazla
kontrollii ¢aligmaya ihtiya¢ oldugunu vurgulamislardir [111]. Benzer sekilde, Coulson ve
arkadaslari, osteomyelit nedeniyle uzun siireli antibiyotik tedavisi alan hastalarda femoral ven
kaniilasyonunun giivenli uygulanabildigini, HBOT ile kombine edildiginde klinik seyrin

olumlu yonde etkilendigini bildirmistir [112].

HBOT un sagladig1 hiperoksik ortam, bakteriler {izerinde dogrudan toksik etkisi olan
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) liretimini de artirmaktadir. Dryden’in derlemesinde, ROS’un
antibiyotik direnci gelismis patojenler iizerinde bile etkinlik gosterebildigi, bu sayede
HBOT’un antimikrobiyal bir modiilatér gibi davranabildigi belirtilmistir [113]. Ay sekilde
Kolpen ve arkadaslarinin baska bir modelinde, HBOT un aerobik metabolizmay1 aktive ederek

siprofloksasinin bakterisidal etkisini belirgin dl¢iide artirdigi gosterilmistir [114].

Lerche ve arkadaslarinin 2022 yilinda yayimladigi calismada, HBOT un enfektif
endokardit’te ROS iiretimini artirarak mikrobiyal yilikii azalttig1 ve antibiyotik etkinligini
destekledigi vurgulanmigtir [115]. Lerche ve arkadaslarinin yaptigi bir diger caligmada ise
deneysel endokardit modelinde HBOT un tobramisin etkinligini artirdig1 ancak enfeksiyonun
tamamen eradike edilmesinde tek basina yeterli olmadig1 belirtilmistir [8]. Jensen ve ekibinin
yuriittiigii bir diger deneysel calismada da HBOT un, antibiyotik penetrasyonunu ve bakteriyel

yanit1 artirarak klasik tedaviye anlamli katki sundugu gosterilmistir [116].
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HBOT’un immiin sistem iizerinde de 6nemli etkileri vardir. Han ve Ceilley, HBOT un
notrofil fonksiyonlarini artirarak fagositik aktiviteyi destekledigini ve yara iyilesmesini
hizlandirdigin1  ortaya koymustur [117]. Sanford ve arkadaslarinin prospektif klinik
caligmasinda ise HBOT uygulanan hastalarda mikrobiyal yiikte azalma ve antibiyotik
ihtiyacinda azalma bildirilmistir [118].

Kim ve Steinberg ise HBOT’un diyabetik ayak iilserlerinde graniilasyon dokusu
olusumunu destekleyerek topikal ve hiicresel bazli iirlinlerin etkinligini artirabilecegini ifade

etmislerdir [119].

Periodontal hastaliklara yonelik calismalarda da HBOT un etkinligi arastirilmastir.
Signoretto ve arkadaglari, subgingival debridman iglemiyle birlikte uygulanan HBOT un, gram
negatif anaerobik yiikii %99,9 oraninda azalttigin1 ve bu etkinin 60 giine kadar korundugunu
gostermistir [120]. Ote yandan, Jorgensen ve arkadaslarmin implant iliskili osteomyelit
modelinde yiiriittiikleri ¢alismada, HBOT un rifampisin ve daptomisin kombinasyonuna
anlamli katki saglamadigi ancak inflamatuvar yanit iizerinde olumlu etkiler sagladigi

bildirilmistir [121].

Laulund ve arkadaslarinin fareler iizerinde yiiriittiikleri in vivo bir ¢calismada farelerde
olusturulan yara Pseudomonas aeruginosa ile enfekte edilmistir. Devaminda 3 gruba boliinen
farelerin bir grubuna sadece siprofloksasin, bir grubuna siprofloksasin ve HBO (Giinde iki
seans 2.8 ATA’da 90 dk %100 Oksijen), son gruba sadece salin verilmistir. Bu tedaviler 4 giin
boyunca uygulanmis ve 4. giinlin sonunda sakrifiye edilen farelerin yara yerleri eksize edilip
CFU yontemiyle sayim yapilmistir. Sonug olarak kombine tedavi alan grup en az koloni

olusturmustur. [122].

Laulund ve arkadaslar tarafindan fareler iizerinde yapilan bir diger ¢alismada, termal
yanik yarast olusturulup Pseudomonas aeruginosa ile enfekte edilmistir. 3 gruba ayrilan
farelerin bir grubuna sadece tobramisin, birine HBO (2.8 ATA’da 90 dk %100 Oksijen) ve
tobramisin kombine tedavi ve son gruba kontrol olarak sadece salin uygulanmistir. Burada da

CFU’ya bakildiginda kombine tedavi alan grupta anlamli bir azalma saptanmistir [123].

B. Hiperbarik Oksijen Tedavisi

1.Tanim ve Tarihcge

Hiperbarik oksijen (HBO) tedavisi; hastanin tamamen kapali bir basing odasinda,

mutlak atmosfer basincindan (1 atmosfer absolute = 1 ATA = 1 Bar = 760 mmHg) daha yiiksek
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basinglarda aralikli olarak %100 oksijen solumasi esasina dayanan bir tedavi yontemidir.
Siklikla karistirilan normobarik oksijen tedavisi (1 ATA’da %100 oksijen solunmasi) ya da
sadece viicudun belirli bir bolgesine oksijen verilmesi (topikal oksijen uygulamalar1), HBO

tedavisi olarak degerlendirilmez [124].

Klinikte bu tedavi iki farkli tipte basing odasinda uygulanabilir: tek kisilik ve ¢ok kisilik
basing odalari. Tek kisilik odalarda genellikle tiim oda %100 oksijenle doldurularak hasta
dogrudan bu ortam havasini solur. Buna karsilik, ¢ok kisilik odalarda odanin kendisi hava ile
basin¢landirilir. Sonrasinda ise hastalara maske, baslik ya da entiibasyon yoluyla %100 oksijen
aralikli olarak verilir. Kullanilan basing diizeyi ve tedavi siiresi altta yatan hastaliga ve klinik

tabloya gore degiskenlik gosterir [125].

Hiperbarik oksijen tedavisinin gecmisi oldukca eskilere dayanmaktadir. Ilk
uygulamalardan biri 1662 yilinda Ingiltere’de Henshaw adli bir bilim insanimin tasarladig: ve
“Domicilium” olarak adlandirilan bir oda ile yapilmistir. Bu odada, igeriye koriik yardimiyla
hava verilerek ortam basinci ayarlanmistir. Bu sistem, hiperbarik tedavi tarihinin baslangi¢

noktasi olarak kabul edilmektedir [126].

Oksijenin kesfi ise 1775 yilinda Joseph Priestley tarafindan gergeklestirilmistir.
Ardindan, Lavoisier ve Seguin 1789 yilinda yaptiklari ¢aligmalarda oksijenin yalnizca yararl
degil, baz1 kosullarda toksik etkiler de gosterebilecegini one siirmiislerdir. 1800’1l yillarin
ortalarina gelindiginde, basing odalarina olan ilgi yeniden canlanmis; Junod, Pravas ve Tabarie
gibi arastirmacilar basing odalarinm1 kullanarak cesitli hastaliklar1 tedavi etmeye baslamiglardir

[124,126,127].

1840’11 yillarda Fransiz mithendis Triger sualt1 tiinel ve koprii insaatlarinda kullandig1
basin¢lh ¢alisma alanlarinda, uzun siire gorev yapan is¢ilerde eklem agrilari ve sinir sistemi ile
ilgili baz1 yakinmalar gozlemlemistir. Sonraki donemlerde bu semptomlarin dekompresyon

hastaligi ile iliskili oldugu anlasilmistir [124,126,127].

Hiperbarik oksijen tedavisinin temelleri ise 1878 yilinda Paul Bert’in yaymladig: “La
Pression Barométrique: Recherches de Physiologie Experimentale” adli eserle atilmistir. Bert
bu calismasinda, gazlarin viicut sivilarinda ¢ozlinme prensiplerini, kabarcik olusumunun
fizyopatolojisini ve 6zellikle de dekompresyon hastaligindaki nitrojenin etkisini agiklamistir.
Oksijenin merkezi sinir sistemi toksisitesi bugiin onun adiyla anilmakta, “Paul Bert etkisi”

olarak literatiirde yer almaktadir. [124,126,127]
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Takip eden yillarda, 1879°da Fransiz cerrah Fontaine tarafindan i¢ basinci artirilabilen
bir ameliyathane tasarlanmis ve bu odada bazi cerrahi islemler gerceklestirilmistir. 1899 yilinda
ise Lorrain-Smith, oksijenin uzun siireli solunmasinin pulmoner dokuda toksik hasara yol

acabilecegini ortaya koymustur. [124,126,127]

Drager 1917°de dekompresyon hastaliginda oksijen kullanimini 6nerse de bu tedavi
yontemi ilk kez 1937°de Behnke ve Shaw tarafindan pratikte uygulanmistir. 1930’lardan
itibaren hem Amerikan hem de Ingiliz donanmalari, dalis hastaliklarinin ydnetiminde
kullanilmak iizere oksijenli tedavi protokolleri gelistirmistir. 1938’de de Almeida ve Costa lepra
tedavisi icin HBO tedavisini denemistir. 1942 yilinda End ve Long, hayvan deneylerinde
karbonmonoksit zehirlenmesinde HBO tedavisinin etkilerini ortaya koymustur. Insanlarda
karbonmonoksit zehirlenmesi tedavisinde ilk HBO uygulamasi ise 1960 yilinda Sharp ve Smith
tarafindan gerceklestirilmistir. [124,126,127]

HBO tedavisinin giiniimiizdeki anlamziyla sistematik sekilde kullanilmaya baglamas ise
1950’li yillara denk gelir. Churchill-Davidson, radyoterapi uygulanan hastalarda tedavi
etkinligini artirmak amaciyla HBO’yu arastirmistir [125]. 1959’da Boerema ise bu yontemi
kardiyak cerrahi alanina tasimistir. Ayni arastirmaci, 1960 yilinda ¢ok diisiik hemoglobin
diizeyine sahip deney hayvanlarin1 yalnizca oksijen destegiyle hayatta tutmay1 basardig “Life

Without Blood” adli ¢alismasiyla dikkat cekmistir.[128]

1963’te Amsterdam’da gerceklestirilen ve kongre niteligi tasiyan ilk uluslararasi
hiperbarik tip toplantisi, bu alandaki bilgi birikimini hizla artirmis ancak takip eden yillarda
bilimsel temele dayanmayan bir¢cok endikasyonla tedavinin uygulanmasi, yontem hakkinda
birtakim soru isaretlerini de beraberinde getirmistir. Bu nedenle, 1970’lerin sonunda Undersea
and Hyperbaric Medical Society (UHMS), HBO tedavisinin bilimsel esaslarin1 ve kullanim
kurallarin1 yayinlayarak tedavi alanini daha sistemli hale getirmistir. Avrupa’da ise European
Underwater and Baromedical Society (EUBS) ve European Committee for Hyperbaric
Medicine (ECHM) gibi yapilar, bilimsel giincellemeleri dikkate alarak HBOT endikasyonlarini
netlestirmistir. ECHM 1994 yilinda ilk konsensus bildirgesini yayimlamistir [129].

Tiirkiye’de HBO tedavisi, baglangigta Tiirk Donanmasi tarafindan dekompresyon
hastaliginin tedavisinde kullanilmustir. Thtiya¢ gelismesine {izerine 1962 yilinda “Denizcilik
Tababeti”” adiyla Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip ayr1 bir uzmanlhk dali olmustur. 1976
yilinda Istanbul T1p Fakiiltesi biinyesinde Deniz ve Sualti Hekimligi birimi kurulmus, 1989°da
Anabilim Dal1 haline getirilmistir. 1980’lerden itibaren hem Istanbul T1p Fakiiltesi’nde hem de
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Giilhane Askeri Tip Akademisi’nde HBO, dalis dis1 endikasyonlar i¢in de kullanilmaya
baglanmigtir. 2002 yilinda ¢ikarilan Tipta Uzmanlik Tiizigi ile boliimiin ad1 “Sualti Hekimligi
ve Hiperbarik Tip Anabilim Dali” olarak degistirilmis; 1990’11 yillardan sonra Tiirkiye
genelinde devlet ve 6zel basing odasi merkezlerinin yayginlasmasi sayesinde bu tedavi halk

arasinda daha bilinir hale gelmistir [124,130].

Giiniimiizde, HBO tedavisi yalnizca dalisla iliskili hastaliklarda degil, cesitli tibbi
endikasyonlarda da gilivenle kullanilmaktadir. Akademik alandaki gelismeler, bu tedavinin

endikasyonlarini dolayisiyla da yerini daha saglam bir zemine oturtmustur.
2. Fiziksel Temel

a. Boyle Gaz Kanunu

Boyle Kanunu, sabit sicaklik altinda bir gazin hacmi ile basinci arasinda ters oranti
oldugunu belirtir. Basing arttikga ayni miktardaki gazin kapladigi hacim azalir. Bu iligki

matematiksel olarak asagidaki sekilde ifade edilir:
P x V = sabit (T sabit)

Bu prensip 6zellikle arteriyel gaz embolisi ve dekompresyon hastaligr gibi durumlarin
tedavisinde onemli bir yer tutar. HBO tedavisinde basing arttirildiginda, viicutta olusan gaz
kabarciklari kiiciilerek klinik belirtilerin azalmasina katki saglar. Ote yandan bu aym fiziksel
mekanizma HBO tedavisinde en sik goriilen yan etki olan barotravmalarin da agiklamasini

olusturur [131].

b. Charles ve Gay-Lussac Gaz Kanunlari

Bu iki gaz yasasi, sicaklikla hacim veya basing arasindaki iliskiyi tanimlar. Charles
Kanunu'na gore sabit basing altinda gazin sicakligi arttikga hacmi de artar. Gay-Lussac Kanunu
ise sabit hacimde, sicaklik yiikseldik¢e gazin basincinin da arttigini belirtir. Her iki kanun su

denklemle gosterilebilir:

P/ T1= P2/ T2 (hacim sabit)

Bu formiile gére HBO uygulamalar: sirasinda basing hizla yiikseltilirse, ortam sicakligi
da buna paralel olarak artar. Dalis dncesi tiiplerin hava ile dolduruldugunda 1sinmas1 bunun bir

ornegidir [132].
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¢. Henry Gaz Kanunu

Henry Kanunu, sabit sicaklik altinda bir s1v1 igerisinde ¢6ziinebilen gaz miktarinin gazin
o siv1 lizerindeki parsiyel basinct ile dogru orantili oldugunu ifade eder. Bu prensip, HBO

tedavisinde dogrudan kullanilan bir mekanizmadir [131].

Normobarik ortamda, kanda tasinan oksijenin biiyiik boliimii (%97-98) hemoglobine
baglidir. Geri kalan kii¢iik bir kism1 ise plazma i¢inde serbest halde ¢6ziinmiis olarak tagmnir. 1
gram hemoglobin yaklasik 1,34 ml oksijen baglayabilir. Ortalama 15 g/dl hemoglobin diizeyine
sahip bir bireyde, 100 ml kanda yaklasik 19,5 ml oksijen taginabilir. Kapiller diizeyde oksijen

satlirasyonu %75’ e diistliglinde, dokuya aktarilan oksijen miktar1 5 ml civarindadir [131,132].

HBO tedavisi sirasinda uygulanan yiikksek basing sayesinde, oksijenin plazmada
¢oziinmiis hali artar. Ornegin, 2,8 ATA’da %100 oksijen solundugunda, yalnizca plazmada
coziinen oksijen miktart 6 ml/100 ml kana kadar ytikselebilir. Bu seviye, hemoglobinden
bagimsiz olarak dokularin oksijen ihtiyacini karsilamaya yetecek diizeydedir. Ayrica Henry
Kanunu dekompresyon hastaliginda gaz ¢oziiniirliigiiyle ilgili temel fiziksel agiklamay1 da

saglar [131,132].

d. Dalton Gaz Kanunu

Bir gaz karisitmindaki toplam basincin, o karisimi olusturan gazlarin kismi basinglarinin

toplamina esittir. Formiilii su sekildedir:

PT=P+P:+Ps+...+Pn
PT: Gaz karisiminin toplam basinci

P1+ P2+ P3 +.... + Pn: Karisimdaki gazlarin kismi basinglar1 toplami

Deniz seviyesindeki atmosferik basing yaklasik 1 ATA (760 mmHg) olup, bunun
yaklasik %21°1 oksijen, %781 azot, geri kalani ise diger gazlardir. Bu durumda, deniz

seviyesinde oksijenin parsiyel basinci yaklasik 0,21 x 760 = 159 mmHg civarindadir [131,132].

Ortam basinct iki katina ¢ikarildiginda, yani 2 ATA’ya yiikseltildiginde, oksijenin
parsiyel basinci da yaklasik olarak 318 mmHg’ye ¢ikar. HBO tedavisinde bu prensip, dokulara
daha fazla oksijen taginmasinin temelini olusturur ve tedavinin fizyolojik etkilerini anlamada

onemli bir yer tutar [131,132].

Bu dort temel gaz kanunu, hiperbarik oksijen tedavisinin fizyolojik ve terapotik

etkilerini acgiklayan bilimsel altyapiyr olusturur. Tedavinin etkili ve giivenli sekilde
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uygulanabilmesi icin, bu fiziksel prensiplerin klinik pratige nasil yansidiginin iyi bilinmesi

gerekir.

3. Fizyolojik Etkileri

Hiperbarik oksijen tedavisinin fizyolojik etkileri, temelde iki ana baslikta toplanabilir:
uygulanan basincin dogrudan etkileri ve yiikseltilmis parsiyel oksijen basincinin yol agtigi

biyolojik ve metabolik degisikliklerdir.

a. Basincin Dogrudan Etkileri

Basing artisiyla gaz hacminin ters orantili olarak azaldigini ifade eden Boyle kanunu,
bu etkiyi aciklayan temel fiziksel ilkedir. Ozellikle viicutta gaz kabarciklarinin rol oynadig
klinik tablolar — 6rnegin dekompresyon hastalig1 ya da gaz embolisi — bu mekanizmadan

dogrudan yararlanilarak tedavi edilebilir [133].

Yiiksek basinca maruz kalan ortamlarda gaz kabarciklarinin hacmi kii¢iiliir. Bu durum,

damar i¢indeki dolasimin 6niindeki fiziksel engellerin ortadan kaldirilmasini saglar [133].

Benzer bir mekanizma gazli gangren gibi enfeksiyon hastaliklarinda da devreye girer.
Enfekte dokularda biriken gazlar basing altinda hacim kaybeder; bu da lokal basincin diismesine
ve bolgedeki mikrosirkiilasyonun rahatlamasina katki saglar. Boylelikle hem dokularin

oksijenlenmesi artar hem de agr1 gibi basinca bagli semptomlar azalabilir [133].

Ancak bu basinca bagh etkiler yalnizca terapotik sonuclar dogurmaz. Ayn1 zamanda,
HBO tedavisinin en sik karsilagilan komplikasyonlarindan biri olan barotravmalar da bu fiziksel
mekanizmanin bir sonucudur. Hava dolu bosluklarda meydana gelen hacim degisimleri, kulak,

siniis veya akciger gibi yapilarda basing travmasina neden olabilir [133].
b. Parsiyel Oksijen Basincinin Artisinin Yarattigi Etkiler

Fizyolojik sartlarda hemoglobin, oksijen tasima kapasitesinin neredeyse tamamina
yakinini kullanir. Saglikli bir bireyde hemoglobin %9798 oraninda oksijenle doygun haldedir.
Bu nedenle, normobarik ortamda %100 oksijen solunmasi, hemoglobine bagli oksijen miktarini
anlamli diizeyde artirmaz ve dokulara ulasan oksijen miktarinda belirgin bir degisiklik
yaratmaz. Dokularin oksijenlenmesini anlamli 6l¢lide artirmak ig¢in, asil hedef plazmada

fiziksel olarak ¢oziinmiis oksijen miktarini yiikseltmektir [133,134].

Ortam basincinin artirilmasiyla plazmada ¢oziinmiis oksijen miktarinin da arttiginm

aciklayan Henry Kanunu, bu tedavi yaklasiminin temel dayanaklarindan biridir. Ornek vermek
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gerekirse; 1 ATA basingta hava solundugunda 100 ml kanda yaklasik 0,3 ml oksijen ¢oziinmiis
halde bulunur. Ayn1 basingta %100 oksijen solundugunda bu deger 2 ml’ye ¢ikar. Basing 2
ATA’ya yiikseltildiginde ise, ¢oziinen oksijen miktari yaklasik 4 ml’ye ulasir. Bu diizeydeki bir
artis, oksijenin hemoglobine baglanmaksizin direkt olarak plazma yoluyla tasinmasini ve

dokulara ulagsmasin1 miimkiin kilar [133,134].

Bu mekanizmanin klinikte en ¢ok kullanildigi durumlardan biri karbonmonoksit (CO)
zehirlenmesidir. CO’nun hemoglobine olan yiiksek afinitesi nedeniyle doku hipoksisi gelisir ve
normobarik oksijen destegi bu durumda ¢ogu zaman yetersiz kalir. Hiperbarik oksijen tedavisi
sayesinde plazmada ¢Oziinen oksijen miktar1 artirilarak hem dokularin oksijen ihtiyaci

karsilanir hem de CO’nun hemoglobinden ayrilmasi hizlandirilir [133,134].

Ayni prensip, siddetli anemilerde veya acil transfiizyonun miimkiin olmadig1 klinik
senaryolarda da gecici bir ¢oziim olarak kullanilabilir. Plazmadaki oksijenin artigi, doku

diizeyinde hipoksinin etkilerini belirgin 6l¢iide azaltabilir [133,134].

Plazma iginde yiliksek konsantrasyonda ¢oziinmiis oksijenin yalnizca tagima kapasitesi
iizerinde degil de hiicresel ve biyokimyasal siiregler lizerinde de dogrudan etkileri oldugu

bilinmektedir. Ornegin:
-Lokosit fonksiyonlarinda artis gozlenir 6zellikle mikrobisidal etkinlikleri kuvvetlenir.

-Lokositlerin endotel yiizeye adezyonu azalir bu da inflamatuar yanitin daha kontrollii

seyretmesine yardimci olur.

-Gazli gangren gibi enfeksiyonlarda, etken bakterinin (C. perfringens) alfa toksin

uretimi baskilanir.

-Anjiyogenez, fibroblast proliferasyonu, kollajen sentezi ve ekstraseliiler matriks

liretimi gibi iyilesme siirecinde rol oynayan olaylar hizlanir.

-Ayrica siiperoksit dismutaz gibi antioksidan savunma sistemlerinde de aktivite artigi

gozlenebilir.

Bu etkilerin tamami, hiperbarik oksijen tedavisinin yalnizca oksijen tasimasini degil
ayn1 zamanda doku iyilesmesini, bagisiklik yanitin1 ve enfeksiyon kontroliinii de destekleyen

kapsaml1 bir tedavi modeli oldugunu gostermektedir [133,134, 135].
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(1) Kardiyovaskiiler Etkiler

Parsiyel oksijen basincindaki artisin dolasim sistemi iizerindeki etkileri, 6zellikle
kardiyak ritim ve damar tonusu diizeyinde kendini gosterir. HBO tedavisi sirasinda sik olarak
gozlenen fizyolojik yanitlardan biri bradikardi gelisimi ve buna bagli olarak kalp debisinin
azalmasidir. Ancak bu durum genellikle klinik bir sorun yaratmaz. Cilinkii plazmada ¢6ziinmiis

oksijen miktarinin artmasiyla birlikte, dokulara ulastirilan oksijen miktar1 toplamda artar [135].

Oksijen tasima kapasitesindeki bu artis, dokularin ihtiya¢ duydugu oksijeni daha az
miktarda kandan alabilmesini saglar. Bunun sonucunda periferik vaskiiler yatakta
vazokonstriksiyon meydana gelir. Periferik direncteki bu artis, kan basincinda hafif bir

ylikselmeyle seyredebilir [135].

Vazokonstriktif etki yalnizca hemodinamik ag¢idan degil, ayni zamanda HBO’nun
antiddem etkisinin fizyolojik temelini de olusturur. Hipoksik ortamda bozulmus olan kapiller
gecirgenlik, hiperoksijenizasyon sayesinde kismen diizelir. Boylece ekstravaskiiler sivi kagisi

azalir ve 6demin gerilemesine katki saglanir [135].
(2) Antitoksik Etki

Hiperbarik oksijen tedavisinin yliksek parsiyel oksijen basinci sayesinde gosterdigi
etkilerden biri de antitoksik Ozelliktir. Bu etki, 6zellikle anaerobik bakteriler tarafindan tiretilen

toksinlerin baskilanmasi ya da etkilerinin engellenmesiyle ortaya ¢ikar [135].

Gazli gangren, Clostridium perfringens adli anaerobik bakterinin neden oldugu, hizla
ilerleyen myonekrotik bir enfeksiyondur. Bu bakteri tarafindan iiretilen alfa toksin, hiicre zar

yapisini bozar ve kapiller gecirgenligi artirarak siddetli doku hasarina yol agar [135].

Hiperbarik oksijen tedavisi, bu toksinin iiretimini dogrudan baskilayarak etki gosterir.
Yiiksek konsantrasyonda oksijen varliginda C. perfringens, toksin iiretimini siirdiiremez. Bu
durum, hem doku hasarmin ilerlemesini durdurur hem de enfeksiyonun sistemik yayilimini
siirlandirir. Boylece HBO, bu tiir olgularda antitoksik bir tedavi aract olarak énemli bir rol

oynar [135].
(3) Antibakteriyel Etki

Hiperbarik oksijen tedavisi, bakterilere kars1 etkisini birka¢ farkli yoldan gosterir.
Bunlardan ilki, 6zellikle anaerobik bakterilere dogrudan zarar vererek gosterdigi etkilerdir. Bu
mikroorganizmalar, serbest oksijen radikallerine kars1 koruyucu sistemlerden yoksun olduklari

icin yiiksek oksijen ortaminda hassas hale gelirler. HBO uygulamasi sirasinda olusan reaktif
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oksijen tiirleri, bu bakterilerin DNA ve RNA gibi yonetici molekiillerinde geri doniistimsiiz
hasarlara yol agar. Hiicresel diizeyde metabolik faaliyetleri bozulur ve sonugta canliliklarini

stirdiiremezler [133].

Bazi aerob bakterilerde ise oksijenin etkisi daha karmasiktir. Diislik basinglarda, yani
yaklasik 1,5 ATA’ya kadar olan seviyelerde %100 oksijen uygulamasi, baz1 bakterilerin
iiremesini destekleyebilir. Ancak basing yiikseldik¢e oksijenin baskilayici etkisi artar ve bu

durum bakteriyel cogalmay1 durdurarak bakteriyostatik bir etki olusturur [133].

HBO'nun antibakteriyel etkinligi yalnizca dogrudan bakterilere kars1 degil, ayni
zamanda konak savunma sistemi ilizerinden de gerceklesir. Polimorfoniikleer l6kositler ve
makrofajlar, enfeksiyonla miicadelede hem oksijen bagimsiz hem de oksijen bagimli yollar
kullanir. Ancak hipoksik dokularda, bu hiicrelerin oksijene bagl 6ldiirme kapasitesi belirgin
sekilde azalir. Fagositoz sirasinda fagozomal membranlarda yer alan oksidaz enzimleri, oksijeni
kullanarak reaktif oksijen iriinleri (ROS) olusturur ve bu mekanizma ancak parsiyel oksijen
basinct 30 mmHg'nin iizerinde oldugunda etkili ¢alisabilir. Hiperbarik oksijen tedavisi ile bu
deger 1200 mmHg’ye kadar c¢ikabildiginden, bagisiklik sistemi hiicrelerinin enfeksiyon

iizerindeki etkinligi anlamli 6l¢iide artar [133].

Buna ek olarak, HBO baz1 antibiyotiklerle birlikte kullanildiginda tedaviye sinerjik ya
da additif katki saglayabilir. Ornegin aminoglikozid antibiyotikler, bakteri hiicre duvarm
oksijenin yardimiyla gecebildigi i¢in HBO altinda daha etkili hale gelir. Aym1 sekilde
vankomisin, teikoplanin ve baz1 florokinolonlarin da etki giicii artar; bu antibiyotiklerin etkin

konsantrasyonlar1 diiserken, etki siireleri uzayabilir [133].
(4) Yara lyilesmesine Etkisi

Yara, doku biitiinliigiiniin bozulmasi olarak tanimlanir. Yara iyilesme siireci;
inflamasyon, proliferasyon ve yeniden yapilanma (remodeling) olmak iizere ii¢ ana evreden

olusur [133,134].

[lk faz olan inflamasyon evresinde, doku hasari sonras1 damar biitiinliigii bozulur ve bu
bolgede fibrin tika¢ olusumu ile kanama kontrol altina alinir. Ardindan kemotaktik sinyaller
aracilifiyla notrofiller bolgeye goc eder. Damar digina ¢ikan nétrofiller, doku i¢indeki hasarli
yapilar1 temizlerken ayni zamanda fagositoz yoluyla mikroorganizmalara kars1 da savunma
olustururlar. Daha 6nce belirtildigi gibi HBO tedavisi notrofillerin hem oksijen bagimli hem de
oksijen bagimsiz islevlerini destekleyerek bu siirecin etkinligini artirir. ilerleyen donemde

makrofajlar dokuda baskin hale gelirken inflamatuar yanit devam eder [133,134].
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Ikinci evre olan proliferasyon fazinda yara iyilesmesinin ana hiicreleri fibroblastlar ve
endotel hiicreleridir. Fibroblastlar, dokuya yap1 kazandiracak ekstraseliiler matriks ve kollajen
iiretimini iistlenirken; endotel hiicreleri anjiyogenez siireciyle yeni damar olusumunu saglar. Bu
iki slireg birbirine bagimlidir. Ciinkii kollajen iiretimi, oksijen gerektiren pirolin ve lizin
hidroksilasyonu ile gergeklesir ve ortamda en az 30—40 mmHg parsiyel oksijen basinci gerekir.
Ancak yara dokusunda bu deger genellikle 20 mmHg nin altindadir. Bu oksijn seviyelerde
fibroblast proliferasyonu, hiicre gogii, protein sentezi ve biiyiime faktorii tiretimi ciddi sekilde
yavaslar. Kisa siireli hipoksi bazi onarici siiregleri tetikleyebilse de, uzamis hipoksi yara

iyilesmesini durma noktasina getirir [133,134].

HBO tedavisi ile yara bolgesindeki oksijen basinct artirilarak hipoksiye bagl
yavaglamis hiicresel faaliyetler yeniden hizlandirilir. Oksijenin etkisi yalnizca parsiyel basinca
degil, ayn1 zamanda difiizyon mesafesine de baglidir. Parsiyel oksijen basinci 100 mmHg iken
diflizyon mesafesi yaklasik 64 um’dir ancak 2000 mmHg’ye ¢ikarildiginda mesafe 246 um’a
kadar ulagir. Bu durum, hiicrelere oksijen erisimini artirarak iyilesmeyi hizlandirir. Nitekim
kiiltiir calismalari, tek bir 120 dakikalik HBO seansinin ardindan fibroblast proliferasyonunun
72 saate kadar devam ettigini gostermistir [133,134].

HBO'nun etkisi yalnizca fibroblast sayisinin artisi ile smirlh degildir. Ayn1 zamanda
proteoglikan, hyaluronik asit ve diger matriks bilesenlerinin sentezi de artar. Bu etki, endotel
hiicrelerinin ¢ogalmasinda da gdzlenmistir. Boylece iyilesmenin yapisal temeli daha saglam

olusturulur [133,134].

Kronik yaralarda en sik karsilasilan sorunlar; hipoksi, 6dem ve enfeksiyon dongiisiidiir.
HBO tedavisi bu dongiiyii farkli asamalarda kirar. Artan oksijen sayesinde; fibroblast aktivitesi,
kollajen sentezi, epitel hiicre ¢ogalmasi, anjiyogenez ve matriks lretimi hizlanir. VEGF
ekspresyonu artar, NO aracilifiyla kok hiicre mobilizasyonu saglanir. Ayn1 zamanda
vazokonstriksiyon ile 6dem geriler. Bu sayede hipoksi-6dem-hipoksi dongiisii kirilmig olur

[133,134].

Yara iyilegmesinin son evresi olan remodeling siirecinde, dokuda biriken kollajen lifleri
diizenlenir ve capraz baglarla gii¢lendirilir. Bu baglarin olusumu i¢in de doku i¢i oksijen
parsiyel basincinin 2060 mmHg araliginda olmasi gerektigi gosterilmistir. HBO nun sagladigi

yiiksek oksijen parsiyel basinci bu evreye de dogrudan katki saglar [133,134].

Son asama olan reepitelizasyon evresinde ise epitel hiicreleri, graniilasyon dokusu

iizerinden ilerleyerek yaranin yiizeyini kapatir. Bu faz da oksijene bagimlidir.
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Tim bu dogrudan fizyolojik etkilerin yani sira, 6demin azalmasi ve enfeksiyonun
baskilanmasi gibi dolayl etkilerle de HBO tedavisi yara iyilesmesinde onemli bir destek

tedavisi olarak yer alir [133,134].

4. Endikasyonlar

Hiperbarik oksijen tedavisi, hem akut hem de kronik bazi klinik durumlarda yardime1
bir tedavi yontemi olarak hizmet vermektedir. Bununla birlikte tedavi endikasyonlar tilkeden
ilkeye farkliliklar gostermektedir. Merkezi bir uygulama olmayip genellikle hiperbarik
birimlerin bulundugu iilkenin yerel saglik politikalarina, klinik aciliyet durumlarina veya sosyal
giivenlik sistemine baglidir. Bu nedenle, HBOT uluslararasi diizeyde hala tam olarak standart

olmayan bir tedavi olarak kabul edilir.

Amerika Birlesik Devletleri’nde bu alandaki uygulamalara Undersea and Hyperbaric
Medical Society (UHMS) rehberlik ederken Avrupa'da ise European Committee for Hyperbaric
Medicine (ECHM) tarafindan olusturulan kilavuzlar esas alinmaktadir. Her iki kurulus da,
tedavinin gilivenli, etkin ve bilimsel temellere dayali bicimde uygulanabilmesi icin

endikasyonlar1 belirli araliklarla giincellemektedir.

Tiirkiye’de HBOT uygulamalari, Saglik Bakanlig: tarafindan yayimlanan "Hiperbarik
Oksijen Tedavisi Uygulanan Ozel Saghik Kuruluslar1 Hakkinda Y&netmelik" ile yasal zemine
oturtulmustur. Ayrica uygulamada Sosyal Giivenlik Kurumu (SGK) tarafindan belirlenen Saglik
Uygulama Tebligi (SUT) kriterleri esas alinmakta ve bu kapsamda SGK geri d6demesi
yapilabilen endikasyonlar tanimlanmaktadir. Uygulamada, UHMS tarafindan 2014 yilinda
yayimlanan endikasyon listesi de bir¢ok merkez tarafindan bilimsel referans olarak kabul
gormektedir. Son olarak UHMS, 2023 yilinda yayimladig1 15. baski endikasyon listesinde
“Femur Bas1 Osteonekrozu” yeni bir endikasyon olarak tanimlamistir (Tablo 1, 2) [136,137].
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Tablo 1. UHMS HBO Tedavisi Endikasyon Listesi

PART 1. Indications

1.
2.

® N W W

10.

11

Hyperbaric Treatment of Air or Gas Embolism: Current Recommendations .
Arterial Insufhiciencies:

A. Central Retinal Artery Occlusion . . .
B. Hyperbaric Oxygen Therapy for Selected Problem Wounds .

Carbon Monoxide Poisoning .

Clostridial Myonecrosis (Gas Gangrene) ..
The Effect of Hyperbaric Oxygen on Compromised Grafts and Flaps
Acute Traumatic Ischemias: Roles of Hyperbaric Oxygen .
Decompression Sickness.

Delayed Radiation Injuries (Soft Tissue and Bony Necrosls)

and Potential for Furure Research .
Sudden Sensorineural Hearing Loss

Intracranial Abscess

. Necrotizing Soft Tissue Infections .
12.
13.
14.
15.

Refractory Osteomyelitis
Severe Anemia ;
Adjunctive Hyperbaric Oxygcn in the Treatment of Thermal Burns .

Avascular Necrosis (Aseptic Osteonecrosis).
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Tablo 2. Saglik Bakanligt HBO Tedavisi Endikasyon Listesi

Hiperbarik Oksijen Tedavisi Endikasyonlari;

Dekompresyon hastaligi,

Hava veya gaz embolisi,

Karbonmonoksit, siyanid zehirlenmesi, akut duman inhalasyonu,
Gazli gangren,

Yumusak dokunun nekrotizan enfeksiyonlar: (derialti, kas, fasya),
Crush yaralanmalari, kompartiman sendromu ve diger akut travmatik iskemiler,
Yara iyilesmesinin geciktigi durumlar (diyabetik ve non-diyabetik),
Kronik refrakter osteomiyelit,

. Asir1 kan kayb,

10.Radyasyon nekrozlari,

11.Tutmas: stipheli deri flepleri ve greftleri,

12.Termal yaniklar,

13.Beyin absesi,

(=T = B B o R R PR R o R

14.Anoksik ansefolapati,

15.Ani isitme kaybu,

16.Retinal arter okliizyonu,

17.Kafa kemikleri, sternum ve vertebralarin akut osteomyelitleri.

Avrupa’da hiperbarik oksijen tedavisinin uygulanma alanlari, European Committee for
Hyperbaric Medicine (ECHM) tarafindan diizenlenen konsensus toplantilar1 dogrultusunda
belirlenmektedir. Bu kapsamda en 6nemli referanslardan biri, 2004 yilinda gerceklestirilen 7.
Avrupa Hiperbarik Tip Konsensus Konferansi olmustur. Bu toplantida HBOT endikasyonlari;

bilimsel veriler, klinik deneyimler ve uzman goriisleri 15181nda ti¢ ana gruba ayrilmistir:
-Tip 1: Kuvvetle 6nerilen endikasyonlar
-Tip 2: Onerilen endikasyonlar
-Tip 3: Opsiyonel (se¢imli) endikasyonlar

Bu siniflandirmanin yani sira, her endikasyon kanita dayali tip prensipleri dogrultusunda

A’dan F’ye kadar derecelendirilmistir. Buna gore:
-A diizeyi: Birinci derecede kanita dayanan, kuvvetle 6nerilen uygulamalar

-B diizeyi: Orta diizeyde bilimsel destek bulunan endikasyonlar
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-C diizeyi: Daha disiik seviyede kanit sunulan, ancak klinik olarak desteklenebilen

durumlar

-D diizeyi: Sadece kontrolsiiz ¢aligmalarla desteklenen, net konsensusa ulagilmamis

alanlar

-E diizeyi: Bilimsel olarak fayda sagladigina dair yeterli kanit olmayan ya da

metodolojik sorunlar barindiran durumlar
-F diizeyi: HBOT nin kullanilmamasi gerektigine dair kanitlarin bulundugu alanlar

Bu sistematik yaklasim, HBOT’nin sadece etkin oldugu durumlarda degil,
uygulanmasinin 6nerilmedigi ya da kontrendike oldugu tablolarin da belirlenmesini saglamistir.
2016 yilinda giincellenen ECHM kilavuzu, bu ¢ercevede en giincel klinik yonlendirme araci

olarak kabul edilmektedir (Tablo 3) [138].
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Tablo 3. ECHM HBO Tedavisi Endikasyon Listesi

KABUL KABUL

EDILEN EDILMEYEN

Kanit Sevivesi [Kanit Sevivesi
Tip | (Kuvvetle Onerilen) A CIDJE]|]F

Karbonmonoksit zehirlenmesi

Crush yaralanmasi

Dis gekimi sonras: osteoradvonekrozun onlenmesi

Osteoradyonekroz (mandibula)

Yumusak doku radvonekrozu (sistit)

Dekompresyon hastalit

Gaz embolisi

Anaerobik veva miks bakterivel anaerobik enfeksivonlar

Tip 2 (Onerilen)

Divabetik ayak lezyonlan \

Riskli deni grefti ve muskulokutan flep

Osteoradyonekroz (difer kemikler)

Radvasvona bagh proktit/enterit

Radyasyvona bagh vumusak doku lezvonlan

Radyon uvgul anmis dokularda cerrahi ve implantasvon (i1slem dncesi)

Ani isitme kavbi

Iskemik alser

Refrakter kronik osteomiyelit

Noroblastom evre 4

DURUMLAR

FAPA P Ed P -

||

P Bl Cd Cl Cd el Bl B

Tip 3 (Opsivenel)
Post-anoksik ensefalopati
Larinks radyonekrozu
Radyasyona bagh santral sinir sistemi lezyonu
Vaskiller girisim sonrasi reperfizyon hasan
Uzuv reimpl antasyonu
Yozey alam %620'yi ve 2. dereceyi gecen yamklar
Akut iskemik oftalmol ojik hastaliklar
inflamatuvar siirece sekonder ivilesmeven vamlar
Pnomatozis sistoides intestinalis

Diger Endikasyonlar
Post sternotoni mediastimi
Inme
Orak hiicreli anemi
Malign otitis eksterna
Akut mivokard infarktiis
Femur basi nekrozu
Retinitis pigmentoza
Tinnitus
Interstisyel sistit
Fasial paralizi
Serebral palsi
Multipl skleroz
Fetoplasental vetmezlik

Pl G Bl Bl Bl Bl Bl B

P Ed el Bl

Pt Ed s

FArd P

5. Kontrendikasyonlari

Hiperbarik oksijen tedavisinde, her hastaya ayni rahatlikta tedavi uygulanmamaktadir.

Bazi klinik durumlar, komplikasyon riskini 6nemli 6lciide artirabilir. Bu nedenle HBO tedavisi
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acisindan kontrendikasyonlar iki grupta degerlendirilir: kesin (mutlak) ve goreceli (rolatif)

kontrendikasyonlar.

Kesin kontrendikasyonlar, tedavinin asla uygulanmamasi gereken durumlar
belirtmektedir. Giiniimlizde bu tanima uyan tek durum tedavi edilmemis pnomotoraksin
varligidir. HBO seansinda dekompresyon sirasinda meydana gelen basing degisimi,
pnomotoraksin hizli bir sekilde tansiyon pnomotoraksa evrilmesine yol agabilir. Bu durum,
hastada yasami tehlikeye atan ciddi bir komplikasyon meydana getirir. Ancak acil bir
endikasyonla hastaya HBO tedavisi yapilacaksa tedavi Oncesinde hastaya gogiis tiipl

yerlestirilmeli ve basing odasina alinmalidir [139, 140].

Goreceli kontrendikasyonlar, HBO tedavisinin yapilmasi mutlak engel teskil etmeyen
fakat dikkatli bir degerlendirme ve gerekli dnlemlerin alinmasi gereken durumlar ifade eder.
Bu hastalarda tedavi karari klinik tablolarina gore verilir ve komplikasyon riski i¢in hazirlikli
olunmalidir. Imkan varsa ¢ok kisilik bir basing odas1 segilmeli ve hastaya miidahale edebilecek

bir saglik ¢alisaninin goézetiminde tedaviye devam edilmelidir. [139, 140].
Yaygin olarak kabul edilen goreceli kontrendikasyonlar su sekilde siralanabilir:
-Solunum yolu enfeksiyonlari
-Kronik obstriiktif akciger hastaliklari

-Radyolojik olarak saptanan, hava hapsine neden olabilecek asemptomatik akciger

lezyonlar1

-Gegirilmis gogiis veya kulak cerrahisi oykiisii
-Kontrol altina alinmamis ytiksek ates (hipertermi)
-Gebelik

-Klostrofobi

-Epilepsi veya nobet gegirme Oykiisii

Bu listenin disinda olmakla birlikte, konjestif kalp yetmezligi, spontan pnomotoraks
Oykiisi ve herediter sferositoz gibi bazi klinik tablolar da HBO agisindan rolatif
kontrendikasyon olarak kabul edilmektedir. Bu tiir hastalarda HBO uygulanacaksa, hasta
yakindan izlenmeli, olas1 komplikasyonlara kars1 6nceden 6nlem alinmali ve seanslar boyunca

tibbi miidahale olanaklar1 hazir bulundurulmalidir [139, 140].
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6. Komplikasyonlari

a. Barotravmalar

Barotravmalar, HBO’da en yaygin goriilen komplikasyonlardir. Boyle gaz kanununa
dayanan barotravmalar i¢i gazla dolu alanlarda basing degisimlerine bagh olarak

ger¢eklesmektedir [131].

Orta kulak barotravmasi barotravmalar i¢inde en yaygin olanidir. HBO tedavisine ilk
defa girecek hastalarda, {ist solunum yolu gecirmekte olan hastalar ve en 6nemlisi kulak
esitleme tekniklerini dogru uygulamayan hastalarda sik goriiliir. Tedavi Oncesi Valsalva,
Toynbee vs. kulak esitleme manevralarinin iyice Ogretilmesi Onemlidir. Ayrica hastaya

kompresyon baglar baslamaz kulak esitlemesi gerektigi hatirlatilmalidir [141].

Hastanin kulak agris1 oldugunda hemen kompresyonu durdurmak gerekir. Bu sayede
komplikasyon ilerlemeden 6nlenebilir. Basing odasinda hastaya refakat eden i¢ yardimcinin
hasta ile dogru iletisim kurmasi1 6nem arz eder. Orta kulak barotravmasinin 6niine gegmenin bir

yolu da yavas kompresyon uygulamaktir [142].

Orta kulak barotravmalarimin bircogu hafif seyreder ve tedaviye ara verilmesiyle iyilesir.
Bazi acil tedavi gerektiren durumlarda, timpanik zari1 ve orta kulagir basing degisiminden
korumak i¢in miringotomi yapilabilir. Timpanik zar riiptiirleri ¢ogu zaman kendiliginden

iyilesme gosterir [142].

Barotravmanin goriilebilecegi diger yerler, siniisler (frontal, sfenoid, maksiller,
etmoid), dental yapilar, akcigerler, gastrointestinal sistemdir. Siniisler hari¢ digerlerinde
barotravma goriilme olasilig1 diistiktiir. Ancak akciger barotravmasinda hava embolisi riski olup

en tehlikeli olanmidir [142].

b. Oksijen Toksisitesi

Oksijen toksisitesi bir diger onemli komplikasyondur. Yiiksek basingli ortamdayken
oksijen solunmas kisa siirede toksisiteye neden olurken diisiik basinglarda oksijen solunmasi
uzun bir siire sonra toksisiteye neden olacaktir. 0,5 ATA iizerindeki oksijen parsiyel

basinglarinda, viicudun antioksidan sistemleri yetersiz kalabilmektedir [143].

Oksijen toksisitesi iki farkli sekilde goriiliir; Bunlarda biri santral sinir sistemi toksisitesi

digeri ise pulmoner toksisitedir.
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Santral sinir sistemi toksisitesi, HBO seans1 esnasinda en sik gézlenen akut toksisitedir.
Cogunlukla 2 ATA ve iizeri basinglarda ortaya cikmaktadir. Parmak uclarinda ve agiz
cevresinde karincalanma, uyugma, tremor, bulant1 gibi bulgular gosterir. Bu bulgular tespit
edilir edilmez, hastay1 oksijenden ayirmak gerekir. Miidahale edilmemesi halinde grand mal

konviilziyona kadar ilerleyebilir [143].

Oksijenin toksik etkilerinden korunmak amaciyla gilincel protokollerde 2.8 ATA’nin

iizerine ¢ikilmamakta ve seanslar, oksijen-hava molali olarak uygulanmaktadir (6rnegin 25

dakika oksijen, 5 dakika hava) [143].

Pulmoner toksisite, biraz dnce bahsi gectigi lizere diislik basinglarda uzun siireli oksijen
solunmasiyla meydana gelir. {1k olarak sternum hattinda yanma hissi, oksiiriik gibi bulgular
verir. Devaminda akut solunum yetmezligine kadar ilerleyebilir. Tedavisi hastay1 bir an dnce

oksijenden ayirmaktir [143].

HBO tedavisine bagli nadir ancak tanimlanmis bazi komplikasyonlar da mevcuttur.
Ozellikle uzun siireli tedavi goren bazi hastalarda gecici miyopi gelistigi bildirilmistir. Bu
durumun, lens proteinlerindeki oksidatif degisime bagli oldugu diisliniilmektedir. Genellikle
tedavi kesildikten sonra gorme keskinligi eski haline doner. Ayrica literatiirde killanma artisi

gibi baz1 kozmetik etkiler de nadiren tanimlanmastir [143].

1. AMACLAR

Bu calismada, hipoksik bir ortam olan biyofilm katmani icindeki bakterilerde
antibiyotik direnci ve toleransina sebep olan diisiik metabolik aktivitenin, Hiperbarik Oksijen
Tedavisi verilerek hiperoksi ile tersine cevrilip cevrilemeyecegi arastirilacaktir. Hiperbarik
Oksijen Tedavisi adjuvan tedavi olarak antibiyoterapi ile kombine uygulandiginda daha diisiik
antibiyotik dozu ile daha basarili sonuca ulasabilecegi diisiiniilmektedir. Oncelikle Fakiiltemiz
dahili ve cerrahi servislerinde yatmakta olan 15 hastadan alinmis endotrakeal aspirat (ETA),
bronkoalveoler lavaj (BAL) oOrneklerinde iiretilen Pseudomonas aeruginosa suslarinda
antibiyotik duyarlilik sonuglarinin belirlenmesi, bu suslarin biyofilm olusturma kapasitelerinin

tespit edilmesi planlanmistir. Devaminda in vitro ortamda Hiperbarik Oksijen Tedavisi ve
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kolistinin gerek tek baglarina gerekse kombine olarak uygulanmasi ve bu tedavilerin biyofilm

tabakasi iizerine etkinliginin saptanmas1 amaglanmustir.

IV. GEREC VE YONTEM

A. Calisma Materyali ve Dizaym

Bu calisma 2023-2024 tarihleri arasinda Istanbul Universitesi (10.) Istanbul Tip
Fakiiltesi Hastanesi’nde yatan >18 yas 15 hastadan alinan endotrakeal aspirasyon ve
bronkoalveolar lavaj (BAL) 6rneklerinde iireyen invazif infeksiyon olusturmus coklu ilaca
direncli Pseudomonas spp izolatlar1 iizerinde yapildi. Hasta ve/veya hasta yakinlar
bilgilendirilip Goniillii Onam Formu alinmistir (Ek 1). Calismanin etik kurul onay1 alinmustir.
(IU. Istanbul Tip Fakiiltesi, Etik Kurul Baskanligi, Karar no: 2979575) (Ek 2). Calisma
boyunca hasta gizliligine ve etik kurallara uyulmustur. On bes adet ¢ok ilaca direngli

Pseudomonas spp izolati ¢calismaya alindi. Calismaya alinan her izolat numaralandirildi (PO04,

PO09 vb.).

B. Bakteri Suslarinin Tanimlanmasi ve Saklanmasi

[U. lstanbul Tip Fakiiltesi, Mikroorganizma Kiiltiir Koleksiyonlart Merkezi
Laboratuvari'nda (KUKENS) mikrobiyolojik olarak klasik yontemlerle non-fermantatif,
oksidaz-pozitif bakteriler Pseudomonas spp. olarak tanimlandi. Pseudomonas suslarindan
pyosyanin pigmenti olusturanlar ve 42 °C’de {ireyebilme yetenegine sahip olanlar P. aeruginosa
olarak adlandirildi. Tanimlanmasinda sorun yasananlar ise Phoenix otomatize sistemi (BD
Diagnostic Systems, MD, ABD) ile tamimlandi. izolatlarmn antibiyotik duyarlhiliklar1 disk
difiizyon yontemiyle belirlendi. Disk diflizyon yontemiyle direngli oldugu saptanan izolatlarin

MIK degerleri gradyan testi (Etest®) ve sivi mikrodiliisyon ydntemiyle belirlendi.

C. Bakterilerin Antibiyotik Direncinin Tanimlamasi

Gram-negatif enterik bakterilerde antibiyotik direnci tanimi i¢in agagidaki siniflama
kullanildi: a) cogul antibiyotik direngli (“multi-drug resistant”, MDR); b) yaygin antibiyotik
direngli (“extremely drug resistant”, XDR); c) tiim antibiyotiklere direngli (“pan-drug
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resistant”, PDR). Ug veya daha fazla antimikrobiyal kategoride en az bir ajana direngli olan
bakteriler MDR olarak, tiim antimikrobiyal kategorilerden en fazla iki antimikrobiyal
kategoriye duyarli olup diger kategorilerden en az bir ajana direncli bakteriler XDR olarak ve

tiim antimikrobiyal kategorilerde tiim ajanlara direncli ajanlar PDR olarak tanimlandi [75, 144].
Antibiyotik Duyarlilik Testleri

[U. istanbul Tip Fakiiltesi KUKENS Laboratuvari’nda Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemiyle European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
Olciitlerine gére Pseudomonas spp. icin meropenem <18 mm zon capi gosteren suslarda
karbapenem direnci diisiiniildii. Etest® veya sivi mikrodiliisyon yontemiyle Pseudomonas spp.
icin EUCAST o&lgiitlerine gore kolistin MIK degeri >4 mg/l bulunan suslar kolistine direngli
olarak kabul edildi (2). Calismanin standardizasyonu amaciyla kalite kontrol suslar1 olarak P.
aeruginosa ATCC 27853 ve E. coli ATCC 25922 kullamild: [75, 145, 146]. izole edilen suslar
%10 gliserinli “Triptic Soy Broth” (TSB) i¢inde -20°C’de sakland1 (Resim 1, 2).

Caligmaya dahil edilen P. aeruginosa izolatlarinin (n=15) meronem, imipenem,
piperasilin-tazobaktam, siprofloksasin, sefepim, amikasin, seftazidim antibiyotik direnclerine
disk difiizydn testi ile bakild1. Izolatlarin tamaminin EUCAST Standartlari’nda belirtilen Zon
Caplarina gore direngli olduklar tespit edildi. Tablo 4’de gosterildigi lizere s1vi mikrodiliisyon

yontemi ile bu izolatlarin kolistin direnglerine bakild.

Tablo 4. P. aeruginosa izolatlarinin (n=15) S1v1 Mikrodiliisyon Y ontemleriyle Kolistin

Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) Degerlerinin Belirlenmesi

Antibiyotik Duyarhilik Testi | Antibiyotik | PO54| Po01| POS5 | Po42 | Po40| PO11| PO27 | PODE | PO23 [ PO18[ PO43] PO47] POD4] PO0S [POO3 | SusNo |

Sivi Mikrodiliisyon Testi Kolistin <1 2 <1 <1 2 >8 >8 2 >8 >8 1 4 2 2 4

(3/3whnw
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Resim 1. %10 Gliserinli *’Triptic Soy Broth’’ Resim 2. Kanli Agarda Ureyen
(TSB) i¢inde -20°C’de Saklanan Suslar Pseudomonas Spp

S1v1 Mikrodiliisyon Y 6ntemi:

[U. Istanbul Tip Fakiiltesi KUKENS Laboratuvar’'nda 96 kuyucuklu U tabanl
mikroplaklarin her kuyucuguna 0.1 ml katyon ilaveli Mueller-Hinton Broth (MHB, Merck,
Darmstad, Almanya) konuldu. {1k kuyucuga baslanmak istenen antibiyotik konsantrasyonunun
iki kat1 konsantrasyonda hazirlanmis antibiyotik ¢dzeltisinden 0.1 ml eklendi. Ik kuyuda elde
edilen 0.2 ml hacimdeki karisimdan (0.1 ml MHB + 0.1 ml antibiyotik ¢6zeltisi) steril pipet
uclartyla 0.1 ml alinarak diger kuyucuga aktarildi. Bu islem son kuyucuga kadar tekrarlanarak
0.1 mI’lik seri diliisyonlar elde edildi. Son kuyucuktaki karisim isleminden sonra pipet ucunda
kalan 0.1 ml ¢dzelti digar1 atildi ve son kuyuda da 0.1 ml ¢dzelti olmasi saglandu. Tlk kuyudaki
antibiyotik konsantrasyonu 4096 pg/ml olacak sekilde ilk kuyuya 0.1 ml MHB ve 0.1 ml 8192
pug/ml antibiyotik ¢ozeltisi konuldu. Antibiyotik konsantrasyonlarinin 4096 pg/ml, 2048 pg/ml,
1024 pg/ml, 512 ug/ml, 256 pg/ml, 128 pg/ml, 64 pg/ml, 32 pg/ml, 16 pg/ml, 8 pg/ml, 4 png/ml,
2 pg/ml olacak sekilde seri diliisyonlar1 olusturuldu. Yaklasik 18-24 saatlik inkiibasyon sonunda
kanl1 agarda saf kiiltiir halinde {iretilen Pseudomonas spp. kolonileri alinarak 5 ml katyon ilaveli
MHB igeren tiiplerde homojenize edilerek 0.5 McFarland standardi (1x108 CFU/ml)
bulanikliginda bakteri slispansiyonlari elde edildi. Daha sonra bu bakteri slispansiyonlar1 1:10
oraninda diliie edildi ve her kuyucuga 10 pl bakteri siispansiyonu (1x106 CFU/ml) eklenerek
mikroplak 37°C’de 16-24 saat etlivde inkiibe edildi. Ciplak gozle kuyucuklardaki iiremenin
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tamamini inhibe ettigi goriilebilen en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olarak

kabul edildi (Resim 3) [75, 146, 147].

Resim 3. A, B, C, D Mikrodiliisyon Yéntemi ile Minimum Inhibator Konsantrasyonu (MiK)

tespiti

D. Biyofilm Olusumunun Gosterilmesi

1. Spektrofotometre ile Gosterilmesi

[U. Istanbul Tip Fakiiltesi KUKENS Laboratuvari’nda kanli agarda iiretilen 18-24
saatlik P. aeruginosa suslarinin saf kiiltiirleri alinarak 5 ml Triptik Soy Brot (TSB) igeren tiiplere

0.5 Mcfarland Standard: bulanikliginda siispansiyon olacak sekilde aktarildi. Bu tiipler 37°C’de
18-24 saat inkiibe edildi (Resim 4).
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Resim 4. Suslarm 5 Ml Triptik Soy Brot (TSB) Igeren Tiiplerde 37°c’de 18-24 Saat inkiibe

Edilmesi

Ertesi giin, bakteri slispansiyonu 5 ml hacimde 1% glikoz i¢ceren TSB ile 1:50 oraninda
diliie edilip 96 kuyucuklu diiz tabanl hiicre kiiltiirii mikroplaginin her kuyucuguna 200’er pl
olacak sekilde dagitildi. Her bakteri i¢in degerlendirme sonucu ortalamasi alinmak tizere ikiser
kuyucuk kullanildi. Mikroplak 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Kuyucuklarin i¢indeki sivi
besiyeri bosaltilip steril distile su ile 3 kere yikandi. Ardindan mikroplak oda sicakliginda
kurumaya birakildi. Her kuyucuga 200 pl 99% konsantrasyonunda metanol konulduktan sonra
15 dk beklenerek fiksasyon yapildi. Bu islemin ardindan mikroplak bosaltilip tekrar oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Ardindan kuyucuklara 200 pl 1%’lik kristal viyole soliisyonu
konuldu (Resim 5, 6). 15 dk beklenip kuyucuklar ¢cesme suyu ile yikanip kurumaya birakildi.
Devaminda kuyucuk tabanina yapigmis hiicrelere baglanan boya 200 pl 95% etanol ile
¢ozdiiriiliip kuyucuklardaki ¢dzeltilerin optik dansiteleri 1U. Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik
Anabilim Dali Laboratuvari’nda bulunan spektrofotometre (Epoch, Biotek, Germany) ile 595
nanometre dalga boyunda o6lciildii. Biyofilm negatif kontrol olarak E. coli ATCC 25922
kullanildi. Negatif kontrolii lizerindeki degerler biyofilm pozitif, negatif kontrole esit ve
altindaki degerler ise biyofilm negatif olarak degerlendirildi ve biitiin suslarin degerleri (OD)
negatif kontroliin {izerinde ¢ikt1 ve bu suslar biyofilm-pozitif olarak saptandi (Table 5) [75,
146, 148].
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Tablo 5. A, B P. aeruginosa Suslarmimn (N=15) ve Kontrol Suslarinin Mikroplak Uzerinde

Yerlerinin Gosterilmesi

3 4 5 6 | 7 8 9 10 1 12

E.Coli(-) PO4T PO4T
rozs | [eoot [ |

PO18 PO18 PO09 PO0g9

PO43 PO43
6 7 8 9 10 1 12

0,256 0,272 595
585
025 | [ osu [Womsml |-
595
0,227 0,239 0,232 0,273 585
535
0,246 0,28 595
535

Resim 5. 96 kuyucuklu diiz tabanl Resim 6. 96 kuyucuklu diiz tabanl

mikroplakta bazal biyofilm olusumu mikroplakta kristal viyole boyama islemi

2. Konfokal Lazer Taramal Mikroskop ile Gosterilmesi

[U. Istanbul Tip Fakiiltesi KUKENS Laboratuvari’nda kanli agarda iiretilen 18-24
saatlik P. aeruginosa suslarinin saf kiiltiirleri alinarak 5 ml Triptik Soy Brot (TSB) igeren tiiplere
0.5 Mcfarland Standard: bulanikliginda siispansiyon olacak sekilde aktarildi. Bu tiipler 37°C’de
18-24 saat inkiibe edildi. Ertesi giin, bakteri siispansiyonu 5 ml hacimde 1% glikoz iceren TSB
ile 1:50 oraninda diliie edilip 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plag1 her kuyucuguna 1 ml olacak
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sekilde dagitildi. Icine 10 mm c¢apinda 1 mm kalinliginda, steril, yuvarlak, polivinil kloriir
(PVC) disk konuldu (Resim 7). Mikroplak 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Yuvarlak diskte
olusturulan biyofilm tabakasi, kuyucuklarin i¢indeki sivi besiyeri bosaltilip Fosfat tamponlu
salin (PBS, pH ~ 7.4) ile 3 kere yavasc¢a yikandi. Ardindan bu diskler, canli, metabolizmasi
aktif hiicreleri yesil renkte gdsteren Fluorescein Diacetate (FDA) boyasi ve 6lii, metabolizmasi
yavaslamis hiicreleri kirmizi renkte gdsteren Propidium lodiir (PI) boyasi ile boyandi. Bu
boyama islemi; FDA/PI 25/ 2.5 pl/ml oraninda ve konsantrasyonunda olacak sekilde boyalar
hazirlandiktan sonra boyadan 20 pl alinarak PBS ile yikanan yuvarlak disk iizerine koyuldu.
Devaminda hazirlanan numuneler 151k goriintiileme islemine kadar karanlik ve +4 °C’de
bekletildi. Gériintiileme islemi IU. Aziz Sancar Deneysel T1p Arastirma Enstitiisii’nde bulunan
lazer taramali konfokal mikroskobunda (Leica, TCS SP8 Ted, Leica Microsystems CMS
GmbH, Mannheim, Germany) 10X objektif ve 1X biiylitme faktorii kullanilarak yapildi
(Resim 8). PI ve FDA boyalar sirasiyla 532 nm ve 488 nm dalga boyu lazerlerle uyarildi. Her
yuvarlak disk i¢in, disk tlizerinde 3 farkli odakta fotograf ¢ekildi. Her odaga ait 22 adet kesit
gosteren fotograflama yapildi [75, 149].

Resim 7. iginde Steril Disk Bulunan 6 Kuyucuklu Mikroplakta Bazal Biyofilm Olusumu
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Resim 8. Lazer Taramali Konfokal Mikroskop (Leica, TCS SP8 Ted, Leica Microsystems
CMS Gmbh, Mannheim, Germany)

E. Gruplarin Belirlenmesi

Caligmada her gruptaki sus i¢in ayr1 mikroplaklara ekim yapilmak tizere 4 farkli grup
belirlendi. Bunlar: a) Kontrol b) Sadece Kolistin ¢) Sadece HBO d) Kolistin ve HBO kombine
gruplaridir.

F. Kolistin ve Hiperbarik Oksijen Tedavisinin Uygulanmasi

1. Kolistin Siilfat Uygulanmasi

Kiiltiir islemleri daha 6nce belirtilen sekilde yapildi ve mikroplaklarda bazal biyofilm

olusumu saglandi.

Bazal biyofilm olustuktan sonra kuyucuklar i¢indeki siv1 besiyeri bosaltildi. Ayr1 bir
plakta katyon ilaveli TSB ile hazirlanan (512 pg/ml) konsantrasyonunda toz halindeki kolistin
siilfattan (Biosynth®) antibiyotik ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan bu soliisyondan, her bir
kuyucuk i¢in 200 pl alinarak kuyucuklara koyuldu (Resim 9). Devaminda plak 37°C’de 24 saat

incelemesi i¢in belirtilen siirenin sonuna kadar etiivde inkiibe edildi [75,77].

Koloni sayim yontemi ile arastirma i¢in de ayni islemler uygulandi ancak diiz tabanl

plak yerine U tabanli 96 kuyucuklu plaklar kullanildi.

Lazer taramali konfokal mikroskop ile aragtirma i¢in ise ayni islemler uygulandi ancak

6 kuyucuklu mikroplaklara 200 ul yerine 1 ml’lik ¢6zelti koyuldu.
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Resim 9. Kolistin Siilfat (512 pg/ml) Soliisyonunun Hazirlanmasi Islemi

2. Hiperbarik Oksijen Tedavisinin Uygulanmasi

Bir oOnceki alt baghkta anlatildigi sekilde kiiltiir islemleri yapildiktan sonra
mikroplaklarda bazal biyofilm olusturuldu. Hiperbarik Oksijen Tedavisi (HBOT), IU. Istanbul
Tip Fakiiltesi, Sualt1 Hekimligi ve Hiperbarik Tip Anabilim Dali’nda bulunan deneysel basing
odasinda diizenlendi (Resim 10). Kullanilan basing odasinin (Silver Elektromekanik, 1992)
boyu 100 cm ¢ap1 68 cm olup hacmi 0.363 metrekiiptiir (m?). (silindir hacmi formiilii V = © x
r> x h) Kullanilan basing odas1 deneysel ¢alismalar i¢in {iretilmistir ve 760 mmHg = 1 ATA
(Atmosphere Absolute) iizeri basingta bir ortam olusturabilen kapali bir tiiptiir. Icerisi %100

oksijen ile basinglanmaktadir.

Calismamizda basing odasinin igine koyulan mikroplaklara 2.8 ATA (Atmosphere
Absolute)’da 90 dk HBO uygulandi. Tedavi baslamadan dnce basing odasinin i¢i 10 dakika
boyunca oksijen ile ventile edilip doyuruldu. Kompresyon islemi 15 dk (4 fsw/dakika) siirdii ve
maksimum derinlikte (18 msw/60 fsw/2.8 ATA) 90 dk siiren bir tedavi verildi. Maksimum
derinlikteyken daimi sekilde basing odasindaki havanin ventilasyonu saglandi. Devaminda

dekompresyon islemi 15 dk (4 fsw/dakika) siirdii (Sekil 2) [7, 77, 114, 122, 123].
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60 T ~+ 60
Dgrinlik 30 + 13
SW.
—
4 fsw/dk 4 fsw/dk
dalis hizi clkig hizi
0 - 0
10 15 90 15
Zaman
(dakika)

Sekil 2. HBO Tedavi Tablosu (Fsw: Feet Sea Water, Msw: Meter Sea Water)

Resim 10. Deneysel Basing Odaél

Tedavi bitiminde kapaklar1 kapatilan mikroplaklar 24 saat incelemesi belirtilen siirenin

sonuna kadar etiivde 37°C’de inkiibe edildi.
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G. Kolistin ve Hiperbarik Oksijen Tedavisinin Biyofilm Uzerindeki Etkinliginin

Arastirilmasi

1. Spektrofotometre ile Arastirilmasi

Calismada 4 farkli grup olusturuldu. Bunlar; kontrol grubu, sadece Kolistin (512 pg/ml)
grubu, sadece HBO grubu ve Kolistin (512 pg/ml) ve HBO kombine gruplaridir. Calismada, 2
tanesi kontrol olmak iizere toplamda 17 sus kullanildi. Biyofilm negatif kontrol olarak E. coli

ATCC 25922, pozitif kontrol olarak P. aeruginosa ATCC 27853 kullanildi (Resim 11).

Bu suslar asagidaki sekilde hazirlandi:

Daha 6nce belirtigi gibi kiiltiir islemi yapild1 ve bazal biyofilmler olusturuldu. Bazal
biyofilm olustuktan sonra belirtilen sekilde tedaviler uygulandi.

Resim 11. Hazirlanan Kolistin Siilfat (512 mg/ml) Soliisyonunun Mikroplaklara Koyulmasi

Islemi

Bazal biyofilm olusumunun 24. Saatinde daha once belirtilen sekilde spektrofotometre

(Epoch, Biotek, Germany) ile optik dansite 6l¢iimii yapildi (Resim 12).
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Resim 12. Spektrofotometre ile Optik Dansite Ol¢iimii

2. Koloni Sayim1 Yontemi ile Arastirilmasi

Yine dort grup olusturuldu ve listte belirtildigi tizere kiiltiir islemleri yapildi. Her grup
icin ayr1 ayr1 hazirlanan mikroplaklarda bazal biyofilm olusturuldu. Tedavi protokollerinde

belirtigi sekilde gruplara gore tedavileri uygulandi.



Resim 13. A, B 96 Kuyucuklu U Tabanli Mikroplakta Bazal Biyofilm Olusumu Oncesi ve
Sonrasi (24 Saat)

Bazal biyofilm olusumunun 24. Saatinde biitiin plaklardaki kuyucuklarin i¢indeki sivi
besiyeri bosaltilip PBS ile 3 kere yikandi (Resim 13). Yikamadan sonra tiim kuyucuklara 100
ul PBS konuldu. Kuyucuklarin tabani steril pipet ucuyla iyice kazindi. Devaminda plaklarin
iizeri parafilm ile kaplandi, bu sayede kuyucuklar sivi gecirmez hale getirildi. Sonra plaklara
sonikator (Elmasonic P30H, Germany) cihazinda 30 °C’de 10 dk banyo sonifikasyon islemi
uygulandi. Sonrasinda tiim kuyucuklardaki alian 10 ul’lik soliisyon, PBS ile 10 ve 10 (-4, -
6) katlarinda diliie edildi. Bu diliisyonlardan alinan 10 pl soliisyon, 45 derecelik agiyla tutulan
triptic soy agara (TSA) akitma yontemi ile ekildi. Bu besiyerleri 24 saat 37°C’de etlivde inkiibe
edildi. 24 saat sonunda TSA besiyerlerinde tlireyen kolonilerin sayimi yapildi (Resim 14-18)
[75, 146].
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Resim 14. Sadece Kolistin Uygulanan Gruptaki PO03 Susunun Triptic Soy Agar’da (TSA) -4

ve -6 Diliisyonlari ile Ureyen Koloniler

Resim 15. A, B Sadece Kolistin Uygulanan Gruptaki PO09 ve PO04 Suslarinin Triptic Soy

Agar’da (TSA) -4 ve -6 Diliisyonlari ile Ureyen Koloniler.
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Resim 16. A, B Sadece HBO Uygulanan Gruptaki PO09 Susunun ve Sadece Kolistin
Uygulanan Gruptaki PO43 Susunun Triptic Soy Agar’da (TSA) -4 ve -6 Diliisyonlari ile

Ureyen Koloniler

Resim 17. Sonikator Cihazi (Elmasonic Resim 18. Plaklara 30 °C’de 10 dk Banyo

P30H, Germany) Sonifikasyon Islemi Uygulanmasi

3. Konfokal Lazer Taramah Mikroskop ile Arastirilmasi

Olusturulan dort grubun tedavileri iistte belirtildigi sekilde uygulandi. Daha o6nce
belirtilen ile protokol ile lazer taramali konfokal mikroskobunda (Leica, TCS SP8 Ted, Leica
Microsystems CMS GmbH, Mannheim, Germany) fotograflamalar1 yapildi.
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H. istatistiksel Analiz

Arastirmada elde edilen verilerin analizinde SPSS (Statistical Package for Social
Science, IBM Corp., Armong, NY, ABD) 29.0 programi kullanildi. Siirekli veriler i¢in ortalama
ve standart sapma degerleri kullanildi. Siirekli degiskenlerin analizinde dagilimin normal olup
olmadig1 Shapiro-Wilk ve Kolmogorov-Smirnov testleriyle kontrol edildi. Dagilimin normal
olmasi halinde parametrik test olan bagimsiz T testi kullanildi. Dagilimin normal olmadig:
durumda non-parametrik test olan Mann-Whithey U testi kulland1. p<0,05 degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.

V. BULGULAR

Endotrakeal aspirasyon ve bronkoalveolar lavaj (BAL) o6rnekleri kullanilan hastalarin
13’1 erkek, 2’si kadindir. Yas ortalamalar1 57,64 + 18,85 yildir. Hastalarin 9’u Anestezi Yogun
Bakim {initesinde, 2’si Noroloji Yogun Bakim {initesinde, 1’1 Beyin ve Sinir Cerrahisi Yogun
Bakim {initesinde, 1’1 Hematoloji servisinde, 1’1 Gogilis Hastaliklar1 servisinde, 1’1 Travma

Cerrahisi Yogun Bakim {initesinde yatmustir.

A. Spektrofotometrik Yontem Sonuclari

Uygulanan tedavilerin biyofilm iizerine etkinliginin spektrofotometrik yontemle
gosterilmesi agamasinda tiim gruplarda elde edilen degerlerin normal dagildigi saptanmistir

(p<0,05).

Suslarin (n=15) optik dansite 6l¢iimlerinde kolistin grubunda kontrol grubuna gore
istatistiki olarak anlamli bir azalma oldugu goriildii. (p=0,009). Ancak HBO ve kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark saptanmadi (P=0,955). Kolistin ve HBO kombine tedavi uygulanan

grup degerleri ise kontrol grubundan anlamli bir bigimde diisiik bulundu (p<0,001).

Tedavi gruplar birbiriyle karsilastirildiginda; Kolistin grubu ile HBO grubu arasinda
fark saptanmadi (p=0,090). Degerler KolistintHBO kombine tedavi grubunda yalnizca HBO
grubundan anlamli bi¢cimde diistiktii (p=0,008). Ancak KolistintHBO kombine tedavi gruplari

ile yalnizca kolistin grubu arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmuyordu (p=0,130).
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Gruplarda elde edilen verilerin ortalama ve standart sapmalar ile istastistik analiz

sonuclar1 (T testi) Tablo 6 ve Sekil 3’te yer alan grafikte 6zetlenmistir.

Tablo 6. P. aecruginosa Suslarinin (N=15) Optik Dansite (OD) Sonuglarinin Ortalamalari(pm)

ve Kontrol Grubu ile Istatistik Karsilastirmalari

KONTROL  KOLISTIN HBO KOLiSTiN+HBO
Ort+SD 0,346+0,08 |0,261+0,09 |0,344+0,16 |0,209+0,1

P (kontrol grubuna

gore) 0,009 0,955 <0,001

Optik Dansite (Ort.) (um)

04

* +

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

KONTROL KOLISTIN HBO KOLISTIN#HBO

*'1 Kontrol ve Kolistin (p<0,05)
+': Kontrol ve Kolistin+HBO (p<0,05)

Sekil 3. P. acruginosa Suslarinin (N=15) Optik Dansite (OD) Sonuglarinin Ortalamalarinin

Gruplara Gore Karsilagtirilmasi
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B. Koloni Sayim1 Sonuclari

Uygulanan tedavilerin biyofilm iizerine etkinliginin koloni sayim1 yontemi (CFU) ile

gosterilmesi asamasinda tiim gruplarda elde edilen degerlerin normal dagilmadigi saptanmistir.

Suslarin (n=15) 1/10° (10-6) oraninda diliisyonu ile Triptik Soy agara (TSA) ekimi ile
iireyen koloni sayilariin (CFU) karsilastirilmasinda kolistin grubunda kontrol grubuna gore
istatistiki olarak anlamli bir azalma oldugu goriildi (p<0,001). Ancak HBO ve kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p=0,193). Kolistin ve HBO kombine tedavi uygulanan
grup degerleri ise kontrol grubundan anlamli bir bi¢gimde diisiik bulundu (p=0,002).

Tedavi gruplar birbiriyle karsilastirildiginda; Kolistin grubu ile HBO grubu arasinda
anlamli fark saptandi (p<0,002). Degerler KolistintHBO kombine tedavi grubunda yalnizca
HBO grubundan anlamli bigimde diisiiktii (p<0,001). Ancak KolistintHBO kombine tedavi
gruplari ile yalnizca kolistin grubu arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmuyordu

(p=0,355).

Gruplarda elde edilen verilerin ortalama ve standart sapmalar ile istastistik analiz

sonuclari (Mann-Whitney) Tablo 7 ve Sekil 4’te yer alan grafikte 6zetlenmistir.

Tablo 7. P. aecruginosa Suslarinin (N=15) Koloni Sayimi (CFU) Sonugclarinin Ortalamalar1 ve
Standart Sapmalar1

GRUPLAR KONTROL ‘ KOLISTIiN HBO ‘ KOLiSTiN+HBO
Ort+SD 148,06+81,13 25,50+48,66 180+48,66 44,69+48,66

P (kontrol grubuna

gore) <0,001 0,193 0,002
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CFU

200,00
120,00
160,00
140,00
120,00
100,00

80,00

60,00 +

40,00
*
]
0,00
KONTROL KOLISTIN HBO KOLISTIN+HBO

*':Kontrol ve Kolistin (p<0,05)
+' :Kontrol ve Kolistin+HBO (p<0,05)
":Kolistin ve HBO (p<0,05)

""HBO ve Kolistin+HBO (p<0,05)

Sekil 4. P. acruginosa Suglarinin (N=15) Koloni Sayim1 (CFU) Sonuglarinin Ortalamalarinin
Gruplara Gore Kargilagtirilmasi

CFU/ml ile uygulanan tedavilerin biyofilm iizerine etkinliginin gosterilmesi asamasinda

tiim gruplarda elde edilen degerlerin normal dagilmadigi saptanmaistir.

Suslarin (n=15) 1/10° (10°) oraninda diliisyonu ile Triptik Soy agara (TSA) ekimi ile
iireyen koloni sayilarinin (CFU/ml = (koloni sayisi(cfu) x seyreltme faktorii) / kiiltiir plakasinin
hacmi(ml)) karsilastirilmasinda kolistin grubunda kontrol grubuna gore istatistiki olarak
anlamli bir azalma oldugu goriildi (p<0,001). Ancak HBO ve kontrol grubu arasinda anlamli
bir fark saptanmadi (p=0,428). Kolistin ve HBO kombine tedavi uygulanan grup degerleri ise
kontrol grubundan anlamli bir bigimde diisiik bulundu (p=0,002).

Tedavi gruplar birbiriyle karsilastirildiginda; Kolistin grubu ile HBO grubu arasinda
anlamh fark saptandi (p<0,001). Degerler KolistintHBO kombine tedavi grubunda yalnizca
HBO grubundan anlamli bi¢imde diistiktii (p<0,001). Ancak KolistintHBO kombine tedavi
gruplar ile yalnizca kolistin grubu arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmuyordu

(p=0,355).
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Gruplarda elde edilen verilerin ortalama ve standart sapmalar ile istastistik analiz

sonuclar1 (Mann-Whitney) Tablo 8 ve Sekil 5’te yer alan grafikte 6zetlenmistir.

Tablo 8. P. aecruginosa Suslarinin (N=15) Koloni Sayimi (CFU/ml) Sonuglarinin Ortalamalari

ve Standart Sapmalari

CFU/ml
18000000000 D
+
16000000000 %
14000000000
12000000000
10000000000
8000000000
6000000000
® +
4000000000 N
2000000000 .
0
KONTROL KOLISTIN HEO KOLISTIN + HBO
*:Kontrol ve Kolistin (p<0,05)
+"1Kontrol ve Kolistin+HBO (p<0,05)
':Kolistin ve HBO (p<0,05)
"'HBO ve Kolistin+HBO (p<0,05)
GRUPLAR KONTROL KOLISTiN HBO KOLISTiN + HBO

Ort+SD 14806250000+8112744603 | 2550000000+4866210024 | 16800000000+6931666466 | 4468750000+6489552501

P
(kontrol
grubuna

gore) <,001 0,428 0,002

Sekil 5. P. aeruginosa Suslarinin (N=15) Koloni Sayim1 (CFU/ml) Sonu¢larinin

Ortalamalarinin Gruplara Gore Karsilagtirilmasi
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C. Konfokal Lazer Taramah Mikroskop Sonuclar:

Gruplara gore kolistin ve/veya HBO uygulandi ve drnekler boyanarak konfokal lazer
taramali mikroskobu ile disk {izerinde 3 farkli odakta goriintiilemesi yapildi. Diskler iizerinde
olusan biyofilm tabakasinin énemli bir kisminin kaymis oldugu ve FDA boyasinin (yesil, canli
hiicreler) hiicrelere tutunmadigr goriildii. Gruplarin sayisal ve gorsel olarak karsilastirilmasi

yapilamadi.

Asagidaki fotograflarda, biitiin suslarin konfokal taramali lazer mikroskobu ile ii¢
odakta yapilan fotograflamalar1 gosterilmistir (Resim 19-26). Suslarin tamaminda biyofilm

olusumu saptanmustir.

Resim 19. PO01 (A) Ve PO03 (B) Numarali Suslarda FDA/PI Boyast ile Biyofilm

Olusumunun Gésterilmesi (Yesil: Canli Bakteriler, Kirmizi: Olii Bakteriler)
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Resim 20. PO04 (A) Ve PO06 (B) Numarali Suslarda FDA/PI Boyas! ile Biyofilm

Olusumunun Gésterilmesi (Yesil: Canli Bakteriler, Kirmizi: Olii Bakteriler)

Resim 21. PO09 (A) Ve PO11 (B) Numarali Suslarda FDA/PI Boyasi ile Biyofilm

Olusumunun Gésterilmesi (Yesil: Canli Bakteriler, Kirmizi: Olii Bakteriler)
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Resim 22. PO18 (A) ve PO23 (B) numarali suslarda FDA/P] boyasi ile biyofilm olusumunun

gosterilmesi (Yesil: Canli bakteriler, Kirmizi: Olii bakteriler)

Resim 23. PO27 (A) ve PO40 (B) numarali suslarda FDA/PI boyast ile biyofilm olusumunun

gosterilmesi (Yesil: Canli bakteriler, Kirmizi: Olii bakteriler)
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Resim 24. PO42 (A) ve PO43 (B) numarali suslarda FDA/PI boyasi ile biyofilm olusumunun

gosterilmesi (Yesil: Canli bakteriler, Kirmizi: Olii bakteriler)

Resim 25. PO47 (A) ve PO54 (B) numarali suslarda FDA/PI boyast ile biyofilm olusumunun

gosterilmesi (Yesil: Canli bakteriler, Kirmizi: Olii bakteriler)
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Resim 26. PO55 numarali susun FDA/PI boyasi ile biyofilm olusumunun gosterilmesi (Yesil:
Canl1 bakteriler, Kirmiz1: Olii bakteriler)

VI. TARTISMA

Biyofilm tabakasinin canli ve/veya cansiz yiizeylerde olustugu, kronik osteomyelit,
periodontit, diyabetik ayak enfeksiyonlar1 gibi cesitli hastaliklarla miicadeleyi daha zor hale
getirdigi bilinmektedir. Caligmamizda kullandigimiz ve hastanemizde yattiklar1 siirecte
hastalardan alinan O6rneklerden iireyen c¢ok ilaca direngli P. aeruginosa suslarinin ise bir¢ok
caligmada gosterildigi gibi biyofilm olusturma kapasitesinin yliksek oldugu daha 6nce yapilmis

arastirmalar ile saptanmistir [7,114].

Calismamizda kullanilan P. aeruginosa suslarinin antibiyotik duyarhilik testleri
yapilirken diinyaca kabul goéren European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) standartlar1 kullanilmistir. Ayrica izole ettigimiz suslar1 deneylerin gerceklesecegi
zamana kadar Triptic Soy Brot (TSB) i¢inde -20°C’de muhafaza edebilecegimiz laboratuvar

imkanlarina da sahiptik. Bu sebeple yeterli sayida 6rnek toplanmasi i¢in zamanimiz oldu.

Deneylerimizi yaparken daha once yapilmis arastirmalarda kullanildigi ve basari
saglandigin1 goérdiiglimiiz hiicre kiiltiirii plaklarin1 kullandik. Bu plaklar suslarin iiremesi,

muhafaza edilmesi, transferi ve degerlendirilmesinde bize kolaylik sagladi [7,75,114,146].
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Biyofilmi goriintiilemek i¢in spektrofotometre ile optik dansite Olglimii yotemi ve
konfokal lazer taramali mikroskopta 3 odakta fotograflama yontemlerini kullandik. Bu iki cihaz
da iiniversitemizde ve baska bir¢ok merkezde biyofilm goriintiillemesinde kullanilan ve sonug

alindig1 bilinen yontemlerdendir [7,75,146].

Calismamizi in vitro olarak yapmayi tercih ettik. Clinkii in vivo ¢alismada hastadan
tedavi oncesi ve sonrast 0rnek almak kontaminasyon riskini doguracaktt ve ayni protokolle
tedavi verebilecegimiz yeterli sayida hastaya ulasmak zor olacakti. Ayrica hastalara tedavi i¢in
yiiksek doz kolistin vermemiz gerekecek ve bu da kolistinden kaynakli komplikasyon riskini

arttiracakti.

Izole ettigimiz P. aeruginosa suslarina uyguladigimiz kolistin dozunu belirlerken
mikrodiliisyon yontemiyle belirledigimiz dozun biyofilm olusumu ile gelisen antibiyotik
direnci 10-1000 kat artabileceginden bunun alt limiti olan 10 katin1 aldik. Ciinkii kolistin
etkinligini gérmek i¢in yeterli doza ihtiya¢ vardi ancak suslarimiza da yiiksek doz verip onlar1

oldiirmek calismay1 anlamsiz kilacakti.

Ayrica suslara uyguladigimiz hiperbarik oksijen (HBO) tedavisini daha 6nce yapilmis
caligmalarda denendigi sekilde tek seans 2.8 ATA’da 90 dk olarak uyguladik [7,114]. Bunun
sebebi Orneklerin basing odasina transferi ve tedavisi esnasinda kontaminasyon riskini
minimuma indirmek ve standart tedavi basinci olan 2.4 ATA’ya gore daha yiiksek oksijen
basincini saglamakti. Ayrica kontaminasyon riskini azaltmak amaciyla HBO seanst Oncesi

basing odas1 temizlendi.

Caligmamizda 4 farkli grup kullandik. Kolistinin biyofilm iizerine etkinligi birgok
caligma ile kanmitlanmis olup HBO ile kolistinin kombine etkisini tam olarak
aydinlatilamamustir. Gruplarin dizaynini, kombine tedavinin etkisini degerlendirebilecegimiz

sekilde yaptik.

Deneylerimizdeki bir zorluk ise HBO seans1 esnasinda oksijenin besiyerlerine yeterli
difiizyonun saglanmasiydi. Bunun i¢in daha 6nce denenen c¢aligmalar1 6rnek alarak, biyofilm
olusumuna ve sig bir derinlige sahip oldugundan oksijenin besiyerine difiizyonuna olanak

saglayan hiicre kiiltiirii plaklarini kullandik [7,75,114,146].

Bulgularda hem spektrofotometrede 6lctliglimiiz optik dansite sonuglarinda hem de
koloni sayim sonuglarinda sadece kolistin uygulanan grupta biyofilm tabakasindaki azalmanin
kontrole gore anlamli derecede fazla oldugunu saptadik. Bununla birlikte sadece HBO

uygulanan grup ile kontrol grubu arasinda bir fark géremedik. Ek olarak sadece kolistin ve
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kolistin ile HBO kombine olarak uygulanan gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edemedik.

Iki farkli 6l¢iim yontemiyle de ayni sonuca ulastik.

Farkli bulgulara ulasan calismalar1 inceledigimizde, 6rnegin Kolpen ve arkadaslari
Pseudomonas aeruginosa suslarinin olusturdugu biyofilm tabakasinin hiperbarik oksijenin
etkisiyle siprofloksasine duyarli hale geldigi sonucuna ulastiklar1 goriilmektedir. Bu ¢alismanin
calismamizdan farki antibiyotik olarak kolistin yerine siprofloksasin secilmesi ve suglara
hiperbarik oksijen tedavisi verilmeden dnce onlar1 anoksik ortamda tutarak etkinin maksimum

olmasini saglamalaridir [7].

Kolpen ve arkadaslarinin yaptig1 bir diger calismada da benzer olumlu sonuglara
ulasilmistir. Pseudomonas aeruginosa suslarinin olusturdugu biyofilm tabakasina uygulanan
hiperbarik oksijen tedavisinin (2.8 ATA’da) siprofloksasinin etkisini gii¢lendirdigi sonucuna
varilmistir. Calismanin yonteminde oksijenin s1vi besiyerine penetrasyonunu gozlemlemek icin
oksijen indikatorii olarak metilen mavisi kullanilmistir. 2 saatlik HBO tedavisi sonrasi
besiyerinin tamamina yakininda mavi rengin yayildigi gézlenmistir. Aynt HBOT protokoliinii,
fakat farkli antibiyotik kullandigimiz deneyimizde bu calismadan farkli olarak HBOT un

antibiyotigin etkisini artirmadigin1 gézlemledik [114].

Laulund ve arkadaslarinin fareler iizerinde yiiriittiikleri in vivo bir ¢calismada farelerde
olusturulan yara Pseudomonas aeruginosa ile enfekte edilmistir. Devaminda 3 gruba boliinen
farelerin bir grubuna sadece siprofloksasin, bir grubuna siprofloksasin ve HBO (Giinde iki
seans 2.8 ATA’da 90 dk %100 Oksijen), son gruba sadece salin verilmistir. Bu tedaviler 4 giin
boyunca uygulanmis ve 4. giiniin sonunda sakrifiye edilen farelerden yara yerleri eksize edilip
CFU yontemiyle sayim yapilmistir. Sonug olarak kombine tedavi alan grupta en az bakteri
iiremesi olmustur. Bu ¢alismanin bizim ¢alismamizdan temel farki in vivo olmas1 ve giinde 2

seans HBO uygulanmasidir [122].

Jorgensen ve arkadaglari ise farelerde olusturulan S. Aureus kaynakli implant iligkili
osteomyelitte daptomisin ve rifamsine adjuvan olarak uygulanan hiperbarik oksijen tedavisi
etkisiz bulunmustur. In vivo olan bu ¢alismada, fareler tedaviye baslanmadan 11 giin 6nce
enfekte edilmistir. Yontem olarak 3 ATA’da 14 giin boyunca HBOT, rifampisin ve/veya

daptomisin tedavileri uygulanmigtir [121].

Laulund ve arkadaslar tarafindan fareler iizerinde yapilan bir diger ¢alismada, termal
yanik yarasi olusturulup Pseudomonas aeruginosa ile enfekte edilmistir. 3 gruba ayrilan

farelerin bir grubuna sadece tobramisin, birine HBO (2.8 ATA’da 90 dk %100 Oksijen) ve
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tobramisin kombine tedavi ve son gruba kontrol olarak sadece salin uygulanmistir. Burada da

CFU’ya bakildiginda kombine tedavi alan grupta anlamli bir azalma saptanmistir [123].

Kistik fibroz hastalarindan alinan akciger ve paranazal siniis 6rneklerinden izole edilen
Pseudomonas aeruginosa suslar1 tizerinde Moller ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligmada ise
tobramisin ile HBO’nun (2.8 ATA’da 90 dk %100 Oksijen) etkisi aragtirilmistir. HBO’nun kisa
stirede besiyerine difiize oldugu igne tipi oksijen mikrosensorii ile tespit edilmistir.
Calismamizda kullandigimiz HBO protokoliiniin aynisinin uygulandigi bu deneyde bizim

buldugumuz sonugtan farkli olarak HBO’nun antibiyotigin etkisini artirdig1 gézlenmistir [77].

Deney modelimizde konfokal lazer taramali mikroskopta kullandigimiz, canli,
metabolizmasi aktif hiicreleri yesil renkte gosteren Fluorescein Diacetate (FDA) boyasinin
yeterince tutulum gostermedigini farkettik. Bu sebepten gruplar arasinda karsilagtirmayi bu
yontem ile yapamadik ancak biitiin suslarin biyofilm tabakasi olusturdugunu gdésterdik. Boya
yeterince karanlik ve soguk bir ortamda uygulanamadi. Ek olarak transfer esnasinda yasanan
zaman kaybindan bdyle sonuglandigini digiiniiyoruz ¢ilinkii  herhangi bir tedavi
uygulamadigimiz kontrol grubumuzda dahi bunu gozlemledik. Bizden sonra yapilacak

caligmalarda bu hususlara dikkat edilmesini 6neriyoruz.

Calismamizin kisithiliklarindan bir digeri de tek seans HBOT uygulanmasidir.
Besiyerlerinin kontaminasyon riskini goze almak istemedigimizden bdyle bir yontem

uyguladik. Ayrica ¢alismanin daha fazla 6rnek ile yapilmasi sonuglarin kesinligini artiracaktur.

VII. SONUC

Bu tipta uzmanlik tezi ¢alismasinda fakiiltemiz dahili ve cerrahi servislerinde yatmakta
olan 15 hastadan alinmis endotrakeal aspirat (ETA), bronkoalveoler lavaj (BAL) 6rneklerinde
tiretilen Pseudomonas aeruginosa suslarinda antibiyotik duyarlilik sonuglarinin belirlenmesiyle
Cok Ilaca Direngli (MDR) olanlar1 ile biyofilm olusturulmus ve bu biyofilmlere kolistin ve
HBO tedavilerinin etkileri arastirilmistir. Kolistinin gerek tek basina gerek HBOT ile kombine
verildiginde biyofilm tabakasinda anlamli Ol¢lide azalmay: sagladigi saptanmistir. HBO

tedavisinin biyofilm tabakasina karsi etkisiz oldugu gézlemlenmistir.
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EK-1

i.U. ISTANBUL TIP FAKULTESI
SUALTI HEKIMLIGIi VE HIPERBARIK TIP ANABILIM DALI
BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Bu bilgilendirilmis goniillii olur formu, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi'ne basvuran
kisileri ‘Cok Ilaca Direncli Pseudomonas aeruginosa Suslarimin Olusturdugu Biyofilme
Antibiyotikler Birlikte Hiperbarik Oksijenin Etkinligi’ isimli arastirmaya davet etmek iizere

hazirlanmstir.

Arastirmay1 Yiiriiten Merkez: 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi, Sualtt Hekimligi ve Hiperbarik Tip
Anabilim Dali

Sorumlu Arastirmact: Prof. Dr. Samil Aktas
Yardimci Arastirmact: Dr. Muhammed Yildirim
I. Boliim: Arastirma Hakkinda Bilgiler

‘Cok 1ilaca Direncli Pseudomonas aeruginosa Suslarimin Olusturdugu Biyofilme
Antibiyotikler Birlikte Hiperbarik Oksijenin Etkinligi’ ismini verdigimiz ¢aligmaya davet
edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer almay1 kabul etmeden 6nce ¢alismanin ne amagla
ve nasil yapilacagini anlamaniz ve katilip katilmama konusundaki kararinizi bu bilgilendirme
sonucu Ozgiirce vermeniz gerekmektedir. Arasgtirma hakkinda sozlii olarak size aktaracagim
bilgiler yazili olarak da size bir sonraki boliimde sunulacaktir. Size 6zel hazirlanmis bu
bilgilendirmeyi liitfen dikkatlice okuyunuz. Bu belgedeki son boliim onam islemleri ile
ilgilidir. Arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz liitfen bu boliimii imzalaymmiz. Okuma ve
yazma konusunda engelleriniz oldugu takdirde bir tami@in gdzetiminde bu belgeyi

onaylamaniz istenecek ve gerektiginde parmak iziniz aliacaktir.

Bu calismada, hipoksik bir ortam olan biyofilm katmani i¢indeki bakterilerde antibiyotik
direnci ve toleransina sebep olan diisiik metabolik aktivitenin, Hiperbarik Oksijen Tedavisi
verilerek hiperoksi ile tersine gevrilip ¢evrilemeyecegi arastirilacaktir. Bu ¢alismada Istanbul
Tip Fakiiltesi Infeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarina 2 sene boyunca
gonderilen balgam, endotrakeal aspirat Orneklerinde Pseudomonas aeruginosa iireyen

izolatlarla ile ¢alisilacaktir.
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Arastirmada hastalara herhangi bir girisimsel islem yapilmayacagi icin zarar gormeniz

beklenmemektedir.

Bu bilgiler tamamen bilimsel amaglarla kullanilacak olup, kimliginiz gizli tutulacaktir. Bu
arastirmaya katilmanizdan dolay1 sizden herhangi bir para talep edilmeyecektir. Ayni sekilde
size de herhangi bir 6deme yapilmayacaktir. Aragtirmaya katilmak istememeniz durumunda

takip ve tedaviniz bu durumdan etkilenmeyecektir.
IL. Boliim: Katihmeinin Beyam

Prof. Dr. Samil Aktas ve ekibi tarafindan (I.U. Istanbul Tip Fakiiltesi, Sualt Hekimligi ve
Hiperbarik Tip Anabilim Dal1) ‘Cok Ilaca Direncli Pseudomonas aeruginosa Suslarinin
Olusturdugu Biyofilme Antibiyotikler Birlikte Hiperbarik Oksijenin Etkinligi’ konuda
bir aragtirma yapilacagi belirtilerek bu aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi Bu
bilgilendirmeden sonra bdyle bir arastirmaya "goniillii” olarak katilmak {izere davet edildim,
Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmas: gereken bana ait bilgilerin, gizlilik
icinde, bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile korunacagi giivencesi verildi.
Arastirma sonuglarinin egitim se bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda da kisisel bilgilerimin
0zenle korunacag1 konusunda bana yeterli giiven verildi. Arastirmanin yiiriitiilmesi sirasinda
herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan ¢ekilebilirim. Ayrica tibbi durumuma herhangi
bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma disi da tutulabilirim.
Arastirma ic¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Tarafima bir iicret 6denmeyecektir. Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma
uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle olabilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya
cikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi.

Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak parasal bir yiik altina da girmeyecegim.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranisla karsilasmis degilim. Eger katilmayr reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de

biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima belli bir
diistinme siiresi sonunda ad1 gecen bu arastirma projesinde goniillii olarak yer alma kararini
aldim. Bu konuda yapilan daveti goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum. imzali bilgilendirilmis

gonilli olur formunun bir 6rneginin bana verilecegini de biliyorum.
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II. Boliim: Goniilliiniin Onay1

Yukarida goniillilye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri gdsteren metni okudum.
Arastirina konusu hakkinda bana sozlii ve yazili aciklamalar yapildi. Bu kosullarla dosya
bilgilerimin arastirilma i¢in incelenmesini kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin

kabul ediyorum.
Goniilliiniin,
Adi-Soyadi:
Adresi:
Telefon:
Tarih ve imza:
Velayet veye vesayet altinda bulunanlar i¢in veli ve vasinin,
Adi-Soyadi:
Adresi:
Telefon:
Tarih ve Imza:
Ac¢iklamalar1 yapan arastirmacinin,
Adi-Soyadz:
Adresi:
Telefon:
Tarih ve imza:

Olur alma islemine basindan sonunda kadar tamkhk eden kurulus gorevlisinin/goriisme

tami@inin,
Adi-Soyadz:
Adresi:
Telefon:

Tarih ve Imza:



Arastirmacilar

Prof. Dr. Samil Aktas

Imza
Taniginin:
Adi-Soyadi.
Adresi:
Telefon.

Tarih ve Imza:
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Dr. Muhammed Yildirmm

Imza
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