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GiRiS

Acinetobacter’ler Gram negatif nonfermantatif basiller
icerisinde yer alan ve genel olarak virtlansi dusuk bakterilerdir. Konak
savunma mekanizmasi normal olan bireylerde enfeksiyon olusturmalari
oldukga gugtur. Genellikle hastane kaynakli firsatgi enfeksiyonlara neden
olurlar ve bir gok hastanede nozokomiyal enfeksiyon etkenleri arasinda ilk
siralardadirlar. Gelismig ulkelerde son 20 yilda, ¢oklu antibiyotik direnci
olan gram negatif basillerin neden oldugu hastane enfeksiyonlari 6nemli
bir problem haline gelmistir.* Ozellikle yogun bakim unitelerinde ve konak
savunmasl bozulmus hastalarda pnoémoni, Uriner sistem enfeksiyonu,
endokardit, sepsis, menenjit ve yumusak doku enfeksiyonlari gibi ciddi

nozokomiyal enfeksiyonlar olustururlar 2.

Hastane enfeksiyonlarindan korunma onlemleri icerisinde
hastane genelinde uygulanacak dezenfeksiyon ve sterilizasyon

uygulamalari dnemli bir yer tutmaktadir.

Ancak hastane enfeksiyonu etkeni olan mikroorganizmalarda
gorulen dezenfektan direnci, dezenfeksiyon uygulamalarinda karsilasilan
sorunlardan biridir. Bu ytuzden dezenfektan maddelere olan direncin ve bu

direncin kaynaginin belirlenmesi 6nem tasimaktadir.

Dezenfektan direnci daha ¢ok hicre duvari ve hicre
zarindaki gecirgenlik  degisikliklerinden  ve  artmig  eflukstan
kaynaklanmaktadir . Bakterilerde bulunan bazi efluks sistemleri genis
spektrumlu olup, yapisal olarak birbiri ile iligkisiz olan birgcok antibiyotik ve
dezenfektan maddeyi hucre disina atabilmektedir. Dezenfektan direncinde
rol oynayan efluks pompalarn “multidrug efflux (MDR)” sistemleri olarak

bilinmektedir. Bu sistemden sorumlu genler genellikle plazmidler



tarafindan  kodlanmaktadir. Efluks genleri en ©6nemli antiseptik ve

dezenfektan direnc geni olarak bilinmektedir.*

Bakterilerdeki aktif ila¢c pompa sistemleri (Efluks) bes protein
stiper ailesinin tyesidirler: ABC; MFS; MATE ; SMR; RND;>®’ Gram-
negatif bakterilerin direnci acisindan en énemli grup RND Ust ailesidir.
Yeni galismalarda, A. baumanni’nin coklu ila¢ direncinde Resistance
Nodulation Cell Division (RND) stiper ailesinin tyelerinden olan AdeABC
ve AdeldJK pompa sisteminin ¢ok ©6nemli roli oldugu Uzerinde

durulmaktadir.>®

Diger taraftan Kuarterner Amonyum Bilesiklerine direncli
izolatlarin ¢cogu bir ya da daha ¢ok efluks pompasina sahiptirler. Ornegin
Qac genleri yuksek dizeyde dezenfektan ve antiseptik ajanlara direng ile
ilgilidir ve bu genleri sergileyen bakteriler duyarli kontrol tirlerinden dort-
bes kat fazla minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerine
sahiptirler. Qac genleri hem gram-pozitif bakterilerde (qac A, gac B ve smr,
gac G, gac H) hem de gram-negatif bakterilerde (emr E, gac E ve gac

EA1) tanimlanmistir.®°

Efluks pompasina bagli direnci 6nlemek igin efluks
pompasinin  etkilerini inhibe edebilen bilegiklerin  geligtiriimesine
gereksinim kaginilmaz goérinmektedir. Buglne kadar farkli ailelere Gye
aktif pompa sistemlerini inhibe eden bir ¢ok bilesik tanimlanmis olup
bunlar arasinda phenylalanyl-arginyl-B naphtylamide (PABN) ve 1-(1
naphythylmethyl)-piperazine (NMP), A. baumaniide RND efluks
pompasini inhibe ederek antibiyotik MiK’lerini belirgin bicimde disirdiigu

ortaya konmustur.



Bilindigi gibi konvansiyonel DNA sekanslama 30 yil kadar
once tarif edilen dideoksi zincir sonlandirma teknolojisine dayanmaktadir.
Yillar igcinde bu metodolojinin sinirlamalarini agsmak amaci ile arastiricilar
DNA sekanslamada alternatif prensip arayislarina girmislerdir. 2000’li
yillara dogru pyrosekans teknigi gelistiriimis ve bitin dinyada akademik,
klinik ve endustriyel alanlarda kullaniimaya baglanmigtir.Halen bir PCR
arinund en hizlh sekans yapan teknik olan pyrosekans nukleik asidlerin
detayh karakterizasyonlarini belirlemede genis kabul gérmis bir tekniktir.
Kolaylikla otomatize edilebilen bir teknoloji olup, isaretli primer,

nikleotidler ve jel elektroforez gereksinimini ortadan kaldirmaktadir.

Bu calismada amacimiz Gazi Universitesi Tip Fakiltesi
Merkez Laboratuvari Mikrobiyoloji Biriminde hastane enfeksiyonu etkeni
olarak izole ettigimiz Acinetobacter suslarinin  Klorhekzidin ve
Benzalkonyum klorid gibi dezenfektanlara karsi MIK (Minimal Inhibisyon
Konsantrasyonu) ve MBK (Minimal Bakterisidal Konsantrasyon)
degerlerini, pompa inhibitorleri (‘phenylalanyl-arginyl-B-naphtylamide’
(PABN) ve ‘1-(1-naphythylmethyl)-piperazine’ (NMP) ) varliginda ve
yoklugunda sivi mikrodilisyon yontemiyle arastirmak ve pyrosekans
yontemi ile AdeB, AdeJ ve QacE efluks gen bdlgelerinin varhgini ve
dezenfektan direncinde bu pompa sisteminin etkinligini arastirmayi

hedefledik.



1. GENEL BILGILER

1.1. Acinetobacter Kékenlerinin Genel Ozellikleri

1.1.1. Tarihge

Acinetobacter ler 1896 yilinda, morfolojik 6zelliklerine ilk kez
dikkat ¢eken iki bilim adaminin adlarina ithafen ‘Morax-Axenfeld basilleri”
olarak adlandiriimiglardir.’® Bu bakteri giinimiize kadar en az 15 farkli
jenerik isimle anilmig, bunlardan en iyi bilinenleri Bacterium anitratum,
Herellea vaginicola/ Mima polymorpha, Achromobacter, Alcaligenes,
Micrococus calcoaceticus, B5W, Moraxella glucidolytica ve Moraxella
Iwoffii'dir.***? Beijerinck tarafindan 1911’ de ilk kez topraktan izole edilen
bu bakteri, Micrococcus calcoaceticus olarak isimlendirilmistir. Brisou ve
Pre'vot 1954’'de  benzer morfolojik  6zellikler  gbsteren  bu
mikroorganizmalar arasinda bazilarinin hareketsiz olduklarini goéstermisler
ve Yunanca hareketsiz anlamina gelen “Akinetos” sbzcugunden
esinlenerek bu bakterilere ‘Acinetobacter’ adini vermislerdir.’**® 1968'de
Baumann ve ark. Acinetobacterilerin biyokimyasal ve morfolojik

ozelliklerini ayrintih  olarak ortaya koymuslar.** *

Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology” de 1973 yilinda Acinetobacter calcoaceticus
adiyla tek tur olarak Neisseriaceae ailesi iginde yer almistir. Taksonomik
calismalar sonucu Acinetobacter cinsi gunumizde Moraxella,
Psychrobacter ve ilgili diger cinslerle birlikte Moraxellacea ailesi i¢cinde yer
almaktadir.’*  Acinetobacter cinsi icinde DNA-DNA hibridizasyon
¢alismalarina gére en son 32 genomik tir tanimlanmistir. 10 genomik tire
Ozel isimler verilirken diger genomik turler isimlendirilmemigtir. Tjernberg
ve Ursing’in yaptigi numaralandirma semasinda grup 1, 2, 3, ve 13TU

fenotipik olarak ¢ok benzer olduklari ve geleneksel fenotipik ydntemlerle



ayrimlari zor oldugundan A.calcoaceticus-A.baumannii kompleksi olarak

isimlendirilmistir*>®!’ (Tablo 1).

Tablo 1. Tjernberg ve Ursing’in yaptigi numaralandirma semasi *°

GRUP iSMi

Genomospecies 1
Genomospecies 2
Genomospecies 4
Genomospecies 5
Genomospecies 7
Genomospecies 8/9
Genomospecies 12
Phenon 1*

Phenon 2*

*Phenon: Fenotipik olarak farkli

RESMi TUR iSMi

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter haemolyticus
Acinetobacter junii
Acinetobacter johnsonii
Acinetobacter Iwoffii
Acinetobacter radioresistens

Acinetobacter ursingii

Acinetobacter schindleri
Acinetobacter venetianus

Son yayinlanan kitaplarda ise sakkarolitik ve asakkarolitik

olarak iki tir Acinetobacterden séz edilmektedir®® (Tablo 2).



Tablo 2. Sakkarolitik ve asakkarolitik Acinetobacter tirleri

Sakkarolitik Acinetobacter Asakkarolitik ~ Acinetobacter
Tarleri Tarleri
Hemolitik Non-Hemolitik Hemolitik Non-Hemolitik
A. alcaligenes A. baumannii - A.calcoacetllcus
subsp. Iwoffi

A.anitratus A.calcoaceticus | - A. johnsonii
A.haemolyticus A. anitratus - A. junii

A. calcoaceticus :

subsp. Anitratus | - A. Iwoffi

A. baumannii klinik orneklerden en sik izole edilen
Acinetobacter turadar. Diger izole edilen turler ise A. Iwoffii, A.
haemolyticus, A. johnsonii, genomik tir 3 ve genomic tlir 6 dir. A.
johnsonii, A. Iwoffii ve A. radioresistens insan derisinin dogal elemani olan

nonsakkarolitik Acinetobacter tirleridir.?°

1.1.2. Genel Mikrobiyolojik Ozellikler

Acinetobacter tirleri non-fermentatif, hareketsiz, Gram
negatif ve siklikla diplokok seklinde gorulen bakterilerdir. Ancak klinik
orneklerin direkt preparatlarinda ve pozitif kan kultir siselerinden
hazirlanan preparatlarda Acinetobacter turlerinin baglangigta Gram pozitif
kok olarak goriinebilecedi unutulmamalidir. Uremenin logaritmik fazinda 1-
1,5 x 1,5-2,5 ym boyutlarinda basil, Greme olmadigi zaman kok seklinde,
daha cok kokobasil, ikiserli, kiUme halinde veya kisa zincir olarak
gorilebilir™™ % (Resim 1).
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Resim 1. Acinetobacter kékenlerinin morfolojik gérinimu

Genel uretim besiyerlerinde 35-37°C’de kolayca Uretilebilirler.
Kanl agarda 24 saatlik inkibasyondan sonra 0.5-2 mm c¢apinda duz ve
opak koloniler olustururlar.”® (Resim 2) Birgogu MacConkey agar ve Eozin

Metilen Blue agar'da renksiz veya hafif pembemsi koloniler yaparlar.?

Resim 2. Kanli agar ve Mueller Hinton agardaki A. baumannii kolonilerinin

gorundma.

Zor ureyen bir mikroorganizma degildir ve besinsel olarak
fakir ortamlarda hatta antiseptiklerin varhidinda bile yasamaktadirlar.
Glukozu oksitleyen, DNaz, oksidaz ve indol negatif, katalaz pozitif,

nonfermantatif bakterilerdir. Birgok tiirii nitratlari nitritlere indirgeyemez.?*
24



Acinetobacter tdrlerinin identifikasyonu; sitokrom oksidaz
aktivitesinin olmamasi, hareketsizlik ve penisiline diren¢ temeline
dayanilarak yapilabilir. Acinetobacter baumannii sakkarolitiktir  ve

karbonhidratlardan asit olusturur.?® %

Rutin laboratuvar kosullarinda biyokimyasal reaksiyonlara ve
ureme oOzelliklerine gore Acinetobacter tur ayrimi yapilmaktadir. Bu
ayinmda glukoza oksidatif etki, hemoliz ve 44°C’de Ureyebilme genellikle
yeterli olmaktadir. Glukozu oksitleyen ve hemoliz yapmayan izolatlar
genellikle A. baumannii'dir. A. baumannii 44°C’de Ureyebilme yetenegiyle
digerlerinden kolayca ayirt edilebilir. Glukoz negatif kdkenlerden hemoliz
yapmayan A. lwoffii, hemoliz yapan A. haemolyticus olarak adlandirilir. A.

johnsonii diger tiirlerden 37°C’de lireyememesi nedeni ile ayirt edilebilir.

Klasik mikrobiyolojik yontemler disinda otomotize sistemler

ve molekuler yontemlerle Acinetobacter tir ayrimi yapilabilmektedir.

1.1.3. Epidemiyoloji

Diger mikroorganizmalarla kiyaslandiginda Acinetobacter
turleri kuruluga dayanikl, farkli 1s1 ve pH derecelerinde yasayabilme
Ozellikleri olan ve cansiz ylUzeylerde gunlerce canhliklarini
surebilmektedirler. Dogada toprak, su ve yiyeceklerde saprofit olarak

serbest yasayabilirler.*® 2

Acinetobacter kdkenlerinin saglikli insanlarin agiz florasinda,
ust solunum vyollarinda, genitolriner sistem ve alt gastrointestinal
sistemlerinde bulundugu gdsterilmistir.'® Yatan hastalarda 6zellikle
salginlar sirasinda Acinetobacter kolonizasyon orani cok artmaktadir.?®

Acinetobacter turleri hastane personelin derisinde surekli taginan en



yaygin gram negative bakterilerdir.?’ Bu mikroorganizmalar en fazla eller
ile hastadan hastaya taginir. Ek olarak kirli ekipmanlar ile de

tasinmaktadir.?®

A. baumanniinin 6zellikle yogun bakim (nitesine (YBU)
yatan hastalarin %71’ ini yatisi takiben birinci haftanin sonunda kolonize
ettigi ve bu hastalarda A. baumannii ile iligkili enfeksiyonlarin arttigi
gosterilmistir. Ozellikle YBU’ de degisik risk faktorleri bu duruma etkili

olmaktadir.?®

Klinik  orneklerden izole edilen tim Acinetobacter
kokenlerinin %80’den fazlasini A.calcoaceticus-A.baumannii kompleksi
olusturmaktadir.?® Son 30 yilda pnémoni, idrar yolu enfeksiyonu ve cerrahi
alan enfeksiyonlarinda goértlme sikli§i artan tek gram negative bakterinin
A. baumannii oldugu gdsterilmistir.>® Ustelik son yirmi yilda Acinetobacter
enfeksiyonlari iliman iklimlerde giderek yayginlasan ortak bir nozokomiyal

sorun haline gelmistir.>

Hastane kaynakli enfeksiyonlarin yani sira kolonizasyon

nedeniyle de mikroorganizma klinik érneklerden de izole edilmektedir.? 2*

1.1.4. Patogenez ve Virulans

Acinetobacter turleri dusik virtlansh patojenler olarak
degerlendiriimektedirler.® Viriilans potansiyelleri diisiik oldugundan
bagisiklik sistemi normal olanlarda enfeksiyon olusturma olasiligi oldukga
dusuktar. Asidik pH'da ve dusuk isida Ureyebilme 6zellikleri yaninda
bilinen sitotoksin tretimi yoktur. Bakterinin insan vicudunda ureyebilmesi
icin gerekli olan demiri saglayabilme 0Ozelligi ©6nemli virllans

faktorlerindendir. Aerobaktin gibi siderofor ve demir tutucu dig membran



reseptor proteinlerinin Uretimi ile bakteri Gremesi icin gerekli demir temin
edilmektedir. Bazi Acinetobacter turleri, siderofor sentezleyerek virtilansini

arttirmaktadir.* =2

Acinetobacter baumannii’'nin biyofilm olusturmasi, hastane
ortaminda ve aygitlarin yluzeyinde uzun sure canl kalabilme nedeniyle,
onemli bir virGlans faktorudir. Biyofilm olusturma 6zelligi bakteriyi bazi

antimikrobiyal ajanlara karsi da korumaktadir.®*

Acinetobacter baumannii’ de polisakkarit yapida bir kapsul
bulunmakta ve bu polisakkarit kapsul bakterinin fagositozdan
korunmasinda rol oynayarak, kompleman sisteminin aktivasyonunu onler
ve bakterinin viriilansina katkida bulunur.® Kapsiiliin hiicre yiizeyi
hidrofobisitesini arttirdiyi  ve tibbi aletlere yapismada roli oldugu
gosterilmistir.’® Fimbria veya kapstler polisakkarit ile insan epitel
hicrelerine yapisma yetenegi, doku lipidlerini hasarlayan enzimlerin
varligi, konak hicre duvarina toksik lipopolisakkarit sentezi ve
mikroorganizmanin hucre duvarinda bulunan Lipit A varhgi, enfeksiyona

yol acan bakterilerde viriilansi arttiran faktérlerdir.™

1.1.5. Acinetobacter Enfeksiyonlari

1.1.5.1 Hastane Kaynakh Enfeksiyonlar

Acinetobacter turleri arasinda en sik ve en ciddi klinik
tablolara neden olan A. baumannii’ kan akimi enfeksiyonlari, ventilator
iligkili pnémoni, driner sistem enfeksiyonlari ve yara enfeksiyonlari gibi
nozokomiyal enfeksiyonlarin etkeni olarak rapor edilmekte ve gittikce

artmaktadir,>36:37:38
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Klinik olarak Acinetobacter enfeksiyonlari cerrahi veya invaziv aletlerin
kullanimiyla yakin iligkili  bulunmustur. Saglhk hizmetiyle iligkili
Acinetobacter  enfeksiyonlari  hakkindaki  bilgilerin  ¢odu  salgin
arastirmalarina  dayanmaktadir.®  A.baumanni’nin  neden  oldugu
enfeksiyonlar daha ¢ok yogun bakim Unitelerindeki zayif dismus
hastalarda gorulmektedir. Bu yiuzden konaga ait hazirlayici etmenlerin
varligi bu enfeksiyonlarin olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. Bunlar
arasindan malignite, yanik, savunma sisteminin baskilanmasina yol acan
ciddi bir hastaligin varligi, agir cerrahi girisimler, yaranin varligi ve konagin
yasini sayabiliriz. Uzun sdre yogun bakim biriminde kalma, mekanik
ventilasyon ile uzamig solunum tedavisi, genis spektrumlu antibiyotik
kullanma, parenteral beslenme, trakeostomi, endotrakeal tip, damar ici
kateter ve idrar sondasinin varhg: bu bakteriler ile olusan enfeksiyonlar

icin risk etmenlerini olusturmaktadir.® 3¢

1.1.5.2 Toplumdan Edinilmis Enfeksiyonlar

Acinetobacter tirleri esas olarak hastane kaynakli
enfeksiyonlarda etken oldugu gibi toplum kaynakl enfeksiyonlarda da

nadir olarak gorilmekte.® 3°

Toplumdan edinilmis Acinetobacter
enfeksiyonlari, organizmanin faringeal tasiyicihgdi, hizl ilerleyen pnémoni
ve yuksek oranlarda olum vakalari ile karakterize edilmis ve ayrica risk
faktorleri olarak sigara kullanma aligkanliklari, kronik akciger hastaligi,

alkol, diabetes mellitus ve kanser bildirilmistir.*% **
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1.1.6.Tani

1.1.6.1 Klinik Orneklerden izolasyon

Acinetobacterler pnoémoni, bakteriyemi, menenijit, Uriner
sistem enfeksiyonlari, yumusak doku enfeksiyonlari, peritonit gibi
enfeksiyonlara sebep oldugu icin endotrakeal aspirat (ETA), balgam,
brons lavaj, kan, katater kan kultlrd,bos, idrar, yara ve plevra sivisi gibi
drneklerden izole edilebilir. Alinan drnekler Kanli Agar ve Eosin-Metilen
Blue agara (EMB) ekilir ve geleneksel yontemlerle Acinetobacter olarak

tanimlanir . Daha sonra tiplendirme yapilir.** 42

1.1.7. Tiplendirme Yo6ntemleri

Salgini tanimlamak ve kaynagi ortaya c¢ikarmak igin ¢ok
cesitli tiplendirme yoéntemleri  kullanilmigtir.  Serolojik  reaksiyonlar,
bakteriyofaj, bakteriyosin, protein profiller, antibiyotik duyarlilik paternleri,
“‘multilocus” enzim elektroforez, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR),
“‘pulsed-field gel” elektroforez (PFGE) ve ribotiplendirme bu amacla
kullanilabilse de en uygun ve ideal metod bilinmemektedir. Geleneksel
biyokimyasal metodlar turler arasinda ayirrm yapmak igin yeterli
olmamaktadir. Bu amagla birgok karbon kaynaginin asimilasyonu temeline
dayanan hazir ticari kitler kullaniimaktadir. Ticari sistemlerden; APl 20 NE
(bioMerieux, Fransa) bes, Biolog GN2 Microplate (Biolog, Hayward ABD)
15 tir( identifiye edebilmektedir.*® Bu kitlerin en biilyiik dezavantaji bazi
turlerin tablolarda yer almamasi nedeniyle tum turleri

tanimlayamamasidir.**
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1.1.8. Antibiyotik Duyarhhgi

Gunumuzde birgok Acinetobacter yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklere direngli hale gelmistir.?® 4> 4% 4748 Acinetobacter tiirleri beta-
laktam, tetrasiklin, aminoglikozit, florokinolon ve kloramfenikol gibi farkli
antibiyotik  gruplarina  karsi hizla direng gelistirebilmektedirler.
Karbapenemler A. baumannii’nin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde halen basarili antibiyotikler olarak kalmalarina karsin
imipenem direncinin ilk kez belirlendigi 1985 yilindan beri bu bilegiklere

direng orani tiim diinyada hizla artmaktadir.*® > >

Beta-laktamaz inhibitorleri arasinda sulbaktam Acinetobacter
kokenlerine kargi klavulanik asit ve tazobaktama gore daha yuksek aktivite

gostermektedir.>>3>*

Bu farkhlik sulbaktamin B-laktamaz inhibitori
etkisine ek olarak Penisilin Baglayan Protein-2 (PBP-2) U(zerinden
intrensek bakterisidal aktivite gdstermesinden kaynaklanmaktadir.?’ Bu
nedenle ampisilin/sulbaktamin A. baumannii'ye karsi
amoksisilin/klavulanik asit ve piperasilin/tazobaktama goére daha etkili

oldugu gériilmektedir.>? >*

Tigesiklin, karbapenem ve polimiksine direngli kokenlerin de
dahil oldugu Acinetobacter tirlerine karsi in-vitro etkilidir. Ancak bazi
calismalarda tigesikline kargi duyarlilik sonuglarinin azalmaya bagladigi ve
tedavi altinda direng gelistigi bildirilmistir.>> Kolistin, coklu ila¢ direnci
gosteren mikroorganizmalarin tedavisinde yeniden énem kazanan eski bir
antibiyotiktir. Yapilan bir calismada Acinetobacter kdkenlerinin %98’i in-
vitro olarak kolistine duyarli bulunmustur ama Nefrotoksisite kullanimini
sinirlayan en énemli yan etkidir. Rifampisin, hizli direng gelisimi nedeniyle
tedavide tek basina kullaniimamalidir ve kolistin ile kombinasyon seklinde
kullanilabilir.>®  Karbapenemler, sulbaktam, kolistin ve tigesiklin A.

baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde en etkili antibiyotiklerdir.>”*®
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Ancak bakterinin tedavi esnasinda hizla direng gelistirebilme olasiligi ve
tedavide yeterince basari saglanamamasi nedeniyle tedavinin tek bir

antimikrobiyal ajan kullanilarak yapilmasi dnerilmemektedir.'® 23 39

1.1.9. Kombinasyon Tedavileri

Genis spektrum elde etmek, polimikrobiyal enfeksiyonlarin
tedavisinde, direngli mikroorganizma  olusumunu azaltmak ve
monoterapilere oranla daha guclu bir bakterisidal veya bakteriyostatik etki
elde etmek amaci ile antibiyotikler kombine kullanilabilmektedirler.®®
Kombinasyon tedavileri 6zellikle coklu ila¢c direnci godsteren kokenlerin
olusturdugu enfeksiyonlarda énem kazanmaktadir. in-vitro galismalarda
sulbaktamin aminoglikozit, rifampisin veya azitromisin ile
kombinasyonlarinin imipeneme duyarli Acinetobacter kdkenlerine karsi
sinerjik  aktivite  gosterdigi  saptanmistir.  Ancak  sulbaktamin
sefolosporinlerle veya diger beta-laktamlarla kombinasyonu etkinlik artisi
saglamamistir. Kinolonlar ile beta-laktam antibiyotikler veya imipenem ile
azitromisin  kombinasyonlari da imipeneme duyarli Acinetobacter
kokenlerine kargi sinerjik bulunmustur. Polimiksin ile imipenem, imipenem
ile rifampisin ve polimiksin, imipenem, rifampisin U¢li kombinasyonlarinin
metallo-beta-laktamaz negatif imipeneme direngli Acinetobacter turleri igin
sinerjik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.®* Buna ragmen her klinik
izolat icin duyarlihk testinin yapilmasi gereklidir. Hastane salginlarinda

cogul antibiyotik direncli tiirler bildirilmektedir.> ®

1.1.10. Dezenfektan ve Biyosid Maddeler

Dezenfeksiyon; cansiz nesneler Uzerinde bulunan potansiyel
patojenleri elimine eden fakat genellikle endosporlari yok etmeyen bir
islemdir. Bu islemde kullanilan maddelere dezenfektan denir. Germisid
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veya biyosid terimi de dezenfektanla ayni anlama gelmekle birlikte,
germisid ve biyosidler hem canli dokuda hem de cansiz nesnelerde

kullanilabilirler.®®

Hastane enfeksiyonlarinin Oonlenmesinde antisepsi,
dezenfeksiyon ve sterilizasyon iglemlerinin uygun bir bicimde planlanmasi
ve surdurdlmesi bliyuk onem tasimaktadir. Antiseptik ve dezenfektanlar
hastanelerde topikal ve sert yuzeylerin arindirimasinda yaygin olarak
kullaniimaktadir. Hastalarda kullanilan aletlerin, gevresel yuzeylerin, yogun
bakim Unitesi, ameliyathane gibi kritik bolgelerin temizliginde kullanilan
antiseptik ve dezenfektanlarin optimal etkinliginin saglanmasi icin; uygun
dilisyonlarda hazirlanip, uygun sartlarda saklanmalari ve uygun
endikasyonlarda kullaniimalari kadar, etki spektrumlarinin da bilinmesi
gerekmektedir. Ayni zamanda direncin zamanla degisim gosterebilecegi goz

éniine alinarak bu etkinligin belirli periyotlarla kontrolii yapilmalidir. 4 ©°

Dezenfektanlar ve antiseptiklerin etki seviyelerine gore

siniflandiriimasi:

1-Yuksek Seviyeli Dezenfektanlar: Genellikle bakteriyel
endosporlar hari¢ mikroorganizmalarin timunu 20 dakika veya daha uzun
bir sirede 6ldiren maddelerdir. Bazi dezenfektanlar 6-10 saatte bakteriyel
endosporlari da oldurebilir. Gluteraldehit, formaldehit, hidrojen peroksit,
sodyum hipoklorit, perasetik asit yuksek seviyeli dezenfektanlardir.

2- Orta Seviyeli Dezenfektanlar: Bakteri endosporlari harig,
tuberklloz basili ve diger mikroorganizmalara 10 dakika veya bunun
altinda bir surede etki eden maddelerdir. Etil ve izopropil alkoller, fenoller,

iyodoforlar bu gruba girer.
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3-Disik Seviyeli Dezenfektanlar: Bunlar bakteri
endosporlari ve tuberkuloz basiline etki etmezler. Vejetatif bakterilerin
¢ogunu, bazi mantarlari ve 10 dakikanin altinda bir surede bazi virUsleri
oldurebilirler. Bu grupta; fenoller, iyodoforlar, kuarterner amonyum

bilesikleri, etil veya izopropil alkoller, sodyum hipoklorit bulunmaktadir.® ®®

67

Sikhkla kulanilan dezenfektan ve antiseptiklerin sivi veya

buhar faz olarak siniflandiriimasi®®

Sivi fazli kimyasal bilesikler: Alkoller,Aldehitler, Fenol ve
Fenol bilesikleri,Halojenler,lyodoforlar,Peroksijenler,Kuarterner Amonyum

bilesikleri gibi

Buhar fazhh kimyasal Dbilesikler: Etilen, Propilen
Oksit,Formaldehit,Metil Bromur gibi

Etki mekanizmalarina gore siniflandirma:

Elektrofilik olanlar: Halojenler, Peroksijen bilesikleri,

Formaldehit, Formol salan ajanlar, Cu, Hg, Ag.

Membrana etkili olanlar: Kuarterner Amonyum bilesikleri,

Biguanidler, Fenoller, Alkoller, Parabenler, Zayif Asitler gibi.

Halojenler ve peroksijenler gibi oksidan ajanlar bakteri
hicresini hizla olume goturdrler, gumuasg, bakir ve civa gibi inorganik
iyonlar ve formaldehit gibi organik biyositler ise enzimleri inaktive ederler
ve hicre ici radikallerin salinimina neden olarak bakteri hicresini 6lime

goturdrler. Zayif asitler, membranin pH dengesini bozarak metabolizmanin
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bozulmasi yoluyla etkilidir. Kuarterner amonyum bilesikleri, biguanidler ve
alkoller bakteri hiicresi membranina etkilerler ve huacreyi hizla lizise

goturirler.®’

Kuarterner Amonyum Bilesikleri

Kuarterner amonyum bilesikleri (KAB) Katyonik deterjan
Ozelligi olan, yUzey gerilimi azaltarak etki gosteren dezenfektanlardir. Alkil
dimetil benzyl amonyum klorir (Benzalkonyum klorid yada zefiran), alkil
didesil dimetil amonyum klortr ve dialkil dimetil amonyum klortr de dabhil
olmak Uzere, cesitli KAB’lar, 1935 yilinda germisidler olarak takdim
edildiklerinden bu yana yaygin bicimde hastanelerde kullanilan baslica

kuarterner amonyum bilesikleridir.®®

Bu bilesikler, yuksek konsantrasyonlarda bazi
mikroorganizmalara mikrobisit etkili olsada, genel olarak bakteriyostatik ve
fungustatik  6zelliktedir. Gram-negatif bakterilere gore, gram-pozitif
bakteriler lzerine daha fazla etkilidir.®®*’® Bakterilere karsi yapi ve
sitoplazma membran butinligunt bozarak etkisini gosterir. Sferoplast ve
protoplast lizisine neden olur. Bu amacla mikroorganizmaya adsorbe ve
penetre olan KAB sitoplazmik membran lipit veya proteinlerini etkileyerek
once membran yapisini bozar ve ardindan hicre igi dusik molekul agirlikli
maddelerin digari sizmasina yol agar. Protein ve nukleik asitleri degrade
eder ve otolitik enzimler tarafindan hiicre lizisi olusur.®®’® En iyi alkali
cOzeltilerde etki gosterirler, organik madde varliginda etkileri ¢cok azalir.
Sabunlar ve anyonik detarjanlar tarafindan kolayca nutrlenirler. Renksiz,
kokusuz, boyamayan, asindirici olmayan, ucuz, toksik etkileri cok az olan
ve deterjan 0Ozelligi ile ideal bir dezenfektandir. Kuarterner’ler vyillar
boyunca, temel olarak duguk toksisiteleri ve duguk maliyeti nedeniyle, tim

dezenfektan kategorileri icinde en fazla ilgi ceken dezenfektan olmustur.

17



Hastane dezenfektani olarak satilan KAB fungusidal, bakterisidal ve
lipofilik (zarfli) viruslere karsi etkili olup hidrofilik (zarfsiz) viruslere karsi
etkisizdir. Sporosidal ve tuberkulosidal degildir. Kuarterner amonyum
bilesikleri cildin operasyon 6ncesi dezenfeksiyonu, mukoz membranlara
uygulama ve hasta cildine temas eden tansiyon mansonu ve steteskop
gibi aletlerin yiizeylerinin dezenfeksiyonu igin kullaniimaktadirlar. lyi bir
temizlik ajani olarak hastane ortaminda, yer, duvar, mobilya, alet
ylzeylerine ve tuvaletlere ve benzer kritik olmayan araclarin

dezenfeksiyonunda da kullanilabilirler.%® % 7

Antimikrobiyal  ozelliklerine ilave olarak sert ylzey
temizleyicisi ve koku giderici olarak da mukemmeldirler. Kuarterner
amonyum Dbilesikleri iyi temizleyici olmalarina ragmen, yuksek su
sertliginde pamuklu ve gazli bez kullaniminda bunlarin emici 6zelliginden

dolayi mikrobisidal etkinlikleri azalmaktadir.®® % 7°

Benzalkonyum klorid CgHsCH2N (CHj3),RCI

Beyaz toz veya litik sekilleri mevcuttur. Benzalkonyum klorid
(BC) el ve yuz dezenfektani olarak kullaniminin yani sira aletlerin
dezenfeksiyonunda ve ilaglarin icerisinde bakterilerin tutunumunun
onlenmesi amaci ile dusuk konsantrasyonlarda yeralmaktadir. Kuarterner
amonyum bilesikleri en yaygin kullanilan dezenfektanlardan ve
Benzalkonyum Kklorid, ticari olarak kullanilan ilk kuarterner amonyum

bilesigidir.%> ™

Klorhekzidin C22H30C|2N10

Klorhekzidin (CHX) 1946 yilinda kesfedilmis olup, 1954

yilinda Klinik kullanima girmistir. Antiseptik ve dezenfektan olarak vicutta
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meydana gelen enfeksiyonlarin 6nlenmesinde ve agiz gargaralarinin

icerisinde ve bogaz enfeksiyonlarinin tedavisinde kullaniimaktadir.

Klorhekzidin antiseptik drtnler icerisinde 0zellikle el
ylkamada en yaygin olarak kullanilan biyosiddir, fakat ayni zamanda
dezenfektan ve koruyucu olarak da kullanilir. Bisfenoldur ve iki fenol
halkasi icerir. Genig spektrumlu etkiye sahiptir ve ¢cok yaygin olarak tipta,

dis hekimliginde ve farmakoloji alaninda kullaniimaktadir.”

Klorhekzidin diasetat, diglukonat ve dihidroklorit olarak
kullanilabilmekte olup, yara bakiminda diglukonat formu en sik
kullanilanidir. Sporsuz bakterilere kargi hizla gelistirdigi genis spektrumlu

bakterisidal bir etkinligi vardir.

Ozellikle Gram pozitif koklar tizerine bakterisit etkili, klorlu
fenol tarevidir . Bakteri hticre duvarini ve dis membranini pasif difizyon
ile gecerek, bakteri sitoplazma zari veya i¢ membranina etki eder.
Sitoplazma zarina yapisarak oksidaz ve dehidrogenaz enzimlerini geri
doénusumsuz sekilde inaktive eder ve kicuk molekillerin disari gikmasina
yol acarak etkinligini gosterir.”* Ayni zamanda konsantrasyona bagimli
olarak intraseluler organellerin koagulasyonuna da neden olur. Bakteri
sayisini azaltmasi, yara iyilesmesini hizlandirmasi ve toksisitesinin
olmamasi kabul edilmekle birlikte, guvenilirligi ve etkinligi ile ilgili yeterli
veri olmadigina ve agik yaralarda Klorhekzidin’in kullaniimasina yonelik

daha fazla klinik galismaya ihtiyag olduguna inaniimaktadir.”

Dezenfektanlarin etkinligini 6lgen testler:

Dezenfektan aktivite 6lgcim testleri (in-vitro testleri)
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- Minimal inhibitor konsantrasyonun belirlenmesi (MIC):

Bir mikroorganizmanin gelismesini en az dlzeyde
engelleyecek konsantrasyon Minimum inhibisyon Konsantrasyon olarak

kabul edilmektedir.

-Suspansiyon testleri: Belli bir zamanda dezenfektan
konsantrasyonuna bagli mikrop sayisindaki azalmayi logaritmik olarak

incelemeyi saglar.

- Kapasite testleri: Dezenfektan solusyonuna kirli bir alet
daldirilir, boylece artan yuk karsisinda dezenfektan maddenin aktivitesini
koruyup korunmama kapasitesi belirlenir. Alet ve ortam dezenfekiyonunun

in-vitro uygulamasidir.

Amaca yonelik spesifik testler

Pratik  testleri: Dezenfeksiyonun uygulandigi yuzeyin,

aletlerin, derinin dezenfeksiyonunun yeterliligini saptama testleridir.

Uygulama testleri: konsantrasyon ve uygulama siresi in-
vitro testlerle belirlendikten sonra bu testler belirlenen konsantrasyon ve

siirede gercek uygulama alanlarinda yapilirlar.”*"
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1.1.11.Bakterilerde Dezenfektan ve Biyosid Maddelere Direncg

Direngli Gram-negatif basillerin neden oldugu nozokomiyal
enfeksiyonlar son yillarda hastanelerin 6nemli problemi haline gelmistir.
Biyosidler ve dezenfektanlar, hastane enfeksiyonlarinin 6nlenmesine
yardim ederler ve enfeksiyon kontrol ¢alismalarinin énemli bir parcasi
olarak yer alirlar. Belirli bir amag igin kullanilacak dezenfektanin seg¢imi bu
nedenle onemlidir. Amaca uygun olmayan urin sec¢imi hem kullanimda
sorun olusturacak hem de maliyetin artmasina neden olacaktir. Kullanilan
antiseptik ve dezenfektanlara Gram-negatif basillerin bir kismi direng
gostermektedir.”>”” Bu nedenle hastane enfeksiyonlarinin énlenmesinde
en Onemli basamaklardan biri, direngli mikroorganizmalar tarafindan
olusturulan nozokomiyal enfeksiyonlari 6nlemek ve etkin antiseptik ve
dezenfektan secimidir. Mikroorganizmalarin dezenfektanlara karsi
duyarhliklari yapisal 6zelliklerine bagl olarak degismektedir. Dogal direng,
genellikle dezenfektan maddenin hiicre igine aliniminin azalmasiyla iliskili
iken; kazanilmis direng kromozomal mutasyonlar ve plasmid ve

transpozonlar araciligiyla gelismektedir.®®

intrensek ve kazanilmis direng:

Antibiyotiklerde oldugu gibi, bakterilerdeki dezenfektan

direnci de intrensek ve kazanilmig mekanizmalar araciligi ile olmaktadir.

intrensek direng kromozomlar tarafindan kontrol edilen,
bakterilerde dogal olarak var olan ve kalitsal 6zellikte olmayan direng
tipidir. Gram-negatif bakteriler intrensek olarak bircok dezenfektana Gram-
pozitif bakterilere gére daha direnglidir. Bu durum Gram-negatif
bakterilerin intrensek (dogal) 6zelligidir. intrensek direng, genellikle
dezenfektan maddenin hiicre icine alimininin azalmasi ile iliskilidir.*

Bakteri sporlari, mikobakteriler ve dedisik Gram-negatif bakteriler bu

21



mekanizma ile bircok dezenfektana direnc¢ gostermektedirler. Gram-negatif
bakterilerdeki dis membran tabakasi bir fiziksel bariyer olarak rol oynar ve
antimikrobiyal maddelerin hlcreye girisini kisitlar. Lipopolisakkarit (LPS)
molekulleri hidrofobik maddelerin hticre igine girisini engeller. O yizden
Gram-negatif bakteriler Gram-pozitif bakterilere gore dezenfektanlara
daha direnclidirler. Ornegin P. aeruginosa’larda hiicre duvarinin yiiksek
magnezyum igerigi, lipopolisakkarit kompozisyonundaki farklilik ve kuguk
porin molekillerinin varli§i dezenfektan maddenin hicreye difizyonunu
zorlastirir. B. cepacia’nin LPS molekillerinde yiuksek miktarda fosfat-bagh
arabinoz bulunmasi, dis membran tabakasinin polimiksin antibiyotiklere ve
katyonik dezenfektanlara afinitesini azaltir. Proteus tirlerindeki LPS
molekilleri  klorhekzidine  karsi  intrensek  direngten  sorumlu

tutulmaktadir.*

Kazanilmig direng ise sonradan kazanilan bir direng tipidir.
Burada bakteri populasyonu antimikrobik madde ile ilk temas ettiginde ilag
mikroorganizma Uzerine etkilidir, ancak temas siresinde veya tekrarlanan
tedaviler sirasinda mikroorganizma populasyonunda antimikrobik
maddeye kargi direng gelisir. Kazaniimis direng, kromozomlardaki
mutasyon, plazmid ya da transpozonlar gibi genetik eleman kazanimiyla

olmaktadir.®®

Bakteri kromozomunda kendiliginden (spontan) olusan
mutasyonlar sonucunda kromozomal diren¢g ortaya c¢ikar. Spontan
mutasyonlar bazi fiziksel ve kimyasal faktorlerle olugsabilir ve sonugcta
bakteri hicresinde yapisal degisimler olusur. Bdylece hulcrenin ilaca
permeabilitesi azalabilir, hicre iginde ilacin hedefinde degisiklikler olur
veya 12 kromozomlar tarafindan kodlanan efluks sistemleri ile direng
gelisimi ortaya c¢ikar. Calismalarda Gram-negatif bakterilerde intrensek
antibiyotik direncine neden olan kromozomal efluks pompalarinin biyosid

direncine de katkida bulunabilecegini gosterilmistir. Bunlar P. aeruginosa
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ve E. coli'de gdsterilmistir. Spontan kromozomal mutasyon orani 107-10™"?

dir.”®

Plazmidler, kromozomdan bagimsiz olarak replike olabilen
ekstrakromozomal DNA parcgaciklaridir. Plazmid genleri, genellikle ilaglari
parcalayan enzimlerin Uretilmesinden sorumludurlar ve plazmidlere bagli
dirence sebep olurlar.?®® Dezenfektanlara karsi plazmid araciidi ile
gelisen diren¢ mekanizmalarinin  tanimlandigr  bakterilerden  biri
Staphylococcus’lardir.  S.aureus’larda plazmid araciligi ile gelisen direng
mekanizmalarinin, en az ug¢ farkl determinant (qac genleri) tarafindan
kodlandigi belirlenmigtir. Plazmid aracili antiseptik ve dezenfektan direnci
Pseudomonas aeruginosa’da tanimlanmakla birlikte daha sonra koagulaz
negatif Staphylococc’lar, Pseudomonas tirleri ve Enterobacteriaceae
tyelerinde de bildirilmistir. S. aureus’larda dezenfektan direnci 4 farkli gac
geni (qac A, B, C, D) tarafindan kodlanmaktadir ve bu genler plazmid
uzerinde bulunmaktadirlar. Bazi c¢alismalarda QacA/B genleri direngli
S.aureus suslarinda %94.6 olarak bildirilmistir ve hastane kdkenli suglarda
bu genlerin biyosid direnci ile iliskisini saptamislardir.8%®* Plazmid aracili
dezenfektan direnci Pseudomonas ve Enterobacteriaceae’da ise daha ¢ok
Qac E veya Qac EAL c¢oklu ilag tasiyici genleri ile kodlanmaktadir. Qac
genleri tasiyan plazmid konjugatif olarak aktarilabilmektedir. Qac E ve Qac
EA1 genleri Gram-negatif bakterilerde integronlar bélimuinde yerlesmistir.
integronlar yliksek diizeyde haraketli elementlerdir ve plasmid kromozom
ve transpozonlar uzerinde bulunabilmektedir. integronlar  tarafindan
kodlanan gen kasetlerinin antibiyotik ve dezenfektanlara karsi direng

kodladigi gosterilmistir.®* &

Transpozonlar ise bir DNA molekulinden digerine
(kromozomdan plazmide, plazmidden kromozoma) gecebilen DNA
dizileridir. Plazmidden farkli olarak badimsiz olarak replike olamazlar.

Direng genlerini tasiyan genetik materyal ve plazmidler bir bakteriden
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digerine transdiksiyon, transformasyon, konjugasyon ve transpozisyon
gibi mekanizmalarla aktarilirlar ve transpozonlara bagl dirence sebep

olurlar.8% &

Bakterilerde antibiyotik direncine yol acan mekanizmalar cok
iyi tanimlanmistir. DO6rt ana diren¢ mekanizmasi; hedef bolgenin
degismesi, antibiyotik inaktivasyonu, hucre disina g¢ikarma (efluks) ve
gegirgenligin azalmasidir. Dezenfektan direncinin major etkeni ise hicre
duvari ve hicre zarindaki gecirgenlik degisikliklerinden ve artmis eflukstan
kaynaklanmaktadir. Dezenfektan maddenin inaktivasyonu ile olusan
direnc ¢ok nadirdir.® Antibiyotiklerden farkli olarak, dezenfektanlar birden
¢cok hedefe yonelik etki gosterirler, bu nedenle dezenfektanlara karsi hedef
bdlgenin degismesi ile olusan direncin pratik uygulamadaki 6énemi heniz

tam olarak belli degildir.®

Coklu ilag direng mekanizmalari

Aktif pompa sistemleri, gerek Gram-negatif gerekse Gram-
pozitif bakterilerde bulunabilen, antibiyotikler dahil toksik maddelerin hiicre
disina atilmasini saglayan transport proteinleridir (Sekil 1). Son yillarda
yapilan galismalar diger bakterilerdekine benzer sekilde A.baumannii’nin
coklu ila¢ direncinden esas olarak aktif ilag pompa sistemlerinin sorumlu
olduguna dikkat cekmektedir. Aktif pompalar tek bir substrata 6zgul
olabildikleri gibi yapisal olarak birbirinden farkh maddeleri de substrat
olarak kullanabilirler. Bu durum c¢oklu antibiyotik direncine ve yani sira
substrat profilinin genisligine bagl olarak bazi boyalara, deterjanlara,
dezenfektanlara kargi dirence neden olmaktadir. Pompa sistemi
proteinlerinin normalde bulunan operonun bir pargasi olabilecegi ve
dizenleyici bir genin kontrolu altinda ortaya ¢iktigi da dusunceler arasinda

yer almaktadir.™**

24



Bakterilerdeki pompa sistemleri transport proteinlerinden
olusur. Bakteri genlerinin %5-10'u transport yapar ve 0Ozellikle metabolik
artik ya da gereksiz ve zararli maddeleri disari pompalar. Pompa geni bir
operonun pargasidir, antibiyotigi ya da hedefini modifiye etmez. Bu gen
kromozomal ve indiklenebilir veya plazmidik olabilir. Pompa sistemi,
ekspresyon duzenleyici bir gen kontrolunda calisir. Pompa substrati
spesifik tek bir antibiyotik, farkh siniflardan bir ¢cok antibiyotik veya
biyosidler (dezenfektan, antiseptik ve koruyucular) olabilir. Substratlardan
harhangi biri ile karsilasma sonucu pompa sistemi induklenirse,
duzenleyici (baskilayicl) gende mutasyon ile pompa proteinlerinin asiri
uretimi baglayabilir. Sonu¢ bir ya da birden ¢ok substrata direng
seklindedir (MDR/mar fenotipi). Gelisen direng duslk dizeylidir fakat bir
mutasyon baska mutasyonlar tetikleyebildigi icin, genellikle duzenleyici
gen mutasyonunun ardindan hedef molekul degisikligi, permeabilite
azalmasi gibi diger bir mutasyon daha gelisir ve direng duzeyi katlanarak

artar.®®

Sekil 1. Bakterilerde efluks pompasi
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Bilindigi gibi bakterilerdeki aktif ilag pompa sistemleri bes

protein super ailesinin Gyesidirler:

ATP Binding Casette (ABC);

Major Facilitator Super Family (MFS); Bacillus subtilis’de

Bmr, E.colide EmrB, S.aureus’da QacA ve QacB.

Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE);
S.aureus’larda MepA gibi.

Small Multidrug Resistance (SMR); Escherichia coli'de
EmrE, S.aureus’da QacC, QacD, Gram negative bakterilerde QackE gibi.

Resistance Nodulation Cell Division (RND); Pseudomonas

aeruginosa’da MexD, E.coli'de AcrD.” "®

SMR ve RND Ust aileleri sadece prokaryot hicrelerde
bulunmaktadir. Gram-negatif bakterilerin antibiyotik direnci acisindan en
onemli grup RND Ust ailesidir. Bu ailenin tyeleri tipik olarak i¢ (sitoplazmik)
membran proteini, periplazmik aralikta membran flizyon proteini ve dig

membran kanal proteini olmak lizere ¢ proteinden olusmaktadir.

Yeni calismalarda, A. baumanninin c¢oklu ilag direncinde,
Resistance Nodulation Cell Division (RND) super ailesinin tyelerinden
olan AdeABC pompa sisteminin ¢ok oOnemli roli oldugu Uzerinde

durulmaktadir.”87:8

2001 yilinda tanimlanan bu pompa sistemlerine drnek olarak

E.coli'nin Acr ve Pseudomonas’larin Mex sistemleri verilebilir. AdeABC
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aktif ilag pompasinin substrat profili oldukga genis olup bazi antibiyotikler
ve ¢ok sayida toksik maddeyi kapsamaktadir. AdeABC, esas transport
proteini AdeB, membran fuzyon proteini AdeA ve dis membran proteini
AdeC’den olusan Uu¢ komponentli bir pompa sistemidir. Sitoplazmik
membranda bulunan transport proteini AdeB, substratlarini ic membranin
fosfolipit tabakasindan veya sitoplazmadan yakalayarak AdeA ve AdeC
yardimiyla hicre digina pompalar. Bir periplazmik protein olan AdeA,
AdeB ve AdeC arasindaki baglantiyi saglayan aksesuar bir proteindir
(Sekil 2). Transportun ana sorumlusu AdeB, AdeC olmadan da bagka dis
membran  proteinlerini  kullanarak  pompalama islevini  yerine

getirebilmektedir.>" %

Antibiotic
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RND Transporter Protein
(eg AdeB)

—O

H+

Sekil 2. RND ailesinden li¢ elemanli pompa sistemlerinin yapisi

AdeABC pompasli, enerji kaynagi olarak ‘proton motive
force’u kullanmaktadir. ilag molekili hiicre disina pompalanirken gereken
enerji, hicreye dig ortamdan bir H+ iyonunun alinmasiyla
saglanmaktadir.2” AdeABC aktif pompa proteinlerini kodlayan genler,

kromozomda bulunurlar ve ayni operon Uuzerinde yerlesiktirler. Bu
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operondaki yapisal genler adeA, adeB, adeC; diizenleyici genler ise adeS
ve adeR’dir (Sekil 3). Bu pompalarin ekspresyonu adeR ve adeS genleri
kontroliindedir. Bunlardaki tek bir nokta mutasyonu efluks pompalarinin

ekspresyonunda artisa neden olur.”®’

L cves Rocorh sces 3 sces % acec

Sekil 3. AdeABC pompa proteinlerini kodlayan yapisal ve diizenleyici genler

adeR geninin Uriint AdeR proteini, 228 aminoasitten olusan
transkripsiyon duzenleyici bir protein; adeS geninin Urini AdeS de bir

sensor kinazdir.”®’

AdeS, cevresel uyarilara (antibiyotik veya toksik bilesik
varhgi) bagli olarak internal histidini fosforile eder ve fosfati AdeR

duizenleyici proteininin aspartat rezidiisiine transfer eder.”®’

AdeABC ve AbeM disinda son yillarda varligi gosterilen diger
bir ilag pompa sistemi ve bakterinin daha ¢ok dogal direncinde rolu oldugu
ileri surtilen RND ailesinin bir tiyesi olan AdelJK pompasidir.®® AdelJK
pompasinin substrat olarak kullandigi c¢esitli antibiyotikler ve toksik
maddeler vardir.?® AdeDE ve AdeXYZ de, A. baumanii’de yeni tanimlanan
diger pompa sistemleridir.”*°* RND ailesi lyesi AdeDE’nin amikasin,
seftazidim, kloramfenikol, siprofloksasin, eritromisin, meropenem, rifampin,

tetrasiklin, etidyum bromidi substrat olarak kullandigi belirtiimektedir.
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AdeXYZ pompasinin substrat profili ve klinik énemi hentiz tam olarak

bilinmemektedir.%%%*

Dezenfektanlara karsi direncg

Antibiyotiklere direnc, bakterilerde c¢ok ilgi géormus ve fazla
sayida calisma yapilmistir. Dezenfektanlara karsi direnc mekanizmalari
ise cok fazla dikkat cekmemis ve antibiyotik direnci kadar fazla calisma
yapiimamistir. Muhtemelen biyosid direncinin nadir ve Klinik anlaminin
fazla olmadiginin kabul edilmesi nedeni ile ginimuze kadar fazla ilgi
cekmemistir. Ancak son yillarda dezenfektan direncinin klinik 6nemi olan
bir olay oldugu vurgulanmakta ve bu konuda yapilan c¢alismalarin

sayisinda gittikge artis oldugu gériilmektedir.?

Baska bir buylyen tehlike de, antibiyotikler ve dezenfektanlar
arasinda capraz diren¢ olusumudur. Antibiotik ve biyosidler arasinda
capraz direng 6nemli patojenlerde bildirilmigtir. Gram negatif bakteriler
hastanelerde capraz bulasma yontemi ile bakteriyemi, deri ve yara
enfeksiyonlari, pnémoni, menenijit ve Uriner sistem enfeksiyonlarina neden

olurlar.®

intrinsik ve kazaniimis diren¢ bakteri suslarinda biyoside
karsi duyarhliginin azalmasinda dnemli rolu vardir, ama calismalara gore
efluks pompalari yine de major diren¢ mekanizmasi olarak

sayllmaktadir.%%%3

Biyositlere kargi bakteriyel duyarlihdin belirlenmesinde
antibiyotiklerdeki gibi Minimum inhibisyon Konsantrasyonundan (MiK)
faydalanilir. MiK testleri vejetatif bakterilere kargi dezenfektan maddelerin

etkinligini gosteren testlerdir. MIK olcimii biyosid maddelere direng
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durumu hakkinda bilgi verse de klinik uygulama farklihk goéstermektedir.
Cunkii  biyositler MIK  degerlerinin 1000 kati  gibi  yiksek
konsantrasyonlarda kullaniimaktadir.?”®>  Sirekli kullanilan ~ bir
dezenfektan maddenin diren¢ olusturma durumunun takip edilmesinde
MIK testinin yapiimasi anlamlidir.”* Dezenfektan maddelere direnc ile ilgili
yapilan galismalarda direng durumu genellikle MIK degerlerdeki artma ile
ifade edilmektedir. Biyositler antibiyotiklerden farkli olarak MIK ya da
minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerlerinden daha ylksek
konsantrasyonlarda kullanilirlar, bu sebeple disari atilim sistemleriyle
bakteri hiicresinden basari ile atimazlar.®® Buna ragmen
mikroorganizmalarin gevresel, fiziksel ve kimyasal sartlara adaptasyon
gosterdigi icin, yodun olarak kullanilan dezenfektanlara karsi direng ortaya

¢ikmasi sasilacak bir durum degildir.

1.1.12. Dezenfektan Direcinin Onemi

Dezenfektan direcinin tibbi cihazlarin yetersiz
dekontaminasyonuna neden olma riski vardir. Bu durum capraz
enfeksiyonlarin olusmasina neden olabilir. Hastanelerde dezenfektanlara
direncli bakteri salginlari ile karsilasilabilmektedir. Bazi dezenfektan direng
tipleri transfer edilebilmekte olup bu durumun ileride sorun olusturabileceqgi
kanisi mevcuttur.® Giderek biyliyen bir tehlike de antibiyotikler ve
dezenfektanlar arasinda c¢apraz direng olusumudur. Ozellikle gida
alaninda yaygin olarak kullanilan dezenfektanlar ile antibiyotikler
arasindaki capraz diren¢g 6nemli halk sagligi sorunlarina yol acabilir.
Capraz direng iki antibakteriyel ajan hedefe ulagsmak igin ayni yolu
kullaniyorsa (6r.porinler gibi), benzer etki mekanizmasina sahip ise
(6r.protein sentez inhibisyonu gibi) veya benzer direng mekanizmalarina
sahip ise (6r. Permeabilite azalmasi gibi) ortaya c¢ikabilir. Dezenfektan

direncinin yaygin bir hal alip antibiyotik direnci ile ilgili olabilecegi ve ileride
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tedavi edilemeyecek enfeksiyonlarin sayisinin artabilecegini ifade edilen

yayinlar mevcuttur.*

1.1.13. Efluks Pompa inhibitorleri

Buglne kadar farkli ailelere Uye aktif pompa sistemlerini
inhibe eden bir ¢ok bilesik tanimlanmistir. Bunlar arasinda phenylalanyl-
arginyl-B naphtylamide (PABN) (C25H30N60O2 - 2HCI) ; (MC-207,110)
RND tipi pompa sistemlerini inhibe ettigi gosterilen ilk bilesiktir. Son
yillarda yapilan ¢alismalar, phenylalanyl-arginyl-B-naphtylamide’in, bir ¢cok
gram negatif bakteride oldugu gibi A. baumanii’de de RND tipi AdeABC
pompasini inhibe ettigini ortaya koymustur.®>% Yeni olarak bir baska
bilesigin 1-(1 naphythylmethyl)-piperazine de (NMP),(C15H18N2), A.
baumaniide AdeABC pompasini inhibe ederek antibiyotik MiK'lerini

belirgin bigimde diisiirdiigii ortaya konmustur.®’

1.1.14. Pyrosekans

Pyrosekanslama metodu, en basit anlatimla DNA polimeraz
aktivitesinin kemiliminesan bir enzim araciligiyla tespitidir. Temel olarak
dizileme reaksiyonu, dizilenecek DNA'nin tek sarmali (ssDNA) Uzerinde
tamamlayici sarmalinin (complementary DNA) sentezlenmesi seklinde
kendini gosterir. Dizileme primeriyle sabitlenen tek sarmalli kalip DNA
uzerine ardisik olarak akan A, C, G, T nukleotitlerinin kahp DNA dizisine
tamamlayici olmasi durumunda ortamda bir 11k olusur. Bu 1s1§1 yaratan
kemiliminesan sinyalin hangi nukleotitin baglanmasi sirasinda olustugu
tespit edilir. Sabitlenen ssDNA, DNA polimeraz, ATP sulfirilaz, lusiferaz,
apiraz, APS ve lusiferin ile inkibe edilir. Nukleotid akigi sirasinda
tamamlayici nukleotidin gelmesi durumunda DNA polimeraz pirofosfat
(PPi) agiga cikmasini saglar. ATP sulfurilaz enzimi bu PPi'yi kantitatif
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olarak ATP’ye donusturtr. ATP lusiferaz enzimi araciliiyla lusiferinin
oksilusiferin’e donusmesini saglar. Oksilusiferin gorulebilir bir 1sik yaratir.
Bu 1s1gin giddeti ATP miktariyla dogru orantihdir ve bu sayede ayni dizi
Uzerindeki tek nukleotit tekrarlari (homopolimer) tespit edilir. Ortaya ¢ikan
bu 1stk CCD kamera tarafindan kaydedilir ve bilgisayar programi
yardimiyla sekans datalarina (filogram) donusur. Nukleotid akisi sirasinda
eslesmeyen nukleotidler ve ortamdaki ATP apiraz tarafindan pargalanir ve

reaksiyon yeni bir tir ntkleotit akisiyla devam eder.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Ornekler

Bu calismada 2009 Ocak -2011 Temmuz tarihleri arasinda
Gazi hastanesi yogun bakim Unitesinden Merkez Laboratuvari
Mikrobiyoloji Birimine godnderilen klinik drneklerden izole edilen 50 tane
¢oklu ilag direnci gosteren Acinetobacter sugu kullaniimigtir. Acinetobacter
suslari saklama ortamlarinda (mikrobank) uygun kosularda muhafaza
edilmistir. Bu kolleksiyondaki 6rneklere ait epidemiyolojik veriler
hastanemizdeki bilgi islem sisteminden alinmistir (Tablo 3). Bu suslarin
alindig1 materyallere gore dagihmi: 16 adet endotrakeal aspirat (ETA), 7
adet balgam, 7 adet yara, 6 adet brons lavaj, 5 adet kan, 4 adet katater
kan kualtart, 3 adet beyin omurilik sivisi (BOS), 1 adet plevra sivisi, 1 adet
idrar seklindedir. Acinetobacter suslari farkli hastalardan izole edilmis ve
ayni hastaya ait birbirine yakin periyotta alinan orneklerden izole edilmis

A.baumannii izolatlari galisma disi birakilmistir.

A.baumannii olarak stoklanan ve bu calismaya alinan tim
bakteri suglari calisma oncesi kanli ve EMB agarda pasajlanarak koloni
morfolojisi, mikroskobik goranumu, oksidaz testleri tekrarlanarak
Acinetobacter olduklari dogrulanmigtir. Acinetobacter oldugu dusuntlen
mikroorganizmalar, otomatize tani sistemleri (APl 20 NE; bioMerieux,
Fransa) ve MicroScan 5 WalkAway identifikasyon sistemi (Siemens,
Almanya) ile tur duzeyinde tanimlanmis ve kesin tanilari dogrulanmigtir.
Tanilart dogrulanan 50 tane A.baumannii susu bu c¢alismaya dahil

edilmistir.
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2.2. Gerecgler

2.2.1. Laboratuvar Araclari:

Otoklav

Pastor firini

Sicak su banyosu

Calkalayici (vortex)

Buzdolabi 20°C derin dondurucu (Ariston, Almanya)
-86°C derin dondurucu (Sanyo, Japonya)

pH metre

Otomatik pipet seti (Labmate, Turkiye)

Cam tupler

Cam petri plaklari (9-10 cm)

Santriftj (Heraeus, Almanya)

Lamiar kabin (Metisafe, Turkiye)

Ekstraksiyon cihazi (M48-Qiagen) ve (Ez1 advanced-Qiagen)
Real Time PCR cihazi (Rotor-Gene, Q-Qiagen)

Pyrosequence cihazi (PyroMark Q24).

McFarland bulanikhlik ayari turbidite 6lgen cihazi (Dade Behring
MicroScan TurbidityMater).

2.2.2. AP1 20 NE (bioMerieux, Fransa) identifikasyon Panelinde

incelenen Ozellikler

1. Nitrattan nitrite indirgenme

2. Nitrattan nitrojene indirgenme
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3. indol Uretimi

4. Glukoz fermantasyonu

5. Arjinin dihidrolaz aktivitesi

6. Ure hidrolize

7. Eskdlin hidrolizi

8. Jelatin hidrolizi

9. Glikoz asimilasyonu

10. Arabinoz asimilasyonu

11. Mannoz asimilasyonu 48

12. Mannitol asimilasyonu

13. N-Asetil glikoz asimilasyonu
14. Maltoz asimilasyonu

15. Potasyum glukonat asimilasyonu
16. Kaprik asit asimilasyonu

17. Adipik asit asimilasyonu

18. Malik asit asimilasyonu

19. Trisodyum sitrat asimilasyonu
20. Fenil asetik asit asimilasyonu
21. Sitokrom oksidaz aktivitesi

2.2.3. Besiyeri

Kanli Agar ( HIMEDIA, iTALYA)

Eozin Methylen Blue Agar ( HIMEDIA, ITALYA)
Muller — Hinton Broth ve Agar ( HIMEDIA, iTALYA)
Tryptic Soy Agar ( HIMEDIA, iTALYA)
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2.2.4. Kimyasal Maddeler:

Benzalkonyum klorid (Sigma —Almanya)

Klorhekzidin (Sigma — Almanya)

1-(1-naphythylmethyl)-piperazine (NMP) (Sigma-Aldrich)
Phenylalanyl-arginyl-B-naphtylamide (MC-207,110 /PABN) (Sigma)
Dimetil sulfoksit (DMSQO) (Merck)

Etil alkol (Merck)

NaOH (Merck)

Cacl,6H,0

2.2.5. Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Calisilacak olan klinik izolatlarda antibiyotik duyarhligi Kirby-
Bauer disk difizyon yontemi ile gerceklestiriimisti. 5 mllik tip
icindeki Mueller-Hinton Broth veya Tryptone Soy Broth’a, agardan alinan
3-4 bakteri kolonisi suspanse edildi. Bakteri suspansiyonlari 0.5 Mc
Farland eseline gore ayarlandi ve steril ekivyon cubugu ile besiyerine
yayildi. Antibiyotik diskleri (Bioanalyse Tibbi Malzemeler San. Ve Tic. Ltd.
Sti Ankara/Turkiye) birbirine uzakhklari merkezden merkeze en az 24 mm
olacak sekilde yerlestirildi. 35°C de 24 saat inkiibasyona birakildi. Olgiilen
inhibisyon zon c¢aplari CLSI'nin (Clinical and Laboratory Standards
Institute) dnerdigi dederler dogrultusunda duyarli (++), orta duyarli (+) ve
direncli (R) olarak deg@erlendirildi. Kalite kontrol susu olarak E.coli ATCC
25920 ve P.aeruginosa ATCC 2785 kullanildi.

Bu calismada Tigesiklin (15ug), Piperasilin+Tazobaktam
(100/10ug), Sulbaktam+Ampisilin ~ (10/10ug), Amoksisilin+Klavuloat
(10/20ug), Sefotaksim (30 pg), Seftazidim (30ug), Sefepim (30 pg),
Sulbaktam+Sefoperazon (10/10 ug), Siprofloksasin (5 pg), Tobramisin (10
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Kg), Amikasin (30 ug), Netilmisin (30 pg), Gentamisin (10 pg), Imipenem
(10 pg), Meropenem (10 pg), antibiyotik diskleri (BIOANALYSE Tibbi
Malzemeler San. ve Tic. Ltd. Sti Ankara/Turkiye) kullanilarak antibiyotik
duyarlilik testleri gerceklestirilmigtir.

2.2.6. Dezenfektan MiK’lerinin Pompa inhibitérleri PABN, NMP

Varhginda Ve Yoklugunda Belirlenmesi

2.2.6.1 MiK Sivi Dilisyon Yéntemi

A.baumannii olarak tanimlanan izolatlarin Benzalkonyum
klorid ve klorhekzidin biyosidlerine duyarliliklarinin belirlenmesinde
mikrodilisyon yontemi kullanildi. Bu yontemle, suslarin minimal inhibitor
konsantrasyon (MIK) degerleri Clinical ve Laboratory Standards Institute
(CLSI) standartlarina uygun olarak belirlendi.?® Mikrodiliisyon yénteminde,
Mueller Hinton Buyyon (MHB, Difco) besiyeri kullanildi. Mueller-Hinton sivi
besiyeri Uretici firmanin oOnerileri dogrultusunda hassas terazide tartildi
distile su icinde ¢ozuldu ve otoklav ile steril edildi. Katyon ayarlamasi igin
kalsiyum stok ¢ozeltisi hazirlandi. Kalsiyum stok ¢ozeltisini hazirlamak igin,
3.68 g CaCl2 6H20 100 mL saf suda ¢ozuldu. Bu ¢dzelti mL’de 10mg
Ca'"igerir. Sogutulmus Mueller-Hinton sivi besiyerine litre basina 0.1 mL
Ca'" stok cozeltisiden eklendi bdylece katyon ayarli Mueller- Hinton sivi
besiyeri (CAMHB) hazirlandi.

Efluks pompa inhibitori iceren Mueller-Hinton sivi besiyerinin
hazirlanmasi icin iki ayri erlende 500 mL besiyeri hazirlanarak otoklav da
steril edildi. Sogutulduktan sonra katyon ayari yapildi .Birine daha
onceden distile suda ¢dztulmus PABN (100mg/100uL) yavasca eklenmisgtir,
diger 500 mL besiyerine dimetil sulfoksitte (DMSO) ¢6zilmis NMP
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(100mg/100 uL) eklenmistir. Bbdylece her izolat icin test antiseptiklerin
MiK’leri, 3 besiyerinde ayri ayri olarak belirlenmistir. Bu besiyerleri, 1)
Katyonu ayarlanmis Muller-Hinton (MH) sivi besiyeri, 2) PABN iceren
katyonu ayarlanmis Mueller-Hinton sivi besiyeri, ve 3) NMP iceren katyonu

ayarlanmig Muller-Hinton sivi besiyerleridir.

Toz hammadde olarak saglanan Benzalkonyum klorid <0.5-
>128 pg/ml arasindaki konsantrasyonlari hazirlanmigtir. Bunun igin
oncelikle 512 pg/ml stok konsantrasyonlari hazirlanmistir. Benzalkonyum
klorid 0.512 mg tartilmis ve 10 ml distile suda ¢ozulmustur (1/10). Daha
sonra tekrar 1/100 sulandirilarak 512 pg/mL’lik stok solusyonlari elde

edilmistir. Stok soltisyonlar kullanilincaya kadar +4° C’de saklanmistir.

Mc Farland 0.5 bulanikligindaki bakteri sispansiyonu 1/100
oraninda sulandirilarak 5x10°> CFU/ml yodunlukta bakteri siispansiyonu
elde edildi. Onceden <0.5- >128 pug/ml seri sulandirm yapilmig
dezenfektan soltisyonu iceren 96 kuyucuklu U-tabanli plaklara 100’er pl
bakteri stispansiyonu eklendi. Mikropleytler 35°C'de 16-20 saat inkibe
edildi. Goézle (ireme saptanmayan en disik biyosid konsantrasyonu MiK

olarak belirlendi.

Test edilen diger biyosid olan klorhekzidin <1->256 ug/ml
arasindaki konsantrasyonlari hazirlanmigtir. Bunun icin 6ncelikle 1024
pMg/ml stok konsantrasyonlari hazirlandi. Stoktan 966ul alinarak 34 pl
distile suda c¢o6zuldi. Daha sonra 1/1000 sulandirarak 1024 pg/ml
konsantrasiyonlar elde edilmistir. Stok sollisyonlar kullanilincaya kadar +4°

C’de saklanmisgtir.

Mc Farland 0.5 bulanikligindaki bakteri sispansiyonu 1/100
oraninda sulandirilarak 5x10°> CFU/ml yogunlukta bakteri siispansiyonu
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elde edildi. Onceden <1->256 pg/ml seri sulandirm yapilmis dezenfektan
solusyonu igeren kuyucuklara 100’ser ul bakteri suspansiyonu eklendi.
Mikropleytler 35°C’de 16-20 saat inkiibe edildi (Resim 3).

256 128 64 32 16 8 4 2 1 05 PK NK

Resim 3. MIC sivi dilisyon yontemi

2.2.7. Dezenfektan MBK’lerinin Pompa inhibitorleri PABN, NMP

Varlhiginda Ve Yoklugunda Belirlenmesi

2.2.7.1. MBK Sivi Diliisyon Yontemi

MBK  degerlerinin  belirlenmesi amaciyla inkibasyon
suresinin sonunda MIK tiipiinden, bulaniklik ve ireme goérilmeyen 2-3
kuyucukdan 10’ar ul 6rnek alinarak petri kutularindaki antiseptiksiz Tryptic
Soy Agar (TSA,Difco) besiyerlerinin yiizeyine ekim yapilarak 37°C’de bir
gece inkibe edildi. inkiibasyonun sonucunda olusan koloniler sayilmis,
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bagslangic inokulumunun 9%99.9’'unu Oldiren en duslk antiseptik

konsantrasyonu MBC degeri olarak belirlenmistir.

2.2.8. Efluks Gen Bdlgelerinin Varhiginin Belirlenmesi

Bakterilerden DNA ekstraksiyonu DNeasy Tissue (Qiagen,
Valencia, CA, USA) kitleri ve onlarin protokoluna uygun olarak yapildi.
Once 2x10° bakteri suspansiyonu mikrosantrifiij tuplerine alindi ve 7500
rom’de 10 dakika gevrildi. Yukarida kalan sivi kismi atildi, ¢cokelek kismina
180 pli ATL buffer ve 20 pli Proteinaz K eklendi ve vorteks yapildi.
Parcalanmasi igin 56°C ‘de bekletildi ve arada vortex yapildi.
Parcalandiktan sonra 15 saniye vorteks yapildi, 200 pl buffer AL eklendi
ve vortex yapildiktan sonra 200 pl  %96-100 ethanol ilave edildi ve
vorteks yapildi . Bu karisim DNeasy Mini Spin Column’lara aktarildi ve
8000 rmp de 1 dakika santrifij edildi .Mini Spin Colum’lar yeni toplama
tuplere yerlestirildi ve tzerine 500 ul AW1 buffer eklendi ve 8000 rpm ‘de
tekrar santrifij yapildi .Bu islemi tekrarlayip bu sefer 500 ul AW2 buffer
koyarak 3 dakika 14000 rpm‘de santriftj yapildi. Mini spin column’lar
santrifilj tUplerine aktarildi ve son olarak 200 upl AE buffer eklenerek
ldakika oda isisinda beklendikten sonar 1 dakika 8000 rpm’de santrifuj
yapildi. Elde edilen DNA ekstraksiyon materyalinin miktari Nano Drop
1000 cihazi ile 6lglldiu ve gogaltma calismalari yapilana kadar -86C"de

saklandi.

2.2.9. Genomik DNA Miktarinin Hesaplanmasi

Genomik DNA izolasyonunun miktar ve saflik kontrollerinin
yapiimasinda NanoDrop Spektrofotometre (ND 1000)'den yararlaniimistir.
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Resim 4. NanoDrop Spektrofotometre cihazi

Polimeraz Zincir Reaksiyonuna baslamadan dnce izolasyonu
yapilan DNA’larin miktarlarinin spektrofotometre ile dlgtlmeleri énemlidir.
Genomic DNA miktarinin  spektrofotometre ile Olglilmesi, DNA
solusyonunun 260/280 nm’deki okuma degerine gore 1s1d1 sogurma (OD)
miktarinin hesaplanmasina dayanmaktadir. DNA ve RNA o6rneklerinin
saflik dereceleri spektrofotometredeki 260nm ve 280nm degerlerinin
oranlanmasi ile (OD,g0/OD2g) belirlenmektedir. 260 nm dalga boyunda
yapilan okuma, ornekteki nukleik asit konsantrasyonunun hesaplanmasini
saglamaktadir. Ornekte okunan 1 OD absorbans degeri yaklasik olarak
50ug/ml gift sarmalli DNA ve 40 ug/ml RNA ‘nin varligina isaret etmektedir.
Spektrofotometre kivetinde bulunan sivinin 260 ve 280 nm dalga
boylarinda ol¢ulen absorbans degerleri birbirine oranlandiginda bulunacak
OD60/OD2go (DNA/protein) oraninin 1.8-2.00 degerleri arasinda olmasi
arzulanir. Bu oranin 1.8’den disuk olmasi ortamda protein ya da fenol
artiklarinin varhgina isaret etmektedir. Dolayisiyla bu maddelerin ortamda
varligi PCR uygulamasinin verimini dusurmektedir. DNA izolasyonlari
sonucu elde edilen DNA’lardan kisa bir vortex’den sonra 2ul alindi .
DNA’larin konsantrasyonlari ve safliklari spektrofotometrede (Nanodrop)
belirlendi (Resim 4).
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Sekil 4. Genomik DNA izolasyonunun saflik ve miktarini gdsteren bilgisayar

programi

2.2.10. AdeB Ve AdeJ Ve QacE Gen Boélgelerinin Cogatiimasi

Pyrosekansa uygun PCR yapilarak, AdeB ve AdeJ ve QacE
gen bolgeleri uygun primerlerle cogatildi. Bunun igin Qiagen’in Pyromax
PCR kiti kullanidi ve protokola uyarak her gen bdlgesi i¢in su, master mix,
forward ve reverse primerlerle bir karisim hazirlandi. Reaksiyon miksleri
hazirlandiktan sonar 20ul PCR tiplerine dagitildi. Her bir PCR tupune ilgili
DNA drneginden 5ul eklendi ve toplam hacim 25ul‘ eye ulasti. Bu sekilde
her bir gen bdlgesi i¢in ¢ PCR reaksiyonu hazirlandi. Gen boélgelerinin
cogaltiimasi icin yeterli sicakligi saglamak icin Rotor Gene cihazi

kullanildi.

Tasarlanan Primerlerin Dizisi:

Primerler, Qiagen’ in ‘Pyromark Assay Design Software 2.0’

programi ile tasarlanmistir.

ADEB:TCATGACTCAGTCAGCTACATCAGATGCACTGACA
TGAGCGTACTCGATCGTAGTGCATG
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ADEJ:ACGACTAGTAGAGCACTCACTACAGCGATAGAGT
CACGCAGAGAGATGCTAGCATGCGCT

QACE:CGATCGATGTGAGACGTCAGAGACTATATAGCAC
TGCATAGCACACTGTATGATAGATCG

2.2.11. Rotor Gen Hazirlanmasi

Aktivasyon basamagi 95C’- 15 dakika

3 asamali dongu :

Denaturasyon 94C’- 30 saniye
Annealing 60C" - 30 saniye
Extension 72C’- 30 saniye

DOngu sayisi: 45

Final extension (uzama) 72C’- 30 saniye

2.2.12. Pyrosekans Yontemi

Pyrosekans icin bir miks hazirlandi . Streptavidin
Sepharose bilyerler,binding buffer ve ultrapure su protokola uygun
miktarlarda  kangtirildi. 24 kuyucuklu PCR plate kullanarak her bir
kuyucuga 70ul miks koyuldu ve Uzerine her kuyucuga 10uli ilgili PCR
arini eklendi. Daha sonar PCR plate’lerinin veya striplerin kapagi
sizdirma olmayacak sekilde kapatildi. Bir ka¢ kere ters-yliz ettikten sonra
calkalayiciya 37°C’ye 5-10 dakika birakilir .Q24 plate’in her bir kuyucuguna
0.8ul sekans primeri ve 24.2 pli anneling buffer ilave edildi. PCR plate
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veya stripleri ve Q24 plate vakum ¢alisma alaninda ilgili yerlere yerlestirildi
ve filter prob unitesi tuplerin igine daldinlip 15 saniye kadar tutularak
bilyeleri yakalandi . EI Unitesini sirayla %70 etanol,daha sonra
denaturasyon solisyonuna ve washing buffere daldirildi. El unitesinin
problari Q24 plate kuyucuklarina daldirip hafifce sallayarak bileyleri
sekans primerlerini iceren buffer'e konuldu. Q24 plate’i énceden 80°C ‘ye
getirilmis plate holder Gzerine konuldu . Pre Run information Report'da
yazan miktarlardaki nukleotitler, enzim ve substrat kartusa eklendi ve

bloga yerlestirildi.
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3. BULGULAR

Bu calismada 2009 Ocak -2011 Temmuz tarihleri arasinda
hastanemizin yogun bakimindan Merkez Laboratuvari Mikrobiyoloji
Birimine rutin amacla gonderilen klinik érneklerden izole edilen 50 tane
coklu ilag direnci gosteren Acinetobacter susu secilmistir. Bu suslar test
edilen 5 farkh siniftan (Sefalosporin’ler, Aminoglikozid’ler, Karbapenem’ler,
Beta laktamaz’lar, Kinolon’lar,) olan antibiyotiklerin en az 3’ Gne direngli
bulunmustur. Bunlara ait epidemiyolojik veriler Tablo 3’de verilmigtir.
A.baumannii Ureyen 50 hasta degerlendirildiginde hastalarin ortalama
yaslari erigkinlerde 60.72 yil (15-86) , cocuklarda 2.84 yil (1-14) idi. Elli
hastanin 24’0 (%48) erkek, 26’s1 (%52) kadind1.
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Tablo 3. Galisilan Acinetobacter suslarina ait veriler

izolat No

Yas
2
66
2
78
77
2
68
26
69
15
45
62
55
72
20
1
79
15
71
69
5
1
2
32
68
34
23
72
2
65
2
2
86
1
74
79
69
75
78
83
86
44
66
49
83
70
3
12
60
64

7<rr|7<7<rr|7<rn7<rnmxxxmmmxXXxrnrnrnrnrnxrnxxrnxmmxmmxxmxxxxxxmmmmxg

Yogun bakim
Pediatri

Kalp Damar Cerrahi
Pediatri

Anestezi ve Reanimasyon
Kardio Koroner
Pediatri

Gogus

Anestezi ve Reanimasyon
Gogus

Pediatri

Pediatri

Gogus

Beyin Cerrahi
Gogus

Pediatri

Pediatri

Kardio Kronel
Beyin Cerrahi
Genel Cerrahi
Genel Cerrahi
Pediatri

Pediatri

Pediatri

Kalp Damar Cerrahi
Beyin Cerrahi

Beyin Cerrahi
Genel Cerrahi
Gogus

Pediatri

Gogus

Pediatri

Pediatri

Pediatri

Gogus

Gogus

Gogus

Gogus

Gogus

Gogus

Genel cerrahi
Gogus

Genel cerrahi
Gogus

Genel cerrahi
Gogus

Anestezi ve Reanimasyon
Pediatri

Gogus

Gogus

Kalp Damar Cerrahi

Ornek

ETA

ETA
Kateter ici kan
Yara
Kateter ici kan
ETA
Balgam

Y

ETA
Balgam
Yara

ETA

Yara
Brons lavaj
ETA

Kan

ETA
Prevral sivi
Brons lavaj
Yara

ETA

ETA

Kan

Brons

Bos

Bos
Plevral sivi
Balgam
ETA
Balgam
ETA

idrar
Brong lavaj
ETA

ETA

ETA

ETA
Balgam
Kan

Yara
Balgam
Bos

Brong Lavaj
Yara

Kan

Kan

Kan

Brong Lavaj
Kateter ici kan
Yara
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Acinetobacter suslari en sik olarak gégus hastaliklari yogun
bakimdan (%34) ve pediatri (%30) servislerinden gelen 6rneklerden izole
edilmiglerdir. Uglinci siklikta ise genel cerrahi yogun bakimdan (%12)
izole edilen suslardir. Diger servislerden izole edilen Acinetobacter
suglarinin oranlari ve yiizdeleri Tablo 4’de verilmistir. izolatlari %32 orani
ile en ¢ok ETA, ikinci siklikta ise balgam ve yara ornekleri %14

olusturmaktadir.

Tablo 4. Galigilan Acinetobacter izolatlarinin kliniklere gére dagilimi

Yogun Bakim N (%)
Gogus 17 34
Pediatri 15 30
Genel Cerrahi 6 12
Kalp Damar Cerrahi 5 10
Beyin Cerrahi 4 8
Anestezi ve Reaminasyon 3 6
Toplam 50 100

izole edilen A.baumannii kékenlerinde Uclnci kusak
Sefalosporin’lere, Siprofloksasin, Meropenem’e %90’nin Uzerinde direng
saptanmigtir. Tigesiklin laboratuvar sartlarinda en etkili antibiyotik olarak
saptanmigtir. Aminoglikozid’lerden olan Tobramisin ve Netilmisin ikinci ve
dcunci en etkili antibiyotik olarak bulunmustur. A.baumannii izolatlarinin

antibiyotik duyarliliklari Tablo 5 ve 6’da verilmigtir.

Tablo 7°'de Klorhekzidin ve Benzalkonyum klorid MiK ve MBK

degerleri gosterilmigtir.
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Tablo 5. Acinetobacter suglarindaki antibiyotiklere direng, orta direng ve duyarlilik

oranlan

Tigesiklin (TGC)
Piperasilin+Tazobaktam (TZP)
Sulbaktam+Ampisilin (SAM)
Amoksisilin+Klavulanat (AMC)
Sefotaksim (CTX)

Seftazidim (CAZ)

Sefepim (FEB)
Sulbaktam+Sefoperazon (SCF)
Siprofloksasin (CIP)
Tobramisin (TOB)

Amikasin (AK)

Netilmisin (NET)

Gentamisin (CN)

Imipenem (IMP)

Meropenem (MEM)

0
98
78

100
98
86
92
62
94
52
72
54
62
82
94

8

18

N 0 O

48



Tablo 6. A.baumannii antibiyotik duyarllik test sonuglari
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

42

43

44
45

46

47

48

49

50

Duyarli (++), Orta duyarh (+) ve direngli (R) olarak degerlendirildi.
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TGC (Tigesiklin), TZP (Piperasilin+Tazobaktam), SAM
(Sulbaktam+Ampisilin), AMC (Amoksisilin+Klavulanat), CTX (Sefotaksim), CAZ
(Seftazidim), FEB (Sefepim), SCF (Sulbaktam+Sefoperazon), CIP (Siprofloksasin), TOB
(Tobramisin), AK (Amikasin), NET (Netilmisin), GN (Gentamisin), IMP (Imipenem), MEM
(Meropenem)

3.1. Klorhekzidin icin MiK Degerleri

Klorhekzidin icin MiK degerleri 50 adet hastane susunun 3
tanesinde (%6) 16ug/ml, 23tanesinde (%46) 32ug/ml, 21tanesinde (%42)
64 pug/ml ve 3 tanesinde (%6) 128 ug/ml olarak belirlendi.Sonuclar Tablo
8'de gosterilmistir.

3.2. Benzalkonyum klorid icin MiK Degerleri

Benzalkonyum klorid icin MIK degerleri 50 adet hastane
susunun 4 tanesinde (%8) 8ug/ml, 32 tanesinde (%64)16ug/ml, 13
tanesinde (%26) 32 pg/ml ve 1 tanesinde (%2) 64 pg/ml olarak belirlendi.
Tablo 8’de gosterilmigtir.

3.3. Klorhekzidin icin MBK Degerleri

Klorhekzidin icin MBK Degerleri 50 adet hastane susunun 1
tanesinde (%2) 16pg/ml, 14 tanesinde (%28) 32ug/ml, 21 tanesinde (%42)
64 pg/ml, 13 tanesinde (%26) 128 pug/ml ve 1 tanesinde (%2) 256ug/ml

olarak belirlendi. Tablo 9’da gosterilmistir.
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3.4. Benzalkonyum klorid icin MBK Degerleri

Benzalkonyum klorid icin MBK Degerleri 50 adet hastane
susunun 3 tanesinde (%6) 8ug/ml, 16 tanesinde (%32)16ug/ml, 27
tanesinde (%54) 32 ug/ml ve 3 tanesinde (%6) 64 ug/ml ve 1 tanesinde
(%2) 128 pg/ml olarak belirlendi. Tablo 9’de gosterilmistir.
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Tablo 7. Acinetobacter suglannin MiK ve MBK degerleri

Klorhekzidin Klorhekzidin Benzalkonyum | Benzalkonyum

izolat No MiK MBK Klorid Klorid

png/ml png/ml MIK HiBHS

pg/ml pg/ml
1 64 64 16 16
2 64 64 16 16
3 32 64 16 16
4 64 128 16 32
5 32 128 8 8
6 32 128 16 32
7 32 64 16 32
8 64 128 16 32
9 16 16 8 16
10 32 32 16 32
11 32 128 16 16
12 32 32 16 16
13 32 64 16 32
14 32 32 16 32
15 16 32 16 16
16 32 64 16 16
17 32 32 32 32
18 32 32 8 8
19 64 64 32 32
20 32 32 16 16
21 32 32 16 16
22 64 64 32 32"
23 32 64 32 64
24 128 256 32 32
25 32 32 16 32
26 32 32 16 32
27 32 64 16 32
28 32 32 16 32
29 32 32 16 32
30 32 64 16 32
31 32 64 16 128
32 32 32 16 32
33 64 64 32 32
34 64 128 16 16
35 64 64 16 16
36 128 128 32 32
37 64 64 32 32
38 64 128 16 16
39 64 64 16 16
40 64 64 64 64
41 16 32 16 16
42 64 128 16 16
43 64 64 32 32
44 64 128 32 32
45 64 64 32 32
46 128 128 32 32
47 64 64 8 8
48 64 128 32 32
49 64 64 16 32
50 64 128 16 64
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Tablo 8. Acinetobacter suglarinin benzalkonyum klorid ve klorhekzidin MiK
degerlerinin dagihmi

MiK degerleri (ug/ml) Benzalkonyum klorid (%) Klorhekzidin (%)
256 (pg/ml) - -

128 (ug/ml) - 3 (%6)

64 (ug/ml) 1 (%2) 21 (%42)

32 (ug/ml) 13 (%26) 23 (%46)

16 (png/ml) 32 (%64) 3 (%6)

8 (ng/ml) 4 (%8) -

Toplam 50 (%100) 50 (%100)

Tablo 9. Acinetobacter suglarinin benzalkonyum klorid ve klorhekzidin MBK

degerlerinin dagilimi

MBK degerleri (pg/ml) Benzalkonyum klorid (%) Klorhekzidin (%)
256 (ug/ml) - 1 (%2

128 (pg/ml) 1 (%2) 13 (%26)

64 (ug/ml) 3 (%6) 21 (%42)

32 (ug/ml) 27  (%54) 14 (%28)

16 (ug/ml) 16 (%32) 1 (%2)

8 (ug/ml) 3 (%6) -

Toplam 50 (%100) 50 (%100)

3.5. Pompa inhibitérleri NMP Ve PABN Varliginda Klorhekzidin ve
Benzalkonyum klorid MiK ve MBK Degerleri

Bizim galismamizda 50 A.baumanii klinik izolatin 32’sinde
klorhekzidin ve benzalkonium klorid MIK ve MBK degerleri NMP ve
PABN’nin (25 mg/L) varliginda test edildi. Bu izolatlarin 28 ‘inde (%87.5)
aktif pompa inhibitorleri olan NMP varhiginda klorhekzidin’e kargi ve
28’'inde (%87.5) benzalkonyum Klorid’e karsi duyarl bir direng fenotipi

gOstermislerdir.

Ayni caligsmada klinik izolatlarinin 26’sinda (%82) aktif
pompa inhibitérleri olan PABN varlidinda, Klorhekzidin’e karsi ve 29’unda

(%90.7) Benzalkonyum  klorid’e karsisi duyarli bir direng fenotipi

53



gorilmastur. izolatlarin %12.5’unda  (n:4), pompa inhibitérii NMP’nin
varliginda ve izolatlarin %18’i (n:6) ve %9.3’tinde (n:3) pompa inhibit6ri
PABN’nin sirayla klorhekzidin ve benzalkonyum klorid MiK ve MBK’leri

uzerinde herhangi bir etkisi saptanmamisgtir.

Bu izolatlarin klorhekzidin MIiK ve MBK’lerinde NMP
varliginda, 2 ile 16 kat (ortalama 4.06), PABN varliginda ise 2 ile 8 kat
(ortalama 2.81), benzalkonyum klorid MiK’lerinde NMP varliginda , 2 ile 8
kat (ortalama 3.62); PaBN varliginda ise 2 ile 8 kat (ortalama 2.93)

arasinda dususlere neden olmustur (Tablo 10,11,12).

Tablo 10. Klinik izolatlarin pompa inhibitérleri PABN ve NMP varliginda yapilan sivi
mikrodilisyon testlerinde klorhekzidin ve benzalkonyum klorid MIK sonuglari

; P Klorhekzidin Benzalkonyum klorid
Izolat No Inhibitdr MIK  pg/ml MIK  pg/ml

inhibitdrsiiz 64 16

1 +NMP 8 4
+PABN 32 4

inhibitdrsiiz 64 16

2 +NMP 32 16
+PABN 64 8

inhibitdrsiiz 32 16

3 +NMP 4 2
+PABN 4 2

inhibitdrsiiz 64 16

4 +NMP 32 8
+PABN 64 8

inhibitdrsiiz 32 8

5 +NMP 4 4
+PABN 8 8

inhibitdrsiiz 32 16

6 +NMP 32 4
+PABN 32 8

inhibitdrsiiz 32 16

7 +NMP 8 8
+PABN 8 4

inhibitdrsiiz 64 16

8 +NMP 16 4
+PABN 32 8

inhibitdrsiiz 16 8

9 +NMP 8 8
+PABN 16 4

inhibitdrsiiz 32 16

10 +NMP 16 4
+PABN 16 4
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inhibitdrsiiz

32 16

13 +NMP 8 4
+PABN 8 4

inhibitérsiiz 32 16

14 +NMP 8 4
+PABN 8 4

inhibitérsiiz 16 16

15 +NMP 4 4
+PABN 8 8

inhibitdrsiiz 32 16

16 +NMP 8 4
+PABN 16 4

inhibitdrsiiz 32 32

17 +NMP 32 8
+PABN 32 8

inhibitdrsiiz 64 32

19 +NMP 64 8
+PABN 16 8

inhibitdrsiiz 32 16

20 +NMP 2 4
+PABN 4 4

inhibitdrsiiz 32 16

21 +NMP 16 16
+PABN 16 8

inhibitdrsiiz 64 32

22 +NMP 8 4
+PABN 16 16

inhibitdrsiiz 32 32

23 +NMP 16 8
+PABN 16 8

inhibitorsiiz 128 32

24 +NMP 32 4
+PABN 16 4

inhibitdrsiiz 32 16

25 +NMP 32 16
+PABN 32 16

inhibitdrsiiz 32 16

26 +NMP 8 4
+PABN 16 8

inhibitdrsiiz 32 16

27 +NMP 8 8
+PABN 8 8

inhibitdrsiiz 32 16

28 +NMP 8 4
+PABN 16 4

inhibitdrsiiz 32 16

29 +NMP 4 4
+PABN 8 16

inhibitorsiiz 128 32

36 +NMP 32 8
+PABN 64 16

37 inhibitdrsiiz 64 32
+NMP 16 8
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+PABN 16 16

inhibitorsiiz 64 16

38 +NMP 16 4
+PABN 32 8

inhibitorsiiz 64 16

39 +NMP 32 8
+PABN 32 8

inhibitorsiiz 64 64

40 +NMP 16 8
+PABN 16 16

inhibitérsiiz 64 32

43 +NMP 16 16
+PABN 32 16
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Tablo 11. Klinik izolatlarin pompa inhibitérleri PABN ve NMP varliginda yapilan sivi

mikrodilusyon testlerinde klorhekzidin ve benzalkonyum klorid MBK sonuglari

izolat No inhibitor Klorhekzidin Benzalkonyum klorid
MBK  pg/ml MBK  pg/ml

inhibitorsiiz 64 16

1 +NMP 8 4
+PABN 32 4

inhibitorsiiz 64 16

2 +NMP 32 16
+PABN 64 8

inhibitdrsiiz 64 16

3 +NMP 8 2
+PABN 8 2

inhibitdrsiiz 128 32

4 +NMP 64 16
+PABN 128 16

inhibitdrsiiz 128 8

5 +NMP 16 4
+PABN 32 8

inhibitdrsiiz 128 32

6 +NMP 128 8
+PABN 128 16

inhibitdrsiiz 64 32

7 +NMP 16 16
+PABN 16 8

inhibitdrsiiz 128 32

8 +NMP 32 8
+PABN 64 16

inhibitdrsiiz 16 16

9 +NMP 8 16
+PABN 16 8

inhibitdrsiiz 32 32

10 +NMP 16 8
+PABN 16 8

inhibitérsiiz 64 32

13 +NMP 16 8
+PABN 16 8

inhibitérsiiz 32 32

14 +NMP 8 8
+PABN 8 8

inhibitdrsiiz 32 16

15 +NMP 8 4
+PABN 16 8

inhibitdrsiiz 64 16

16 +NMP 16 4
+PABN 32 4

inhibitérsiiz 32 32

17 +NMP 32 8
+PABN 32 8

19 inhibitdrsiiz 64 32
+NMP 64 8
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+PABN 16 8

inhibitorsiiz 32 16

20 +NMP 2 4
+PABN 4 4

inhibitérsiiz 32 16

21 +NMP 16 16
+PABN 16 8

inhibitérsiiz 64 32

22 +NMP 8 4
+PABN 16 16

inhibitérsiiz 64 64

23 +NMP 32 16
+PABN 32 16

inhibitérsiiz 256 32

24 +NMP 64 4
+PABN 32 4

inhibitorsiiz 32 32

25 +NMP 32 32
+PABN 32 32

inhibitorsiiz 32 32

26 +NMP 8 8
+PABN 16 16

inhibitorsiiz 64 32

27 +NMP 16 16
+PABN 16 16

inhibitdrsiiz 32 32

28 +NMP 8 8
+PABN 16 8

inhibitdrsiiz 32 32

29 +NMP 4 8
+PABN 8 32

inhibitorsiiz 128 32

36 +NMP 32 8
+PABN 64 16

inhibitdrsiiz 64 32

37 +NMP 16 8
+PABN 16 16

inhibitdrsiiz 128 16

38 +NMP 32 4
+PABN 64 8

inhibitdrsiiz 64 16

39 +NMP 32 8
+PABN 32 8

inhibitdrsiiz 64 64

40 +NMP 16 8
+PABN 16 16

inhibitdrsiiz 64 32

43 +NMP 16 16
+PABN 32 16
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Tablo 12. Klinik izolatlarinda pompa inhibitorleri NMP ve PABN’in klorhekzidin ve
benzalkonyum klorid MIK ve MBK’lerinde kag¢ katlik diistiglere yol actiklar

Benzalkonyum

izolat No inhibitor Klorhekzidin -
klorid
1 +NMP 8 4
+PABN 2 4
, +*NMP 2 0
+PABN 0 2
. +*NMP 8 8
+PABN 8 8
. +*NMP 2 2
+PABN 0 2
. +NMP 8 2
+PABN 4 0
5 +NMP 0 4
+PABN 0 2
; *NMP 4 2
+PABN 4 4
o *NMP 2 2
+PABN 2 2
9 +NMP 2 0
+PABN 0 2
+NMP 2 4
10 +PABN 2 4
*NMP 2 2
13 +PABN 4 4
*NMP 2 4
14 +PABN 4 4
. +NMP 2 4
+PABN 2 2
" +*NMP 4 4
+PABN 2 4
. +NMP 0 4
+PABN 0 4
o +NMP 0 4
+PABN 4 4
0 NMP 16 4
+PABN 8 4
+NMP 2 0
21 +PABN 2 2
+NMP 8 8
22 +PABN 4 2
*NMP 2 4
23 +PABN 2 4
+NMP 4 8
24 +PABN 8 8
NMP 0 0
25 +PABN 0 0
NMP 2 2
26 +PABN 2 2
TNMP 2 2
27 +PABN 4 2
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+NMP 4 4

28 +PABN 2 4

29 +NMP 8 4

+PABN 4 0

+NMP 4 4

36 +PABN 2 2

+NMP 4 4

37 +PABN 4 2

+NMP 4 4

38 +PABN 2 2

+NMP 2 2

39 +PABN 2 2

+NMP 4 8

40 +PABN 4 4

+NMP 4 2

43 +PABN 2 2

Pompa inhibitdrlerinin
dezenfektan

| dez +NMP 4.06 3.62
MIK’lerinde ortalama +PABN 281 293

kag kathk disuse yol
actigi
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Tablo 13 : Pompa inhibitorlerinin klorhekzidin ve benzalkoyum klorid MiKve

MBK’lerinde ortalama kac katlik dislise yol agtig:

Biyosid + pompa inhibitori izolat sayis| (%) Ortalama kag katlik

dususe yol actigi

4 125 0
7 21.8 2
Klorhekzidin + NMP 15 46.8 4
5 15.6 8
1 3.1 16
6 18.9
13 40.6
10 31.2 4
Klorhekzidin + PABN 5 os
0 0 16
125 0
18.7
Benzalkonyum klorid + NMP 18 56.2
4 12.5
0 0 16
3 9.3
15 46.8
Benzalkoyum klorid + PABN 12 37.5
2 6.25
0 0 16

3.6. AdeB, Adel, QacE Efluks Genleri
Calismamizda Pyrosekans yodntemi ile c¢oklu ila¢ direnci

gOsteren Acinetobacter baumanni ‘lerin AdeB, AdeJ, QacE genlerini

arastirdik ve bu genlerin pozitifligini %100 tespit ettik. Ayrica bu genlerin
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hi¢c birinde mutasyon gorilmedi. Pyroskans nikleotid sekanslari ve grafigi
Sekil 5'de gdsterilmistir. TUm bakteriler yogun bakim Unitesine ait oldugu
icin ve ¢oklu ilag direnci gosterdikleri igin bu genlerin hepsinde bulunmasi
sasirtici degildir. Bu proteinlerin yapisal dizeyde ekspresyonu, bakterinin
dogal direncine onemli katkida bulunurken; yluksek duzeyde ekspresyonu
klinikte sorun tegkil eden c¢oklu ila¢g direncinin ortaya ¢ikmasina neden

olmaktadir.***

ESACGACTAGTAGAGCACTCACTACAGUGATAGAGTCACGCAGAGAGATGCTAGCATGCGCT
s 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 &0

Basecalled Sequence: GATCGGAATT GTTTTGAGCG TAAGAGATAA TAAATAAAAG
CAACTGCATA ACCCACACCG TAATAATAGA

ACGACTAGTAGAGCACTCACTACAGCGATAGAGTCACGCAGAGAGATGCTAGCATGCGCT
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 &0

Sekil 5. Pyroskans analizlerinin sonuclari
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4. TARTISMA

Gunumuzde hastane enfeksiyonlari giderek daha fazla 6nem
kazanmaktadir. Farkl caligmalarda, hastane enfeksiyonlarinin orani
yaklasik %5-10 araliinda verilmektedir. YBU ‘lerinde diger servislere gore
daha sik hastane enfeksiyonuna rastlaniimaktadir.?* Aksaray ve
arkadaslarinin yaptigi ¢cok merkezli bir calismada, YBU'lerinde hastane
enfeksiyonu olusturmug mikroorganizmalar icerisinde Acinetobacter’ler
%21.6 ile ikinci siklikta etken olarak bulunmustur.?® Esen ve arkadaslarinin
yapti§i calismada %10.7 ile 4. Sirada,'?® Dizbay ve arkadaslarinin 2005-
2006 yillar arasinda yaptigl calismada ise Acinetobacter suslari birinci
sirada etken bulunmustur.'® Gazi Hastanesi Enfeksiyon Kontrol Komitesi
Hastane infeksiyonlari Siirveyanslari sonuglarinda Acinetobacter 2009'da
%22.2, 2010'da %23.7 ve 2011'de 9%20.8 olarak birinci sirada

bulunmustur.

Nozokomiyal Acinetobacter enfeksiyonlari 1970’li yillarda
gentamisin, minosiklin, nalidiksik asit, ampisilin ve karbesilin ile tek basina
veya kombine kullanilarak kolayca tedavi edilebilmekteyken, 1971-1974
yillari arasinda gittikgce direng artisi gorilmeye baslamistir. Bugun
Acinetobacter kokenleri siklikla, aminopenisilinler, Greidopenisilinler, dar
ve genis spektrumlu sefalosporinler, sefamisinler, aminoglikozidler gibi
antibiyotiklerin blyuk kismina ylksek oranda direng gostermektedir. Genis
spektrumlu  sefalosporinler, imipenem, tobramisin, amikasin ve
florokinolonlara karsi duyarlihk halen degisik oranlarda devam etmekle
birlikte, son on yilda bu antibiyotiklerin Acinetobacter spp. icin MIiK
degerlerinde artis gorulmektedir. Acinetobacter suslarinda
karbapenemlere direng gelistirme potansiyeli de endise kaynagidir.
Dunyanin pek c¢ok yerinde epidemiyolojik c¢alismalar karbapenemlere
direncli A.baumannii suslarini bildirirken, Dauner ve ark. yaptiklari

calismada, 129 A.baumannii susunda, imipenem ve meropeneme
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duyarlihgi sirasiyla %97.7 ve %95.3 olarak bulmusglardir. Ayni ¢calismada
amikasine %93.6 ve tobramisine %92.3 duyarlilik saptanirken, gentamisin
duyarlih@ %40.5'dur.'® Giilhan ve ark.’nin yaptiklari calismada, 2004 ve
2006 yillarindaki antibiyotik diren¢ degisimleri gdéz onune alindiginda
meropenem ve imipenem en etkili antibiyotikler olarak bulunmus ve bunu
amikasin izlemistir.!®® Ozdemir ve ark. imipenem duyarliigini %30,
amikasin %24, gentamisin %18 ve siprofloksasin duyarliliklarini %14
olarak tespit etmislerdir.®*®> Ersavas 2009'da imipenem duyarliligini %56,
amikasin %24, gentamisin %8 ve siprofloksasin duyarlliklarini %0 olarak
belirlemisken,*® bizim galismamizda imipenem, amikasin, gentamisin ve
siprofloksasin duyarhliklar sirayla %12, %24, %34 ve %8 bulunmustur.
Sefoperazone/sulbaktam, 0zellikle  Acinetobacter enfeksiyonlarinin
tedavisinde tercih edilen bir ilag olmasina ragmen yillar igcinde bu ilaca
direng gelismistir. Sefoperazone/sulbaktam duyarlihgini Ozdemir ve ark.
%40 | Sarigiizel 2008 ‘de Kayseri'de %31°° [Ersavas 2009 ‘da Isparta'da
%2804 oldugunu belirlemislerdir. Bizim calismamizda
Sefoperazone/sulbaktam duyarlihdi %22 dir. Bu durum hastanemizde
izole edilen Acinetobacter suslarindaki diren¢g problemini ortaya
koymaktadir. Antimikrobik ajanlarin asiri ve kontrolsuz kullanimi direncin
cok daha kolay ortaya ¢cikmasina neden olmaktadir. Tigesiklin’nin etkinligi,
1997 yilindan beri yapilan ¢ok sayida calismada arastiriimistir. Genis
spektrumlu bu antibiyotigin, c¢oklu ila¢ direnci olan Acinetobacter
suslarinda etkili oldugu gdézlenmistir.**® Tigesiklin, Tiirkiye’de 2008 yilinda
Klinik kullanima girmigtir ve tetrasikline benzerlik gosteren genis
spektrumlu bir antibiyotik olup, 30S ribosomal alt birime baglanarak protein
sentezini engeller.Tigesiklin ile yapilan ¢ok sayidaki calismada farkli
sonuglar bildiriimektedir. Pachon-lbafiez ve ark. imipeneme direngli
A.baumannii suslarindan %92’sini tigesikline duyarl olarak bildirmisken,®’
Navon-Venezia ve ark. coklu direngli A.baumannii suslarinda yaptiklari
benzer bir galismada suslarin sadece %22’sini tigesikline duyarli olarak

bulmuslardir.*?® Turkiyedeki bazi calismalarda Acineobacter’lerin tigesiklin
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duyarlligi  %99-%100  bulunmusken®1%,  bizim  calismamizda

Acinetobacter suslarinin %92 ‘si tigesikline duyarli ve %8 ‘i orta direnclidir
ve bu antibiyotik laboratuvar sartlarinda en etkili antibiyotik olarak
saptanmistir. Aminoglikosidlerden olan tobramisin (%50) ve netilmisin
(%48) ikinci ve uclnci en etkili antibiyotik olarak bulunmustur. Sarigul
calismasinda da tobramisin (%41) en etkili ikinci antibiyotik olarak

bildirilmistir.1%

Onceki yillarda diger hastanelerde yapilmis calismalarin
verileri ile Kkarsilastirildiginda hastanemizin Acinetobacter suslarinin
netilmisin ve tigesiklin gibi antibiyotiklere duyarlihginin ytuksek oldugu,
imipeneme daha az duyarli oldugu gérilmistir. Imipeneme duyarliligin
disik olmasinin bu antibiyotigin son yillarda hastanemizde c¢ok fazla

kullaniliyor olmasindan kaynaklanabilece@i dusunulmustur.

Hastane enfeksiyonlarinin dnlenmesinde, Gazi hastanesinde
dahil olmak Uzere yaygin sekilde dezenfektan maddeler kullaniimaktadir.
Hastane enfeksiyonlari etkeni olabilen Acinetobacter baumanii larin ¢ok
sayida antibiyotik maddeye oldugu gibi dezenfektan maddelere de direncli
olabildikleri bilinmektedir. Hastane ortamindan ve yatan hastalardan izole
edilen bakteri suglari dezenfektanlara daha az duyarlidir. Bu durumun

temelinde seleksiyon ve mutasyonlar énemli rol oynamaktadir.®®

Hastane enfeksiyonlarinin Onlenmesinde antisepsi,
dezenfeksiyon ve sterilizasyon iglemlerinin uygun bir bigcimde planlanmasi

ve surdurilmesi buylk énem tagimaktadir.

Kuarterner amonyum bilegsikleri cildin operasyon Oncesi
dezenfeksiyonu, mukoz membranlara uygulama ve krittk olmayan

yluzeylerin  dezenfeksiyonu  gibi  gesitli  klinik  amaglar igin
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kullaniimaktadirlar. Klorhekzidin antiseptik Grtnler icerisinde 06zellikle el
ylkamada en yaygin olarak kullanilan biyosiddir, fakat ayni zamanda
dezenfektan ve koruyucu olarak da kullanilir. Yapilan bir c¢aligmada,
kuarterner amonyum bilesiklerinin minimal inhibitér konsantrasyon (MiK)
degerleri Pseudomonas’ta oldukca yuksek, Klebsiella ve Acinetobacter’de
yuksek olarak bulunmustur.’® Diger bir calismada hastaneden izole edilen
69 adet MRSA susunun Benzalkonyum Kilorir igin MIK degerleri 2ug/ml
(%50), 4pg/ml (%40), 8pg/ml (%10) ve Klorhekzidin icin MIK degerleri
2ug/ml (%59.5), 4pug/ml (%36), 8ug/ml (4.5%) bulunmustur.**°

Ozturk S.aureus, E.coli ve P.aeuroginosa bakterilerinin
Benzalkonyum klorid MIK degerlerini sirayla 0.5, 32, 250 ug/ml ve
klorhekzidin MIK degerlerini sirayla 0.5-1, 1, 5-60 pg/ml bulmustur.
S.aureus’un degisik biyosidler i¢in MIK degerlerinin E. coli ve P.

aeruginosa’dan 10-500 kat daha diisiik oldugunu géstermisdir.***

Govindan Rajamohan ve ark. 2010’da yaptiklari ¢alismada
Acinetobacter’lerin benzalkonyum klorid MIK degerlerini 15-120 pg/ml
arasinda ve klorhekzidin MIK degerlerini 16-100 upg/ml arasinda

belirlemislerdir.**2

Bizim calismamizda A.baumanii suslarinin benzalkonyum
klorid igin MIK degerleri 8-64ug/ml arasinda degisirken, klorhekzidin igin
MiK degerleri 16-128ug/ml arasindadir. Boylece MIK degerleri birbirine

yakin bulunmustur.

Mikroorganizmalarin  dezenfektanlara karsi duyarhliklari
yapisal 6zelliklerine bagli olarak degismektedir, direncin zamanla degisim
gOsterebilecegi goz onune alinarak bu etkinligin belirli periyotlarla kontrolt
yapilmalidir.®

66



Degisik dezenfektanlara kargi artmis MK degerlerinin
bakterisidal etkide bir degisiklige yol agmadigini ve bu nedenle gok énemli
olmadigini belirten yayinlar varsa da dezenfektan direncinin antibiyotiklere
direncgli suglarin seleksiyonuna neden oldugunu, bakteriler arasinda
antibiyotiklere ve dezenfektanlara diren¢ genlerinin de iginde bulundugu
genetik materyalin alisverisinin oldugunu belirten yayinlar da vardir.*°Hatta
Russell dezenfektan direncinin  koresistans, krosresistans veya
koseleksiyonla antibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasina neden olabilecegini
distinmektedir.”® Dezenfektanlar saglik kuruluslarinda, veterinerlikte, gida
sanayinde, kozmetik sanayinde, temizlik Grinleri olarak evlerde ve tim
dinyada vyaygin kullanilimaktadir. Bu nedenle dezenfektanlarla
antibiyotikler arasinda capraz diren¢ olup olmadigi ve dezenfektanlarla
antibiyotikler arasindaki diger iliskiler net olarak aydinlatiimalidir. Yoksa
gunumuizde akademik bir sorun olan dezenfektan direnci daha sonraki

yillarda karsimiza bir halk saghi§i sorunu olarak cikabilir . °67¢%3

Son yillarda A. baumanii'nin ila¢ direncinde, aktif pompa
sistemlerinin de etkin rol oynadigini ileri suren galismalarin sayisi giderek
artmaktadir. Yeni bazi g¢alismalar A. baumanii’nin ¢oklu ila¢ direncinde,
RND protein ailesine tye AdeABC, AdelJK pompa sistemlerinin etkin rol
oynadigina dikkat cekmektedir.8®°® Bu pompalar benzerleri gibi oldukca
genis bir substrat profiline sahip olup farkh siniftan bir ¢ok antibiyotigi,
toksik bilesigi, boyalar aktif olarak hiicre digina pompalayabilmektedir. Ug
komponentli AdeABC ve AdeJIK pompa sisteminin esas transport proteini,
membran yerlesimli AdeB ve AdeJ'dir.®” Bu proteinlerin yapisal diizeyde
ekspresyonu, bakterinin dogal direncine o6nemli katkida bulunurken,
yuksek duzeyde ekspresyonu klinikte sorun teskil eden ¢oklu ilag direnci
ve dezenfektan direncinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. AdeB ve
AdeJ’nin ekspresyon duzeyi kompleks mekanizmalarla dizenlenmekte ve
cevrede antimikrobiyal ila¢ ya da toksik bilesik varligi, ekspresyon duzeyini

arttirmaktadir. 13114
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Diger taraftan Kuarterner Amonyum Bilesiklerine direncli
izolatlarin gogu bir ya da daha ¢ok efluks pompasina sahiptirler. Ornegin
Qac genleri yuksek dizeyde dezenfektan ve antiseptik ajanlara direnc ile
ilgilidir ve bu genleri sergileyen bakteriler duyarli kontrol tlrlerinden dort-
bes kat fazla minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerine
sahiptirler. Hem gram-pozitif bakterilerde (gac A, gac B ve smr, gac G, gqac
H) hem de gram-negatif bakterilerde (emr E, qac E ve qac EAT)

tanimlanmustir.®: °

Bakterilerdeki pompa sistemleri, substratlari olan ilaglardan herhangi
birinin kullanimi ile indUklenebilir ve tim substratlara karsi direncin
gelismesine neden olur. Spesifik pompa inhibitdrleri pompalarin
aktivitelerini baskilar. Boylelikle bakteriyel direncin Ustesinden gelmek ve
varolan antibiyotiklerin ve dezenfektanlarin aktivitesini artirmak igin temel
yaklasim, direng inhibitorlerinin kullanilmasidir. Bu yaklagsimda antibiyotik
veya dezenfektan, direnci notralize eden bir inhibitdrle beraber
kullanihr.**> % in vitro sinerji testlerinde [MC-207,110 (phenyla-lanyl-
arginyl-pB-naphthylamide)], CCCP veya 1-(1-naphthylmethyl)-piperazine
(NMP) gibi inhibitorlerin eklenmesiyle antibiyotiklerin minimum inhibisyon
degerlerinde (MiK) dért kat veya daha fazla azalma olmasi anlamli olarak
degerlendiriimektedir.**’

Son zamanlarda, efluks pompasina bagh direnci énlemek
icin efluks pompasi inhibitorlerinin arastiriimasi ve gelistiriimesi Uzerine ilgi
gittikce artmaktadir. RND tipi efluks inhibitéri olan PABN'’in E. coli'nin
AcrAB efluks pompasi ile birlikte P. aeruginosa’nin MexAB-OprM, MexCD-
OprJd ve MexEF-OprN efluks pompalarini inhibe ettigi gosterilmistir. PABN
ile P. aeruginosa’da efluks pompasina bagli direncin énemli olcude
azaldigi rapor edilmistir.**®
naphythylmethyl)-piperazine de (NMP), A. baumaniide AdeABC

Yeni olarak bir baska bilesigin 1-(1-

pompasini inhibe ederek antimikrobiyal MiK’lerini belirgin bigimde

distrdigi ortaya konmustur.®’
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Bizim calismamizda 50 A.baumanii Klinik izolatin 32’sinde
klorhekzidin ve benzalkonium klorid MIK ve MBK degerleri NMP ve
PABN’nin (25 mg/L) varliginda test edildi. Klinik izolatlarinin NMP
varliginda, Klorhekzidin MiK ve MBK degerlerinde ortalama %4.06 (0-16
kat) ve PABN varlidinda ortalama %2.81 (0-8 kat) azalma saptandi. Bu
izolatlarin NMP varliginda Benzalkonium klorid MIK ve MBK degerlerinde
ortalama %3.62 (0-8 kat) ve PABN varliginda %2.93 (0-8 kat) azalma
saptandi(Tablo 11,12) . Sonuglar daha 6nceki yapilan calisma®? ile
uyumlu bulunmus olup, MiK ve MBK ’larinda azalma olmayan suslarin
varhginda muhtemelen baska pompa proteinlerinin  varliginin

bulunabilecegi dusunulmektedir.

Rajamohan ve ark. 2010 ‘da AdeB, AdeJ ve QacE efluks
genlerinin bulundugu, grup Il ve lll Acinetobacter suslarinda CCCP ve
PABN efluks inhibitorlerinin  Klorhekzidin MIK ‘lerinde 5 kat ve
Benzalkonium klorid MIK ‘lerinde 3 kat azalmaya sebep oldugunu ortaya

cikarmislardir.*?

Bizim c¢alismamizda, 32 direncli A. baumannii klinik izolati 25
mg/L PABN konsantrasyonunda test edildiginde, klorhekzidin MiK ve MBK
‘lari suslarin %9.3’Unde 8 kat azalmaya, %31.2’sinde 4 kat azalmaya ve
%40.6'sinda 2 kat azalmaya, %18.9'unda ise herhangi bir azalmaya
neden olmamistir. Benzalkonium klorid MIK ve MBK’lari suslarin
%6.25'inde 8 kat azalmaya, %37.5’Unda 4 kat azalmaya, %46.8’inde 2 kat
azalmaya, %9.3'inde ise herhangi bir azalmaya neden olmadigi

saptanmistir(Tablo 13).

Calismamizda, 32 direngli A. baumannii klinik izolatr 25
mg/L NMP konsantrasyonunda test edildiginde, klorhekzidin MiK ve
MBK’lari susglarin %3.1'inde 16 kat azalmaya, %15.6’sinda 8 kat
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azalmaya, %46.8'inde 4 kat azalmaya, %21.8'inde 2 kat azalmaya ve
%12.5’'unda ise herhangi bir azalmaya neden olmamistir. Benzalkonium
klorid MiK’leri suslarin %12.5'unda 8 kat azalmaya, %56.2'sinde 4 kat
azalmaya, %18.7’sinde 2 kat azalmaya, %12.5’Unde ise herhangi bir
azalmaya neden olmadigi saptanmistir(Tablo 13). Bu bulgular efluks
pompalarinin  biyosidlerde  yiksek MIK ‘lerle iligkili oldugunu
dusundirmektedir. MDR efluks pompalarinin farmakolojik inhibisyonu
Acinetobacter tirlerindeki dezenfektan direncini tersine cevirmek icin

cekici bir amag olabilir.*

MiK'lerinde azalma olmayan suslardaki direncin, efluks
pompa sistemi disindaki direng mekanizmalarina bagli olabilecegdi

dusunulmektedir.

Govindan Rajamohan ve ark. Acinetobacter suslarinda RT-
PCR metodu ile AdeB, AdeJ ve QacE efluks genlerini incelemis ve bu
genlerin ekspresyonunu sirayla %55.8, %100 ve %40.6 olarak
bildirmislerdir. Bu genlerin Acinetobacter ‘lerde biyosid MIK degerlerinin

yiikselmesinde etkisi oldugunu éne siirmislerdir.**?

Bizim calismamizda da bu genler pyrosekans ydntemiyle
arastinlmistir. Pyrosekans Real Time, sekans tabanli bir teknolojidir.
Ustelik kolay ve gtivenilir bir yontemdir. Separasyon, jel, label ya da prob
gerektirmez. Pyrosekanslama, DNA sentezi esnasinda agiga cikan
pirofosfatlarin saptanmasi esasina dayanan bir ger¢cek zamanli kantitatif

dizi analizi teknigidir.**°

Sonuglar, yazihm tarafindan kolaylikla Excel ve/veya Text
formatina donusturalebilir. Pyrogram grafikleri de tek tek veya grup olarak

kolaylikla kaydedilebilir ve yazdirilabilir.
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Pyrosekanslama yontemi ile 2 gtin kadar kisa bir sirede 50
Acinetobacter susunda 3 gen boélgesinin belirlenmesi ve bu genlerde
mutasyon olup olmadigi ortaya konmustur. Bu sire DNA dizi analizi
yontemlerine kiyasla oldukg¢a kisadir. Bu durum rutin laboratuvarlarda
uygulama kolayhgi saglamaktadir. Ayrica Pirosekanslama yonteminin test
birim fiyati DNA dizi analizi yontemlerinin test birim fiyatina yakin olup, ters

hibridizasyon testlerine kiyasla ucuzdur.

Calismamizda Pyrosekans yoéntemi ile AdeB, AdeJ, QacE
gen varligi %100 tespit ettigimiz Acinetobacter baumanni ‘lerin %48’inde
Klorhekzidin MiK degerleri 64 ug/ml ve uzerinde, Benzalkonyum klorid
MIK degerleri ise %28’inde 32 pg/ml ve lizerinde bulunmustur. Tim
bakterilerin yogun bakim Unitesinden izole edilmesi ve coklu ilac direnci
gostermeleri nedeniyle tim suslarda bu genlerin bulunmasi ve MK
degerlerinin yuksek ¢ikmasi sasirtici degildir. Bu sonuglara bagh olarak,
A.baumannii izolatlarinin dezenfektan direncinde, RND tipi bir aktif
pompanin onemli katkisi oldugu kanisina varilmistir. Bu nedenle kesin
sonuc¢ almak icin bu genlerin transkripsiyon dizeylerinin RT-PCR yontemi

ile saptanmasi gerekmektedir.
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5. SONUC

Sonug olarak degisik fizik ve kimyasal ¢evre sartlarina uyum
saglayabilen mikroorganizmalar yaygin kullanimlari olan dezenfektan
maddelere direncli hale gelebilir. Dezenfektan maddelere karsi artmis MiK
degerlerini belirleme dezenfektan maddenin bakterisidal etkisinde fazla bir
degisiklik meydana getirmediginden klinik olarak 6nemli degildir ama
dezenfektan ve antibiyotik direnci arasinda ¢apraz reaksiyonlar olabilirligi

suphesi ile bu konu Uzerinde durulmaktadir.

Ozellikle disari atim vyoluyla direng gelisimi oldukca
onemlidir. Cesitli efluks genleri Gram pozitif ve Gram negative bakterilerde
antiseptik ve dezenfektan diren¢ geni olarak bilinmektedir. Bu sebeple
bakterilerin direng geni tasiyip tasimadigini ve sahip olunan genlerin
fenotipik yansimasinin olup olmadidini bilmek bu bakteri kaynakli hastane
enfeksiyonlarinin dnlemesinde dnemlidir. Eger biyosit direnci giderek artan
sekilde yayginlasir ve antibiyotik direnci de buna baglantili bir sekilde eslik
ederse tedavi edilmeyen enfeksiyonlarin artigi izlenebilir. Biyosit direnci
transfer edilebilir 6zellikte oldugundan, yetersiz dekontaminasyon sonucu
capraz enfeksiyonlarin olusumuna sebep olabilecedinden dolay: riskli bir
durumdur. Ayrca biyosit direnci antibiyotik direnciylede ilgili olabilir bu
sebeple de o©Onemlidir.Dolayisiyla biyosid direncinin  belirlenmesi
onemlidir.Ayn1 zamanda dirence neden olan mekanizmalari 6nleyecek ek
tedavi seceneklerinin uygulamasi da 0Ozellikle hastane enfeksiyonlarinin

onlenmesinde 6nemli bir yaklagim olacaktir.
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OZET

Acinetobacter baumannii ‘de biyosid duyarliliginda rol oynayan
AdeB, AdeJ, QacE efluks genlerinin pyrosekans yontemi ile

aragtiriimasi

Biyosit ve dezenfektanlar genellikle hastane ve laboratuvar
ortamlarinda yaygin olarak kullaniimakta oldugu icin direngli patojenlerin
secilerek ortaya c¢ilkmasina neden olabilirler. Nitekim laboratuvar
kosullarinda, antibiyotiklere direnci artmis Acinetobacter baumanii gibi

bakterilerin cogalmasina neden olan dezenfektanlar gdsterilmistir. %°

Son yillarda vyapilan c¢alismalar bu mikroorganizmanin
direncinde, aktif ilag pompa sistemlerinin etkin rol oynadigina dikkat

cekmektedir.

Bu calismada 2009-2011 yillari arasinda hastanemizde izole
edilen 50 A. baumanii izolatinin AdeB, AdeJ ve QacE efluks gen
bolgelerinin varhigini ve dezenfektan direncinde bu pompa sisteminin

etkinligini arastirmayi hedefledik.

Bu amagcla, izolatlarda 2 dezenfektan maddenin (Klorhekzidin
ve Benzalkonyum klorid) minimum inhibitdr konsantrasyonlari (MIK),
pompa inhibitorleri ‘phenylalanyl-arginyl-B-naphtylamide’ (PABN) ve ‘1-(1-
naphythylmethyl)-piperazine’ (NMP) varliginda ve yoklugunda sivi
mikrodilisyon yontemiyle arastirilmig ve pompa inhibitorleri varliginda
antibiyotik MiK’lerindeki degisimler kaydedilmistir. Ote yandan, AdeABC,
AdelJK c¢oklu ila¢ diren¢g pompasinin esas transport proteini olan AdeB ve
AdeJ’yi kodlayan adeB ve adej geni ve dezenfektan direncinde etkisi olan

gacE geni pyrosekans yontemi ile arastiriimistir.
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izolatlarin PABN ve NMP varliginda, klorhekzidin MiK’lerinde
sirayla yaklasik %40 (4-8 kat) ve %78 (4-16 kat) dusis gozlenmistir.
Izolatlarin PABN ve NMP varliginda, Benzalkonium klorid MiK’lerinde ise
sirayla yaklasik %43 (4-8 kat ) ve %68 (4-8 kat) dlsus gozlenmistir. Bu
bulgular izolatlarimizin 6énemli bir bolimdnin dezenfektan direncinde,

RND tipi bir aktif ila¢ pompasinin etkin rol oynadigini gostermektedir.

izolatlarimizin adeB, adelJ ve QacE varliginin saptandigi
pyrosekans calisma sonugclarinda, bu genlerin her 3’Gde tiim izolatlarda

bulundu ve bu genlerde herhangi bir mutasiyon saptanmadi.

Bu sonuglara badli olarak, A.baumannii izolatlarimizin
dezenfektan direncinde, RND tipi bir aktif pompanin 6nemli katkisi
olduguna ve pompa inhibitorlerinin varliginda dezenfektan etkinliginin
artacagi ve bunun da ek tedavi seceneklerine olanak saglayacagi

dusunulmektedir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, biyosid, aktif pompa, NMP,
PABN,Pyrosekans
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SUMMARY

Role of Acinetobacter baumannii AdeB, AdeJ, QacE efflux genes
in  mediating decreased susceptibility to biocides Dby

peyrosequencing method

Biocides and disinfectants are commonly used in hospital
and laboratory settings. The frequent use of disinfectants may contribute
to the emergence of disinfectant-resistant microorganisms. In the
laboratorial conditions various disinfectants and biocides have been
shown to result in overgrowth bacteria having increased antibiotic
resistance, including Acinetobacter baumanii or that of already-resistant to

antibiotics.?°

Recent studies have shown that active drug efflux pumps are
important mechanisms of resistance in this microorganism. In this study
we aimed to investigate the AdeB, AdeJ ve QacE efflux genes regions and
impact of this efflux mediated resistance in the disinfectants resistance of

50 A. baumanii strains isolated in our hospital during 2009-2011.

For this purpose minimum inhibitory concentrations (MICs) of
2 disinfectants (chlorhexzidin ve Benzalkonium chlorid) were investigated
by broth microdilution test in the presence and absence of two efflux pump
inhibitors,  phenylalanyl-arginyl-B-naphtylamide  (PABN) and 1-(1-
naphythylmethyl)-piperazine (NMP) and changes in the disinfectants MICs
in the presence of pump inhibitors were recorded. Additionally, adeB and
adeJ genes which encode the main transporter proteins of AdeABC and
AdelJK pumps system and gacE resistance gene were investigated in the

isolates by pyrosequencing method.
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In %40 and %78 of the isolates, MICs of Chlorhexidin
decreased by in order 4-8 folds and 4-16 folds in the presence of PABN
and NMP pump inhibitors. In %43 and %68 of the isolates, MICs of
Benzalkonium chloride decreased by 4-8 folds in the presence of PABN

and NMP pump inhibitors.

These results showed that an RND type drug efflux pump
seems very likely to contribute the disinfectants resistance in majority of

the isolates.

In the second part of our study, we investigated adeB, adeJ
and gacE efflux genes in the isolates by Pyrosequencing method. Results
obtained from studies have shown that these genes found in all isolates.

There was no mutation in these genes.

As a result, we conclude that there is a significant
contribution of an RND type efflux pumps in our A. baumanii isolates and
effluks inhibitors increase the effectiveness of the disinfectant. So

additional treatment options that will make possible.

Key Words: Acinetobacter baumannii, biocides, efflux pump, NMP, Paf3N,

Pyrosequence
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