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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Acinetobacter baumannii iZOLATLARINDA PLAZMIT ARACILI PAMC VE
BETA-LAKTAMAZ DIRENC GENLERININ BELIRLENMESI

Rand Kamil Majeed JAWAHERI

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Tip Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Yusuf Kenan DAGLIOGLU

Acinetobacter (A.) baumannii'nin neden oldugu nozokomiyal enfeksiyonlar, tiim diinyada
halk saglig1 icin ciddi bir tehdit olarak kabul edilmektedir. A. baumannii bir¢ok beta-
laktam antibiyotige karsi direncinin gelismesi ve artmasi nedeniyle giiniimiizde tedavisi
giic olan ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadirlar. Bu g¢alismada, Kirsehir Egitim-
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarinda ¢esitli klinik 6rneklerden izole
edilen ve Kirsehir Ahi Evran Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar1 kiiltiir
koleksiyonunda stoklanan Beta-laktam direngli 29 A. baumannii izolatlarinda plazmid
aracilt pAMC (blaMOX, blaCIT, blaDHA, blaACC, blaEBC, blaFOX) ve Beta-lactam
diren¢ genlerinin (blaTEM, blaSHV, blaCTX-M1, blaCTX-M2, blaGES, blaVEB,
blaOXA-1) varligin1 arastirmak amacglanmistir. Plazmid aracili pAMC ve Beta-laktam
genlerini  belirlemek igin konvansiyonel PCR kullanilmustir. Izolatlarm tamammin
imipenem, piperasilin/tazobaktam ve seftazidime direncli iken tigesikline duyarli oldugu
belirlenmistir. A. baumannii izolatlarinda Beta-laktamaz diren¢ genlerinden blaTEM,
blaSHV, blaCTX-ml, blaCTX-m2, blaOXA-1 ve blaGES genleri sirasiyla 9 (%31), 16
(%55.1), 2 (%6.8), 10 (%34.4), 2 (%6.8) ve 20 (68.9) olarak tespit edilmistir. izolatlarda
plazmid aracili pAMC diren¢ genlerinden ise sadece 1 izolatta blaDHA geni
belirlenmistir. Disk difiizyon yOntemiyle antibiyotik duyarliliklar1 belirlenen bu
izolatlarin birinin 8 farkli antibiyotige (Ampisilin, seftriakson, amoksisilin-klavulanik
asit, sefotaksin, piperasilin/tazobaktam, seftazidim, aztreonam ve trimethopsim) direngli
oldugu tespit edilirken, diger ikisinin sadece iki antibiyotige (ampisilin ve amoksisilin-
klavulonik asit) direncli oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak; yapilan bu ¢aligmada A.
baumannii izolatlarinda konjugatif plazmid varliginin potansiyel olarak antibiyotik
direncin yayilmasinda potansiyel ciddi riskler meydana getirdigi tespit edilmis ve konu
ile alakali daha kapsamli analizlerin yapilacag: aragtirmalarin gerektigi diigiiniilmektedir.

Subat 2024, 65 Sayfa

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, beta laktamaz, pAMC, konjugativ

plazmid.



ABSTRACT

M.Sc. THESIS

DETECTION OF PLASMID MEDIATED PAMC AND BETA- LACTAMASE
RESISTANCE GENES IN Acinetobacter baumannii ISOLATES

Rand Kamil Majeed JAWAHERI
Kirsehir Ahi Evran University
Health Sciences Institute
Department of Molecular Medicine
Supervisor: Prof. Dr. Yusuf Kenan DAGLIOGLU

Nosocomial infections caused by Acinetobacter (A.) baumannii are recognized as a
serious threat to public health worldwide. A. baumannii causes serious infections that are
difficult to treat today due to the development and increase of resistance to many beta-
lactam antibiotics. In this study, beta-lactam resistant 29 A. baumannii isolates isolated
from different clinical samples stored in Kirsehir Ahi Evran University Medical
Microbiology Laboratory culture collection were aimed to detect plasmid mediated
pAMC (blaMOX , blaCIT , blaDHA, blaACC, blaFOB) and beta-lactam resistance genes
(blaTEM, blaSHV, blaCTX-M1, blaCTX-M2, blaGES, blaVEB, blaOXA-1).
Conventional PCR was used to identify beta-lactam resistance genes and plasmid
mediated pAMC genes. All of the isolates were resistant to imipenem,
piperacillin/tazobactam and ceftazidime, while tigecycline was susceptible. Among the
beta-lactamase resistance genes in A. baumannii isolates, blaTEM, blaSHV, blaCTX-m1,
blaCTX-m2, blaOXA-1 and blaGES genes were determined as 9 (%31), 16 (%55.1), 2
(%6.8), 10 (%34.4), 2 (%6.8) and 20 (68.9), respectively. Among the plasmid-mediated
pAMC resistance genes in isolates, blaDHA gene was determined in only one isolate.
Conjugative plasmid was detected in 3 isolates examined in the study. One of these
isolates, whose antibiotic susceptibility was determined by disc diffusion method, was
found to be resistant to 8 different antibiotics (Ampicillin, ceftriaxone, amoxicillin-
clavulanic acid, cefotaxine, piperacillin/tazobactam, ceftazidime, aztreonam and
trimethopsim), while the other two were only resistant to two antibiotics (ampicillin and

amoxicillin-clavulonic acid) was found to be resistant.

xii



In conclusion; In this study, it is thought that the presence of conjugative plasmid in A.
baumannii isolates potentially poses serious risks in the spread of antibiotic resistance, so

more comprehensive analyzes should be conducted on the subject.
February 2024, 65 pages.

Keywords: Acinetobacter baumannii , B-Lactamases, pAmpC, conjugative plasmid.
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1. GIRIS

Saglik bakimiyla iliskili enfeksiyonlar (HAI) olarak adlandirilan nozokomiyal
enfeksiyonlar; bagvuru sirasinda mevcut olmayan, saglik hizmeti alma siirecinde edinilen
enfeksiyonlardir. Hastaneler, uzun siireli bakim tesisleri ve ayaktan tedavi ortamlar1 gibi
saglik hizmeti sunumunun farkli alanlarinda ortaya ¢ikabilecegi gibi taburcu olduktan
sonra da ortaya cikabilirler. HAl'ler ayrica personeli etkileyebilecek mesleki
enfeksiyonlar1 da igerir. Enfeksiyon, patojen duyarli bir konak¢iya yayildiginda meydana
gelir. Modern saglik hizmetlerinde invaziv prosediirler ve cerrahi, kalici tibbi cihazlar ve

protez cihazlar bu enfeksiyonlarla iligkilidir [1].

HAI, saglik hizmetlerinde hasta gilivenligini etkileyen en yaygin olumsuz olaydir.
Hastalar, aileler ve saglik sistemleri tizerinde 6nemli morbidite, mortalite ve mali yiike
neden olurlar. HAI'nin etiyolojisi enfeksiyonun kaynagina veya tiiriine ve bakteriyel, viral
veya fungal olabilen sorumlu patojene dayanir. Coklu ilaca direngli organizmalarin ortaya
cikmast HAI'de goriilen bir bagka komplikasyondur. HAI, Amerika Birlesik
Devletleri'nde hastaneye yatirilan tiim hastalarm %3,2'sini, Avrupa Birligi/Avrupa
Ekonomik Alani'nda ise %6,5'ini etkilemektedir ve diinya ¢capinda yayginligi muhtemelen
cok daha yiiksektir [2]. HAI'lere yonelik siirveyans sistemlerinin bulunmamasi nedeniyle
diinya capinda HAI'lerin yiikii bilinmemektedir. Ancak enfeksiyon dnleme ve kontrol
programlarinda silirveyans sistemleri ve enfeksiyon kontrol yontemlerinin gelistirilmesi

icin biiyiik caba sarf edilmektedir [3].

Antibiyotikler, baz1 mikroorganizmalarin diger organizmalara karsi savunma amaciyla
iirettigi metabolik yan {iriinlerdir. Bakterileri tamamen o6ldiirme (bakterisidal) veya
biiylimesini engelleme (bakteriostatik) yetenegine sahiptirler [4]. Penisilinler,
sefalosporin, karbapenem ve monobaktam gibi B-Laktam antibiyotikler bakterisidal
antibiyotiklerdir ve en yaygin olarak recete edilen ila¢ gruplarindandir. Bu grup, beta-
laktam halkasi ile karakterize edilir ve bu antibiyotiklerin temel yapisinin bir pargasidir.
B-Laktam Penisilin Baglayic1 Protein (PBP) {izerinde ¢aligir. B-laktam PBP'ye baglanir,
bdylece PBP peptidoglikan zincirlerini birbirine baglayamaz. Dolayistyla bakteriler hiicre

duvarini sentezleyemez ve bakteriyel lizise yol agar [5].



Acinetobacter baumannii bircok antibiyotige karst direng gosteren en patojenik
bakterilerden biridir [5]. Bu baglamda Coklu ila¢ Direnci (MDR) patojeni olarak da
smiflandirilir. Bazi yaymlar Coklu Ilaca Direngli patojenler arasinda en yaygin olanlar1
“ESKAPE” kisaltmasiyla degerlendirmektedir [6]. Diinya Saglik Orgiiti (WHO)
antimikrobiyal direnci insan sagligi acisindan en dnemli {i¢ sorundan biri olarak ilan
etmektedir [7]. ESKAPE grubu olarak bilinen (Enterococcus, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumonia, Acinetobacter baumannii, Enterobacteriaceae, Pseudomonas
aeruginosa) baglica alt1 antibiyotige direncli bakterilerdir ve nozokomiyal antibiyotiklere

direncli hastaliklara neden olurlar [8].

Acinetobacter baumannii Gram negatif, aerobik, hareketsiz ve ayn1 zamanda fermente
olmayan laktoz bakterisidir. Acinetobacter spp. Moraxellaceae familyasia dahildir [9].
Acinetobacter baumannii, 20-30 santigrat derece arasindaki sicakliklarda ¢ogalan diger
bakterilerle karsilastirildiginda, 44 santigrat dereceye kadar sicakliklarda cogalabilmeleri
nedeniyle viriilanslarini artiran faktorlerden biri olan 1siya dayanikli patojenlerdir [10].
Acinetobacter baumannii ayn1 zamanda zorlu ¢evre kosullarinda yasayan ve nadir karbon
bilesikleri tizerinde gelisen asi bir bakteridir [11]. Acinetobacter baumannii, hastanelerin
ve cerrahi aletlerin yiizeylerinde ve kuru ortamda, cansiz yiizeylerde bir aydan fazla bir
siire boyunca hayatta kalabilmektedir [12]. Bu bakterilerin dogal yasam alani su, toprak

ve insan viicudunun ve hayvanlarin yumusak dokularidir [13].

Gegmis yillarda MDR-A'nmin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde en 6nemli
ajanlarin karbapenemler oldugu diisiiniilmekteydi. Carbapenem'e direngli A. baumannii
(CRAB) artik potansiyel bir tehdit olarak ortaya c¢ikmaktadir ve genellikle bu
organizmaya karst umut veren kolistin ve tigesiklin diginda hemen hemen tiim

antimikrobiyal siniflara kars1 direnglidir [14].

Acinetobacter baumannii, protein ve polisakkaritler iireterek mikrobiyal hiicrelerin bir
araya gelerek canli ve cansiz ylizeylerde birbirleriyle birlesmeleri sonucu biyofilm
olusturma yetenegi de dahil olmak {izere yeni antibiyotik direng mekanizmalar1 gelistirme
yetenegine sahiptir [15]. Antibiyotikleri hiicreden disar1 atan Eflux pompalariyla zarin
gecirgenligini  kontrol edebilme ozelliginden dolayr en tehlikeli direng
mekanizmalarindan biri olarak kabul edilen dis zar proteinlerini ve antibiyotiklerin hedef

bolgelerini  degistirme yetenegine sahiptir [16]. Aym1 zamanda beta-laktamaz



enzimlerinin liretimi ve bir grup Aminoglikozit ve Flor kinolon antibiyotigine karsi coklu

direng gelistirmistir [17].

Acinetobacter baumannii, antibiyotiklere kars1 artan ¢oklu direnci ve neden oldugu ciddi
enfeksiyonlarm tedavisinin zorlugu nedeniyle 21. yiizyilin en tehlikeli patojenlerinden

biri olarak kabul edilmektedir [18]

Umut verici tedavi yontemlerinden biri, dogadaki bakteri sayisini kontrol etmedeki
roliiyle bilinen Lytic fajin kullanilmasidir; faj, bakteriyel enfeksiyonlar1 kontrol etmek

icin bakteri hiicresini istila edip ¢cogalir [19].

Acinetobacter baumannii'nin 19701 yillarda c¢ogu antibiyotie duyarli oldugu
diistiniiliirken, giiniimiizde tedavide ilk secenek olarak kullanilan antibiyotiklerin coguna
kars1 direng gelistirmistir [20]. Bilinen antibiyotiklere karsi olaganiistii direng gelistirme
yetenegine sahip olan Acinetobecter baumannii, “kirmzi alarm” insan patojeni olarak
bilinmeye baglamistir [21]. A. baumannii'nin porin kaybi, B-laktamaz sentezi, akis
pompasi ekspresyonunun artmasi, antibiyotik degistirici enzimlerin varligi, hedef bolge
mutasyonu, ribozomal mutasyonlar ve degisiklikler, lipopolisakkarit mutasyonu gibi

Ozellikleri direng agisindan en 6nemli mekanizmalar1 arasinda bilinmektedir [22].

Plazmidler en yaygin kullanilan bakteriyel klonlama vektorleridir [23]. Bu klonlama
vektorleri, DNA (Deoksiriboz Niikleik Asit) fragmanlariim eklenmesine izin veren bir
bolge icerir; d6rnegin, DNA fragmanlarinin baglanabilecegi, yaygin olarak kullanilan
cesitli kisitlama bolgelerine sahip coklu bir klonlama bdlgesi veya polilinkerdir.
Ilgilenilen gen yerlestirildikten sonra plazmidler, doniisiim adi verilen bir islemle
bakterilere aktarilir. Bu plazmidler, bakterilere belirli antibiyotikleri iceren secici bir
biiyiime ortaminda hayatta kalma ve c¢ogalma yetenegi kazandiran, genellikle bir
antibiyotik diren¢ geni olan secilebilir bir isaretleyici igerir. Transformasyondan sonra
hiicreler segici ortama maruz birakilir ve yalnizca plazmidi iceren hiicreler hayatta
kalabilir. Bu sekilde antibiyotikler yalnizca plazmid DNA'y1 igceren bakterileri se¢mek
icin bir filtre gorevi goriir. Vektor ayrica klonlanmis eklentilere sahip plazmidlerin
secimini kolaylastirmak i¢in bagka isaretleyici genler veya raportdr genler de igerebilir.
Plazmidi iceren bakteriler daha sonra biiyilk miktarlarda biiyiitiilebilir, toplanabilir ve
ilgili plazmid daha sonra ¢esitli plazmid hazirlama yontemleri kullanilarak izole edilebilir

[24].



Tedavisi zor ciddi enfeksiyonlara neden olan Acinetobacter baumannii enfeksiyon orani
yildan yila artmaktadir ve ayn1 zamanda diinya ¢apinda hastane enfeksiyonlarinin 6nemli
bir nedeni olarak kabul edilmektedir. Biyofilm olusturma yetenegiyle de bilinen bu
bakteri, gii¢lii bir ¢evresel adaptasyona ve ¢oklu ilag direnci 6zelliklerine sahiptir. Aslinda
tamamen direngli profiller gdsteren suslar, klinik terapdtik tedavide endise verici bir
sorunu temsil etmektedir. Ayrica son literatiirde A. baumannii ile iliskili veteriner hastane
enfeksiyonlar: da rapor edilmistir. Ozellikle karbapeneme direngli A. baumannii,
veteriner hekimligin yani sira beseri tipta da yeni ortaya ¢ikan firsat¢1 bir patojen olarak
degerlendirilebilir. Beta laktam genlerinin 6nemi antibiyotigin yapisin1 bozarak
antibiyotik direncini saglamasidir. Bu antibiyotiklerin hepsinin molekiiler yapisinda beta-
laktam (B-laktam) halkas1 olarak bilinen dort atomlu bir halka bulunur. Hidroliz yoluyla,
laktamaz enzimi B-laktam halkasmi kirarak molekiiliin antibakteriyel 6zelliklerini devre
dis1 birakir. Beta-laktam antibiyotikler tipik olarak genis bir gram-pozitif ve gram-negatif

bakteri spektrumunu hedeflemek i¢in kullanilir [25].

Bu calismada plazmid aracili B-laktamaz (bla TEM, blaSHV, blaOXA-1, blaGES,
blaVEB, blaCTX-M1 ve M2) ve pAMC (blaMOX, blaCIT, blaDHA, blaACC, blaEBC,
blaFOX) direng genlerini tespit etmektir. Plazmid aracili pAMC ve Beta-laktam genlerini

belirlemek icin konvansiyonel PCR kullanilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Acinetobacter baumannii'nin Tarihcesi

1911 yilinda Hollandali bir mikrobiyolog Beijerick, kalsiyum asetat iceren minimal
zenginlestirme ortamini topraktan izole ettiginde buna Micrococcus calcoaceticus adini
vermistir [26]. 1954 yilinda iki bilim adam1 Prévot ve Brisou, onu Achromebacter cinsi
icindeki hareketli bakterilerden ayirmak i¢in Yunanca'da Hareketli-Non anlamina gelen

Acinetobacter adini 6nermislerdir [27].

Acinetobacter spp cinsi, Baumann'm 1968 yilinda Micrococcus calcoaceticus,
Alcaligenes hemolysans, Mima polymorpha, Mpraxella lwoffi, Herellea vaginicola,
Bacterium anitratum gibi organizmalar lizerinde kapsamli bir calisma yapmasindan sonra
kabul gormiis ve daha da yayginlagsmistir. Fenotipik 6zelliklere gore farkl tiirlerde daha
fazla alt smif smiflandirmak miimkiin degildir [28]. Acinetobacter cinsi, glukoz
oksidasyonu ve asit liretimine bagl olarak birinci tip Acinetobacter caloaceticus ve ikinci

tip Acinetobacter Lowffi olmak lizere iki tiire ayrilabilir [29].

1971 yilinda taksonomi alt komitesi Moraxella, 1968 Baumann ¢aligmasinin sonuglarina
dayanarak Acinetobacter cinsini resmen tanimistir [28]. 1974 yilinda, Acinetobacter spp
cinsi, tanman bakteriler listesinde bir tiir olan Acinetobacter calcoaceticus da dahil olmak

tizere Bergy manuel bakteriyoloji smiflandirmasina yerlestirilmistir (30, 31).

1986 yilinda Bouvet ve Grimont tarafindan DNA-DNA hibridizasyon caligmalarina
dayali olarak 12 grup veya genotiir ayirt edilmistir. Bunlardan bazilarina A. baumannii,
A. calcoaceticus, A. haemolyticus, A. johnsonii ve A junii dahil olmak iizere resmi tiir
isimleri verilmistir [32]. A.baumannii, A.pittii, A.nosocomialis, A.dijkshoorniae ve
A.seifertii gibi cinslerin fenotipik olarak (distan) ayristirilmasi zor olanlar Acinetobacter
calcoaceticus-Acinetobater baumanii Kompleksi (ACB) adi verilen bir grupla

adlandirilirlar [33].



Acinetobacter baumannii'nin en yeni taksonomisi soyledir:
Alan: Bacteria

Boliim: Proteobacteria

Smif: Gammaproteobacteria

Diizen: Pseudomonales

Aile: Moraxellaceae

Tiirler: Baumannii

2.2. Acinetobacter'in Genel Ozellikleri

Acinetobacter spp cinsinin liyeleri gram-negatif, zorunlu aerobik, polimorfik, fermente
etmeyen, hareket etmeyen, katalaz testi pozitif, oksidaz testi negatif olarak karakterize
edilir ve %39 ila %47 arasinda G+C’den olusan bir DNA icerigine sahiptir [28]. Indol ve
nitrat testi negatif ¢ikan bu bakterilerin tiremesi i¢in optimum sicaklik 20-37 °C arasinda
degismektedir. Bu bakteriler hareketsiz olmalarina ragmen bazi tiirleri kayma veya
segirme olarak adlandirilan bir tiir hareket gosterirler [34]. Bu bakteriler Gram-negatif
olmalarina ragmen bazen lekeleri kolayca kaybetmezler ve Gram-pozitif olarak ¢ikarlar

[35].

Acinetobacter tiiriiniin iiyeleri, log fazinda sigsmis basiller olarak goriiniir, uzunluklar1 1,5-
2,5 um ve ¢apt 1-1,5 um arasindadir. Sabit faz sirasinda kiiresel kokoid olarak goriiniirler

[36].

Bakteri izolatlarmin ¢ogu, tek nitrojen kaynagi olarak amonyum veya nitrat tuzlari ve tek
karbon kaynagi olarak asetat, piruvat veya laktat iceren kiiltiir ortamlarinda biiyiime
yetenegine sahiptirler [37]. Acinetobacter spp suslari, Acinetobacter haemolyticus tiirii
disinda kanh agarda hemolitik olmayan, piiriizsiiz, disbiikey ve kremsi beyaz renkte
goriindiigii icin kiiltiir besiyerinde kolaylikla iireyebilir. MacConkey kanli agar
besiyerinde isehemolitiktir ve mor zemin {izerine acik pembe renkte goriiniir, bu da
laktozun fermente olmadigini gosterir [10]. Bu yoniiyle laktozu fermente etmeyen
Enterobacteriacea familyasi iiyelerine benzerler. Bakteriler zorunlu aerobik bakteriler
olduklar1 icin besiyerinin dibinde biiyliyemezken, Enterobacteriacea ailesi bunu
yapabildiginden, her biri TSI (demir sekerli {iglii agar) iizerinde yetistirilerek iki grup

arasinda kolayca ayrim yapilabilir [38]. Acinetobacter tiirleri ise dogada yaygin olarak



bulunur, serbest yasar veya saprofitiktir. Topraktan, sudan ve kanalizasyon atiklarindan

kolayca izole edilirler [39].

Bakteriler, Bifenil, Fenol, Ham petrol ve Klorlu bifenil gibi ¢ok ¢esitli kirleticileri
uzaklastirma ve yok etme yetenekleri nedeniyle bir dizi g¢evresel kirleticinin biyolojik
olarak parcalanma siirecine girerler. Bu kirletici kimyasal bilesikleri bliylime i¢in temel
materyaller olarak kullanarak topraktan fosfatlar1 ve agir metalleri uzaklastirmaya
calistig1 i¢in c¢evre alaninda ve biyolojik tekniklerde onemi vardir. Bunu yapabilmesi
lipaz, proteaz ve biyoemiilgator enzimleri iiretme yeteneginden kaynaklanmaktadir [40,

41].
2.2.1. Acinetobacter baumannii'nin Genel Ozellikleri

Acinetobacter baumannii, Ozellikle yogun bakim iinitelerinde bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalar1 etkileyen enfeksiyonlara neden olan yaygm firsat¢i bir patojen
oldugundan tibbi diizeyde Acinetobacter spp'nin en 6nemli tiirlerinden biridir. Bu tiir ilk
kez (1968) bilim adami Baumann tarafindan toprak ve sudan ve et, sebze gibi gida
orneklerinden de izole edildigi gibi, insanlarin kan gibi ¢esitli patolojik 6rneklerinden de
izole edilmistir. Balgam, plevra sivis1 ve idrarda kokobasil olusturmasi ve Gram negatif

ve zorunlu aerobik bakteri olmasiyla digerlerinden ayirt edilir [35].

Son zamanlarda ABD ordusu saflarinda kaydedilen yaralanmalardan sonra Acinetobacter
baumannii'ye ilgi artmmgtir. Raporlarda belirtildigine goére bu bakteri, Irak ve
Afganistan'da ABD ordusunda ¢ok sayida agir yaralanmaya neden oldugu i¢in Irak

bakterisi olarak adlandirilmistir [16].

Acinetobacter baumannii klinik olarak tedavi edilmesi en zor patojenlerden biri olarak
kabul edilir, ¢linkii kuru kosullarda birka¢ aya kadar varabilen uzun bir siire boyunca
hayatta kalabilme yetenegi nedeniyle Pseudomonas tiirlerinden sonra ikinci en zor negatif
patojendir [42, 43]. 44 °C sicaklikta biiyiiyebilme 6zelligine sahiptir ve bu onu ayni1 cinsin
diger tiirlerinden aywran en 6nemli 6zelligidir [10]. Ayn1 zamanda mutasyonlar veya
plazmidler, transpozonlar veya direng adalar1 gibi genetik elementler yoluyla MDR
(Coklu Ilag Direnci) yetenegi ile de karakterize edilir, bu da bunlarin ortadan

kaldirilmasimni zorlastirir [44].



2.2.2. Acinetobacter baumannii'nin Genetik Ozelligi

Acinetobacter genomu, Abar olarak bilinen patojen direng adaciklarmi igerir; bu adalar,
kanin pihtilagmasini, toksin olusumunu, antibiyotik direncini vb. kodlayan genleri i¢eren,
bir patojenin viriillansin1 artiran, tiim patojenik bakterilerde, 6zellikle de cins icinde
yaygin olan genleri i¢eren genetik yapilardir [45]. Acinetobacter baumannii kromozomu
3.976.747 baz ¢ifti iceren, 3.454 baz ¢ifti protein iiretimini kodlayan, 3830 acik okuma
cercevesine (ORF) ve %39 ila %47 arasinda G+C’den olusan bir DNA igerigine sahiptir
[46]. A. baumannii bircok sus icerir ve en bilinen susu, 86Kpb'lik bir direng¢ bolgesi iceren
sustur. Bu diren¢li adaya AbaR1 adi verilir. Genom serisinin analizi, diren¢ adalarinin
cogunun birlestigini gostermektedir. Plazmidler veya fajlar yoluyla, ileri diizeyde iletilme
yetenegine sahip bir¢ok hareketli genetik element (MGE) (plazmidler, transpozonlar ve
integronlar gibi) vardir ve MGE'nin kdkeninin Salmonella, E. coli, Pseudomonas ve

Pseudomonas bakterilerine dayandigina inanilmaktadir [20].

A. baumannii'nin kromozomunda antibiyotik direncini kodlayan temel genleri iceren
AbaR1 direng¢ bolgelerindeki [47] 45 diren¢ geninden, 25'i Tetrasiklin, Kloramfenikol,
Kotrimaksazol, Aminoglikozidler gibi bircok antibiyotige karsi direnci kodladigi gibi
arsenik ve civa gibi agir metallere de direnci kodlamaktadir (48). Ayrica bu direng
genlerinden 141, bakteri kromozomunda gen ekspresyonu, rekombinasyon ve
entegrasyon yetenegine sahip boliimler olan birinci sinif integronlar1 da kodlamaktadir

[20].

A. baumannii direng adas1 ayrica sirasiyla 28.2 ve 64.3 baz ¢ift boyutunda iki plazmid
(pACICUI1 ve pACICU2) igerir. pACICU1 plazmidi herhangi bir antibiyotik diren¢ geni
tasimazken, pACICU2 plazmidi oxa58'1 kodlayan karbapenem diren¢ geninin iki
kopyasini tasir ve buna ek olarak ISabal25 tasir ve tra (transfer) genlerinden olusan

yaklasik 20 kilo baz ¢ifti i¢eren bir bolge icerir [49, 50].

Acinetobacter baumannii suslar1 antibiyotik diren¢ genlerinin yayilmasinda dnemli rol
oynayan ¢ok sayida plazmid icermesine ragmen bu plazmidlerin biyolojisi heniiz tam
olarak anlasilamamistir. A. baumannii direng adas1 200 kb olup (T4SS) tip IV konjugatif
sekresyon mekanizmasini kodlayan lokus; Iki TetR transkripsiyonel diizenleyicinin
kodlama bolgesi; ve antibiyotik diren¢ genlerini igeren ve T6SS aktivitesini diizenleyen
bolge olarak ii¢ bolgede siniflandirilan ve transpozon agisindan zengin bir direng adasidir

[51].



2.3. Epidemiyoloji

Acinetobacter, saglik hizmetleriyle iliskili en ©nemli patojenlerden biridir. Bir¢ok
caligma, bunun nozokomiyal enfeksiyonlarin ilk nedeni oldugunu ve septisemi,
bakteriyemi, pndmoni, yara sepsisi, menenjit dahil olmak {izere bazen 6liime yol acabilen

bir¢ok ciddi komplikasyona neden oldugunu gostermistir [52].

Son yillarda 6zellikle ¢oklu direncli ve genis direngli izolatlarin ortaya ¢ikmasi ve bunlar1
tedavi edecek antibiyotiklerin bulunmamasi sonrasinda hastanelerde, 6zellikle yogun
bakim tinitelerinde, yanik ve yara iinitelerinde yatan hastalarda bu bakterinin neden
oldugu enfeksiyon oranlar1 artmistir [36]. A. baummannii'nin antibiyotiklere direncini
artiran faktorler, 6zellikle yogun bakim iinitelerinde (YBU) antibiyotik tedavisi goren ve
plastik kateter kullanimina maruz kalan ve ayrica immiinsiipresif ila¢ kullanan kotii huylu
timorli hastalarin uzun siireli hastanede yatmasi ve hastanede solunum cihazi ve cerrahi
aletler gibi enfeksiyon goriilme sikliginin artmasinda biiyiik rol oynayan kontamine

aletlerin kullanilmasidir [53, 54, 55].

Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) gore antibiyotik direnci insan sagligmi etkileyen en
biiyiik ii¢ sorundan biridir. Dieng gdsteren basllica bakterileri adlandirmak i¢in kullanilan
ESKAPE adi en yaygin ve tehlikeli MDR patojenlerini tanimlamak i¢in kullanilmastir.
Bu adlandirma, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter spp'ye atifta

bulunmaktadir [28].

Riyad'daki askeri hastanenin yogun bakim iinitesinde enfeksiyonlara neden olan ¢oklu
ilaca direncli (MDR) bakterilerin yayginligi iizerine yapilan bir arastirma, yogun bakim
hastalarindan izole edilen bakteriler arasinda en sik goriilen tiiriin A. baumannii oldugunu
gostermistir [56]. Bir baska arastirmada A. baumannii izolatlarinin yiizdesi %40,9 olarak

bulunmustur [57].

Bakterilerin, havanin hastane ortamma girip ¢ikmasindan kaynaklanan kontrolsiiz
hareketi yoluyla bulagmasi; hapsirma, 6ksiirme, konugsma, cevreye yayilan sivi ve hastane
malzemeleriyle temas yoluyla daha da kolaylasmistir [58]. A. baumannii ile enfekte
kisilerin yogun bakim iinitesindeki Olim oraninin yaklasik %8-%23 oldugu tahmin

edilmektedir [59].



2.4. Patoloji

"Patojenite" terimi, bir organizmanin bir konak¢iyr enfekte etme ve hastalik iiretme
kapasitesini ifade eder; ancak "patojenik" ve "patojenik olmayan" tanimlari, bir
organizmanin goreceli virlilansint veya belirli durumlarda hastalik iiretme kapasitesini
tanimlar [60]. Bu yetenek, organizmanin 6zelliklerinin yani sira, konagin bagisikligi ve
kendisini enfeksiyondan koruma yeteneginden de etkilenir. A. baumannii firsat¢1 bir
patojendir ve hastanede yatan hastalarda neden oldugu ciddi enfeksiyonlar nedeniyle
insanlar i¢in risk faktoriidiir. Bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonun meydana geldigi
mekanizma, ¢ok sayida aragtirmaya ragmen netlestirilememistir ve patojeniteyle ilgili en
onemli viriilans faktorlerinin dis zar proteinleri, biyofilm olusumu ve fosfolipaz ve dis

zar enzimlerinin oldugu bilinmekle birlikte mevcut bilgiler hala azdir [21].

Acinetobacter baumannii enfeksiyonuna en duyarli olanlar, diyabet gibi kronik
hastaliklar1 olan yaslilar ve bagisiklik sistemi baskilayici ilag kullanan kisilerdir.
Hastanede uzun siire kalmak, mekanik ventilasyonun olmayisi, kateter gibi damar i¢i
cihazlarin kullanilmasi, cerrahi operasyonlar ve yaniklar sirasinda yaralarin
iltihaplanmas1 bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonu arttiran faktorler arasinda yer
almaktadir. Acinetobacter baumannii; idrar yolu enfeksiyonu, zatiirre gibi solunum yolu
enfeksiyonu, gastroenterit, 0zellikle yaniklar sirasinda olusan cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlar1 ve ayrica birincil bakteriyemi gibi ciddi bircok enfeksiyona neden

olabilmektedir [61].

Acinetobacter baumannii, kan dolasimi enfeksiyonu, yumusak doku nekrozu, septik sok
ve akut solunum sikintis1 sedromu (ARDS) basta olmak {izere solunum yolu hastaliklar1
gibi ikincil komplikasyonlara yol acgabilmektedir. Bu komplikasyonlar, etkilenen
organlarin ¢ogunda ¢oklu organ yetmezligine yol agmakta ve bu da sonugta 6liime yol
acabilmektedir [61]. Ozellikle yogun bakim iinitelerinde Acinetobacter baumannii'nin
neden oldugu en yaygmn enfeksiyon tiirii ventilator iligkili pnomonidir (VAP) ve

oliimlerin biiytik bir yiizdesi bu tiirle iligkilidir [62].

Yanik ve yara enfeksiyonlari tinitelerinde Acinetobacter baumannii'nin deri ve yumusak
doku enfeksiyonlarinin ana nedenlerinden biri oldugu bir ¢ok arastirmada tespit edilmistir
[63, 64]. Yogun bakim iinitelerinde morbidite ve mortalitenin iiclinci nedeni ise
A.baumannii'nin neden oldugu bakteriyemidir [65]. Bu bakterinin patojenitesinin

artmasmnin ana nedeni, penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemler gibi beta-laktam
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grubu dahil olmak iizere bircok antibiyotige ve ayrica florokinolonlara karsi olan

direncidir [66].

Acinetobacter baumannii bakterisinin genetik ve fenotipik analizine gore, bu bakterinin
patojenitesini onemli Sl¢lide artiran c¢esitli virlilans faktorlerine sahip oldugu ortaya
cikmistir [189]. Biyofilmin gelisimi, porinler olarak bilinen dig zar proteinleri (OMP),
jelatinaz aktivitesi, kapsiil polisakarit ve lipopolisakkarit tiretimi, fosfolipaz enziminin ve
penisilin baglayict proteinlerin salgilanmas1 ve dis zar keseciklerinin (OMV)
salgilanmasi, Acinetobacter baumannii bakterisinin viriilans faktorleri arasinda yer

almaktadir [67].

2.4.1. Biyofilm Olusumu

Biyofilm, mikrobiyal hiicrelerin bir araya gelerek proteinler, karbonhidratlar ve amino
asitler iceren hiicre dis1 polimerik madde (EPS) iireterek birbirlerine yapismasindan
olusan karmasik ve olduk¢a organize bir yapidir [68]. Bunun Acinetobacter
baumannii 'nin hastaliklara neden olabilece§i mekanizmanin oldugu distliniilmektedir.
Biyofilm, klinik organizmalarin hayatta kalmasi ve insan epitel dokular1 da dahil olmak
iizere canli ve cansiz yiizeylere yapismasi ve bunlarin kuraklik kosullarina, deterjanlara
ve antibiyotiklere karsi diren¢ olusturmasi i¢in etkili bir aragtir, ¢iinkii biyofilm

bakterilerin direncini diger triinlere gére 1000 kat artirir [69, 70].

Biyofilm, orta kulak enfeksiyonlari, kistik fibroz, kan dolagim1 enfeksiyonlari, dis ¢iiriigii
ve idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi Acinetobacter baumannii 'nin neden oldugu mikrobiyal
enfeksiyonlarin %80’ine neden olur [71, 72]. Biyofilm antikorun hiicrelere niifuzunu
azaltwr, ayrica B-laktam antibiyotiklerin penetrasyonu durumunda lizis iizerinde calistigt
icin P-laktamaz enzimlerinin (EPS) icerisinde yogunlasmasmna ve ayni zamanda
gliyosidik icerigin de artmasina neden olur. Bunlara ek olarak anti-Glikoprotein gibi
yiiksek yiiklii antioksidanlar, maddelerin hiicrelere ge¢isini engelleyen bir bariyer gorevi
goriir [73]. Biyofilm, bakterilerin yiizeye tutunmasi, mikrokoloni olusumu, biyofilm

olgunlagsmasi ve ayrilma asamasi olmak iizere dort asamadan olusur [74, 75].

Biyofilm, hiicrelerin Van der Waals kuvvetleri araciligiyla ylizeylere ilk yapismasi,
ardindan csuA tarafindan lipoproteinler tarafindan kodlanan silia ve flagella
lipoproteinler araciligiyla ters yapisma, carpma ve birlestirme ardindan EPS iiretimi ile

karakterize edilen birka¢ asamadan olusur. Bundan sonra biyofilmin olgunlasma ve
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gelisme agamasi baglar. Hiicrelerin dis kismi polisakkaritlerle ¢evrelenmis, ii¢ boyutlu
karmasik bir yap1 olusturmakta, i¢inden su ve besinlerin gegtigi kanallar1 igermektedir.
Son asama ise enfeksiyonun bagka yerlerde yayilmasi ve biyofilmin yeniden olusmasi

icin bazi1 hiicrelerin biyofilmden ayrilarak ¢ogalmasidir [76, 77].

Bakteri hiicreleri, viriilans faktorleri ve antibiyotik direncinin gelisimi de dahil olmak
tizere tiim fizyolojik siirecleri kontrol eden Otoindiiktérler adi verilen 6zel sinyaller
gondererek Quorum algilama sistemi araciligiyla biyofilm igerisinde birbirleriyle iletisim

kurarlar [78, 79].

2.4.2. D1s Zar Proteinleri

Acinetobacter baumannii’nin dis zarmda bulunan protein, molekiil agirligi 38 kilo Dalton

olan en 6nemli proteinlerden biridir ve ompA geni tarafindan kodlanir [80].

Fibronektine baglanarak epitel hiicrelerinin yapismasi ve istila edilmesi siirecinde 6nemli
bir role sahiptir [81, 82]. OmpA mitokondriyi hedef alarak ve Sitokrom C ve apoptoz
indiikleyici faktor gibi apoptotik molekiilleri serbest birakarak insan epitel hiicrelerinin
apoptozuna yol acar [83]. Antibiyotikleri uzaklastirp harici Eflux sistemine iletmeye
calistigi i¢cin  Acinetobacter baumannii’nin kloramfenikol ve aztreonam gibi
antibiyotiklere kars1t direncini artirir [81]. Protein ayni zamanda A.baumannii ve
Klebsiella pneumoniae i¢in en 6nemli viriilans faktorii olan ve laboratuvar farelerinde

ciddi pndmoniye neden olan omp38 proteini olarak da adlandirilmaktadir [84].

2.4.3. Biyofilmle Iliskili Protein

Biyofilmle iliskili protein Acinetobacter baumannii izolatlarinin cogunda bulunan BAP
(Biyofilmle iliskili protein) geni tarafindan pargalanan 8.620 amino asitten olusan, hiicre
yiizeyine dagilmis biiylik bir proteindir. Konak¢1 ve cansiz yiizeylere yapigma siirecinde
[85, 86] ve G+ ve G-‘de biyofilm olusumunda rol oynamaktadir. Ayrica S.aureus
bakterisindeki transpozonda ve E.faecali bakterisindeki patojenik adalarda
bulundugundan aksesuar genom bilesenlerinin bir parcasi olarak kabul edilmektedir [87,

88].
2.4.4. Kapsiil

Kapsiil, Acinetobacter’in sahip oldugu en oOnemli viriilans faktorlerinden biridir.

Bakterileri saran, onu dehidrasyondan, fagositozdan ve tiim deterjan ve antibiyotiklerden
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koruyan yapiskan bir tabakadir. Ayrica bakterilerin hastanelerdeki tibbi cihaz ve cerrahi

aletler gibi ylizeylere yapigsmasini saglamak i¢in de ¢alisir [89, 90, 91, 92].

Kapsiil, bakteriyel hiicre duvarina bagli uzun bir polisakkarit zincirinden olusur ve
Streptococcus pneumonia, Neisseria meningitides, Hemophilus influenza, Klebsiella

pneumonia vb. Gibi diger patojenik suslarda da bulunur [93].

2.4.5. Lipopolisakkarit (LPS)

Lipopolisakkarit Gram-negatif patolojik tiirlerin ¢ogunda bulunur ve bakterilerin dig

kabugunun en 6nemli ve en biiyiik bilesenlerinden biridir [94].

LPS, A lipid, oligosakkarit ¢ekirdek ve O antijeninden olusur [95]. A.baumannii nin
viriilansinda ve hayatta kalmasinda 6nemli bir rol oynar [96]. LPS’deki herhangi bir

degisiklik, bakterilerin antibiyotiklere kars1 direncinin artmasina neden olur [97].

2.4.6. Penisilin Baglayic1 Proteinler

Bu protein, bakteri hiicre duvarmin ana bileseni olan peptidoglikan tabakasmin
olusumunda yer alir ve bakteri hiicre duvarindaki beta-laktamlarin hedefi olarak kabul

edilir.

Acinetobacter baumannii’nin penisilin baglayan proteinlerde bazi degisiklikler veya
modifikasyonlar yapmasi, Acinetobacter’in basta karbapenem olmak iizere beta-laktam

grubu dahil antibiyotiklere kars1 direng kazanmasina yol agmistir [98].

2.5. Antibiyotikler

Antibiyotikler, bazi organizmalarin diger bakterilere kargi savunma amaciyla iirettigi
metabolik yan iiriinlerdir. Bazi mikroorganizmalar tarafindan {iretilen, bakterileri
tamamen Oldiirme (bakterisidal) veya bakterilerin biiyiimesini engelleme (bakteriostatik)

[99] yetenegine sahip organik kimyasallar olarak da tanimlanabilir [100, 101].

Antibiyotiklerin tibbi talimatlara dikkat edilmeden asir1 kullanimi, antibiyotik direncli

suslarin olusmasina yol agmistir [102].

Antibiyotikleri smiflandirmanin bir¢ok yolu vardir, popiiler siniflandirma Beta-laktamlar,
Kinolonlar, Aminoglikozitler gibi kimyasal veya molekiiler yapilara dayanmaktadir

(Sekil 2.1) [103, 104].
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2.5.1. Beta-Laktamlar

Beta-laktam antibiyotikler en yaygin regete edilen ila¢ gruplarindan biridir. Bu grup,
antibiyotiklerin temel yapisinin bir parcasi olan beta-laktam halkasi ile karakterize edilir

[105, 106, 107].

Bu antibiyotikler bakteri hiicre duvarmin sentezini engeller ve ardindan bakteri hiicresinin
oliimiinii saglar. Bu antibiyotikler, penisilin baglayici proteinlere (PBP) baglanir ve
peptidoglikan tabakasinin olusumunda rol oynayan transpeptidaz enziminin etkisini

inhibe eder [108, 109].

Penicillins Cephalosporins
(l) "
R=C~=NH j i R-C~-NH S
N\ N\
o'J " COOH o N\;c— R
Monobactams Carbapenems
2
R-C- N\H > R
Beta-laktam s-R
e .. = /
zinciri OA—N\SOJH o/}ﬂ
g=0
OH
-t
(@)
Sekil 2.1. Beta-laktam antibiyotigin temel yapilari.
2.5.1.1. Penisilin

Penisilinin Fenoksi metil (penisilin V) ve Benzil penisilin (penisilin G) gibi dogal
antibiyotik olan ve Karbenisilin ve Tikarsilin gibi Karboksi penisilin antibiyotikleri dahil

genisletilmis spektrumlu penisilin igeren yar1 sentetik penisilin tiirleri vardir [99].

2.5.1.2. Sefalosporinler

Bunlar, beta-laktam halkasina bagli bir Dihidrotiyozin halkasina sahip olmalar1 nedeniyle
penisilinden farkli olan yar1 sentetik antibiyotiklerdir. Gram-negatif ve Gram-pozitif

bakterilere, 6zellikle de penisiline direngli olanlara kars1 penisilinden daha etkindirler.
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Penisilin duyarlilig1 olan hastalar i¢in alternatif bir tedavi olarak kabul edilirler [110,

111].

Sefalosporinler etkinligine ve kimyasal bilesimine bagli olarak birkag nesile ayrilir:
Birinci kusak sefalosporinler:

Intramiiskiiler enjeksiyonla: Sefalotin, Sefazolin ve Sefapirin

Ag1z yoluyla almanlar: Sefaleksin, Sefaklor ve Sefradin [112].

Ikinci kusak sefalosporinler:

Sefotetan, Sefoksitin ve Sefotetan gibi daha stabil olan antibiyotikleri icerir [113].
Uciincii kusak sefalosporinler:

Sefiksim, Seftibuten, Seftriakson ve Seftazidim, Sefotaksim’l icerir [113]
Dordiincii kusak sefalosporinler:

Bakterilerin dis duvarina niifuz eder. Sefepim ve sefpirom bunlara 6rnek verilebilir [35].
Besinci kusak sefalosporinler:

Bu gruba ise Seftobiprol ve Seftorolin dahildir [114].

2.5.1.3. Karbapenemler

Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi genis spektrumlu aktivite ile
karakterizedir. Diger beta-laktam antibiyotik tiirleri gibi penisilin baglayan proteinleri

inhibe etmekte ve boylece bakteri hiicre duvarinin bozulmasina yol agmaktadir.

Imipenem, Meropenem ve Faropenem’den olusan birgok bakteri tiiriine karsi daha etkili
oldugu icin son tedavi olarak kabul edilmektedir [115]. Bu tedavi sinif1 genel olarak, A.

baumannii’yi tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [106].

2.5.1.4. Monobaktamlar

Aztreonam bu gruptaki ilk antibiyotiktir. Gram pozitif degil, gram negatif bakterilere
kars1 etkilidir. Penisilin baglayic1 proteine baglanarak diger beta-laktam tiirlerine benzer

sekilde ¢alisir [116].
2.5.2. Aminoglikozitler

Bu grup cogu Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteri iizerindeki oldiiriicii etkisi ile

karakterize edilir. Bu grup antibiyotikler arasinda Amikasin, Gentamisin, Tobramisin,
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Neomisin, Streptomisin ve Kanamisin bulunur. Bu antibiyotikler, mRNA’y1 okuyarak
bakteriyel proteinlerin sentezi iizerinde calisir, bu da biiyiimelerinin durmasina ve

dolayisiyla bakteri hiicresinin 6liimiine yol acar [117].

2.5.3. Kinolonlar

Ciddi bakteriyel enfeksiyonlar: tedavi etmek i¢in kullanilan etkili antibiyotiklerdir. Bu
antibiyotikler, DNA giraz ve Topoizomeraz IV’ii ve DNA sentezini inhibe eder. Bu da
DNA iplik¢iklerinin asir1 sogumasini bloke eder ve boylece bakteri sentezini engeller. Bu
grup su antibiyotikleri igerir: Siprofloksasin Norfloksasin, Levofloksasin ve

moksifloksasin [118, 119, 120].

2.6. Antibiyotik Direncinin Ana Mekanizmalan

Acinetobacter tlirleri, ¢esitli ¢evre kosullarinda hayatta kalabilmeleri ve yeni genetik
faktorler kazanabilmeleri nedeniyle cok cesitli antibiyotik diren¢ mekanizmalar1

sergilerler [34].

Acinetobacter coklu ilag direnci 6zelligine sahiptir. Karbapenemler ve sefalosporin
antibiyotikler basta olmak iizere beta-laktamlar grubuna karsi yliksek dirence sahiptirler

[121].

Bunun nedeni, aktarilabilir plazmidler ve integronlar gibi hareketli genetik elementlerin
bulunmas1 veya bakterilerin gen ifadesinde ve antibiyotiklerin hedeflerinin lokasyonunda
bir degisiklige neden olan mutasyonlar sonucu yeni genetik 6zelliklerin kazanilmasidir

[122].
2.6.1. Diren¢ Mekanizmalari

2.6.1.1. p-Laktamaz Enziminin Uretimi

Beta-laktam antibiyotikler, bakteriyel hiicre duvarinda bakteri hiicresinin par¢calanmasina
yol acan peptidoglikan tabakasinin iiretimini onlemek icin ¢aligtiklar1 icin molekiiler

yapilarinda beta-laktam halkas1 i¢eren bakterisidal antibiyotiklerdir [123].

Acinetobacter baumannii tarafindan Uretilen beta-laktamaz enzimleri, beta-laktam
halkasindaki amidi gibi antibiyotik molekiillerinin pargalanmasi iizerinde ¢alisir, bu da

antibiyotiklerin yok olmasma yol agar ve etkisiz bir bilesik diretilir. Penisilinin
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parcalanmast sonucu penisilloik asit, sefalosporinlerin parcalanmasit sonucu ise

sefalospornik asit olusur [124, 125].

Beta-laktam antibiyotiklerin etkinligi, bakteri tarafindan tiretilen enzimin yeri ve miktar1

ile fizyokimyasal kosullardan etkilenir [125].

Negatif ve pozitif bakteriler tarafindan iiretilen beta-laktamaz enzimlerinin 340 tane
farkli tirii vardr ve bu durum bu enzimlerin smiflandirilmasini oldukga
zorlastirmaktadir. Bu enzimler i¢in iki siniflandirma sistemi vardir; amino asit
dizilerindeki benzerlige dayanan Ambler ve substrat inhibitor profiline dayanan Bush-

Jacoby-Mederios smiflandirma sistemidir [126, 127].
Ambler Siniflandirmasi
A Smiflan

Genigsletilmis spektrumlu beta-laktamaz enzimleri (ESBL’ler) olarak bilinen SHV, TEM,
CTX-M ve PER-1 enzimlerini igerir. Baglangigta bu siniflar genis spektrumlu enzimler
olmamakla birlikte yavas yavas geliserek ve enzimin aktif tarafini1 etkileyen nokta
mutasyonlar1 sonucunda genis spektrumlu enzimler haline gelmistir [128]. Bu enzimler

plazmidler ve transpozonlar tarafindan kodlanir [127].

TEM ve SHV enzimlerinin penisilin ve ii¢ nesil sefalosporinleri parcalama yetenegine

sahip oldugu bulunmustur [129].
B Smiflan

Metalo-beta-laktamazlar (MBL) olarak da bilinen B siniflar1 ayn1 zamanda genis
spektrumlu enzimlerdir ve aztreonam hari¢ karbapenemler dahil tiim beta-laktam

antibiyotikleri hidrolize etme yetenegine sahiptirler.

Bu grup, aktif bolgede metal iyonu olarak ¢inko igermesiyle ayirt edilir ve VIM, IMP,
SPM, SIM, NDM-1 enzimlerinden olusmaktadir [130, 131].

C Smiflan

Acinetobacter sefalosporin enzimini kodlayan AmpC genine sahiptir. Buna
Acinetobacter Tiirevi Sefalosporinaz (ADC) denir. Bu enzim Klavulanik asit tarafindan

inhibe edilmez ancak Kloksasilin tarafindan inhibe edilebilir [132, 133].
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AmpC geni genellikle Gram negatif bakterilerin, 0Ozellikle de Acinetobacter in
kromozomlari tizerinde kodlanir. Buna ek olarak plazmidler lizerinde tasinan ve 6zellikle

Enterobacteriaceae familyasina yayilan genler de bulunmaktadir [134].
D Siniflan

Bu smif enzimler Oksasilinaz enzimleri (OXA) olarak da adlandirilir [135]. A.

baumannii’de en yaygin B laktamaz enzimidirler.

A.baumannii’de B smifi (MBL) ve D smifi (OXA) enzimlerinin iiretimi karbapenem

diren¢ mekanizmasinin en yaygin yoludur [34].

Bu smif, irlanda, Italya, Iran ve Suudi Arabistan gibi diinyanmn birgok iilkesinde
A.baumannii’de bulunan OXA 58, OXA 51, OXA24 ve OXA23 enzimlerini icermektedir
[136].

Bush-Jacoby -Medeiros Siniflandirmasi

Smif 1: Klavulanik asit tarafindan zayif bir sekilde inhibe edilen (molekiiler siif C’ye

ait) kromozomal olarak kodlanan sefalosporinazlari igerir.

Smmif 2: Penisilinaz, sefalosporinaz veya her ikisini de ve ister plazmid ister kromozom
tarafindan kodlanmis olsun, karbapenemaz i¢indeki genis 6l¢lide uzmanlasmis enzimleri
icerir. Bunlar klavulanik asit ve diger tiim beta-laktamaz inhibitorlerini engellerler (A ve

D molekiiler siniflarma esit).

Smif 3: Meta B-Laktamazlar1 igerir. Higbir beta-laktam inhibitorlerinden etkilenmeyen
penisilin, sefalosporinler ve karbapenemleri parcalama yetenegine sahiptir (B molekiiler

smiflarmna esit).

Sinif 4: Bu grup, klavulanik asitten etkilenmeyen veya inhibe olmayan bazi penisilinaz

enzimlerini igerir [137].
2.6.1.2. D1s Zar Proteinlerindeki (OMP) Degisiklikler

Acinetobacter, dis zarmin gegirgenligini degistirme yetenegiyle karakterize edilir, bu da
onun bir¢ok antibiyotige karsi direncine yol agmaktadir. Acinetobacter de dahil olmak
tizere Gram-negatif bakterilerin cogunun dis zarlarinda, dis zar proteinleri (Omps) adi

verilen proteinler bulunur. Bu bakteriler, CarO, Omp22, Omp23, Omp 33-36 Omp 43-44
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dahil olmak iizere karbapenem antibiyotiklerine direngleriyle iliskili proteinler iiretirler.
Bu proteinler, besinleri ve antibiyotikleri bakteri hiicresinin i¢ine tastyan porin ad1 verilen
kanallarin  olusumundan sorumludur. Aragtirmalar, porinler veya Omps ile
Acinetobacter’in antibiyotiklere direnci arasinda, bu porinlerin genlerinin ekspresyonunu
veya mutasyonlarini azaltip bu deliklerin daralmasina ve sayisinin azalmasina yol agarak

gecisin engellenmesi yoluyla bir iligski oldugunu dogrulamustir [16, 137].

Arastirmalar, diren¢ enzimleri ile dis membrane proteini arasinda bir baglant1 oldugunu
gostermistir; Omp29’un kaybi1 durumunda, bakterilerin imipenem’e kars1 direngten
sorumlu olan Omp23Like ve OmpS1Like enzimlerinin iiretimi baglatilmaktadir [139].
CarO ve OmpA proteininin kayb1 durumunda ise karbapeneme direncli bakteriler ortaya

¢ikmaktadir [140].

2.6.1.3. Hedef Sitelerdeki PBP’lerin Degistirilmesi

Acinetobacter baumanniiye kars1 enzimatik olmayan 6nemli direng mekanizmalarindan
biri, beta-laktam antibiyotiklerin hiicre duvarma baglanmasini Onleyen veya azaltan
modifikasyonlar yoluyla PBP’ler tarafindan temsil edilen hedef bdlgenin

modifikasyonudur [141].

Herhangi bir kiiciik degisiklik, Ozellikle karbapenemaz {iretmeyen izolatlarda,

karbapenemlere kars1 Acinetobacter direncine katkida bulunur [142].

2.6.1.4. Akis Pompalan

Akis pomplari, antibiyotigi bakteri hiicresinin disina itmesi nedeniyle birgok antibiyotige
direng gostermek icin Acinetobacter tarafindan gelistirilen enzimatik olmayan

mekanizmalardan biridir [143, 144].
MDR akis pompasi proteininin 5 ailesi vardir

a) Direnc-nodiilasyon-hiicre boliinmesi ailesi (RND).
b) ATP baglayici kaset ailesi (ABC).

¢) Kiiciik coklu ilag direnci ailesi (SMR).

d) Ana kolaylastirict siiper aile (MFS)

e) Coklu ilag ve toksik bilesik ekstriizyon ailesi (MATE) [145].
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Bu sistemler (Dis membran faktori) OMF, (Membran fiizyon Proteini) MFP ve
(Sitoplazmik Membran Tastyici) CMT olmak {izere ii¢ boliimden olusur ve antibiyotigi
sitoplazmadan hiicrenin digina ¢ikaracak bir kanal olusturmak i¢in ¢alisir. En 6nemli aile
RND’dir ve ozellikle ABC genleridir clinkii bu genler Acinetobacter baumannii
izolatlarinin yaklagik %80’inde mevcuttur [146, 147]. Bu genlerin asir1 ekspresyonu

karbapenem direncinin yani sira aminoglikozit direncine de yol agmaktadir [148].

2.6.1.5. Konjugasyon
Konjugasyonun ilk kesfi 1946’da Edward Tatum ve Joshua Lederberg tarafindan

yapilmis ve bakterilerin DNA’y1 dondrden alict hiicrelere, dogurganlik (F) faktorii olarak

adlandirilan tek yonlii transfer yoluyla aktarabildigini kesfedilmistir [149].

Konjugasyon, replikasyon i¢in gerekli tiim genleri iceren konjugatif plazmidin birincil
yatay aktarimidir. Transferler sirasinda, antibiyotik diren¢ genleri ve bir bakteriyel
cagridan digerine genomik DNA, iki bakteri arasindaki dogrudan temasla aktarilir ve
boylece iki bakteri, bir bakteri olarak hizmet eder. Genetik materyalin dondoriiniin F
faktorii igermesi, digerinin ise alic1 gorevi gérmesi nedeniyle konjugatif plazmid, patojen
bakteri tiirleri arasinda antibiyotik direncinin yayilmasini artiran ana faktorlerden biridir
[150, 151]. Konjugasyon siireci, bakteri suslarmin g¢evresel kosullara adaptasyonunu
kolaylastirir ve simbiyotik yasam tarsi gibi, agir metallere ve antimikrobiyallere direng

gibi yararli metabolik 6zellikleri yayarak viriilanslarmi arttirir [152, 153].

E.coli’nin J53 (F-met pro Azir ) susu, sodium asit direnci olan ortak alic1 sus olarak ¢esitli
konjugasyon deneylerinde yaygin olarak kullanilmistir. Bu sus ilk kez izole edilen E.coli
K-12’den tiiretilmistir (1922°de difteri hastasinin diski 6rneginden). Bundan sonra genel
laboratuvar kullanimi igin bircok mutant K-12 susu tiiretilmistir. Oncelikle J53(F+ met
pro) mutant susu tiiretilmis, daha sonra J53 (F-met pro) elde edecek sekilde modifikasyon
yapilmigs ve son olarak dogrudan mutasyonlar sonrasinda J53(F-met pro Azir)’e

dontismiistiir [154].
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3. GEREC-YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Acinetobacter baumannii izolatlan

Bu c¢alismada kullanilan Beta-laktam direncli A. baumannii 1zolatlar1 Kirsehir Egitim-
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin edilmistir. Izolatlarin
antibiyotik diren¢ durumlari, izole edildikleri klinik drnek tiirleri ve 6rnegin gonderildigi
bolim Hastane KARMED sisteminden elde edilmistir (Tablo 3.1). Arastirmada
kullanilan bakteriler Kirsehir Egitim-Arastrma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan Kirsehir Ahi Evran Universitesi Tibbi Biyoloji Labolatuvarma soguk
zincirde getirildi. Bakterilerde beta-laktam direncinin teyidi i¢in Kirsehir Ahi Evran
Universitesi tibbi biyoloji laboratuvarma getirildikten sonra ampisilinli (50ug/ml) Luria-
Bertani (LB) agara ekim yapilarak kontrol yapilmis ve sistemde beta-laktam direngli

oldugu tespit edilen 29 izolat caligmaya dahil edilmistir.

Arastirmada, Na-Azid direngli E. coli J53 susu (F—met pro Azir) konjugasyon
deneylerinde alic1 hiicre olarak kullanildi. E. coli ATTC 25922 susu antibiyogram

calismalarinda kontrol olarak kullanilmistir.

Tablo 3.1. A. baumannii izolatlarinin elde edildigi klinik 6rnek tiirleri.

Ornek Tipi Ornek Sayisi

Kan Kiiltiirii 6
Katater Kiiltiirii
Yara Kiiltiirii

Balgam Kiiltiirii
Idrar Kiiltiirii
Diger*

Toplam 29

*: Karmed sisteminde idrar, yara veya balgam olabilir olarak kaydedilmis

QNN | 3=
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3.1.2. Arastirmada Kullanilan Alet ve Ekipmanlar

Bu calisma Kirsehir Ahi Evran Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Tibbi
Mikrobiyoloji Arastrma Laboratuvarlarinda bulunan alet ve ekipmanlar kullanilarak

gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan cihazlar.

Makina/techizat adi Markasi Model
Otoklav JSR JSAC 60
Su Banyosu Memmert WNB22
Distile Su Cihazi GFL 2001/4
Karistiricili inkiibator Memmert Model 55
Vorteks Scilogex MX-S
Magnetik Karistirict Scilogex MS-H-S
Analitik Terazi Ohaus AV 264C

pH metre Hanna HI2211-02
Blok Isitic Boeco DBI
Termal cycler BioRad T-100
Elektroforez Sistemi ve Giig¢ kaynagi Techne Tecne B2
UV translimiinator Daihan WUV-L50
Buzdolabi Vestel P NF620
Derin Dondurucu Vestel W DDP-S1101
Mikrodalga Firin Vestel MW 20-MV
Mikrosantrifiij Sigma Sigma 1-14
Laminar flow hood Arma

Jel goriintiileme sistemi BioRad

3.1.3. Calismada Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar

Arastirmada A. baumannii izolatlarinin canlandirilmasi, DNA ekstraksiyonu, antibiyotik
duyarliliklar1 ve konjugasyon deneyleri icin c¢esitli besiyerleri ve kimyasallar

kullanilmistir (Tablo 3.3).

Besiyerlerinin hazirlanmasi iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmistir.
Dehidre besiyerleri iiretici firmanin belirtmis oldugu miktarda alinarak distile su ile
coziildiikten sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika siire bekletilerek steril edilmistir. Daha
sonra 45-50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra kati besiyerleri petri kutularma ve sivi

besiyerleri ise cam tiiplere steril siif 2 kabin igerisinde aseptik sartlarda aktarilmistir.
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Son olarak sterilizasyon kontrolii i¢in besiyerleri bir gece 37 °C’de inkiibasyona

birakilmis ve tireme gézlenmedigi teyit edildikten sonra ¢aligmalarda kullanilmstir.

Tablo 3.3. Arastirmada kullanilan besiyerleri ve kimyasallar.

No Besiyeri/Kimyasal Uretildigi Firma

1 Luria-Bertani (LB) Agar Microbiology —USA

2 Eozin-Metilen-Blue Agar Himedia — India

3 Muller-Hinton Agar Himedia — India

4 Luria-Bertani (LB) Broth Microbiology —USA

5 Nutrient Agar Microbiology-Germany

6 Agarose Biomax _ EEC

7 DNA Ladder Life Science-USA

8 Gliserol Sigma-USA

9 TAE Buffer Life Science-USA

10 Ethidium Bromide Sigma-USA

11 Loading Dye Thermo Fisher Scientific

12 10x PCR Buffer Life Science-USA

13 50mM MgCI2 Life Science-USA

14 SmM dNTP Mix Life Science-USA

15 Taq DNA polimeraz Life Science-USA
3.1.4. Agaroz Jel

Arastrmada PCR sonras1 amplikonlar1 goriintiilemek icin yapilacak elektroforez
isleminde kullanilmak tizere %0,9°luk agaroz jel hazirlanmistir. Bu amagla, 0,9 gr agaroz
100 ul 1X TAE buffer soliisyonu igerisinde partikiil kalmayacak sekilde ¢ozdiirtilmiistiir.
Daha sonra 50-60 °C’ye sogutulduktan sonra igerisine 5 pl etidium bromid eklendi ve
yavasca karistirildiktan sonra agaroz jel tanki icerisinde baloncuk olusmadan uygun DNA
kuyucuklar1 olusturulacak sekilde dokiilmiis ve polimerize olana kadar oda isisinda
inkiibe edilmistir. Agaroz jel polimerize olduktan sonra 1X TAE buffer iceren agaroz jel

elektroforez tankina elektriksel akimin yoniine dikkat edilerek yerlestirilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. A. baumannii izolatlarinin Beta-Laktam Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

DNA Ekstraksiyonu: Beta-laktam direncli oldugu belirlenen 29 A. baumannii izolatinin
total DNA ekstraksiyonu kaynatma yontemiyle yapilmistir. Bu amagla, LB agara ekilip
taze kiiltiirleri hazirlanan izolatlardan bir 6ze dolusu alinmis ve 300 pl steril distile su ile
ependorf tiiplerde vortekslenerek siispanse edilmistir. Ependorf tiipleri 100°C’de 10 dk.
boyunca kuru blok isiticidda kaynatilmistir. Ependorf tiipler buzdolabinda 5 dk
bekletildikten sonra 10 dk. 10.000 rpm’de santrifiij edilmis ve elde edilen siipernatant
total DNA olarak belirlenmek istenen genlerin gogaltilmasinda kullanilmistir. Elde edilen

total DNA’lar kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir [188].

PCR Reaksiyonu: Beta-laktam direncli A. baumannii izolatlarinda tablo 4’de bildirilen
beta laktamaz direnc¢ genlerine (blaTEM, blaSHV, blaCTX-M1, blaCTX-M2, blaGES,
blaVEB, blaOXA-1) spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR yOntemiyle tespit
edilmistir. Bu amacla yapilan PCR c¢alismasinda genlerin amplifikasyonunda son hacim
25 ul olacak sekilde Beta -lactamaz genlerinden her bir gen i¢in 10XTaq buffer (2.5 pl),
MgCI2 (1.5 mM), dNTPmix (200 pm), primer ¢ifti (0.2 pmol/ul), Tag DNA polimeraz
(1.5 U), steril distile su (13.6 ul) ve total DNA (5 pl) ilave edilerek hazirlanmis ve termal
dogii cihazina yerlestirilmistir. Termal dongii cihazinda genlerin amplifilasyonu i¢in 95
C’de 3 dk 6n denatiirasyon sonrasinda yapilan 35 siklusta herbir gen i¢in tablo 4’te verilen
denatiirasyon, baglanma, uzama sicakliklar1 ve siireleri uygulandiktan sonra 72 C’de 5 dk

final uzama yapilarak amplifikasyon tamamlanmstir.

Gradient PCR Reaksiyonu: Caligmada pAmpC genleri (blaMOX , blaCIT , blaDHA,
blaACC, blaFOX, and blaEBC ) i¢in yapilacak multipleks PCR reaksiyonunda primerler
icin uygun baglanma sicakligini optimize etmek i¢in gradient PCR yapilmistir. Bu amagla
50°C-64°C arasi farkli sicakliklarda baglanma sicakliklari ve 25 ile 35 siklus aras1 yapilan
temel PCR asamalarindan sonra multipleks PCR reaksiyonu 25 siklus ve 64°C en uygun

sart olarak optimize edilmistir.

Multipleks PCR Reaksiyonu: Beta-laktam antibiyotiklere direncli A. baumannii
izolatlarinda pAmpC diren¢ genlerinin (blaMOX , blaCIT , blaDHA, blaACC, blaFOX,
and blaEBC) tespiti tablo 3.4’de bildirilen spesifik primerler kullanilarak yapilan
multipleks PCR yoOntemi ile tespit edilmistir. Bu amagla yapilan PCR’da genlerin
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amplifikasyonunda son hacim 50 pl olacak sekilde yapilan multpleks PCR karisiminda
her bir gen i¢in tablo 3.5’de verilen miktarlarda 10XTaq buffer, MgC12, dNTPmix,
primer, Taq DNA polimeraz, steril distile su ve total DNA ilave edilerek hazirlanmis ve
termal dongii cihazina yerlestirilmistir. Termal dongii cihazinda genlerin amplifikasyonu
icin 95 C’de 3 dk On denatiirasyon sonrasinda yapilan 25 siklusta 94 C 30 sn
denatiirasyon, 64 C’de 30 sn baglanma, 72 C’de 60 sn uzama protokolii uygulandiktan

sonra 72 C’de 5 dk final uzama yapilarak amplifikasyon tamamlanmastir.

PCR iiriinlerinin elektroforez sisteminde goriintiillenmesi: Calismada A. baumannii
izolatlarinda incelenen direng genlerinin tiimiiniin goriintiilenmesi amactyla PCR {iriinleri
icerisinde 1X TAE buffer bulunan agaroz jel elektroforez sisteminde kosturulmustur. Bu
amacla agaroz jel elektroforez sisteminde birinci kuyucuga marker ve acgilan diger
kuyucuklara 8 ul PCR iirtinii 2 pl yikleme boyasi eklendikten sonra sirasiyla jel
kuyucuklarma yiiklenmis ve 100V’da 30 dk kosturulduktan sonra jel goriintiileme

sisteminde incelenmistir.
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Tablo 3.4. A. baumannii izolatlarinda plazmid aracili beta-laktamaz direng genleri.

Amplikon uzunlugu

Gen adi Primer Primer Sekansi (5°-3”)
(bp)

F AGTATTCAACATTTYCGTGT

blaTEM 847
R TAATCAGTGAGGCACCTATCTC
F ATGCGTTATATTCGCCTGTG

blas]-[v 843
R TTAGCGTTGCCAGTGCTC
F GCGTGATACCACTTCACCTC

blaCTx.M 1 260
R TGAAGTAAGTGACCAGAATC
F TGATACCACCACGCCGCTC

bl ACTX-M2 341
R TATTGCATCAGAAACCGTGGG
F ATTTCCCGATGCAAAGCGT

bl AVEB 542
R TTATTCCGGAAGTCCCTGT
F ATGCGCTTCATTCACGCAC

blages 863
R CTATTTGTCCGTGCTCAGGA
F TTTTCTGTTGTTTGGGTTTT

bl AOXA-1 519
R TTTCTTGGCTTTTATGCTTG
F GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT

bl aMOX 520
R CACATTGACATAGGTGTGGTGC
F TGGCCAGAACTGACAGGCAAA

bl acITt 462
R TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
F AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT

blaDH A 405
R CCGTACGCATACTGGCTTTGC
F AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA

blaAcc 346
R TTCGCCGCAATCATCCCTAGC
F TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG

blaEBc 302
R CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT
F AACATGGGGTATCAGGGAGATG

blaFox 190
R

CAAAGCGCGTAACCGGATTGG

[190, 191]
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Tablo 3.5. A. baumannii izolatlarinda beta-laktamaz diren¢ genlerinin amplifikasyonu igin

yapilan 35 siklusta uygulanan termal dongii cihazi sartlari.

Baglanma Sicakhgi (°C) | Denatiirasyon Sicakhigi Uzama Sicakhg (°C) /
Genler / Siiresi (sn) (°C) / Siiresi (sn) Siiresi (sn)

blarem 50/60 95/30 72/60
blasnv 56/50 95/50 72/60
blactx-mi 54/45 95/45 72/30
blactx-m2 59/45

blaoxa-1 51/45 95/30 72/30
blaggs 59/45 95/45 72/50
blaves 55 95/50 72/60

sn: saniye

Tablo 3.6. A. baumannii izolatlarinda pAmpC genlerinin tespiti i¢in kullanilan Multipleks
PCR’da kullanilan karigimlar.

Reaksiyon Karisim Hacim

10x Taq buffer 1X 2.5
MgCI2 1.5 mM 1.5ul
dNTPmix 200 uM 1l
MoxF 0.6 uM 0.5l
MoxR 0.6 uM 0.5l
CITF 0.6 uM 0.5 ul
CITR 0.6 uM 0.5l
DHAF 0.6 uM 0.5l
DHAR 0.6 uM 0.5l
ACCF 0.5 uM 0.5l
ACCR 0.5 uM 0.5l
EBCF 0.5 uM 0.5 ul
EBCR 0.5 uM 0.5ul
FoxF 0.4 uM 0.5l
FoxR 0.4 uM 0.5l
Taq DNA Polimeraz 125U 0.4 ul
Template DNA S5ul

ddH,O 33,6

Total 50 ul
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3.2.2. Konjugasyon

Aragtirmada tespit edilen direng genlerinin konjugatif bir plazmid {izerinde tasinip
taginmadigini belirlemek amaciyla Broth mating [193] yontemi kullanilarak konjugasyon
deneyleri yapilmstir. Alict hiicre olarak E. coli J53 (met pro Azir), verici hiicre olarak ise
A. baumannii izolatlar1 kullanilmistir. Tiim hiicreler LB Agar besiyerinde bir gecelik
kiiltiirleri yapilarak canlandirilmistir. Hiicrelerden tek koloni alinarak LB broth
besiyerinde bir gece biyiitiilmiis ve ertesi giin kiiltiirlerden 1:1 (v/v) oraninda
karstirilarak c¢alkalamasiz ortamda 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Daha sonra
karigik kiiltiirden 10-1 diliisyon gerceklestirilip 100 pl Na-Azid (100pg/ml) ve Ampisilin
(50 pug/ml) igeren LB agar petri kaplarinin {izerine yayma ekimleri gerceklestirilmistir.
Petri kaplar1 37°C’de bir gece inkiibe edilerek iireyen koloniler gozlemlenmistir.
Transkonjugant kolonilerden segilerek ti¢ farkli besiyerine (LB Agar+ 50pug/ml ampisilin,
LB Agar 100 pg/ml Na-Azid, LB Agar+ 100 pg Na-Azid+ 50 pg/mi ampisilin) replika
ekimleri gergeklestirilmistir. Her ii¢ besiyerinde lireyen koloniler transkonjugant olarak
belirlenmistir. Secilen transkonjugant hiicre Na-Azid ve Ampisilin iceren LB broth
besiyerlerinde biiyiitiilmiis ve plazmid DNA’s1 Mini-prep plazmid DNA izolation Kit
(ThermoScientific) kullanilarak gerceklestirilmistir. Transkonjugant hiicrelerin tasidigi
antibiyotik diren¢ genleri izole edilen plazmidler kullanilarak gergeklestirilen PCR

reaksiyonlari ile belirlenmistir.

3.2.3. Plazmid DNA Ekstraksiyonu

Direncli A. baumannii izolatlarinda direng genleri PCR ile belirledikten sonra, izolatlarda
tespit edilen diren¢ genlerinin plazmid ilizerinde olup olmadigini belirlemek amaciyla
plazmid DNA izolasyonu yapilmistir. Bu amagla Thermo Scientific firmasinin (USA)
Gene JET Miniprep Kit araciligryla yapilmistir. Plazmid DNA ekstraksiyonu firmanin

talimatlarina gore gerceklestirilmistir.

28



4. BULGULAR

Calismada Kirsehir Ahi Evran Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari ile Egitim
ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari'na getirilen bir grup farklh
klinik kaynaktan izole edilen beta-laktam direncli Acinetobacter baumannii bakterisinin
kullanimi yer almistir. Bakterileri tanimlamak ve antibiyotiklere duyarliliklarini

belirlemek i¢in otomatik bakteri tanimlama cihazi (Vitek 2) kullanilmistir.

Tablo 4.1: Ornek tiiriine gére drnek dagilim.

Ornek Tiirii No %

Kan Kiiltiirii 6 20.6%
Kateter Kiiltiirii 1 3.4%
Yara Kiiltiirii 7 24.1%
Balgam 7 24.1%
idrar 2 6.8%
Digerleri 6 20.6%
Toplam 29 100%

29 A. baumannii 1zolat1 enfeksiyon kaynaklarma gore dagitilmis ve sonuglar, izolatlarm
en biiyiik ylizdesini oluusturan yaralarm ve balgamimn her birinden 7 izolatin geldigi,
ardindan 6 izolatin kan 6rneginden ve 2 izolatin idrar 6rneginden geldigi gorilmiistiir

(Tablo 4.1).

Tablo 4.2: Hastane Karmed sisteminde ¢alismada kullanilan Acinobacter baumannii izolatlarinin

antimikrobiyal duyarlilik sonuglari.

Antibiyotikler A.baumannii izolatlarinin Antibiyotik Duyarhhklari
Direnc¢ n (%) Hassasiyet n (%)

Piperasilin/Tazobaktam 29 (100) 0

Seftazidim 29 (100) 0

Piperasilin/tazobaktam ve seftazidim olmak iizere iki antibiyotik kullanilarak antibiyotik
duyarlilik testi yapilmis ve beta-laktamaz {ireten enzim tanisi konulmustur. Bu testin
sonuglarina gore tiim 6rneklerin sirastyla >64 ve >32 ¢apli antijenlere kars1 direng verdigi

yoniindedir. A. baumannii'nin sahip oldugu plazmid aracili beta-laktam ve plazmid aracili
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pAmpC diren¢ genleri, gene spesifik primerler kullanilarak PCR ile 29 ornekte
tanimlanmustir (Tablo 4.2).

Tablo 4.3.A: Acinetobacter baumannii izolatlarmdan PCR ile tespit edilen plazmid aracili B-

laktam direng genlerinin dagilimi.

Ornek | blaGES blaSHV | blaCTX- | blaCTX- blaOXA-1 blaTEM blaVEB
No ml m2

ABI1 + - - - - - -
AB2 + - - - - - -
AB3 + + - + - - _
AB4 + - - - - - -
ABS + - - - - - -
AB6 + + - - = - -
AB7 + =+ - - - - -
ABS + - - - o - -
AB9 + + - + - - _
AB10 + + - - - - -
ABI1 - + - + - _ _
ABI2 - + - + - _ _
AB13 + + - + - - _
AB14 + + + - + + -
ABI15 + + - - - - -
ABI16 + - - - - - -
ABI17 + + - - - - -
ABI18 - - - + - - -
AB19 - - - - : + .
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Tablo 4.3.A (devam): Acinetobacter baumannii izolatlarindan PCR ile tespit edilen plazmid

aracili B-laktam diren¢ genlerinin dagilim.

Ornek | blaGES blaSHV | blaCTX- | blaCTX- blaOXA-1 blaTEM blaVEB
No ml m2

AB20 + - - - - + -
AB21 + - - - - + -
AB22 + - - + - + -
AB23 + + - + - - _
AB24 + + - - - + -
AB25 - - - + - - -
AB26 - + + - + + -
AB27 - + - - = + -
AB28 - - . + - - ,
AB29 - + - - . + _

Tablo 4.3.A’da, 29 A. baumannii izolatlarinin degisen oranlarda B-laktamaz genlere sahip
oldugu, 20 izolatta blaGES geni, 16 izolatta blaSHV geni, 10 izolatta blaCTX-m2, 9 izolatta
blaTEM geni, 16 izolatta blaSHV geni ve yalnizca ikisinde blaCTX-ml ve blaOXA-1 genleri

tespit edildigi goriilmektedir.

Tablo 4.3.B: Acinetobacter baumannii izolatlarindan PCR ile tespit edilen plazmid aracilt AmpC

direng genlerinin dagilimu.

Ornek No

blaMOX

blaCIX

blaDHA

blaACC

blaEBC

blaFOX

ABI1

AB2

AB3

AB4

ABS
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Tablo 4.3.B (devam): Acinetobacter baumannii izolatlarindan PCR ile tespit edilen plazmid

aracili AmpC direng genlerinin dagilimi.

Ornek No | blaMOX blaCIX blaDHA blaACC blaEBC blaFOX

AB6 - - - - - -

AB7 - - - - - -

ABS - - - - - -

AB9 - - - - - -

ABI0 - - - - - -

ABI11 - - - - - .

ABI2 - - ; . . .

AB13 - - . - . .

AB14 - - ’ - - -

AB15 - - 4 - - -

AB16 ; - - - - -

AB17 - - - - - -

ABI8 - - - - - -

AB19 - - - - - -

AB20 ; - ; - - -

AB21 ; - ; - - -

AB22 - - - - - -

AB23 - - + - - -

AB24 ; - ; - - -

AB25 - - . - - .

AB26 - - - - - .

AB27 - - . - - -
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Tablo 4.3.B (devam): Acinetobacter baumannii izolatlarindan PCR ile tespit edilen

plazmid aracili AmpC direng genlerinin dagilimi.

Ornek No | blaMOX blaCIX blaDHA blaACC blaEBC blaFOX

AB28 - - - - - -

AB29 - - - - - -

Sekil 4.1: Pozitif f-laktamaz ve pAmpC direng genlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii.

Bu calismada plazmid aracili AmpC genlerinden sadece birinde blaDHA geni tespit
edilmis ve 29 A. baumannii izolatinin hi¢birinde blaMOX, blaCIT, blaACC, blaEBC ve
blaFOX genleri tespit edilememistir (Tablo 4.3.B ) (Sekil 4.1).

Tablo 4.4: Mueller-Hinton agarda Tc24-Tc26- Tc28 ve E.coli j53 numuneleri i¢in

transgonjukasyon yapilan numunelerin antibiyotiklerle uygulanan testi (Kirby Bauer yontemi).

Antibiyotikler Tc24 Tc26 Tc28 E.coli J53
Ampisilin R (0) R (0) R(0) S(30)
Seftriakson R (0) S(30) S(30) S(30)
Amoksisilin-Klavulanik Asit R (0) R (0) R(0) S(30)
Sefotaksim R (0) S(30) S(30) S(30)
Piperasilin-Tazobaktam R (0) S(30) S(24) S(30)
Seftazidim R (0) S(30) S(30) S(30)
Aztreonam R (0) S(30) S(30) S(30)
Trimetoprim R (0) S(30) S(30) S(30)

33




Sekil 4.2: Muller-Hinton agar iizerinde transgonjuge edilmis Acinetobacter baumannii

orneklerinin antibiyotik duyarlilik testi (Kirby-Bauer yontemi).

A: TC 28 sadece Ampisilin ve Amoksisilin-Klavulanik asit i¢in direnglidir.
B: TC 26 sadece Ampisilin ve Amoksisilin-Klavulanik asit i¢in direnclidir.
C : TC 24 8 antibiyotigin tamamina direnglidir.

D: E.coli j53, 8 antibiyotigin tamamina duyarlhdir.

29 adet A. baumannii izolatinda antibiyotik diren¢ genlerinin aktarilabilirligini tespit
etmek amaciyla yapilan konjugasyon deneyleri sonucunda, eslestirme adimlari
gerceklestirilerek 8 farkli antibiyotik i¢in disk difiizyon yontemi kullanilarak antibiyotik

duyarlilig1 test edilmistir. Sonuglar, Tc24 izolasyonunun sekiz antibiyotigin tiimiine
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direngli oldugunu ve Tc26 ve Tc28 izolasyonunun yalnizca ampisilin ve amoksisilin-

klavulanik asit diren¢li oldugunu gostermistir (Tablo 4.4) (Sekil 4.2).

Sekil 4.3: BlaTEM, blaSHV genlerinin etidyum bromiir ile agaroz jel elektroforez sistemine

taginmasiyla elde edilen goriintii.

Sekil 4.4: blaTEM, blaSHV, blaOXA-1 ve balCTX-m1 genlerinin etidyum bromiirlii agaroz jel

elektroforez sistemine tagsinmasiyla elde edilen goriintii.
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Sekil 4.5: balCTX-m2 geninin etidyum bromiir ile agaroz jel elektroforez sistemine taginmasiyla

elde edilen goriintii.

A. baumannii izolatlarmin transfer edilebilir plazmid aracili antibiyotik diren¢ genleri
tastylp tasimadigini belirlemek i¢in polimeraz zincir reaksiyonu uygulanmistir. Tc24
izolatinin konjugatif plazmid tasidig1 ve blaTEM ve blaSHV genini tasidigi (Sekil 4.3),
Tc26 izolatinin blaTEM ve blaOXA-1 genini tasidigi (Sekil 4.4), Tc28 izolatinin
blaCTX-m2 genini tagidig1 belirlenmistir (Sekil 4.5).

A. baumannii izolatlarinmn aktarilabilir plazmid aracili antibiyotik direng¢ genleri tasiyip

tasimadigmi belirlemek i¢in polimeraz zincir reaksiyonu uygulanmastir.
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5. TARTISMA-SONUC

Acinetobacter baumannii antibiyotiklere kars1 giderek daha direngli hale geldiginden ve
tedavisi zor ciddi hastaliklara neden oldugundan, 21. yiizyilin en 6liimciil patojenlerinden
biri olarak kabul edilmektedir. A. baumannii, tibbi tesislerin yiizeyleri ve cerrahi aletler
gibi cansiz nesneler iizerinde kuru bir ortamda bir aydan fazla dayanabilir. A. baumannii,
mikrobiyal hiicrelerin hem canli hem de cansiz yiizeylerde toplanip birbirine yapisarak
bir biyofilm olusturmak i¢in proteinler ve polisakkaritler iiretebilir. Acinetobacter
baumannii'ni en ciddi firsat¢1 nozokomiyal patojenlerden biri oldugu, ¢oklu ilaca direngli
oldugu ve giinlimiizde yaygin oldugu goz oniline alindiginda, Beta-laktamaz enzimi
tiretmesi ve floro-kinolonlar ve aminoglikozidlere karsi direnci nedeniyle MDR olarak
degerlendirilmektedir [17]. Acinetobacter baumannii, daha ¢cok yogun bakim iinitelerinde
mekanik ventilasyon ihtiyaci olan ve yara veya yanik gibi durumlarda enfeksiyona neden
olan bir nozokomiyal patojendir. Bu bakteri, bakteriyemi, pndmoni, menenjit, idrar yolu
ve yara enfeksiyonlar1 gibi ciddi enfeksiyonlara sebep olmaktadir [155]. Epidemiyolojik
incelemelerle tespit edilen salginlarda coklu ilag direncli A. baumannii izolatlarinin
yayiliminda hastanedeki kontamine ylizeyler bu patojen i¢in 6nemli bir kaynak oldugu
goriilmektedir. Hastane enfeksiyonu siirveyansi ile iligkili raporlarda bu bakterinin yanik
initelerinde yatan hastalarda goriilen enfeksiyonlarda insidansinin arttigi, 6liimciil septik
sok ve bakteriyemi gibi klinik tablolara neden oldugu gozlenmistir. Hastanelerde ¢oklu
ve yaygin ila¢ direncli A. baumannii klonlarmin kontrol altina alinmasi, yeni kontrol
onlemlerinin gelistirilmesi, hastalar arasi ¢apraz kontaminasyonlarin dnlenmesi, gercek
bir salginin zamaninda ve dogru tanimlanip kaynagmin tespit edilmesi icin, klonal
diizeyde aymrim yapabilen molekiiler epidemiyolojik analiz yontemlerinin kullanilmasi
onem tasimmaktadir. Acinetobacter baumannii, antimikrobiyal ila¢ direncinde direng
genleri tastyan plazmidleri, transposonlar1 veya integronlar1 elde etmek i¢in 6nemli bir
yetenege sahiptir ve bu yetenek ¢oklu ve yaygin ilag¢ direncine yol agar. A. baumannii'de
ila¢ direncinin kontrolii, sinirli tedavi segenekler nedeniyle tibbi bir sorundur [156]. Bu
calisma ile Acinetobacter baumannii izolatlarinda B-laktamaz ve AmpC plazmidlerini

farkli klinik kaynaklarin aracilik ettigi diren¢ genlerinden izole edilmesi, ayrica bu
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genlerin baska bir bakteri tiiriiyle konjugasyon siireci yoluyla transfer etme ve yayma

yetenegi arastirilmistir.

Arastirmanin sonuglarina gore, 29 izolatin en biiyiik yiizdesinin yaralardan ve balgamdan
olmak iizere bunlarm her birinden 7 izolatin geldigi (%24,1), ardindan 6 izolatin kan
orneginden (%?20,6) ve 2 izolatin idrar Orneginden (%6,8) geldigi goriilmiistiir.
Calismamizin sonucuyla uyumlu olan bir arastirmada en biliylik A.baumannii yiizdesi
(%10,6) yara siiriintiilerinden alman izolatlardan bulunmustur [157]. Yine en biiyiik
ylizdeye sahip izolatin yaralardan elde edildigini bulan bir ¢calismada bunun nedeninin,
bu bakterilerin firsat¢i olmasi, hastane, ameliyathane ve yogun bakim iinitelerinde hijyen
ve sterilizasyonun ihmal edilmesi olabileccegi diistintilmiistiir [158]. Benzer bir
arastrmada %38 oranla 15 Acinetobacter bakteri izolatinin en biiylik izolat yiizdesinin
balgam orneklerinden elde edildigi sonucuna ulasilmistir [159]. A. baumanni, siklikla
hastanede yatan agir/diiskiin hastalarda pnomoni, yara yeri enfeksiyonu, iiriner sistem
enfeksiyonu, bakteremi ve menenjit gibi enfeksiyonlara neden olmaktadir, bu nedenle balgam
izolatlarinda daha ¢ok tespit edilmektedir. Bu bakterinin yaralarda bulunma nedenleri olarak
ise; epitel hiicrelerine tutunmada rol alan adezyon molekiilleri, K1 tipi kapsiil yapisi,
lipolitik ve sitotoksik aktivite gosteren ekstraseliiler enzimlerin varligi, epitel hiicreleri
izerinde apopitotik etki gosteren dis membran proteini, biyofilm olusumu ve abiyotik
yiizeylerde uygun olmayan ¢evresel kosullarda (kuruluk, diistik 1s1, sinirli besin miktari)

uzun siire yasayabilmesine olanak saglayan hiicresel komponentlerinin varligi sayilabilir.

Calismamizin sonucu idrar 6rneklerinden elde edilen iki izolatta bakteri bulan arastirma
ile aym fikirdeyken [157], en yiiksek bakteri oranini 15 (%30) kan orneklerindeki
izolattan elde eden ¢aligma ile uyumlu degildir [160], Buna ragmen, bu bakteri idrar yolu
enfeksiyonlarinin yaygin nedenlerinden oldugu da bilinmektedir. A.baumannii bakterisi,
idrar sondasi islemi sirasinda, 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalar ve yaslilar
olmak {izere liretraya ulasabilir, ¢linkii bu bakteri, antibiyotiklere ve sterilizatorlere direng
gosterme ve cerrahi aletlerin ve ameliyathanelerin yiizeylerini kolonize etme ve bir

bakteri olusturma yetenegi ile karakterize edilir [161].

Acinobacter baumannii izolatlarmdan PCR ile tespit edilen plazmid aracili B-laktam
diren¢ genlerinin dagilimina bakildiginda arastirmada elde edilen bulgulara gore, diger
genlere gore en yiiksek yiizdeyi %68,9 ile blaGES geni verirken, bunu %55,1 ile blaSHV
geni, %34,4 ile blaCTX-m2 geni ve %31 ile blaTEM geni izlemistir. Beta-laktam
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antibiyotiklerin bulasict hastaliklarin tedavisinde kullanimi, mikroplarin siirekli olarak
antibiyotik diren¢ genleri gelistirme yetenegi ve Beta-laktamaz enzimlerinin iiretimi
nedeniyle hedef organizmalarda direng¢ gelisimi nedeniyle karmasik hale gelmis ve
gelmeye devam etmektedir. izolatlarm molekiiler analizlerine gére A.baumannii
izolatlarinda aktarilabilir direng genleri lizerine az sayida ¢aligma bulunmaktadir. 2006
yilinda Cin'de yapilan bir arstirmada A. baumannii'nin blaTEM geninin %33,3 oldugu,
bunu blaCTX-m1 ve blaOXA-1 genleri takip etmekte olup her iki gen de %6,8 oraninda

izlenmistir ve hicbir izolatta blaVEB genine dair kanit bulunamamustir [162].

Bulgularimiz SHV geninin blaTEM geninden daha yaygin oldugunu bulan Huang ve ark.
(2014) ve Pooshaneh ve ark. (2011)’ nin ¢alismasiyla uyumludur [123, 163]. Buna
karsilik Sharif ve ark.’nin 2014'te Tahran'da yaptig1 bir arastirmada bakteri izolatlarindaki
yaygin genlerin sirasiyla %56 ve %63'linilin blaTEM ve blaSHV oldugunu bildirirken
Taherikalani ve ark. (2012) Acinetobacter'de bu genlerin higbirine dair hi¢bir kanit
bulamamuistir [164]. Jin ve ark. (2009) A.baumannii izolatlar1 arasinda blaTEM ve
blaOXA pozitif orneklerin sirastyla %81 ve %25 oldugunu, Danes ve ark., (2002)
izolatlar arasinda blaTEM ve blaOXA pozitif orneklerin swrasiyla %44.4 ve %35
oldugunu bulmuslardir [165, 166].

Dai ve ark. tarafindan 2010 yilinda yapilan ¢calismada A.baumannii'nin 39 izolatinda; 15
susta blaTEM-1 geni, 2 susta blaSHV geni, 17 susta blaOXA geni ve 23 susta AmpC geni
tespit edilmistir [167]. Adams-Haduch tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada ise
Acinetobacter baumanniimin 49 izolatinda B-Laktamaz genleri arastirilmis ve 36
izolatinda blaTEM geni, 5 izolatinda blaCTX-M2 geni bulunmus ve higbir izolatta
blaSHYV geni tespit edilmemistir [168]. 2004 yilinda yapilan bir arastirmada A. baumannii
suslar1 tarafindan iretilen blaCTX-M2 ESBL geninin bir ndrosirurji servisi izolatinda
tespit edilmis, 2014 yilinda Tiirkiye'de yapilan bir ¢alismada ise blaGES genlerinin
yaygm oldugu bulunmustur [169, 170]. Calismada ayrica 101 izolatin 24'liniin %23,7
oraninda blaOXA-51 geni tasidigi, 79 izolatin blaOXA-23 ve yalnizca bir izolatin
blaOXA-40 geni tasidig1 tespit edilmistir [170]. A.baumannii susunun geleneksel PCR
teknolojisiyle yapilan diger caligmalarda, blaGES geni icin %100 (63/63) ve %33,3 (9/27)
prevalans oranlar1 belirlenmistir [171, 172]. 2011 yilinda Tayland'da yapilan ve E. coli
bakterisinde polimeraz zincir reaksiyonu ile Beta-laktamaz genlerinin tespit edildigi bir
caligmada, genlerin yayginlik oranlar1 blaTEM %72,2, blaCTX-M-like %52,8, blaVEB
%16,7 olarak bulunmus ve blaSHV geni hi¢ bir izolatta tespit edilmemistir [173]. Bu
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sonuglarla  uyumlu olan bazi g¢aligmalarda, A. baumannii susunda Beta-laktamaz
genlerinin korkutucu derecede yayildigi, A.baumannii'de blaTEM, blaSHV, blaGES,
blaCTX-M, blaPER ve digerleri gibi genis bir ESBL araligmmin rapor edildigi
kaydedilmistir [174, 175, 176]. Ambler Sinif A’da bulunan ESBL enzimleri, A.
baumannii  gibi  fermentize  olmayan  gram-negatif patojenlerde  giderek
yayginlagmaktadir. Bu tiirlerde en yaygin olan1 PER, VEB ve GES tiirleridir [177].
Ayrica, aztreonam ve seftazidime kars1 giiclendirilmis GES tipi ESBL'ler, A.
baumannii'de 2010 yilindan itibaren arttigi tespit edilmisticr [156]. Son yillarda
Acinetobacter tiirlerinde aminoglikozidlere, kinolonlara ve karbapenemlere direnci de
kapsayan c¢ogul direng¢li suslar, karbapenem duyarli ve genislemis spektrumlu beta
laktamaz iireten Acinetobacter baumannii izolatlarmda 40’dan fazla bulunan direng
genleri ve bu suslarin genetik degiskenligivar olan bir gercektir. Bu 6zellikler bakteriye,
antibiyotik baskis1 devam ettigi siirece ¢esitli direng mekanizmalarindan faydalanma
yetenegi vermekte ve ayni izolatta birka¢ direng mekanizmasi bulunabilmektedir. ESBL
genleri cogunlukla plazmid aracihidir ve bu nedenle diger bakterilere kolaylikla
aktarilir. Bakteriler arasindaki bu genetik transfer, ESBL {ireten suslarin daha hizl
yayllmasina neden olur. Dolayisiyla calismalarin yapildigi bolgelerin farkli olmasi,
diren¢ genleri tasiyan patojenik suslarin 6zellikle hastanelerdeki yayginliginin farkh
olmasi, hastalarin antimikrobiyal ilaglar1 kétiiye/asirt kullanmasi, ¢aligma tasarimi ve
metodoloji  ve Orneklem agisindan farkli calismalarin  sonuglar1  farklilik
gosterebilmektedir. Yine farkli gen oranlar1 bulunmasi caligmalarin zamanlarindaki
farkliliklara ve buna bagl olarak antibiyotik recetelerindeki degisikliklere bagli olabilir.
p -laktamaz iireten izolatlarin prevalansi ve bunlarin yasami tehdit eden enfeksiyonlardan
izolasyonu diinya ¢apinda dramatik bir sekilde artmaktadir. Hastalarin antimikrobiyal
ila¢c kullanimina yonelik yogun baskisi, normal floranin ortadan kalkmasma ve MDR
izolatlarmin ikame edilmesine yol ac¢mustir. Bu c¢alisma, § -laktamaz iireten A.
baumannii suslarinin hastanelerde 6zellikle de yogun bakim iinitelerinde yeni ortaya
¢ikan bir tehdit oldugunu ve bunlarin ciddi sonuglarmin ve hastalardaki 6liim oranlarinin
azaltilmasma yardimci olacak zamaninda tanimlama ve siki izolasyon yontemlerinin

uygulanmastyla denetlenmesi gerektigini gostermistir.

Bu ¢alismada Disk difiizyon yontemi kullanilarak 8 antibiyotige duyarlilik testi yapilmisg
ve Ampisilin, Seftriakson, Amoksisilin-Klavulanik asit, Sefotaksim, Piperasilin-

Tazobaktam, Seftazidim, Aztreonam ve Trimetoprim antibiyotikleri dahil edilmistir.
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Sonuglar, Tc24 izolasyonunun sekiz antibiyotigin tiimiine direng¢li oldugunu ve Tc26 ve
Tc28 izolasyonunun yalnizca ampisilin ve amoksisilin-klavulanik asite diren¢li oldugunu
gostermistir. Ayrica A.baumanii bakterisinin, Piperasilin/tazobaktam ve seftazidime
diren¢ oraninin %100 oldugu bulunmustir. Goudarzi ve ark., (2015)'nin yaptig1
aragtirmada A. baumanii bakterisinin ampisiline direng oraninin %100 oldugu, (Maraki
ve ark., (2016)’ nin arastirmasinda A. baumanii direncinin %92 ve Zhou ve ark., (2011)’

nin yaptig1 baska bir calismada, A. baumanii %78,5 oldugu bulunmustur [178, 179, 180].

Dina Dawood, (2023) tarafindan yapilan arastirmada bakterilerin sefotaksim ve
seftazidime direnci %33 olarak bulunmus iken Salman ve digerleri, (2021) tarafindan
yapilan c¢alismanin sonuglarina gore bakteriler her iki antibiyotige de %100 direngli
olarak bulunmustur [181, 182]. Ayn1 sekilde direng oranin1 Al-Dahlaki ve ark., (2020)
tarafindan yapilan arastirmada, sefotaksime %100 ve seftazidime %90 olarak, Mahdi
(2019)’nin yaptig1 arastrmada ise sefotaksim antibiyotigine ise %50 olarak tespit
edilmistir [183, 159]. Goriildiigil iizere diinya genelinde yapilan arastirmalardaki direnc
oranlarinda oldukca farklilik go6zlenmektedir. Bu farkliliklarin nedenleri arasinda
antibiyotik kullanimimdaki yanlislar veya asir1 antibiyotik kullanimi sayilabilir.
Antibiyotiklerin yaygin ve hatali kullanimi, antibiyotik dozunun iyi ayarlanmamasi gibi
nedenlerden dolay1 direng oranlar1 artmakta ve tedaviler zorlagsmaktadir. Buna ek olarak
veteriner hekimlikteki yiiksek antibiyotik kullanim oram1 diren¢ artisinin
nedenlerindendir. Karbapenemaz sentezleyen izolatlarin dagilimlarinin takip edilmesi ve
uygun tedaviye karar vermek i¢cin bu izolatlarin tespiti son derece onemlidir. Tibbi
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda karbapenemaz varhigmmin ve gen varliginin
belirlenmesinde hizli, tekrar edilebilir ve yiiksek dogruluk oraniyla saptanmasini
saglayacak yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Fenotipik yontemlerle
karbapeneme direnci tespit edilen Gram-negatif bakterilerde diren¢ genlerinin molekiiler
yontemlerle de incelenmesi, tedavi secimi ve enfeksiyon kontroliinde fayda saglayacaktir.
Bunun icin, daha fazla sayida bakteri susunda fenotipik yontemlerle genotipik
yontemlerin kiyaslandigi bagka arastirmalara da gereksinim oldugu disiiniilmektedir

[184].

Calismamizda A. baumanii’nin, Seftriakson, Piperasilin-Tazobaktam, Aztreonam ve
Trimetoprim antibiyotiklerinin her birine kars1 direng oran1 %33,3 olarak bulunmustur.
Arastirmacinin yaptig1 calismada Piperasilin-Tazobaktam'a karsi direng orant %100

olarak bulunmustur [183]. Benzer arastirmalarda Seftriakson direnci %68 ve %96 olarak
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bulunmustur [185, 186]. Bu durum bizim ¢alismamizda ulastigimiz %33'lik oran ile
ortiismemektedir. Sefalosporin grubu antibiyotiklere (Seftriakson, Seftazidim ve
Sefotaksim) diren¢ oranlarindaki bu farkliligin nedeninin, bu smiftaki antibiyotiklerin
asir1 ve yaygin kullanimi, ayrica kromozomal sefalosporinaz enzimlerinin yiiksek oranda
iiretilmesi oldugu disiiniilmektedir [187]. Diren¢ oraninin antibiyotikler arasindaki
fakliliginin nedeni son donemde nadiren regetelenmesi olabilir. sonuglardaki farklilik,
izolat tiirlerindeki ¢esitlilige, kullanilan antibiyotik disklerindeki c¢esitlilige ve
calismalarin cografi bolgeleri ile enfeksiyon kontrol politikalarmin farkliligma
baglanabilir. Bu nedenle A. baumannii'nin antibiyotik duyarliligmmn bolgesel olarak

belirlenmesi, rutin antibiyotiklerin etkin kullanimi i¢in uygun bir rehber gorevi gorebilir.

Antibiyotik direnci, diinya capinda tip ve saglik sektoriiniin kars1 karsiya oldugu en
onemli sorunlardan biri olup, A. baumannii bakterisinin direnci siirekli artmaktadir ve
bunun temel nedeni, antibiyotiklerin gelisigiizel kullanilmasmin yani sira antibiyotiklere
kars1 bagisikligi gelismesidir. Bakterilerin dongiiyii kirma yetenegine sahip olan Beta-
laktamaz antijenlerine sahip olmalar1 ve siirekli gelismeleri gibi yeni genetik faktorler
kazanmalari, antikorun igerdigi Beta-laktamlar1 etkisiz hale getirmektedir. Arastirmalar,
seftazidim ve sefitaksim antibiyotiklerini yok eden ve bunlara diren¢ gosteren beta-

laktamaz enzimlerini kodlayan TEM-2 genlerine sahip oldugunu gostermistir [187].
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Bu c¢alismadan su sonuglar elde edilmistir:

Acinetobacter baumannii izolatlar1 plazmid baglantili B-laktam antibiyotiklere karsi
blaTEM, blaCTX-M2 blaSHV ve blaOXA diren¢ genleri dahil olmak iizere bir¢cok direng
genine sahiptir ve bunlar konjugatif plazmidler tarafindan aktarilmaktadir. Bu
plazmidlerin B-laktam diren¢ genlerini yerlestirme yetenegi, lilkemizdeki hastanelerde

Acinetobacter enfeksiyonlarin tedavi ve kontroliinde biiyilik sorunlar yaratabilir.

Arastirmamizda, ii¢ yeni trans konjuge hiicre hattinin, genislemis spektrumlu -laktamaz
tiretimini kodlayan genler igerdigi goriilmektedir. Trans konjuge hiicre hatlarindan biri
calismada kullanilan 8 antibiyotigin tamamina (ampisilin, seftriakson, amoksisilin-
klavulanik asit, sefotaksim, piperasilin-tazobaktam, seftazidim, aztreonam ve
trimetoprim) direncli bulunmustur. Diger ikisi ise sadece iki antibiyotige (ampisilin ve

amoksisilin-klavulanik asit) direngli olarak bulunmustur.
Calismadan elde edilen sonuglara gore su 6nerilerde bulunulmustur:

Beta-laktam antibiyotiklerin (6rnegin penisilinler, tam nesil sefalosporinler,

karbapenemler ve monomisinler) asir1 kullanimi 6nerilmez.

Hem mevcut veriler hem de bulgularimiz, plazmid aracili B-laktam direncinin
belirleyicilerinin molekiiler analiz yoluyla tanimlanmasinin ve direng gelisimine yol acan

mekanizmalarin karakterize edilmesinin gerekliligini ve 6nemini vurgulamaktadir.

Ayrica lilkemizde ve diinyada genis ¢aph siirveyans ¢alismalari ile plazmid aracili beta-
laktam direnci prevalansinin dogru bir sekilde belirlenmesinin, sorunun boyutunun
belirlenmesine ve hastaligin hizla yayilmasmin onlenmesi i¢in harekete gecilmesine

yardimc1 olacagi diisiiniilmektedir.
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