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OZET

ACINETOBACTER 1IZOLATLARINDA PLAZMID ARACILI KINOLON DiRENC
GENLERININ ARASTIRILMASI

Nqobile MZULWINI
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans, Haziran/2023
Danigsman: Dog. Dr. Yeliz Tanriverdi CAYCI

Amag: Acinetobacter izolatlar1 hastane ortaminda yaygin olarak bulunan
firsatg1 nozokomiyal patojenlerdir. Bu patojenler ¢ogunlukla yogun bakim
hastalarindan izole edilirler. Hastalar, bir kisiden digerine hastaligin bulagsmasinda
birincil kaynak olmakla birlikte, tibbi ekipman ve hastane personeli de enfeksiyonun
yayillmasindan sorumludur. Bu tez c¢alismasinda, klinik orneklerden elde edilen
Acinetobacter suslar1 iizerinde PZR ydntemini uygulayarak plazmit aracili kinolon
direng genleri arastirlmis ve bdylece bu genlerin varliginin ve yayginliginin
belirlenmesiyle birlikte ve Acinetobacter turlerinin kinolon direncinde plazmitlerin
roliiniin daha 1yi anlagilmas1 beklenmektedir.

Materyal ve Metot: Ocak 2021 - Temmuz 2021 tarihleri arasinda Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda rutin tan1 amactyla gonderilen klinik 6rneklerden 175
Acinetobacter izolati ¢alismaya dahil edilmistir. Daha sonra, Acinetobacter
izolatlarindan DNA ekstraksiyonu gerceklestirilmis ve ardindan multipleks PZR
yontemi kullanilarak kinolon direng genlerinin varligi arastirilmistir.

Bulgular: Bu arastirmanin birincil amaci, acinetobacter tiirlerine karst kinolon
ilag etkinligini 6nleyen direng genlerinin varligini belirlemektedir. Klinik laboratuvar
rutininden elde edilen toplam 175 o6rnegi Acinetobacter turlerinde gen direncini
belirlemek i¢in kullanilmistir. Bulgularimiza gore qnr-S geninin diger genlere gore
daha baskin oldugu gdzlenmistir. qnr A, qnrB, qnrC, qnrS, oqxAB, ogxA ve qepA
genlerinin direng orani sirasiyla  %0.57, %0.57, %0.57, %5.71, %2.8, %4, %0
seklinde oldugu belirlenmistir.

Sonu¢: Bu calismada qnrA, qnrB, gqnrC, qnrS, ogqxAB, gepA genlerin
Acinetobacter suslerinda bulunmasi, ¢oklu ilag direnginde 6nemli rol aldiklari bir gok
caligma ile gosterilmustir.

Anahtar Sozcukler: Acinetobacter baumanii, Plazmitler, Quinolones, Direng,
Multiplex PZR



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PLASMID-MEDIATED QUINOLONE RESISTANCE
GENES IN ACINETOBACTER ISOLATES

Ngobile MZULWINI
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Microbiology
Master, June/2023
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yeliz Tanriverdi CAYCI

Objective: Acinetobacter isolates are opportunistic nosocomial infections
routinely identified in hospitals. These pathogens are mostly isolated from patients in
intensive care units. While patients are the primary source of illness transmission
from one person to another, medical equipment and hospital personnel are also
highly responsible for infection spread.

In this thesis study, plasmid-mediated quinolone resistance genes were
investigated using the PCR method on Acinetobacter strains obtained from clinical
samples, and it is expected that the role of plasmids in quinolone resistance of
Acinetobacter species, as well as the presence and prevalence of these genes, will be
better understood.

Materials and Methods: Between January 2021 and July 2021, clinical
samples supplied by the Medical Microbiology Laboratory for standard testing
contained 175 Acinetobacter isolates. Following DNA extraction from the
Acinetobacter isolates, multiplex PCR was used to test for the presence of quinolone
resistance genes.

Results: The main goal of our research was to identify the existence of
resistance genes that inhibit the activity of quinolone drugs against acinetobacter
species. Gene resistance was identified in Acinetobacter species using a total of 175
samples from regular clinical laboratory routines. According to our findings, it was
observed that the gnr-S gene was more dominant than other genes. The resistance
rates of the genes gnr A, gnrB, gnrC, gnrS, ogxAB, ogxA, and gepA were found to
be 0.57, %0.57%, 0.57%, 5.7 %t, 2.8%, 4%, and 0%, respectively.

Keywords: Acinetobacter baumanii, Plasmids, Quinolones, Resistance, Multiplex
PCR



ON SOZ VE TESEKKUR

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dalina bagli Mikrobiyoloji Laboratuvarinda yaptigi ; ‘Acinetobacter izolatlarinda
plazmid aracili kinolon direng genlerinin arastirilmasi’ konulu tez c¢alismasi her
asamasinda bilgi ve goriisleriyle yardimlarim benden esirgemeyen degerli hocam ve
danismanim Sayin Dog¢. Dr. Yeliz Tanriverdi CAYCl’ya , ¢alismama gostermis
olduklar ilgi ve desteklerinden dolay1 degerli hocalarim Sayin Prof. Dr. Asuman
BIRINCI, Saymn Dog¢. Dr. Kemal Bilgi, Saym Dr. Ogre. Uyesi Demet GUR
VURAL’a, caligmama basladigim giinden beri destek ve yardimlarini esirgemeyen
deger Ondokuz Mayis Universitesi asistanlar1 Arastirma gérev Sayim Ilknur BIYIK,
Sayin Kiibra ve arkadaslarirm Saym Sinem EVLI, Sindiswa Sokhulu, Shenaz
Mludi’e, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvar1 c¢alisanlarina, yiiksek lisans bagladigim ilk giinden desteklerini

esirgemeyen herkese tesekkiir ederim.

Nqobile MZULWINI



ICINDEKILER

TEZ KABUL VE ONAYT ..ottt et I
BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK BEYANTI ........cooviniiniiiiniieieisssiesessesis s Ii
OZET oottt Iii
ABSTRACT .ottt bbbt bbbt e et ivv
ON SOZ VE TESEKKUR .......oooiiiieeeeeeeeeeeeeete e e ettt sttt en s, \Y;
TCINDEKILER ......cooieiieeee ettt sttt en s Viiv
SIMGELER VE KISALTMALAR .........ccocooooiiiiiiininereinsnsesssiss s vii
SEKILLER DIZINI .........coooiiiiiiiceeeeeeeeeeeee et Viii
TABLOLAR DIZINI ..ot ix
€3 0 21 £ TR 1
2. GENEL BILGILER ........oiiiiiiiiiii sttt 2
2.1.Acinetobacter Cimsi BaKIEriler..........cocoiiiiiiiiie e 2
2.1.1. TakSONOMI V& TarNGe......ceeiiiiieieeee st 2
2.1.2. Mikrobiyolojik ve Metabolik OZEHIKIET ...............ccoveveererereeeeeee e 2
2.1.3. Patogenez ve Virllans Faktorleri..........coovovoiiiieiiie e 4

pZ 0 S o] (o [=1 0 1 Y] (o] | ST 6
2.1.5.Acinetobacter Enfeksiyonlart..........ccocvecviieiiiiiiieiirec e 6
2.1.6.Acinetobacter Enfeksiyonlarinin Tedavisi..........coovririreneneneicisenese s 7
2.1.7.Acinetobacter Enfeksiyonlarinda Kullanilan Antibiyotikler.............ccoccovvviviennen 8
2.1.8. Acinetobacter Tiirlerinde Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalart............cccocvevernrnne. 15

P (] 110 ] (o] ] - SRR 17
2.2. 1. KIMYASAL YAPL 1euvivieiiiitiiiieieite ettt sttt sttt b e b et e b bt nesneeneenes 17
2.2.2. EtKi MEKANIZIMAST ....ceiiiiiiiiiiiiiiic ittt e sttt e st e e e st e e e saae e e e s nrae e e snaaeeesnraeeas 19
2.2.3. AntimiKrobiyal AKLVITE ..........covviiiiiiiieeee e 19
2.2.4. FarmOKOKINELIK .......ccveiiiiiiiiieese e 20
W O 1 1= 1 L] o SO TRR 23
2.2.8. QBPA .o R et ettt r e R ettt e e eneeneas 25
2.2.7. OQXAB ..ottt ettt ettt neneas 25

pZ TR o =40 o 11 L] OSSR 26

3. GEREC VE YONTEM .....ooiioiieiteeeeieeeee et sie s ses s es s sssss s ense s s san s enansans 27
3.1. Bakterilerin tanimlanmasi ..........ccveveereeieesiuesieeieeseesesseessesseessieesseesinessnessseseeeseeens 27
3.2. Bakterilerin antimikrobiyal direncinin belirlenmesi............cccccocevivviveiiiicccccece, 27
3.2.1. Vitek2 Compact Otomatize SISTEIMI ........ccooiiiiieiieie e 27

3.3. MOleKUIEr YONTEMIET ... 27
3.3.1. Acinetobacter spp bakterisinden DNA ekstrakasiyonu..........c..ccoceveververeinennenne. 27
3.3.2. Kinolonlara karst direng mekanizmalari ...........cccoceviiiiiiiiniiiiiciic e 21
3.3.3. Qnr genlerinin Multipleks PZR yontemi ile aragtirtlmasi.........cccccooeveveervieennnee. 28
3.3.4. QepA bolgesinin amplifiKaSyONU:..........coeviiiiiiiiiereee s 29
3.3.4 OgxAB bolgelerinin amplifikaSyonu ..........ccooeiiiiiiiniiiee e 30

3.4, DNA EIEKITOTOIBZI ... cveveieieieticece sttt ettt neeneas 31

4, BULGULAR VE TARTISMA ...ttt 32
4.1. Acinetobacter spp. Enfeksiyonu Yayilimi ve Servis Dagitimi .........cocevevereincienne. 32
4.2. Genlerin transferi ve KINOION dir€NCi .........coveieiiiiiiiieseeee e 34
4.3. Acinetobacter turleri alternatif etkili tedavi .........cc.ccooeveiineieicn e 38
4.4, Bulgularimizin degerlendirme SONUGIATT.........ccooviiiieriiieie e 40

5. SONUG ...ttt et s ettt sttt e et e R e e R e b e et et e bttt ne e 42
KAYNAKLAR ..ottt sttt e s e e s e e sesbestesbenbe e eneenenneas 43
OZ GECMIS.......oooooeeeeeeeeeeeeeee ettt n ettt an st enanens 50

Vi



PZR
MDR
DNA
EDP
tRNA
MRSA
QS
OmpA
LPS
CDC
Spp
PMQR
EMB

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Multiple Drug Resistance

: DeoksiriboNikleik Asit

: Energy-Depent Phase

: tranfer RiboNukleik Asit

: Methicillin-Resistant Staphylococccus Aureus
: Quorum Sensing

: D1g Zar ProteinA

. Lipopolisakkaridler

: Center for Disease Control

: Species pluralis

- plasmid mediated quinolone resistance
: Eosin Methylene Blue

vii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1.Kinolonlarin Kimyasal Yapisi..........cucveveriiiieniniiicnesene e 18
Sekil 3.1. Qnr PZR amplifikasyon Programi ........c.ccccvereerieerieeseesuesiesieesieeseesesssssssesseesnns 29
Sekil 3.2. QepA PZR amplifikasyon programi..........ccceereerieienieieseee s 30
Sekil 3.3. 0gxAB PZR amplifikasyon programi...........ccccoceereierieinnieeneneseesesee e 31
Sekil 4.1. Hastalarda gonderilen materyallerin dagilimi...........ccocovvieeiininiinnc e 33
Sekil 4.2. Gonderilen materyallerin servisler gore dagilimi ..........ccocvviviiiiiiiininee 34
Sekil 4.3. ogxA geni i¢in elektroforez goriintlisiniin SONUCU ..........cccvvrivieiieiiinie e 41

viii



TABLOLAR DIiZiNi

Tablo 2.1. Kinolonlarin siniflandirtlmast...........c.couiiiiiiiiiiiiiiiic e 18
Tablo 3.1. Calismada kullanilan primer Giftleri .........coveriveiiveiiiiiiiiice e 28
Tablo 3.2. Qnr PZR reaksiyon KartSImI .........coiiueiieiiiienieesieseesiesiessieesieesieesieessnessnessnenseens 29
Tablo 3.3. QepA PZR reaksiyon KartSImi.........ccooivrviriiiniiniseeeneseese e 29
Tablo 3.4. QePA geni PriMEr AIZISI.........coiveiririereiei e 30
Tablo 3.5. OgXA geni Primer diZiSh ......ccccveveiieie i 30
Tablo 3.6. OgXB geni Primer diZiSi.........cccciiiiiiiiiic s 30
Tablo 3.7. Ana karisim PZR reaksiyonunun hazirlanmasi ............cocooeiinennininecnnneniennene 31
Tablo 4.1. Caligmaya dahil edilen suslarin tir dagilimi.........ccceeiiiiiiiniiiiniiee e 33
Tablo 4.3. Acinetobacter Spp PZR SONUCIATT .......coviiiieiiiiiiiiicic e 40



1. GIRIS

Acinetobacter; nonfermentatif, gram negatif kokobasil ve aerob olup dogada ve
hastane ortamlarinda siklikla karsilasilan bir bakteridir. Saglikli yetigkinlerin ¢esitli
vicut bolgelerinden normal flora (yesi olarak izole edilebilir. Acinetobacter
baumannii, insanlardan en yaygin sekilde izole edilen tirddr. (Murray et al., 2007).

Cesitli ylizeylerde canli kalabilmesi ve antimikrobiyal ¢ogul diren¢ kazanma
yetenegi nedeniyle A. baumannii, hastane enfeksiyonlarinin en 6nemli kaynagini
olusturur (Murray et al., 2003). Ek olarak, ¢oklu ilaca direncli suslar, enfeksiyonlarin
tedavisini giiglestirmektedir. A. baumannii kaynakli hastane enfeksiyonlar1 sonucu
oliim orani %34 iken, yogun bakim hastalarinda bu oran %43 olarak bildirilmistir
(Karageorgopoulos et al., 2008; Can vd., 2008).

Acinetobacter tlrleri, genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin olarak
kullanilmasi ile antimikrobiyal ajanlara karsi direng gelistirmistir (Murray et al.,
2003). Mikroorganizmalardaki diren¢ oranmindaki bu artig, farkli tedavi
yontemlerinin  gelistirilmesini ve uygulanmasim1 kaginilmaz kilmaktadir. Bu
enfeksiyonlarin tedavisinde son segenek olarak degerlendirilen kolistin gibi eski
antibiyotikler ya da kombinasyon tedavisi gibi yontemler yeniden dikkatleri cekmeye
baslamistir (Saltoglu , 2007).

Bu c¢alismanin amaci, klinik odrneklerden izole edilen A. baumannii
izolatlarinda izolatlarinda plazmit aracili kinolon direng genlerinin varliginin

arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Acinetobacter Cinsi Bakteriler
2.1.1. Taksonomi ve Tarihge

Beijerinck 1911°de topraktan izole ettigi ve Micrococcus calco-aceticus adini
verdigi Acinetobacter tiirlerini kesfetti. Daha sonra DeBord 1939°da, iiretral 6rnekten
gram negatif kokobasilin izolasyonunu gergeklestirdi ve tanimladi (Munoz-Price and
Weinstein, 2008; Murray et al., 2003, Bahar ve Esen, 2008). Acinetobacter turleri,
Achromobacter, Alcaligenes, Bacterium anitratum, B5W, Micrococcus
calcoaceticus, Herellea Vaginicola/Mima polymorpha, Moraxella Iwoffii ve
Moraxella glucidolytica gibi 15ten fazla farkli jenerik isimle adlandirilmistir.
Taksonomik ¢alismalar sonucu, giiniimiizde Acinetobacter cinsinin Moraxellaceae
ailesi icinde Moraxella, Psychrobacter ve ilgili diger cinslerle birlikte
siiflandirildigi belirtilmistir (Berezin and Towner, 1996).

Deoksiriboniikleik asit (DNA) benzerliklerine dayanarak gercgeklestirilen
calismalar ile Acinetobacter cinsi i¢inde 19'dan fazla tiir belirlenmistir ve bu tiirler
arasinda Acinetobacter calcoaceticus, A. baumannii, A. radiorezistens, A. Iwoffii, A.
haemolyticus, A. schindleri, A. junii, A. johnsonii, A. ursingii yer almaktadir. Bu yedi
tirden dordiinin birbirlerine olan benzerliklerinden dolay1 A. calcoaceticus-A.
baumannii kompleksi olarak da yaygin bir sekilde kabul edilirler. DNA gruplarinin
fenotip anazlilerle ayrim1 zor olan Acinetobacter tirleri, sakkarolitik ve asakkarolitik
olarak siniflandirilir. Hemolitik olanlar A. haemolyticus olarak adlandirilirken,
hemoliz yapmayan glukozu okside eden tiirlerin gogu A. baumannii, glukoz negatif
hemolitik olmayanlar ise A. lwoffii olarak adlandirilmistir. Klinikte en sik bildirilen
Acinetobacter turleri A.baumanni, A.calcoaceticus ve A.lwoffii’dir (Munoz-Price and
Weinstein, 2008). Bu tiirler arasinda en yaygimn sekilde gerceklestirilen klinik
incelemeler A. baumannii tizerinde yapilmaktadir.( Bergogone-Berezin and Towner,
1996).

2.1.2. Mikrobiyolojik ve Metabolik Ozellikler

Acinetobacter cinsi mikroorganizmalar, oksidaz negatif, fermentasyon
yapmayan, gram negatif, nitratlar1 indirgemeyen, katalaz pozitif, hareketsiz, , indol
negatif, 35-37°C’de ve aerobik olarak ¢ogalan bakterilerdir (Bahar ve Esen, 2008).

Flajellalar1 bulunmaz ancak fimbrialar1 vardir. Oksidatif fermentatif besiyerinde ve
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ic seker-demir besiyerinde (TSI) asit Uretmezler (Bergogone-Berezin and Towner,
1996; Bartual, 2005; Towner, 1998). Bu mikroorganizmalar, 1-1,5 x 1,5-2,5 um
boyutlarindadir ve dekolorizasyona karsi direng gosterirler, genellikle ¢iftler seklinde
bulunurlar. Acinetobacter izolatlar1 kimi zaman kan kiiltiirii boyamalrinda hazirlanan
direkt siiriintiilerde Gram pozitif kok seklinde olabilmektedir. Coccobacillus tipi
predominans, se¢ici olmayan agar besiyerinde ve duragan ilireme fazi doneminde
siklikla gozlenirken, iiremenin erken doneminde sivi besiyerinde veya hiicre
duvarlarinda, aktif antimikrobiyal ajanlar igeren plaklarda Bacillus tipi daha sik
go6zlenir.

Acinetobacter kolonileri, seffaf olmayan, diizgiin ve Enterobacteriaceae
ailesinin tyelerinden daha kiicik boyutlarda olusur. Bir¢cok sus MacConkey agarda
renksiz veya soluk pembe koloniler meydana getirirken kimi suslar, kanli agar
plakalarinda ortasi delik koloniler iiretir ve sivi besiyerinde iireme gosteremezler
(Murray et al., 2003).

Bu Dbakteriler, Enterobacteriaceae kolonilerinden, anaerobik kosullarda
lirememe ve nitratlar indirgeyememe gibi 6zelliklerle ayrilirlar.

Karbohidrat, bromkrezol moru ve safra tuzlar iceren Holton’s agar, Herelea
agar, Leeds Acinetobacter Medium gibi selektif/ayirt edici besiyerleri klinik
orneklerden izolasyonlar1 igin gelistirilmistir. Kontamine Orneklerden, Ornegin
diskidan bakterilerin izolasyonu, pH 5.5-6.0 sivi mineral besiyerinde bakterilerin
kiiltiirlenmesi ile saglanir (Berezin and Towner, 1996; Jawad, 1994).

Acinetobacter tiirleri, Amerikan Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (Centers
for Disease Control and Prevention (CDC)) tarafindan yapilan smiflandirmada
oksidaz negatif grubuna aittir ve fermentatif olmayan gram negatif basillerden CDC
Grup EO-5 ve CDC Grup NO-1 ile birlikte Bordetella tiirleriyle birlikte ayni
kategoride yer alir (Murray et al., 2003).

Glukoz, hemoliz ve 44°C’de Ureyebilme Uzerindeki oksidatif etkiler genellikle
tiir diizeyinde ayrim icin yeterli degildir. Hemolitik olmamasi, glukoz oksitleyici
olmasi ve 44°C sicaklikta iireyebilme potansiyeli ile A. baumannii, digerlerinden
kolayca ayrimi yapilir. Glukoz negatif suslar1 hemolize etmeyen A. lwoffi, hemolitik
A. haemolyticus olarak isimlendirilmektedir. A.johnsonii 37°C sicaklikta
tireyememesi ile diger tiirlerden ayrilmaktadir (Bahar ve Esen, 2008; Berezin and
Towner, 1996; Weaver and Actis, 1994).



Geleneksel yontemlerin yan1 sira Acinetobacter tir tayini otomatik sistemler
kullanilarak da yapilabilmektedir. Yine de molekiiler yontemler belirgin sekilde olan
en duyarli yontemlerdir. Bakteriyosin ve faj tipleme, protein profilleme, serotipleme,
multilokus enzim elektroforez ile tipleme, PCR, ribotipleme ve pulse-field jel

elektroforezi de kullanilabilir (Berezin and Towner, 1996).
2.1.3.Patogenez ve Virulans Faktorleri

Sunulan son aragtirmalar, A. baumannii'nin daha direncli ve oldurici hale
geldigini ve nozokomiyal enfeksiyonlar i¢in bir risk yarattigi bildirmistir. Bakterinin
uzun silireler boyunca hastane ortaminda yasamini siirdiirebilmesi ve yaygin
antibiyotik direnci gelistirmesi bulasic1 hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavi edilmesini
giiclestirmektedir. Insan saglhg: iizerindeki dnemli etkisinden dolay1 A. baumannii
tarafindan eksprese edilen patojenik mekanizmalarin iyi bir sekilde kavranmasi ¢ok
onemlidir. Potansiyel patojenik faktorleri asagida belirtilmistir.

a) Hicre Yuzey Ozellikleri: Acinetobacter cinsinde, yapisindaki tekrar eden
deoksiamino seker ve seker birimleri arasindaki yapisal dallanmalar
sebebiyle hidrofobik 6zellik gosteren lipopolisakkarid O antijeni bulunur.
Bu sebeple bakterinin hiicrelere hidrofobik ylizey etkilesimleri ile
baglanmaktadir. Bu baglanma sirasinda ince fimbria ve polisakkarid
kapsiil benzeri yapilar gérevde bulunmaktadir. Yeni sunulan arastirmalar,
onemli patojenik faktorleri arasinda K1 kapsiil yapisinin da bulundugunu
belirtmistir (Asik, 2011).

b) Litik/Toksik Bilesiklerin Uretimi: A.baumannii izolatlarinin ¢ogu cesitli
lipopolisakkaridler (LPS) {iretirler ve bu LPS’lerin yapisal ve antijenik
ozellikleri olduk¢a detayli bir sekilde calisilmistir. Bu yapilarin, serum
toleransi, endotoksinlere konak¢inin bagisiklik cevabi ve klinik belirtilerle
baglantili patojenik faktorleri oldugu diisiiniilmektedir. Viriilansin baska
bir 6zelligi lipolize sebep olan ekstraseliiler enzimleri iiretebilmesidir.
Ayrica onemli diger bir viriilans faktorii ise A. baumanii’nin salgiladigi
dis zar vezikiillerinin konak hiicrelere karsi sitotoksik aktivite gosteren bir
proteinini (dis zar proteini A; OmpA) igermesidir (Asik, 2011).

¢) Dokulara Yapisma ve Hasar Olusturma: Intraseliiler bdlgede bulunan
fimbrialarin mannoza direngli, ince ve uzun polisakkarid yapilar

sayesinde bakteriker dokulara tutunup yapisabilmektedirler. Otuz sekiz



d)

kDa molekiiler agirh@indaki yiizey proteini A.baumannii OmpA
(AbOmpA) kiigiik molekiillerinden gecisini saglayarak A.baumannii’nin
epitelyal hiicrelere yapigmasi ile birlikte invazyonunu da gergeklestirir
(Asik, 2011).

Biyofilm Olusumu: Saglik merkezlerinde ve buralarda kullanilan
enstriimanlarin  yiizeyinde uzun siire canliligini  koruyabilen A.
baumannii’nin  biyofilm olusturmasi, o0zellikle kateter kaynakl
enfeksiyonlarda etkili bir patojen faktoridir. Biyofilm olusturma
kapasitesi sayesinde bakterinin hastane ortamlarinda uzun zaman boyunca
canli olmasini saglamakla kalmayip aynt azamanda onu ¢esitli
antibakteriyel ajanlardan da korudugu bilinmektedir. Bakterinin yiizeye
tutunmasinda bakteri yiizeyinde bulunan pili ve flajella gibi uzantilarin
gorev aldigi ve ekzopolimerik yapilarin olusturulmasi, tutunma
ozelliklerinin incelendigi diger bakteri calismalarinda bildirilmistir (Can
vd., 2006).

Demir Geri Alim Mekanizmalari: Mikroorganizmalar etki ettikleri
konakta varliklarin1 siirdiirebilmek icin Onct demir molekillerini
kullanabilmeleri gerekir. Bu, yiiksek afiniteli bir demir geri kazanim
sisteminin eksprasyonu ile elde edilir. A. baumannii izolatlari, gesitli
demir kaynaklarii kullanma yetenegine ve konagin kolonizasyonuna izin
veren bagimsiz bir demir geri kazanim sistemine sahiptir. Bu bakteriler,
farkli demir alim kapasitelerine baglh olarak, siderofor aracili ve/veya
hemin edinme 6zelliklerini ifade etmektedirler (Asik, 2011).

“Quorum Sensing” (QS); Bakteriyel patogenez icin bakterinin yeni
cevrelere adaptasyonu ve dis kosullardan gelen uyaranlar1 algilayip
ardindan cevap gelistirmesi hizli olmalidir. “Minimum popiilasyon
birimini algilama” olarak tanimlanan QS mekanizmasi, ¢evredeki
popiilasyon yogunlugunu bakterinin algilamasini saglayan sistemdir.
Bakterinin bircok genin regilasyonunu kontrol edebilmesi bu bilgi ile
gerceklesir. Quorum Sensing ile besin kaynaklar1 i¢in adaptasyon
gelistiren bakteri, ayni besin i¢in rekabet eden diger bakterilerle
savasabilir ve enfeksiyon sirasinda patojen faktdrlerini modiile ederek

konakg¢inin bagisiklik yanitlarindan kagabilmektedir (Asik, 2011).



2.1.4.Epidemiyoloji

Bakteriyel bir patojenin besin agisindan sinirlt kosullar altinda ve nemsiz
yuzeylerde hayatta kalma becerisi hastane cihaz ve ekipmanlarindaki
kolonizasyonunun uzun siire hayatta kalmasina neden olmakta ve salginlarin artmasi
riski ile sonu¢lanmaktadir. Acinetobacter tiirleri diger bakterilere kiyasla kuruluk,
farkl sicaklik ve pH derecelerine dayanakli olmalar1 sayesinde ¢esitli yiizeylerde
giinler boyu canli kalirlarken dogada da su, besinler ve toprakta saprofit olarak var
olmaktadirlar (Berezin and Towner, 1996). Hastanede yatan hastalarin %25’inin
Acinetobacter tiirleri tasiyici olmasi, insan dersinin dogal konakgisi olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu durumun 6ncelikle hastane ¢alisanlarinin derilerindeki kalic
tastyiciliktan kaynaklandig diistiniilmektedir (Bahar ve Esen, 2008; Hooper et al.,
2005). A.baumannii, hastanedeki tiim ekipmanlar, kumaslar ve eldivenler gibi
abiyotik ylizeylerde haftalar boyu yasayabilmektedir (Towner, 2009).

Solunum yolu enfeksiyonlarinin ve salgimin, yogun bakim iinitelerinde
ozellikle ventilasyon uygulanan hastalar arasinda yiiksek oranda arttig1 bildirilmistir.
Ozellikle yogun bakim hastalariin diskilarindan ¢oklu ilaca karsi savunma
mekanizmasi1 gelistirmis Acinetobacter tiirleri izole edilmis ve trakeostomi
hastalarinin %45 gibi bir oraninda kolonizasyon gosterilmistir (Bahar ve Esen, 2008;
Murray et al., 2003). Bu durumda basta yogun bakim {initelerinde g¢esitli risk
faktorleri is basindadir. Antibiyotik ile tedavi, yabanci cisim uygulamasi, mekanik
ventilasyon, uzun siireli yogun bakim iinitesinde kalma, cerrahi prosediirler ve
bakteri kolonizasyonu risk faktorlerinden birkagidir (Murray et al., 2003). Son yirmi
yilda, 6zellikle 1liman iklimler olmak tizere Acinetobacter enfeksiyonlar1 yaygin bir

hastane sorunu haline geldi (Munoz-Price and Weinstein, 2008).
2.1.5. Acinetobacter Enfeksiyonlari

Acinetobacter tdrleri toplum kokenli enfeksiyonlarda nadir goralurken,
genellikle nozokomiyal firsat¢i enfeksiyonlara neden olurlar ve Acinetobacter tirleri
arasinda A. baumannii yaygin olarak en siddetli klinik sonuglarin kaynagidir.
Ozellikle yogun bakim iinitelerinde pnomoni, menenjit, bakteriyemi, idrar yolu,
sepsis ve yumusak doku enfeksiyonlarinin sebebidir (Hooper, 2000).

Acinetobacter kaynakli enfeksiyonlarinin en onemlisi olan bakteriyeminin en
yaygin nedeni intravaskiiler ve solunum Kkateterleridir. Birincil bakteriyemi,
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tanimlanamayan vaskiiler kateter enfeksiyonuna ikincil olabilir veya bagirsak
kaynakli bakteriyel translokasyona bagli olabilir. Genel olarak, bakteriyemi daha
yiiksek bir 6liim oranina sahiptir ve A. baumannii bakteriyemisinin prognozu daha
siddetlidir. Acinetobacter enfeksiyonlarinin en 6énemli ikinci nedeni olan pndmoni,

oldukca siddetlidir ve mortaliteyi ve hastaneye yatiglarini artirir (Saltoglu, 2007).
2.1.6. Acinetobacter Enfeksiyonlarinin Tedavisi

A. baumannii’nin antimikrobiyal diren¢ gdsterim hiz1 oldukga yiiksektir ve bu
durum tedavi i¢in olduk¢a 6nemli sorunlar ile sonuglanir. Yogun bakim {initelerinde
hasta sirkiilasyonunun sayisina ve antimikrobiyal kullaniminin yogunluguna bagl
olarak daha ciddi bir sorun haline gelmektedir (Saltoglu, 2007).

Karbapenemler, R-laktam-laktamaz inhibitér kombinasyonlari, 3. ve 4 kusak
sefalosporinler, rifampisin, doksisiklin tek basmma veya kombinasyon formunda
aminoglikozidler, kinolonlar, rifampisin, kloramfenikol kolistin ve trimetoprim-
stilfametoksazol gibi etkili antimikrobiyal ajanlar Acinetobacter tedavisinde siklikla
kullanilmaktadir (Berezin and Towner, 1996; Murray et al., 2003).

Yine de Acinetobacter’lerin direng gelistirme giicli ve hiz1 tedavi segeneklerini
siirlamaktadir. Acinetobacter enfeksiyonlarinda gelisen yiiksek direng, kolistin
kullanimina olan dikkati artirmistir. Karbapenemler, kolistin, tigesiklinler ve
sulbaktam en etkili antibiyotikler olarak bilinmektedirler. Kolistin kullanima ile ilgili
basarili sonuglar rapor edilmesine ragmen yine de klinik denemeler sinirhidir.
Kolistinle beraber tiim mikrobiyal ajanlara diren¢ gosteren bakteri suslarn,
pandirengler olarak adlandirilmistir (Saltoglu, 2007).

Tedavi sirasinda bakterilerin hizla direng gelistirebilme olasiliginin olmasi ve
tedavide basar1 saglanamamasi ihtimalini aza indirmek i¢in kombinasyon tedavileri
onerilmektedir. Disiik direng oranlar1 ve in vitro sinerji nedeniyle en ¢ok tercih
edilen kombinasyon aminoglikozid + seftazidim, aminoglikozid + imipenem veya
florokinolon,  sulbaktam + sefoperozon, imipenem +  siprofloksasin
kombinasyonlaridir (Marques et al., 1997)

Birden fazla ilaca karsi direng gosteren A. baumannii’nin sebep oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kolistin + imipenem veya polimiksin B veya rifampin
veya azitromisin; polimiksin veya kolistin + imippenem + rifampin; sulbaktam +
rifambin; azitromisin + rifambin veya kinolon veya azitromisin kombinasyonlarinin

antimikrobiyal etkiyi regiile ettigi bildirilmisti(Rahal, 2006; Appleman et al., 2000).



Coklu ilag direnci bulunan A. baumannii’nin izolatlarini in vitro ve klinik olarak
etkileyen yeni bir antimikrobiyal ajan olan tigesikline kars1 da son zamanlarda direng

gelistirildigi bildirilmistir (Munoz-Price and Weinstein, 2008).
2.1.7. Acinetobacter Enfeksiyonlarinda Kullamlan Antibiyotikler

2.1.7.1. Beta-laktamaz  (B-laktamaz) inhibitorleri  ile  kombine

antibiyotikler

Beta-laktamazlar, PBP’lere benzer sekilde B-laktam antibiyotikleri hidrolize
ederek inaktive ederler ve kullanimda olanlar tazobaktam, sulbaktam ve klavulanik
asittir. Beta-laktam molekiilleri zayif antimikrobiyel etki gosterirler ve geri
donilisimsiiz  B-laktamaz inhibisyonundaki mekanizmalart benzerdir. Yalnizca
plazmid kaynakli enzimleri inhibe ederken, Enterobacter cloacae, Pseudomonas
auruginoase, Marganella morganii ve Acinetobacter suslarindaki kormozal B-
laktamazlarin inhibasyonunu gergeklestirmez. Sulbaktam, Acinetobacter tirleri
tizerinde antimikrobiyel etki gosterir ve kombinasyonlarina duyarliligi yiiksektir.
Sulbaktam-amplisin ve sulbaktam-sefoperazon ile yapilan denemeler sonucu
Acinetobacter enfeksiyonlarinin tedavisinde basarili bir sekilde uygulanip olumlu
sonuclar elde edilmistir (Vahaboglu, 2008).

a) Ampisilin-sulbaktam: 2:1 oraninda ampisilin ve bir B-laktamaz inhibitoru
olan sulbaktam igeren bir kombinasyon olup bakteri hiicre duvari sentezini
engelleyerek etkisini gosterir. Hiicre duvari sentezinde gorev yapan disakkarit
peptitlerin C-terminaline yapisal benzerliklerinden dolay1 penisilini baglayan
proteinlere baglanarak hiicre duvari sentezini inhibe ederler. Bu kombinasyonun
kullanilmas: ile ampisiline karsi direng gosteren gram negatif, gram pozitif ve
anaerobik bakteriler tizerindeki etkinlik artirilir (Leblebicioglu, 2004).

Sulbaktamin yapisi ve farmokinetik 6zellikleri ampisiline benzerdir ve 1-1
dideoksi penisilanik asit-siilfon yapisinin yari omrii 1.1-1.3 saattir (Vahaboglu,
2003). Penisilin ve sefalasporinlerle kombinasyonlari, etkinligini gram negatif
bakterilerdeki PNP2’ye baglanip inhibe ederek gosterirler. Aminopenisilin
grubundan bir B-laktam antibiyotik olan ampisilinin oral olarak uygulanmasindan
sonra %30-55 oraninda emilimi gergeklesir. Yarilanma oOmrii 1-2 saattir ve
yetigskinlerde uygulanma dozu her 6 saatte bir olarak belirlenmistir. Damar ici
uygulamadan sonraki saatte serum derisimi 12-29 mg/L olarak Ol¢lilmiistiir. B-

laktamaz salgilayan gram negatif bakteriler iizerinde etkinligi gozlemlenmemistir ve
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bu sebeple bir R-laktamaz inhibitoéri ile kombinasyonu ticari olarak bu tor
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir (Dékmetas, 2003).

b) Sefaperazon-sulbaktam: Uciincii kusak bir sefalosporin olan sefaperazon
diger kusaklardan farkli olarak etkisini antipsddomonal olarak gosterir. [3-laktamaz
salgis1 olmyan enterik gram negatifler ve P.aeruginosa Uzerindeki etkisi yuksektir.
Ulkemizdeki Sefaperazon-sulbaktam kombinasyonu 1:1 seklinde mevcuttur ve bu
kombinasyon birgok B-laktamaz iireten mikroorganizmaya karsi etkilidir (Akova,
2006).

Tirk Antibiyotik Diren¢ Grubu altinda 9 merkezin yiiriittiigli ortak ¢alismalar
sonucu 716 bakteri ile E-test yontemi kullanilarak in vitro sefaperazon-sulbaktam
toksisiteleri belirlenmistir. Acinetobacter izolatlar {izerinde en etkili antimikrobiyel
ajanlarin sefaperazon-sulbaktam ve imipenem oldugu rapor edilmistir. Aygiin vd.,
tarafindan yapilan ¢alismada, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi yogun bakim tinitelerinden
izole edilmis 50 A.baumannii izolatlarinin antibiyotik duyarliklar1 belirlenmil ve
sefaperazon-sulbaktam (%80), netilmisinden sonra en efektif anktibiyotik olarak
ikinci sirada yer aldig1 belirlenmistir. (Pfaller et al., 1999. Aygun vd., 2002)

Sefaperazon-sulbaktam yalnizca parenteral olarak uygulanir ve bu bu
kombinasyonun bireylerde kullanilmasinda  farkli  farmokinetik  6zellikler
gostermedigi saptanmistir. Dokulardaki dagilimi iyi olan sefaperazon-sulbaktam
kombinasyonu safra yoluyla atilir ve beyin omurilik sivisinda bulunmaz. Genellikle
12 saat araliklarla 2 g olarak alinan sefoperazona esdegerdir ve enfeksiyonlarin agir

oldugu durumlarda miktar 2 katina ¢ikarilabilmektedir(Akova, 2006).
2.1.7.2. Antipsédomonal Penisinler:

Bu grup karboksipenisilinler (tikarsilin ve karbenisilin) ve Greidopenisinler
(piperasilin, mezlosilin ve azlosilin) olmak tizere iki gruba ayrilir. Gram negatif
basiller Gzerindeki etkileri, aminopenisinlere goére daha yuksektir. Bakteriyel hiicre
sentezinin son basamaginda gore alarak inhibisyon gerceklestirirler ve aralarindan
piperasilin ve tikarsilin ile B-laktam inhibit6rlerinin kombinasyonlari, Acinetobacter
izolatlarina kars1 aktiviteye sahiptir.

Bir -laktamaz inhibit6rii olan tazobaktam ve piperasilinin 8:1 oranindaki
kombinasyonu olduk¢a yaygindir. Tikersilinin etkinligi ise klavulanik asitle 15:1
oraninda kombine edilmesiyle artirilir ve karbenisiline benzer etkisi ile daha diisiik

dozlarda uygulanmasi miimkiindiir (D6kmeci, 1992).



2.1.7.3. Sefalosporinler

Sefalosporinler, sefem ¢ekirdegi olarak isimlendirilen ve laktamazlara karsi
daha stabil alt1 tiyeli dihidrotiazin halka yapisiyla, bes liyeli tiazolidon halka
yapisindaki penisilinlerden farklilasirlar. Yapidaki yedinci pozisyondaki farkliliklar
antibakteriyel olarak, tgiincii pozisyondaki farkliliklar ise farmakokinetik ve
metabolik etkilerde gorevlidir (Leblebicioglu, 2008).

Bakterisidal etkilerini penisilinler gibi PBP’lere baglanarak ve hiicre duvari
sentezini engelleyerek gosterirler. Antimikrobiyal etkileri ve yap1 Ozellikleri baz
alinarak dort gruba ayrilirlar: Birinci kusak, ikinci kusak, ti¢lincii kusak ve dordiincii
kusak. Kusak sayis1 arttikga gram-negatif etki artar. Dordiincii kusak sefalosporinler
gram-pozitif yonde faaliyet gosterirken, ikinci donem sefalosporinler kadar
etkinlikleri yiiksektir (Leblebicioglu, 2008).

Ucgiincii kusak sefaperazonun sulbaktamli kombinasyonu, doérdiincii kusak
sefepim ve seftadizim Acinetobacter i¢in antimikrobiyal 6zellik gosterirler (Cakaur,
2004). Seftazidim; tim viicut sivilarinda iyi dagilim gosteren ve antipsddomonal
etkinligi yiiksek, duyarli Acinetobacter enfeksiyonlarinda etkili ve yari sentetik
aminotiazolil grubu olan bir ii¢lincii kusak sefalosporindir. Ancak literatiirde, son
zamanlarda yiiksek diren¢ oranlart rapor edilmistir (Cakir, 2004; Aygiin, 2002).
Sefepim; paranteral olarak kullanilabilen ve gram negatif etkinlik ve beta-
laktamazlara direng saglayan ¢ift iyonik aminotiazolil grubu bulunan bir
sefalosporindir.  Gram-pozitif ~ koklar  {izerindeki  etkisi  {glinci  kusak
sefalosporinlerden yiiksek, ikinci kusak sefalosporinlerden diisiik olmakla beraber;
Pseudomonas izolatlar1 basta olmak iizere tiim gram pozitif koklar, gram negatif
comaklar ve anaeroplar iizerinde etkinligi bulunur. Gram negatif enterik basiller
tizerindeki etkisi tglincii kusak sefalosporinlerden daha fazladir ¢linkii Tip 1
kromozomal R-laktamazlardan daha az etkilenmektedir. Diger sefalosporinlerde de
oldugu gibi enterokoklar ve MRSA izolatlarina kars1 etkinligi yoktur ve bu yiizden
Ozellikle gram negatif mikroorganizmalarin neden oldugu polimikrobiyal
nozokomiyal infeksiyonlar icin tercih edilir (Cakir, 2004). Plazma yar1 omrii 2-2,3
saat olup, beyin omurilik sivisi dahil tiim viicut sivi ve dokularinda dagilimi

yiiksektir ve iiriner sistem ile viicuttan atilir (Leblebicioglu, 2008).
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2.1.7.4. Karbapenemler

Gram pozitif koklar, enterik ve nonenterik gram negatif comak ve koklar,
anaerop bakteriler lizerine etkinligi olan en genis spektrumlu beta-laktam grubu
antibiyotiklerdir. Yar1 sentetik betalaktam tiirevi olup ortak bir karbapenem molekiilii
ihtiva ederler ve 6-transhidroksimetil grubu bircok beta-laktamaz tiirtine kars1 direng
saglar. C1 atomundaki kiikiirte bagl bir tiazolidin halkas1 ile yapica penisilinlerden
ayrilirlar. C2 ve C3 atomlar1 arasinda pi bagi bulunmaktadir. Karbapenemler basta
PBP2 olmak (zere, PBP1A, PBP1B, PBP3, PBP4 ve PBP5’¢ baglanarak hiicre
duvari sentezini bloke ederler (Cakir, 2008).

Genis spektrumlu AmpC ek olarak, genisletilmis spektrumlu ve B-laktamaz
enzimlerine kars1 direncleri ve uyarilmis bakteri topluluklarinda AmpC mutantlarinin
secilim eksikligi, karbapenemlere kars1 {istiinliiklerini saglar. Imipenem ve
meropenemin ardindan ertapenem, doripenem ve faropenem olmak {izere ii¢ yeni liye
klinik kullanim i¢in onaylanmustir.

Imipenemin plazma yarilanma Omrii yaklasik 1 saattir. Serum proteinlerine
%10-20 oranlarinda baglanir ve viicut sivilarinda iyi bir sekilde dagilir. Klinik
tedavide, imipenem/silastatin 500 mg’1 intravendz inflizyon seklinde 6 saatte bir
seklinde uygulanir. Plazmada dolasan imipenemin %50-70 arasindaki miktari,
molekiiler degisiklikler olmadan bobrekler tarafindan viicuttan atilir. Bu sebeple de
bobrek yetmezligi durumunda dozlar1 degistirilmelidir (Usluer ve Unal, 2004).

Meropenem normalde 1 g’1 her 8 saatte bir verilir. Imipenem gibi meropenem
de genellikle bobrekler tarafindan degisime ugramadan atilir. Bu nedenle, bobrek
yetmezligi durumunda doz degistirilmelidir. Karbapenemler, kromozomal B-
laktamazlar guclu indikleyici etkilere sahip olup, bir¢cok plazmit tirevi B-
laktamazlara kars1 direnglidir. Cinko metalloenzimlere duyarliklar1 zengindir. TEM
ve SVH tirt R-laktamazlar (Richmond Sykes tip 3) ve Richmond Sykes tip 1

enzimlerine karbapenemler tesir etmezler (Cakir, 2008).
2.1.7.5. Kinolonlar

Kinolonlar, derisimle degisen bakterisidal etki goOsteren antibiyotiklerdir.
Bakterilerde DNA sentezini, DNA replikasyonu prosesinde goérevli DNA giraz ve
topoizomeraz IV enzimleriyle etkileserek DNA sentezini durdururlar. DNA giraz,
gyrA ve gyrB genlerinden eksprese dilen iki GyrA ve iki GyrB alt Unitesi bulunan
tetramerik bir enzim proteinidir. Topoizomeraz 1V ise ParC ve ParE alt Untiteli

11



yapidadir. Florokinolonlar, gram pozitif ve gram negatif bakterilerde farkli enzimleri
hedef almaktadir. DNA giraz, gram negatif bakteriler i¢in birincil hedef iken,
topoizomeraz IV ise gram pozitif bakterileri hedef alir (Hooper, 2000).

Kinolonlar, dort kusak olarak diisiiniilmektedir ve bu kusaklar kimyasal yapi-
aktivite arasindaki baglantiya gore siiflandirilir. Timii Enterobacteriaceae tirleri
uzerinde oldukca yuksek aktiviteye sahiptir. Siprofloksasinler P. aeruginosa’ya karsi
en yiksek aktiviteyi gosterirken diger Pseudomonas tlrleri Uzerinde aktivite
gostermezler. Ayrica anaeroplara kars1t iyi aktivite gOsteren grup ise
moksifloksasindir (Arda ve Ulusoy, 2008).

Enterik bakterilerden ayrica ofloksasin ve siprofloksasinin Acinetobacter spp.
tirlerine kars1 aktivitesi yiiksektir bu ylizden 0&zellikle siprofloksasin direncli
Acinetobacter enfeksiyonlarinin kombine tedavisi i¢in oldukga sik bir sekilde
uygulanan bir ajandir. Acinetobacter tiirlerine karsi florokinolonlar 1988’e kadar
hayli 6nemli bir ajanken, simdilerde diren¢ problemi agiga ¢cikmustir (Giir, 2008;
Ruiz, 2003).

2.1.7.6. Aminoglikozidler

Streptomyces ve Micromonospora’dan tiiretilen dogal veya yar1 sentetik
antibiyotik olan aminoglikozidler bakterisidal etkilidirler. mRNA’nin kodonlarinin
okusunu iizerinde etki gostererek veya ribozomlarda protein senrezi sirasinda tRNA
antikodonlarindaki bilginin yanlis okunmasii saglayarak etkilerini gosterirler.
Boylece proteinlerin sentezinin engellenmesi saglanir. Amiloglikozidler ribozomlarin
her iki alt {nitesine baglanarak etkilerini gerceklestirirler. Diger bir yandan
streptomisinler yalnizca 30S ribozomal alt {initeye baglanmaktadir. Bakterilere ait dis
membrandaki porin kanallarindan gegen aminoglikozidler periplazmik aralia difiize
olurlar ancak bakterinin sitoplazmik membranindan difiizyonla gegebilmeleri igin
enerji ve oksijene aktif transport mekanizmasi gergeklesmelidir. Bahsedilen
mekanizma ic¢in Energy-Depent Phase 1 (EDP) ve EDP 2 olmak iizere iki fazin
gergeklesmesi gerekmektedir. Bakteriyosatik etki goOsteren diger antibiyotikler
protein sentezi Uzerinde inhibe edici etki gosterirken, amiloglikozidlerin
bakteriyostatik etkisi hiicre membraninda porlar olusmasi ve bakteri hiicre duvarinin
gecirgenliginin bozulmasi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Aminoglizkozidler,
Ozellikle P. Aeruginosa gibi gram negatif aerop bakteriler Gzerinde etki gosterirken

Listeria tiirleri ve diger gram pozitif bakteriler tizerindeki etkinligi zayiftir.
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Metisiline duyarli stafilokoklar iizerindeki etkisi giicliiyken; piyojen streptokoklar
tizerindeki etkileri zayiftir. Direngli Acinetobacter enfeksiyonlari i¢in kombine
kullanimlarinda etkileri yiksektir (Willke, 2008).

2.1.7.7. Tigesiklin

Tigesiklin (GAR 936), glisiklin grubunun ilk Gyesi olan ve minosiklinin
semisentetik olarak sentezlenmesiyle elde edilen bir antibiyotiktir. Tetrasiklinlerin
temel ¢ekirdeginde bulunan 9. Pozisyondaki N-alkil-glisilamido modifikasyonu,
tigesiklinin ¢ok genis bir spektrumda etkiye sahip olmasinmi saglar ve tetrasikline
diren¢ mekanizmalarina kars1 dayanikliligini artirir (Esen, 2008).

Tetrasiklinlere benzer sekilde tigesiklinler, bakteriyel ribozomlarin 30S alt
tinitlerine baglanir ve uzama sirasinda protein sentezini inhibe eder. Baglanilan bolge
tetrasiklinden degisik oldugundan dolay1 Tet(M) proteininden etkilenmez ve
tigesiklinler tetrasikline kiyasla 5 kat daha gii¢lii baglanma gosterir (Pankey, 2005;
Calik ve Akova, 2007).

Tigesiklin, aerobik gram-negatif, gram-pozitif ve anaerop patojenlere etkili bir
antibiyotiktir. Tigesiklin, tetrasiklinlere ribozomal baglanma {initesinde degisiklik
yoluyla veya efluks pompasi ile direng gelistirmis olan tiim mikroorganizmalara
etkilidir. Bu gruptan sadece Pseudomonas spp., Proteus spp. ve Morganella spp.
direngli kalmistir. Bunun yani sira, tigesiklin, karbapenemaz iireten Acinetobacter

izolatlaria kars1 da etkili bir antibiyotiktir (Calik ve Akova, 2007).
2.1.7.8. Polimiksinler

Polimiksinler, polipeptid antibiyotikler olup kimyasal olarak polimiksin A-E
olmak iizere 5 farkli bilesigi icerirler. Klinik uygulamada ise sadece polimiksin B ve
kolistin (polimiksin E) kullanilmaktadir (Akalin, 2007).

Polimiksin B, kolistinden farkli bir amino asit i¢erir. Gram pozitif bakterilere
kars1 etkisiz olmakla birlikte, Gram negatif bakterilere kars1 farkli seviyelerde etki
gosterir. Etki spektrumu kolistine benzerdir. MDR P. aeruginosa ve MDR
Acinetobacter izolatlar1 gibi diger tiim antibiyotik gruplarna direngli olan suslar
polimiksin B'ye dogal olarak duyarhdir (Zavascki et al., 2007).

Kolistin, Bacillus polymyxa subspecies colistinus koyama tarafindan ribozom
dist sentezlenir. 1940'larda kesfedilmesine ragmen, yiiksek toksisitesi nedeniyle

kullanimdan kalkmigtir. Ancak, 1993'te yalnizca kolistine duyarli Gram negatif
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suslarin rapor edilmesi, bu ilaca olan ilgiyi yeniden glindeme getirmistir (Saltoglu,
2007).

Kolistin, ticari olarak kolistin siilfat ve kolistimetat sodyum formlarinda
mevcuttur. Kolistimetat sodyum, kolistin siilfata gore etkinligi daha az olup ve daha
az toksisite gosterir. Kolistin siilfat, bagirsak dekontaminasyonu, oral yoldan ve
bakteriyel cilt enfeksiyonlari i¢in topikal olarak kullanilir (Akalin, 2007).

Katyonik bir peptid olan kolistin bakteri hiicrelerinin zarini hedef alarak ve
gram-negatif bakteriler dis membranindaki anyonik LPS molekiiller yoluyla
elektrostatik etkilesime girer. Bu, bakteri hiicre zarinda diizensizlige neden olur ve
sonu¢ olarak bakterinin 6limine neden olan bir permeabilite bozukluguna yol agar.
Dis zarin bozulmasi, kolistinin, magnezyum ve kalsiyum gibi stabilizasyon saglayan
iyonlarin yerini degistirmesiyle gerceklesir. Ayrica kolistinin giiclii antibakteriyel
etkisi, endotoksin aktivitesi gostermesiyle ortaya cikar.

Ancak, kolistin kullanimi nefrotoksisite, ndrotoksisite ve noromuskuler blokaj
gibi ciddi yan etkilere neden olabileceginden, sorunlu bir antimikrobiyal olarak kabul
edilir. Oncelikle, enfeksiyonlara kars1 direng gelismis olan Acinetobacter‘lere kars
tedavi edici amagli olarak yara yerine topikal bir sekilde uygulanmistir. Direncgli
enfeksiyonlarin tedavisinde, giinliik 2.55 milyon {inite/kg (en fazla 300 mg) dozajda
intraven6z yolla verilerek iki veya (¢ doza boélinmesi Onerilmektedir. Bobrek
fonksiyonlar1 azalmis olan hastalarda dozaj azaltilmasi gerekli olabilir. Hastalarin
%58'inde basarili klinik sonuclar elde edilmistir. Kolistin, diger tedavi yontemleri
yetersiz kaldiginda yakin takip altinda kullanilabilecek bir segenektir. Tiim ilaglara
kars1 direngli suglar panrezistan olarak adlandirilirken, kolistine de direngli suslar
mevcuttur (Saltoglu, 2007).

Kolistin, birgok farkli bakteri tiirline kars1 etki gosteren bir antibiyotiktir. Bu
bakteriler arasinda Acinetobacter, Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter,
Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Citrobacter, Yersinia pseudotuberculosis,
Morganella morganii ve Haemophilus influenzae bulunur. Ancak, gram negatif
bakterilerde bazi durumlarda mutasyon veya adaptasyon yolu ile direng gelisebilir
(Falagas, 2005).

Kolistin son zamanlarda, direncli olan A. baumannii ve P. aeruginosa
enfeksiyonlarinin tedavisinde tekrar 6nem kazanmistir. Kolistin, ¢ok ilaca direngli bu
bakterilerin neden oldugu hastane kaynakli pnomoni gibi enfeksiyonlarda

kullanilmaktadir ve klinik yanit %25-73.3 arasinda degisebilir (Akalin, 2007).
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2.1.8. Acinetobacter Tiirlerinde Antibiyotik Diren¢c Mekanizmalari

Antimikrobiyal ajanlara karsi artan direng, A. baumannii izolatlarina bagh
enfeksiyonlarin tedavisinde uluslararasi ve lilkemizde ¢6ziilmesi nihai olan bir saglik
problemi niteligini tasir (Demirtiirk ve Demirdal, 2004). Genis spektrumlu
antibiyotiklerin, aminoglikozidler, iireidopenisilinler, florokinolonlar, iigiincii kusak
sefalosporinlerin yaygin kullanimi, Acinetobacter tirlerinin antibiyotiklere direncli
hale gelmesine neden olmustur. Literatiirde, ii¢iincii kusak sefalosporinlerin yaygin
kullanimi ile birlikte karbapenemlere direngli suslarin olustugu bildirilmistir
(Manikal, 2000). A. baumannii, diger tiirlere kiyasla daha direnglidir ve yogun bakim
unitelerindeki 6limlerin %19-25"inden sorumlu oldugu belirtilmektedir (Tatman,
2003).

Hastane kaynakli enfeksiyonlarda Acinetobacter tiirlerinin direng mekanizmasi
arasinda efliiks pompasi, B-laktamaz iiretimi ve hiicre duvar kanallarindaki (porinler)
degisiklikler yaygin olarak goriilmektedir (Ardig, 2004). Ayrica A. baumannii
izolatlarindaki antibiyotik diren¢ mekanizmas1 oldukga cesitlidir.

B-laktamaz enzimleri tarafindan antibiyotiklerin hidrolize edilmesi, B-laktamin
hiicre i¢ine girisinin inhibe edilmesi ve PBP'deki farkliliklar yiiziinden A. baumannii
izolatlari, beta-laktam antibiyotiklere karsi daha sik direnglidir (Murray et al., 2003;
Livermore, 1995). Bu enzimler plazmid, kromozom veya transpozon kontroliinde
sentezlenir (Livermore, 1995).

Cogu gram negatif bakteri, kromozomal beta-laktamazlar olan AmpC veya
Bush-Jacoby-Mederios Grup 1'i Uretir. Acinetobacter tlrlerindeki kromozomal
enzimlerin ¢ogu ACE-1, ACE-2, ACE-3, ACE—4 enzimlerinin bulundugu Ambler
sinif C'de bulunur ve sefalosporinaz aktivitesi gosterir. Sunulan arastirmalar, A.
baumannii izolatlarinin  %98'inde sefalosporinaz aktivitesi oldugunu ortaya
koymaktadir (Thomson, 2005; Livermore, 1995). ACE-1 klavulonik aside direncli
en genis spektrumlu enzim olup sefuroksime iizerindeki etkisi oldukga zayiftir
(Speller, 1998; Livermore, 1995).

Yeni kesfedilen bir grup enzim, Acinetobacter kaynakli sefalosporinazlar
olarak bilinir ve smif C enzimleri olarak adlandirilir. Yapilan son arastirmalarda,
yedi AmpC geni ADC olarak tanimlanmistir (Hujer, 2005). AmpC [3-laktamazlarin

karbapenemler {iizerindeki etkisi oldukca diisiiktiir, ancak asir1 {retimleri dig

15



membrandaki porin degisiklikler1 gibi diger mekanizmalarla birlestiginde
karbapeneme kars1 direng gdsterebilirler (Thomson, 2005).

Kromozomal OXA-24 enzimi, karbapenemleri hidrolize eden ve Ambler sinifi
D'ye dahil olan bir enzimdir ve tamamen degistirilmis A. baumannii suslarinda
bulunur (Hujer et al., 2005).

Acinetobacter tirlerinde R-laktam direncinden sorumlu olan plazmidler
tarafindan kodlanan enzimler, sinif A, B ve D beta-laktamazlari igerir. Ambler sinifi
A'da bulunan TEM-1 ve TEM-2 beta-laktamazlari, beta-laktam direncinin buyuk bir
kismindan sorumludur (Jeong, 2005; Vahaboglu, 1997).

1996 yilinda ilke kez Tiirkiye'de kesfedilen PER-1 enzimi, Ambler sinif A'da
bulunur ve bu enzimi tasiyan kokenlerle enfekte olan hastalarin prognozunun
kotiilestigi bildirilmistir. PER-1 bir genis spektruma sahip B-laktamazdir (GSBL) ve
genis spektruma sahip sefalosporinler ve gentamisinlere karsi olduk¢a fazla direng
gosterirken, amikasinlere kars1 diisiik diizeyde direng gosterir. Karbapenemlere ise
etkisiz veya orta derecede etki gosterir. (Vahaboglu, 1997).

Beta-laktamazlar tarafindan ¢ogu zaman etkilenmeyen karbapenemler ve yeni
kusak sefalosporinler Acinetobacter tlrlerinde metallo-R-laktamazlar (IMP, VIM)
tarafindan hidrolize edilebilirler. Stnif B B-laktamazlar1 grubunda olan bu enzimler
plazmidler araciligiyla kodlanirlar. (Lee et al., 2003; Walsh et al., 2005).

A. Dbaumannii’nin porin kanallar1 konusunda yeterli karakterizasyon
yapilmamasina ragmen, porin proteinlerinin sentezindeki azalma ya da mutasyonlar,
R-laktam antibiyotiklerinin periplazmik kisma gecisini Onleyerek antibiyotik direng
meydana getirebilir (Munoz-Price and Weinstein, 2008).

Acinetobacter’deki AmpC R-laktamazlari veya karbapenemazlarin asir1
ekspresyonu, bakteriyel efluks pompalarinin asir1 caligmasiyla baglantili olarak
Klinik direng olusturabilir. Efluks pompalari, B-laktamlar1 uzaklastirmakla beraber
kinolonlar1, kloramfenikolii, tetrasiklinleri, tigesiklini ve dezenfektanlar1 da etkin bir
sekilde disar1 atabilirler (Peleg et al., 2007).

Koistin direncinde A. baumannii’nin lipopolisakkaritindeki modifikasyon
onemli bir rol oynamaktadir (Perez, 2007; Looveren, 2004). Gram negatif
bakterilerde kolistine direng, adaptasyon ve mutasyon mekanizmalari aracilifiyla
ortaya c¢ikabilir. Adaptasyon, mutasyon gibi diisiik diizeyli ve antibiyotigin siirekli
varligina bagl olarak kalitsal bir mekanizma olarak gelismez. Capraz direng, kolistin

ve polimiksin arasinda da gergeklesir (Falagas, 2005).
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2.2. Kinolonlar

Kinolonlar tip ve veterinerlik alanlarinda en sik kullanilan antibakteriyel
ilaglardan biridir (Cattoir et al., 2009). Bu ila¢ grubunun ilk iyesi olan nalidiksik asit,
1962 yilinda piyasaya siirtilmiistiir ve 1,8-naphthyridine yapisina sahiptir (Hooper,
2005). Nalidiksik asit, klorokinin sentez ve saflastirma islemleri sirasinda
antimalaryal bir ajan olarak kesfedilmistir (Ruiz, 2003). 1970'lerde, oksolinik asit ve
sinoksasin kullanilmaya baglanmistir (Hooper, 2005). Ancak bu ilaglarin etkinlikleri,
sadece gram-negatif enterik basillerin neden oldugu idrar yolu enfeksiyonlarinda
sinirlt oldugu i¢in kullanimlar kisitlanmistir (Arda, 2008; Hooper, 2005). Bununla
birlikte, 1980'lerde flor ve piperazinil tiirevli kinolonlarin piyasaya siiriilmesiyle
birlikte etki spektrumu genislemis ve kullanimlart hizla yayilmistir (Hooper, 2005).
Iyi bir sekilde oral yoldan emilimleri ve iyi tolere edilebilirlikleri nedeniyle bu
kinonlar, klinik uygulamalarda tercih edilen ajanlar haline gelmistir (Appelbaum and
Hunter, 2000).

2.2.1.Kimyasal yap1

Kinolonlar antibiyotik degil, tamamen sentetik saf kimyasal maddelerdir ve
klinikte Kkullanilan tiim kinolonlar iki halkadan olusur. Ilk halkada, birinci
pozisyonda nitrojen, ddrdiincu pozisyonda karbonil ve Uglincu pozisyonda karbon
atomunda bir karboksil grubu bulunur. Kinolonlarin ¢ok sayida farkli olan iki halkali
yapist vardir, ancak en basarili olanlar ikinci halkada sekizinci pozisyonda karbon
atomu ve sekizinci pozisyonda nitrojen atomu icerenlerdir (Wolfson and Hooper,
1989).

Antimikrobiyal aktivite ve farmakokinetik 6zelliklerdeki ilerlemeler, kinolon
cekirdegindeki degisikliklerle elde edilmistir. Flor atomunun altinc1 pozisyona
eklenmesi, potensi artirmistir. Ayrica, yedinci pozisyondaki karbon atomuna
piperazinil, metil-piperazinil veya dimetilpiperazinil eklenmesi, gram-negatif
aktiviteyi artirmistir (Hooper, 2005; Arda, 2008).

Gram pozitif bakterilere karsi etkinligi artirmak i¢in yedinci pozisyondaki
karbon atomuna pirolidinil (tosufloksasin, klinafloksasin, gemifloksasin) veya baska
atomlarin substitue edilmesiyle (trovafloksasin, moksifloksasin, sitafloksasin)
gelismeler saglanmistir.  Sekizinci  pozisyondaki karbon atomuna ikinci flor
atomunun eklenmesiyle birlikte emilim, eliminasyon yar1 émrii ve fototoksisite riski

artmistir (Hooper, 2005; Arda, 2008; Appelbaum and Hunter, 2000).
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Kinolonlar, kimyasal yapi, antimikrobiyal aktivite ve klinik kullanim
ozelliklerine gore farkli sekillerde siniflandirilabilirler. Kinolon siniflandirmasina

Tablo 2.1'de yer verilmistir. Sekil 2.1'de ise kinolonlarin kimyasal yapilari

verilmistir.
Tablo 2.1. Kinolonlarin siiflandirilmasi
1. Kusak 2. Kusak 3. Kusak 4. Kusak
Nalidiksik asit Siproflokasin Grepaflokasin Klinofloksasin
Sinoksasin Enoksasin Levofloksasin Gemifloksasin
Oksolinik asit Floroksasin Pozufloksasin Moksifloksasin
Pipemidik asit Nadifloksasin Sparfloksasin Gatifloksasin
Rosoksosin Ofloksasin Temafloksasin Sitofloksasin
Norfloksasin Tosufloksasin Travofloksasin
Pefloksasin Basifloksasin
Rufloksasin
nalldl)dl;acid
e A A P
T P
L R L. e o
(] (]
tusuflux;cirs tematloxacin
oflcxacin Iomefloxacin
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gatifloxacin mxifloxacin " gemifioxacin

Sekil 2.1.Kinolonlarin kimyasal yapisi
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2.2.2. Etki mekanizmasi

Kinolonlar, DNA giraz (topoizomeraz IlI) ve DNA topoizomeraz IV olarak
adlandirilan Tip II topoizomerazlari hedeflerler ve bakteriyel DNA sentezini hizli bir
sekilde inhibisyonunu gerceklestirerek bakteri hiicrelerinin hizli bir sekilde 6lmesine
neden olurlar. Tip II topoizomerazlar, DNA diiglimlerini ve siiper sarmallari
diizenlemek i¢in DNA sarmalinin her iki sarmalin1 ayn1 anda kesen ve araya baska
bir DNA segmenti ekleyerek onarim yapan topoizomerazlardir. Tim bunlart DNA
giraz, DNA super sarmallart meydana gelirken ya da siiper sarmallar ag¢ilarak DNA
ipliklerinin birbirinden ayrilmasi sirasinda gergeklestirir. Topoizomeaz IV ise DNA
replikasyonun gerceklestigi anda birbirine ge¢mis haldeki ipliklerin birbirinden
ayrilmasint ve hiicre boliinmesi sirasinda dagilimin esit bir sekilde olmasini
saglamaktadir (Wolfson and Hooper, 1989; Drlica and Zhao, 1997).

DNA girazin gyrA ve gyrB genleri tarafindan sentezlenen iki A ve iki B olmak
Uzere iki tane alt Unitesi bulunan tetramerik bir enzimdir. DNA giraz ile % 40
oranlarinda homolojisi bulunan Topoizomeraz IV ise iki A alt birimi (parC) ve iki B
alt biriminden (parE) meydana gelir (Cattoir et al., 2009; Drlica and Zhao, 1997,
Hooper, 2005).

Kinolonlar, DNA replikasyon sirecinde etkili olan topoizomerizasyonu
engelleyerek hiicre oliimiine yol acan bir dizi olaymn baglangicidir. Bu etki, ilag-
enzim-DNA kompleksinin olusmasi ile replikasyon gatali, RNA polimeraz ve DNA
helikazin caligmasina engel olmasi ile gerceklesir. Daha 6nce bildirilen ¢aligmalar,
DNA girazin daha ¢ok gram-negatif bakterilerde direng gelisimine neden oldugunu,
topoizomeraz IV'Un ise gram-pozitif bakterilerde direng gelisiminden sorumlu

oldugunu gostermektedir (Andriole, 2005; Hooper, 2000).
2.2.3. Antimikrobiyal Aktivite

Nalidiksik asit, gram negatif enterik basillerin neden oldugu iiriner sistem
enfeksiyonlarinda etkili olan ilk kinolondur. Florokinolonlar ise bu etki
spektrumunun yani sira gram pozitif koklar, atipik pnomoni etkenleri, P. aeruginosa
ve diger bazi patojenlere karsi da etkilidir (Andriole, 2005; Wolfson and Hooper,
1989).

Klinafloksasin, gemifloksasin ve sitafloksasin, toplum kdken pndmoninin en
yaygin nedeni olan Streptococcus pneumoniae'ya karst en etkili kinolonlardir. Ayni
zamanda gram pozitif kok olan S. pyogenes'e karsi da gemifloksasin ve sitafloksasin
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en etkili segeneklerdir. Metisiline duyarli Staphylococcus aureus (MSSA) ve S.
epidermidis'e kars1t siprofloksasin ve ofloksasin orta derecede etkili olsa da,
klinafloksasin, gatifloksasin, gemifloksasin, moksifloksasin, sitafloksasin ve
travofloksasin daha etkilidir (Appelbaum and Hunter, 2000). Atipik pndmoni
etkenleri olan Legionella pneumophila, Mycoplasma pneumoniae ve Chlamydia
pneumoniae ve genital patojenler olan C. trachomatis, Ureaplasma urealyticum ve
M. hominis'e kars1 siprofloksasin, ofloksasin, levofloksasin, gatifloksasin,
moxifloksasin ve gemifloksasin etkisi en yiksek kinolon secenekleridir (Hooper,
2005).

Siprofloksasin P. aeruginosa uygulamalarinda en giiglii kinolon iken, digerleri
arasinda gatifloksasin, gemifloksasin, moksifloksasin ve travofloksasin de benzer
etkilere sahiptirler. Acinetobacter spp., Alcaligenes spp., Burkholderia spp. ve
Stenotrophomonas spp. tirleri icin en etkili olanlar ise siprofloksasin, levofloksasin
ve ofloksasindir (Appelbaum and Hunter, 2000).

Hemen hemen tim florokinolonlar, Haemophilus spp, Moraxella catarrhalis ve
Neisseria tiirlerine karsi etkilidir ancak yine de en etkili ajanlar siprofloksasin ve
ofloksasin olarak bilinir.

Ik florokinolonlar anaerop antibakteriyel etkinliklerinde azalma gosterse de,
gatifloksasin, moksifloksasin, sitafloksasin ve travofloksasin en etkili olanlardir
(Appelbaum and Hunter, 2000; Wolfson and Hooper, 1989; Hooper, 2005).

Kinolonlar, mikobakterilere kars1 da etkili bir tedavi segenegi olarak
kullanilmaktadir. ~ Mycobacterium  tuberculosis,  Myobacterium  fortiutum,
Myobacterium kansasii ve Mycobacterium chelonae gibi mikobakteri tiirlerine karsi,
siprofloksasin, ofloksasin, levofloksasin, gatifloksasin ve moksifloksasin gibi
kinolonlar etkili olabilirler. Ayrica, hayvan modellerinde sunulan ¢aligmalar,
ofloksasin ve pefloksasinin M. leprae'ye karsi da etkili oldugunu gostermistir
(Hooper, 2005).

2.2.4. Farmokokinetik

Kinolonlar doza bagimli bir sekilde etki gosterirler. Sindirim sistemi tarafindan
1yl emilirler ve doz alimindan yaklasik 1-3 saat sonra derisimlerindeki en iist pike
ulagirlar. Serum proteinlerine baglanma oranlar yiiksek degildir ve %20 ile %50
arasinda bir degerdedir. Yiiksek derisimleri akciger, prostat, safra, idrar, makrofaj ve

noétrofillerde bulunurken, tiikiiriikk, kemik ve inflamasyon durumlarinda bile beyin
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omurilik sivisina gegisi siirhidir. Kinolonlar genellikle idrarla atilir, ancak
sparfloksasin, moksifloksasin ve travofloksasin karaciger tarafindan metabolize edilir
ve atilir (Turnidge, 1999; Andriole, 2005).

2.2.5.Kinolonlara kars1 diren¢ mekanizmalari

Kinolon tiirevleri, genis spektrumlu antibakteriyel etkileri nedeniyle yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bir arastirma, siprofloksasinin diinya c¢apinda en c¢ok
kullanilan antibakteriyel ajan oldugunu belirtmistir (Acar ve Goldstein, 1997).

Kinolonlara kars1 direng gelistirilmesi {i¢ temel mekanizmaya baghdir:

1) Kinolonlarin hedeflerindeki kromozomal degisiklikler,
i1) Azalmis membran gegirgenligi ve/veya efiilks pompasi sistemlerinin asiri
calismasi nedeniyle azalan birikim,

1i1) Plazmit bagimli direng (Ruiz, 2003).
2.2.5.1. Hedefte meydana gelen degisiklik

Kinolonlar, tip Il topoizomerazlar olan DNA giraz ve topoizomeraz 1V'nin
islevlerini  engelleyerek etki gosterdiginden bolim 2.2.2.°de  bahsedildi.
Kinononlarin, gram pozitif bakterilerde hedefleri Topoizomeraz IV iken, gram
negatif bakterilerde ise DNA giraz'dir (Ruiz, 2003). Ancak, bazi1 arastirmalar
sparfloksasin ve nadifloksasin icin etkinin gram pozitif bakterilerde DNA giraz
tizerinden de gergeklesebilecegini gostermistir (Pan and Fisher, 1996; Takei et al.,
2001). QRDR (kinolon direng belirleyici bolge) olarak adlandirilan bdlge, kinolon
direncinde 6nemli bir rol oynar ve en sik mutasyonlar gryA geninin 67-106 kodonlari
arasinda olusur. GryB geninde dirence neden olan mutasyonlar ise daha azdir.
Topoizomeraz 1V'de mutasyonlar genellikle parC bdlgesinde ortaya c¢ikmaktadir.
Gram negatif bakterilerde en sik mutasyonlar 80 ve 84 kodonlarinda gorilirken,
gram pozitif bakterilerde 79 ve 116 kodonlarinda goriiliir. Gram negatif bakterilerde
parE geniyle iliskili olarak sadece 445. kodonda mutasyon saptanmistir ve bu
mutasyon sadece gryA bolgesindeki mutasyonlarla bir araya geldiginde kinolon
direncine neden olur. Gram pozitif bakterilerde parE bolgesindeki mutasyonlarin
kinolon direncine katkida bulunmadigi rapor edilmisti (Oram and Fisher, 1991; Ruiz,

2003; Yoshida et al., 1991; Yoshida et al., 1990).
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2.2.5.2. Azalmis birikim

Kinolonlarin etkili olabilmesi icin, gram pozitif bakterilerde hiicre zar1 ve
hiicre duvarinin, gram negatif bakterilerde ise dis zara ek olarak bulunan porin
proteinlerinin olusturdugu kanallar vasitasiyla zar gecirgenligi diizenlenmesi
gerekmektedir. Bununla birlikte, bazi bakterilerde dis membran yapist nedeniyle
kinolonlarin hiicre igine girisi miimkiin olmamaktadir. P. aeruginosa gibi bazi
bakterilerde dort farkli efluks pompa sistemi belirlenmistir; MexAB-OprM, MexCD-
OprJ, MexEF-OprN ve MexXY-OprM. Ayrica, diger gram negatif bakterilerde de
kinolon direncine neden olan efluks pompa sistemleri mevcuttur. Ornegin, E. coli'de
AcrAB, AcrEF, EmrAB, MdfA ve Ydhe; Stenotrophomonas maltophilia'da SmeDEF
ve A. baumannii'de AdeABC efluks pompa sistemleri yer almaktadir. Kinolonlarin
birikiminde azalmaya neden olabilecek olan iki mekanizma ise bakteriyel
gecirgenlikte azalma ve asir1 efluks pompalarinin tiretimidir (Nikado, 1996; Poole et
al., 1996; Ruiz, 2003; Vila et al., 1995; Yoshimura and Nikado, 1982).

Efluk pompalari, gram pozitif bakterilerde de kinolon direnci olugmasina neden
olabilir. NorA, S. pneumoniae’da PmrA, Bacillus subtilis’te Blt, BmrA, Bmr3 gibi
efluks pompa sistemleri tanimlanmistir ve bu sistemler diren¢ mekanizmasina

katkida bulunabilirler. (Hooper, 2005; Jacoby, 2005; Ruiz, 2003).
2.2.5.3. Plazmite bagh Kinolon direnci

Ik kez 1987'de Shigella dysenteriae klinik &rneginde rapor edilen nalidiksik
asit direncinin plazmide bagli oldugu diisiiniilmiis ancak daha sonra kromozomal
mutasyonlardan kaynaklandigi dogrulanmistir (Courvalin, 1990; Li et al., 2005;
Munshi et al., 1987). Ancak 1998'de ABD'de, Klebsiella pneumoniae Kklinik
orneginden elde edilen bir plazmit ile aktarilan kinolon direnci (PMQR - plazmid
aracili kinolon direnci) rapor edilmistir (Martinez et al., 1998). Plazmitte yer alan gen
bolgesi “Qnr” olarak isimlendirilmis ve daha sonra qnrAl olarak adlandirilmistir
clinkii daha farkli qnr genleri kesfedilmistir. Son yillarda, qnrB, qnrS, qnrC, qnrD
gibi farkli genler kesfedilmistir ve ayrica plazma aracili efiizyon pompasi
aktivasyonuna neden olan gepA ve aminoglikozit asetiltransferazinin bir formu olan
ve siprofloksasin aktivitesini azaltan aac(6')-1b-cr genleri de tanimlanmistir (Jacoby,
2005; Strahilevitz et al., 2009; Yamane et al., 2007).
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2.2.6.Qnr genleri

PMQR Dbelirleyicisi olan qnr, kinolonlara ek olarak betalaktamlara,
aminoglikozitlere, sulfonamitlere, trimetoprime ve kloramfenikole karsi da direng
saglayan 56-kb'lik plazmit pMG252 tarafindan kodlanir (Cattoir et al., 2009; Jacoby,
2005; Strahilevitz et al., 2009). QnrAl, 218 amino asitten olusan ve Okaryot ve
prokaryotlarda yaygin olarak bulunan bir tekrarlayan pentapeptit ailesine ait bir
protein olup 500’den fazla iiyesi oldugu bilinmektedir. Bu proteinlerin tam
biyokimyasal islevi hala belirsizdir (Jacoby, 2005; Strahilevitz et al., 2009).

Sonradan Cin'de qnrAl'den dort amino asit farkli qnrA2, Shewenella algae
izolatinda qnrA3, qnrA4, qnrAS ve Proteus mirabilis izolatinda qnrA6 genleri de
belirlenmistir (Jacoby, 2005; Strahilevitz et al., 2009).

QnrA gen bolgesi arastirmalarinda Hindistan kokenli K. pneumoniae
izolatlarinda diisiik seviyede kinolon direncine neden olan bir sus tespit edilmis ve
qnrA i¢cermedigi goriilmiistiir. Bu susta saptanan yeni bir gen, 214-226 amino asitlik
bir protein olusturmakta ve qnrB1 olarak adlandirilmaktadir. QnrA ile qnrBl1
arasinda %43 aminoasit benzerligi tespit edilmistir. Daha sonralaro, bir¢ok farkli
merkezden Enterobactericeae ailesine ait bakterilerde qnrB1'in bir¢ok farkli formu
belirlenmistir. Su an itibariyle qnrB'nin 27 farkli varyanti bilinmektedir (Jacoby,
2005; Jacoby et al., 2006; Strahilevitz et al., 2009).

S. flexneri 2b klonunun neden oldugu besin zehirlenmesi vakasinda, Japonya'da
sekiz farkli susta siprofloksasin direnci tespit edildi. Bu suslarin qnrA1l genine %59
benzerlik gosteren 218 amino asitlik qnrS geni de saptandi (Hata vd., 2005).
Giliniimiizde tanmimlanmii dort farkli qnrS alt tipi mevcuttur (Jacoby et al., 2008;
Topdahl et al., 2009).

Cin'in Shanghai bolgesinden izole edilen bir P. mirabilis klinik izolatinda,
diisiik seviyede kinolon direncine sebebiyet veren bir protein kesfedildi. Bu susta,
diger gnr genlerini tasimayan 221 amino asitlik bir protein saptandi ve qnrC adi
verildi. QnrC, gnrA ile %64 amino asit benzerligi gosterir (Wang et al, 2008).

Dort farkli Salmonella enterica izolatinda, azalmis siprofloksasin duyarliligina
neden olan 214 amino asitlik bir protein kesfedildi ve qnrD olarak adlandirildi.

QnrD, gnrA ile %48 benzerlik gosterir (Cavaco et al, 2009).
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Qnr genleriyle benzerlik gosteren tekrarlayan pentapeptit protein genleri bazi
gram pozitif bakterilerde de bulunur. Ornegin, Enterococcus faecalis suslarinda
kesfedilen 211 amino asitlik Efsqnr proteininin, qnrA ile %40 benzerligi vardir
(Arsene and Leclerq, 2007). Ayrica, Clostridium difficile, Clostridium perfringes,
Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis ve Bacillus cereus gibi gram pozitif
bakterilerde de kromozomal qnr genleri kesfedilmistir (Rodriguez-Martinez et al,
2008).

Dogada birgok farkli gqnr geni varligi, bu genlerin ilk kez 1998 yilinda tespit
edilene kadar var olduklarini diistindirmektedir. 48 gram negatif bakterinin sekans
analizinde, Shewanella algae kromozomunda qnrA varyantlart (qnrA3-gnrA5)
belirlenmistir. Bu geni tasimayan S. putrefaciens'ten Shewanella algae kinolon MIiK
degerlerinin, dort ila sekiz kat daha yiiksek oldugu saptanmistir. Deniz suyu
orneklerinde, qnrB5 ve qnrB19 genleri mikrobiyal populasyonda tespit edilmistir
(Poirel et al., 2005). Seine nehrinden izole edilen Aeromonas punctata subsp.
punctata ve Aeromonas media Suslarinda qnrS2 geni saptanmistir (Cattoir et al.,
2008). Bu bulgular, gnr genlerinin su kaynaklarindaki mikroorganizmalarin
kromozomlarinda bulundugunun kamitidir. Insanlar ve hayvanlar tarafindan
metabolize edilmeyen kinolonlarin atik sulara yayilmas: ve fotodegradasyon
nedeniyle aktif olarak kalabilmesi, akuatik mikroorganizmalarda qgnr genlerinin
bulunmasinin olas1 mekanizmalaridir (Stratilevitz et al., 2009).

Qnr proteini, hiicre i¢indeki kinolon birikimi veya dig membran proteinlerinde
degisikliklere yol agmadigi bilinir. Qnr proteini benzeri iki birim tekrarlayan
pentapeptit proteini olan McbG ve MfbA, qnr proteini mekanizmasinin anlasilmasi
i¢in arastirilmistir. McbG, kinolonlara benzer sekilde MicrocinB17'nin etkisinden
kaynaklalanan DNA girazi inhibe inhibisyonunu engeller ve qnrA ile %19.6 oraninda
amino asit benzerligi bulunmaktadir. E. coliJ53 hiicrelerindeki plazmide bagli McbG,
sparfloksasin MIK degerlerinde artmaya neden olurken, siprofloksasin ve nalidiksik
asit duyarliliginda herhangi bir degisiklik meydana getirmez. MfbA, Mycobacterium
smegmatis kromozomunda bulunan bir gen olup, gnrA ile %18.9 amino asit
benzerligi bulunur. Yapilan c¢alismalard MfbA'nin DNA yerine DNA giraza
baglanarak ve bu yolla kinolon-giraz-DNA kompleksinin meydana gelmesini
engelleyerek kinolon-giraz-DNA kompleksinin olusmasini engelledigi saptanmistir
(Hedge et al., 2005; Stratilevitz et al., 2009). Qnr proteinleri, DNA giraz ve

topoizomeraz IV'li kinolonlarin etkisinden korur. QnrAl, DNA girazinin iki alt
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unitesine (gryA ve gryB) ve topoizomeraz IV'Un alt Unitelerine (parC ve parE)
kinolon-giraz-DNA kompleksine gerek olmadan baglanabilir (Tran and Jacoby,
2005). Qnr proteinlerinin, DNA ile yarisarak giraza baglanmak i¢in giraz aktivitesini

in vitro olarak inhibe etmedigi diisiiniilmektedir.

2.2.7.QepA

Kromozom kaynakli efluks pompalar1 sik¢a rastlanan bir durumdur. Ancak,
Japonya'da idrar 6rneginden izole edilen bir E. coli susunda, ilk kez plazmid yoluyla
aktarilan gepA geni (quinolone efflux pump) ile karsilasilmistir (Yamane vd., 2007).
Bu gen, 511 amino asitlik bir protein kodlar ve major facilitator superfamily (MFS)
icinde yer alan 14 transmembran segmenti (14-TMS) ile benzerlik gésterir (Perichon
et al., 2007; Yamane vd., 2007). QepA geni, kinolonlar, aminoglikozitler ve beta-
laktam grubu antimikrobiyallere karsi direng gelistirme potansiyeline sahiptir.
Kinolon duyarliliginda belirgin bir azalmaya neden olur ve Ozellikle hidrofilik
kinolonlar, siprofloksasin ve norfloksasin gibi, vahsi tip suslarla karsilastirildiginda 8
ila 12 kat daha fazla minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerlerine sahiptir
(Yamane vd., 2007). Efluks pompasi inhibitorleri, 1-naphtylmetthyl-piperazine
(NMP) ve phenylalanine-arginine-p-naphthyl-amide (PABN), hidrofilik kinolonlarin
diren¢ diizeylerinde énemli bir miktarda azalmaya neden olur (Cattoir et al., 2009).
QepA geninin dogal kaynagi bilinmemektedir ancak, Actinomycetales ailesinin
membran tasiyicilariyla benzerlik gostermesi ve %72 oranindaki guanin sitozin
icerigi, muhtemel kaynaklarin bu bakteriler olabilecegine isaret etmektedir (Perichon

et al., 2007; Yamane vd., 2007).
2.2.8.09xAB

Tarimsal yemlerde kullanilan kinoksalin tiirevi olan olaquindoks, E. coli
susunda antibiyotige direngli plazmit pOLAS52'ten izole edilmistir (Sorensen et al.,
2003). Bu direng, RND (resistance nodulation cell division superfamily) ailesinde
bulunan bir efluks pompasi olan OgxAB ile iliskilendirilmistir (Ma et al., 2009). Son
zamanlarda, E. coli izolatlarinda ve ayn1 zamanda Klebsiella pneumoniae'de de tespit
edilmistir. Zrp'nin, nalidiksik asit ve tetrasyklin dahil olmak {izere cesitli

antibiyotiklere kars1 dirence neden oldugu gosterilmistir (Kim et al., 2009). AcrA
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geni icermeyen E. coli susunda pOLAS2 plazmitinin nalidiksik asit ve siprofloksasin
MIK degerlerinde 8-16 kat artisa neden oldugu saptanmistir (Hansen vd., 2007).

2.3. Plazmitler

Kromozom dis1 genetik elementler olan plazmitler, ¢ift sarmallt DNA igerirler,
halka formunda ve 4-400 kb boyutlarindadirlar. Bakterilerin antibiyotik direnci,
virulans ve metabolik o6zelliklerini etkileyebilen islevler kazandirabilirler
(Thompson, 1986). Kendini diger hiicrelere aktarabilenlere "konjugatif plazmitler"
denirken, non-konjugatif plazmitler genellikle daha kiigiiktiir. Baz1 non-konjugatif
plazmitler, konjugatif olanlarin yardimiyla "mobilize" olarak diger hiicrelere
aktarilabilir. Plazmitlerdeki direng genleri, integron ve transpozon gibi mobil genetik
elementlere yerleserek, baska direng genleriyle baglantili kromozomlara veya
plazmit gegebilir. Bu nedenle, bir¢cok farkli ilaca karsi es zamanh direng gelisebilir

(Bilgehan, 1997).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bakterilerin tanimlanmasi

Klinik ornekler, laboratuvara getirildikten sonra %35 koyun kanli besiyerine
agar ve Eozin Metilen Blue (EMB) besiyerine ekim yapildi. Inkiibasyon siiresi
35°C'de 20-22 saat olarak belirlendi ve bu siire sonunda Ureyen kolonilerin
degerlendirilmesi yapildi. Acinetobacter spp tanisinda, tireyen kolonilerin
Ozelliklerini degerlendirmek i¢in EMB besiyerinde iireyen laktoz negatif
kolonilerinin hareket, koloni morfolojisi, pigment olusturma, oksidaz aktivitesi ve
kanli besiyerinde hemoliz olusturma o&zellikleri dikkate alindi. Tiir diizeyinde
tamimlamay1 dogrulamak igin suslar, Vitek MS (Biomeriux, Fransa) otomatize

sisteminde kullandi.
3.2. Bakterilerin antimikrobiyal direncinin belirlenmesi

Calismaya dahil edilen suslarin kinolon direnci Vitek2 Compact (Biomeriux,

Fransa) otomatize sisteminde belirlendi.
3.2.1.Vitek2 Compact Otomatize sistemi

Antibiyotik duyarhi§i, AST NO90 kartlarinin kullanimiyla {iretici firmanin
referesanlar1 dikkat alinarak gerceklestirildi. Izolatlar, %5 koyun kanli agar iizerinde
tirediginde, bakteri siispansiyonu hazirlanarak 0,5-0,6 McFarland standart
bulanikligina getirildi. Ardindan, kartlar ve siispansiyonlar cihaza yerlestirildi.
Stispansiyonlarin kartlara ekilmesi, otomatik olarak okunmasi, degerlendirilmesi ve

raporlanmasi saglandi.
3.3. Molekduler Yontemler
3.3.1. Acinetobacter spp bakterisinden DNA ekstrakasiyonu

Acinetobacter spp bakterisinden DNA’nin ekstraksiyonu kaynatma ile
gerceklestirildi.
1. Mueller-Hinton agar besiyeri {izerinde pasajlanmis olan bakterilerin

inkibasyonu 35°C etiivde 20-22 saat gergeklestirildi.

2. Ureyen saf bakteri kolonilerinden bir 6ze dolusu drnek alinarak, steril distile

su (500 pl) bulunan mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi.

3. Vortekslenerek homojenlestirme yapildi.
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4. Siispansiyon homojen olduktan sonra, mikrosantrifiij tiiplerinde kuru bloga

yerlestirilerek 100°C'de 15 dakika stireyle 1sitild1.

5. Isitma isleminden sonra, mikrosantrifiij tiipleri sogutma o&zelligine sahip
mikrosantrifiij cihazi ile 15000x g hizinda ve 4°C’de 20 dakika santrifiij
edildi.

6. Santrifiij islemi sonrasinda siipernatan, DNAz ve RNAaz icermeyen steril
mikrosantrifuj tuplerine aktarildi ve PZR islemi igin template DNA olarak
kullanilmak igin -20°C’de depo edildi.

3.3.2.Qnr genlerinin Multipleks PZR yontemi ile arastirilmasi

Ayni PZR isleminde QnrA, qnrB, qnrC ve qnrS gen bolgeleri multipleks olarak
calisild.

3.3.2.1. Kullanilan Primerler

Bu tez ¢alismasinda, Kim vd.,’nin tanimladig1 primerler kullanilmistir ve bu
primer ciftleri Tablo 3.1°de gosterildi.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan primer ¢iftleri

Gen Primer ad1 Primer dizisi

nrA Qnra-F ATTTCTCACGCCAGGATTTG
QbrA-R GATCGGCAAAGGTTAGGTCA

qnrB QnrB-F GATCGTGAAAGCCAGAAAGG
QnrB-R ATGAGCAACGATGCCTGGTA

gnrC QnrC-F GGGTTGTACATTTATTGAATCG
QnrC-R CACCTACCCATTTATTTTCA

gnrS QnrS-F GCAAGTTCATTGAACAGGGT
QnrS-R TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG

A. baumanii suslarindan elde edilen DNA kaliplari, gqnrA, qnrB, qnrC ve gnrS
genlerini es zamanli olarak multipleks PZR yontemiyle ¢ogaltmak i¢in ilgili 6zel
primerlerle kullanildi. Uygulamada kullanilan reaksiyon karisimi Tablo 3.2'de
verildi. Amplifikasyon programi olarak Cattoir vd., tarafindan kullanilan program
referans alindi (Cattoir et al., 2007). Kullanilan amplifikasyon programi, Sekil 3.1’de

verildi.
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Tablo 3.2. Qnr PZR reaksiyon karigimi

10X PZR tamponu S5ul

25 mM MgCl; 4 ul

dNTP karisimi (10 mM) 1wl

Taq DNA polimeraz (5U/ul ) 1l

Qnr A- F primeri (20 pmol) Tl

Qnr A- R primeri (20 pmol) 1l

Qnr B- F primeri (20 pmol) 1l

Qnr R- F primeri (20 pmol) 1l

Qnr C- F primeri (20 pmol) 1l

Qnr C- R primeri (20 pmol) 1wl

Qnr S- F primeri (20 pmol) 1l

Qnr S- R primeri (20 pmol) 1l

Kalip DNA 2 ul

Saf su 29 ul

Toplam 50 pl
95°C’ de 10 dakika 6n denatiirasyon E 1 Déngil
95°C’ de 1 dakika hedef DNA denatiirasyonu
61°C’ de 1 dakika primer baglanmasi 35 Dongli

72°C’ de 1 dakika primer uzamast

72°C’ de 10 dakika son uzama _—— 1 Dongu

Sekil 3.1. Qnr PZR amplifikasyon programi
3.3.3.QepA bolgesinin amplifikasyonu:
QepA geninin belirlenebilmesi icin QepA-F ve QepA-R primerleri (Tablo 3.4)
ile amplifikasyon programi olusturuldu. PZR isleminde kullanilacak reaksiyon

karistmi  belirtildi. Tablo 3.3’de verilirken, amplifikasyon programi da Sekil 3.2°de
belirtildi.

Tablo 3.3. QepA PZR reaksiyon karigimi

10X PZR tamponu Sul
25 mM MgCl; 4 ul
dNTP karisimi (10 mM) 1l
Taq DNA polimeraz (5U/ul) 1l
QepA-F primeri (10 pmol) 1l
QepA- R primeri (10pmol) 1l
Kalip DNA 2 ul
Saf su 35ul
Toplam 50 ul
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Tablo 3.4. QepA geni primer dizisi

Gen Primer ad1 Primer dizisi
QepA QepA-Forward GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG
QepA-Reverse CTTCCTGCCCGAGTATCGTG
96°C’ de 1 dakika 6n denatlrasyon —_— 1 Déngl

96°C’ de 1 dakika hedef DNA denatiirasyonu
60°C’ de 1 dakika primer baglanmasi 30 Dongu

72°C’ de 1 dakika primer uzamasi

72°C’ de 5 dakika son uzama —_— 1Dong(
Sekil 3.2. QepA PZR amplifikasyon programi
3.3.4 OgxAB bolgelerinin amplifikasyonu

OgxAB geninin belirlenebilmesi i¢cin ogxA-F ve ogxA-R primerleri ve ogxB-F
ve 0gxB-R primerlerini (Tablo 3.5 ve Tablo 3.6) ile amplifikasyon programi
olusturuldu. PZR islemlerinde kullanilan reaksiyon karigimi Tablo 3.7°de,
amplifikasyon programi da Sekil 3.3’de belirtildi.

Tablo 3.5. OgxA geni primer dizisi

Gen Primer ad1 Primer dizisi
OgxA OgxA -Forward CTCGGCGCGATGATGCT
OgxA -Reverse CCACTCTTCACGGGAGACGA

Tablo 3.6. OgxB geni primer dizisi

Gen Primer ad1 Primer dizisi

OgxB OgxB -Forward TTCTCCCCCGGCGGGAAGTAC

OqxB -Reverse CTCGGCCATTTTGGCGCGTA
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Tablo 3.7. Ana karigim PZR reaksiyonunun hazirlanmasi

10XPZR tamponu S5ul
25 mM MgCl, 4 ul
dNTP karisimi (10 mM) 1wl
Taq DNA polimeraz (5U/ul ) 1l
OgxA-F primeri (10 pmol) 1l
OgxA-R primeri (10 pmol) 1l
OqgxB-F primeri (10 pmol) 1l
OgxB-R primeri (10 pmol) 1l
Kalip DNA 2 ul
Saf su 35 ul
Toplam 50 pl
96°C’ de 1 dakika 6n denatiirasyon —_— 1 Dongu

96°C’ de 1 dakika hedef DNA denatiirasyonu

58°C’ de 1 dakika primer baglanmasi 30 Dongl

70°C’ de 1 dakika primer uzamasi

72°C’ de 5 dakika son uzama —_— 1 Dongi

Sekil 3.3. 0gxAB PZR amplifikasyon programi

3.4. DNA elektroforezi

PZR Urini DNA’larda ki belirlenen bant bdlgelerinin incelenmesi ve
boyutlarinin belirlenmesi i¢in %2’lik 1X TBE tamponu kullanilarak jel hazirlandi.
Agaroz mikrodalga firinda eritilerek, yatay elektroforez jel kabina dokiildi ve
sogumaya birakildi. Agaroz jelde ki kuyucuklara 10 pl amplifikasyon urind, 2 pl 6X
ylkleme tamponu ile kanistirilarak uygulandi. Elektroforez cihazinda 1 saat, 120 V
elektrik akiminda DNA bantlar1 ayrismaya basladi. Sonra jeli etidyum bromidli (0.5
png/ml) distile suda 20 dakika boyatilarak orneklerde bulunan DNA bantlarinin
“GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus” belirtegleriyle karsilastirilarak olusan bantlar

goriintiileme cihazinda incelenerek sonuglar kaydedildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Acinetobacter spp. Enfeksiyonu Yayilimi ve Servis Dagitim

Acinetobacter tiirleri, dogada, toprakta ve sularda yaygin olarak bulunan
patojenlerdir ve bu tiirler hastane ekipmanlarina yerlesebilirler. Bu sebeple personel
veya hastalar arasindaki yaygin bulasiciligr ciddi hastane enfeksiyonlarma neden
olabilir. A. baumannii, hastalar ve hastane c¢evresinde en sik izole edilen
Acinetobacter tiirii oldugu rapor edilmistir. Son yayinlanan ¢alismalar A. baumanii
suslarmin bircok antimikrobiyal maddeye karsi olduk¢a direngli hale geldigini
gostermistir. Ne yazik ki, bu ¢oklu ilaca direncli suslar, hastane ortaminda yaygin bir
problem haline gelmis ve sonug olarak, yliksek enfeksiyon oranina sahip hastalarin
hastanede kalis siireleri uzamistir. Direncin biiyiik cogunlugu, konjugatif plazmidler,
transpozon elemanlar1 ve integrin sistemleri gibi gen transfer sistemleri aracilifiyla
gerceklesmektedir, bu sistemler genleri bir DNA sisteminden digerine ve bir
bakteriyel hiicreden digerine tasir. Hastane birimlerine ve ornek tiirline baglh olarak,
izolatlarin ¢ogu yogun bakim iinitesinden alman Orneklerden (%33) ve trakeal
aspiratlardan (%58) elde edilmistir. Calisma sonuglari, her bir birimden elde edilen
izolatlarda yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere kars1 yiiksek diizeyde direng
(%100) gosterdigini ortaya koymustur. Bu sonuglar, Tiirkiye, Iran, Kenya ve Giiney
Afrika'daki diger ¢alismalarla uyumludur. (Wilson, 2019).
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Sekil 4.1. Hastalarda gonderilen materyallerin dagilimi

Calismamizda 175 acinetobacter baumanii klinik ornekler elde edilmistir. Bu
izolatlarin 104 tanesi trakeal aspirat 6rneklerinden (%58), 14 tanesi balgam (%S3), 14
Ortak Akim idrar 6rneklerden (%S8), 10 tanesi kan (%6), 10 tanesi kateter hub’indan
kan (%6), 7 tanesi ameliyat materyali (%4), 6 tanesi yara suruntisi (3%), 5 tanesi
abse (%3), 3 tanesi periferik venden kan (%2), 2 tanesi Bal-bronkoalveolar lavaj
(%1), 1 tanesi kateter ucu (%1) ve 1 tanesi viicut sivist (%]1) seklinde siralanmaistir.
Laboratuvarimizda gonderilen izolatlar1 mateyallart Sekil 4.1 ve Tablo 4.1°de

gosterildigi gibi dagitilmaktadir.

Tablo 4.1. Calismaya dahil edilen suglarin tiir dagilimi

Klinik 6rnek Sayisi %
Abse 5 3%
Ameliyat Materyali 7 4%
BAL-Bronkoalveolar Lavaj Ornegi 2 1%
Balgam 14 8%
Kan 10 6%
Kateter hub'indan kan 10 6%
Kateter ucu 1 1%
Orta Akim Idrar Ornegi 14 8%
Periferik venden kan 3 2%
Trakeal Aspirat Ornegi 102 58%
Viicut s1visi 1 1%
Yara Suruntlst 6 2%
Toplam Sayisi 175
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Sekil 4.2. Gonderilen materyallerin servisler gore dagilimi

Nosokomiyal enfeksiyonlar yogun bakim iinitesinde yatan hastalar arasinda
yaygindir ve ayrica yogun bakim {initesine kabul edilmeyen ancak bagisiklik sistemi
zaylf olan hastalar arasinda da goriilir. Bu tiir A.baumannii suslariyla iliskili
enfeksiyonlar, yara enfeksiyonu, idrar yolu enfeksiyonu, pnédmoni ve travma sonrasi
idrar sondasi, mekanik ventilatdrler ve santral vendz giris kateterleri kullanimina
bagli olarak ortaya c¢ikar ve bu calismada onekler’deki boliimlerden alinmustir.

(Moolchandani et al,. 2017).
4.2. Genlerin transferi ve kinolon direnci

Birgok  ¢alisma, Acinetobacter  tirlerinin  antimikrobiyal  direng
mekanizmalarini incelenmesinde plazmit aracili direncin 6nemli bir rol oynadigini
gostermistir. Plazmitler, ek genetik materyal tasiyabilen kii¢iik dairesel DNA
molekiilleridir. Bu plazmitler, mikroorganizmalar arasinda hizla yayilabilme ve
diren¢ genlerinin transferini saglayabilme 0Ozellikleriyle dikkat c¢ekmektedir.
Ozellikle kinolon direnci gibi énemli bir direng tiiriiniin plazmit aracili oldugu
belirlenmistir.

Levofloksasin ve siprofloksasin, florokinolon sinifina ait antibiyotiklerdir.

Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar da dahil olmak {izere c¢esitli
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bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilirlar. Bununla birlikte,
Acinetobacter suslarinin bu antibiyotiklere duyarliliginin cografik olarak ve zaman
icinde degisebilecegini  belirtmek olduk¢a Onemlidir. Levofloksasin  ve
siprofloksasin, bakteriyel DNA replikasyonu ve onarimi i¢in gerekli olan DNA giraz
ad1 verilen enzimin aktivitesini inhibe ederek calisir. Bu siireci bozarak, bu
antibiyotikler duyarli bakterilerin biiylimesini etkili bir sekilde Oldiirebilir veya
engelleyebilir.

Bununla birlikte, ¢oklu ilaca direncli Acinetobacter suslarinin artan prevalansi
nedeniyle, levofloksasin ve siprofloksasinin bu bakterilere karsi etkinligi siirl
olabilir. Baz1 durumlarda, Acinetobacter suslari, bu antibiyotiklerin etkisinden
kaginmak i¢in hedef bolgeleri degistirmek veya ilag akis pompalarini artirmak gibi
spesifik mekanizmalar gelistirmistir. (Jordi , 2002)

Klinik uygulamada, Acinetobacter enfeksiyonlarimi tedavi etmek igin
antibiyotik secimi, yerel diren¢ modelleri ve bireysel hasta 6zellikleri dahil olmak
tizere c¢esitli faktorlere baglidir. Bir Acinetobacter susu levofloksasin ve
siprofloksasine direncliyse, etkili bir tedavi elde etmek icin alternatif antibiyotikler
veya kombinasyon tedavileri gerekli olabilir. (Bader et al., 2010).

Bu baglamda, c¢alismamizin amaci, multipleks polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) yontemini kullanarak plazmit aracili kinolon diren¢ genlerinin varligini
arastirmaktir. PCR yontemi, ayn1 zamanda birden fazla hedef gende eszamanli olarak
amplifikasyon yapabilme 0Ozelligiyle taninan bir molekiiler biyoloji teknigidir. Bu
yontem, belirlenen hedef gen bolgelerini belirlemek ve kinolon direnci ile iligkili
olan spesifik genleri tanimlamak i¢in kullanilmaktadir.

Klinisyenlerin giincel antibiyotik tedavilerinde karsilastiklar1 6nemli bir sorun,
Acinetobacter turlerinin giderek artan antimikrobiyal direncidir. Bu direng, genetik
mekanizmalarla iligskilendirilmistir ve kinolon direnci, bu diren¢ mekanizmalarinin
Oonemli bir bilesenidir. Bu nedenle, bu ¢alismanin amaci, kinolon direng genlerinin
varligini belirlemek ve bu genlerin Acinetobacter suslari iizerindeki yayginligini
degerlendirmektir. Calismada, qnrA, qnrB, qnrC, qnrS, gepA ve oqxAB genlerinin
varlig1 incelenmistir. Bu genler, kinolon direncinin gelisimi ve yayiliminda énemli
bir rol oynayan genetik bilesenlerdir. Bu amagla, klinik 6rnekler dncelikle %5 koyun
kanl1 besiyeri ve Eozin Metilen Blue (EMB) besiyerine ekilerek inkiibasyon siirecine
alinmis ve inkiibe edilen koloniler degerlendirilmistir. Suslarin tiir diizeyinde

tanimlanmas1 i¢in Vitek MS (Biomeriux, Fransa) otomatize sistem kullanilmistir.
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Kinolon direnci analizi ise Vitek2 Compact (Biomeriux, Fransa) otomatize sistem
kullanilarak gerceklestirilmistir. Qnr genleri, bakterinin hedeflenen kinolon
antibiyotigin etkisini azaltarak veya ortadan kaldirarak diren¢ olusturmasina neden
olabilir.

Elde edilen sonuclara gore, Acinetobacter turlerinde kinolon direncinde gnrS
geninin 6nemli bir faktdr oldugunu gostermektedir ve diger bir deyisle qnrS geninin
diger genlere gore daha yaygin oldugu gozlenmistir. Bu durum, qnrS geninin
sikligima ve etkisine yonelik daha fazla arastirmanin yapilmasimi gerektirmektedir.
Ote yandan, qnrA, qnrB, oqxAB, ogxA ve qepA genlerinin de direng oranlarinin
diisiik oldugu goriilmistiir. Bununla birlikte, bu genlerin varligi, gelecekte direng
oranlarinin artabilecegi veya farkli antibiyotiklere kars1 direng gelisimiyle
iliskilendirilebilecegi konularinda dikkate alinmasi gereken noktalardir.

Ayenew vd., 2014'ten 2018'e kadar ulusal bir referans laboratuvarina sevk
edilen klinik Orneklerden elde edilen Acinetobacter tiirlerine iliskin geriye donik
verileri analiz etmigler ve izolatlarin ¢ogu irin, kan, idrar ve wviicut sivisi
orneklerinden gelen toplam 102 susu analiz etmislerdir. Elde edilen bulgulara gore
meropenem, seftazidim, siprofloksasin, seftriakson, sefepim ve piperasilin-
tazobaktam icin antimikrobiyal direngte dnemli bir artis gosterdigini bildirmiglerdir.
Aragtiricilar, Acinetobacter tiirlerinin % 56.7'sinin  karbapenemlere duyarlt
olmadigint ve % 71.6'sinin ¢oklu ilag direnci gosterdigini rapor etmislerdir.
Siprofloksasin icin antimikrobiyal direncin 6nemli oOlgiide artan egilimleri
gosterilmistir (% 59.4 ila % 74.4). Yapilan bu tez calismasindaki veriler (her iki
kinolin tiirevi ilacin direncine gore (% 100 direng), refere edilen bu ve benzeri diger
caligmalardaki diren¢ oranlar1 ile uyumludur. Calismamizda siprofloksasin ve
levofloksasinin  Acinetobacter tiirlerine karsti % 100 direng gosterdiginin
gbzlemlenmesi, bu bakteri suglarinda antibiyotik direncinin ortaya ¢ikma
potansiyeline dikkat ¢ceken énemli bir bulgudur. (Ayenew, 2021)

Iran’da yapilan bir ¢alismada arastirmacilar, iki egitim hastanesindeki klinik
orneklerden 124 izolat toplamis ve PCR yontemini kullanarak antibiyotik direng
genlerinin varligini belirlemislerdir. Direngle iligkili genlerin dagilimi ile ilgili
olarak, tetA geninin izolatlarin % 93.5'inde bulundugunu ve bunu % 69.2'sinde
tetB'nin izledigini rapor etmislerdir. izolatlarin % 52.6'sinda qnrA geni bulunurken,
gqnrB ve qnrS saptanmamistir. Bu ¢alisma, oOncelikle siprofloksasin direncini ve

tetrasiklin direnciyle iliskili tetA ve tetB genlerinin varligimi incelerken, bu tez
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calismas1 Acinetobacter tirlerinin siprofloksasin ve levofloksasine direncini, her iki
calismadaki qnrA genine Ozel bir vurgu yaparak incelemektedir. Ancak tez
calismamizda incelenen genlerin plazmit aracili genlerdir ve genellikle bakteriler
arasinda genetik materyalin transferinde yer alan kiigiik, kendi kendini kopyalayan
DNA molekiilleri olan plazmitler {izerinde bulunmaktadirlar. Yine de her iki
calismadaki ortak bulgular, Acinetobacter turlerinin bir florokinolon antibiyotik olan
siprofloksasine direncini vurgulamaktadir. Acinetobacter tirlerinde siprofloksasin ve
levofloksasine karsi % 100 direng bildirerek bu gozlemi genisletmis bulunmaktayiz.
Kisacasi, farkli diren¢ mekanizmalar1t s6z konusu olsa da, her iki c¢alisma da
Acinetobacter tiirlerinde antibiyotik direnci saglayan genlerin  varligini
vurgulamaktadir. Ayrica refere edilen caligsmada, tetA ve tetB genlerinin artan
sikliginin, artan tetrasiklin kullanimi nedeniyle A. baumannii‘'nin artan direncine
katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamiz ise direngteki artisi
dogrudan arastirmasa da, Acinetobacter tiirlerinde qnrA geninin varliginin
kinolonlara kars1 biiyiiyen bir direnci gostermesi olasidir. Bu egilim, antibiyotik
direncini izlemenin ve bununla miicadele etmek i¢in etkili stratejiler kullanmanin
Oonemini vurgulamaktadir. A. baumannii izolatlarinin gesitli antibiyotiklere duyarlilik
modelini kolistine 6zel bir vurgu yaparak arastirdiklari ¢alismada, ¢oklu ilaca
direncli A. baumannii enfeksiyonlart i¢in kolistinin test edilen izolatlar {izerinde
onemli bir etkiye sahip oldugunu bildirmektedir. Diinya ¢apinda Kolistine direncli
izolatlar bildirilmis olmasina ragmen, ¢alismalarindaki izolatlarin yalnizca kiigiik bir
ylizdesinin (% 0.8) bu antimikrobiyal ajana diren¢ gosterdigi vurgulanmaktadir.
Kolistine karsi bildirilen direng oran1 %1.8 ile biraz daha yiiksektir. (Fallah et al.,
2014).
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4.3. Acinetobacter turleri alternatif etkili tedavi

Calismamizla kiyaslandiginda bu bulgular, farkli antibiyotiklerin Acinetobacter
suslarma kars1 etkinliklerinin farklilik gosterebilecegini one siirmekte ve direncle
karsilagildiginda alternatif tedavi seceneklerini  degerlendirmenin  Onemini
vurgulamaktadir. Kolistin A. baumannii izolatlarina karsi etkili gibi goriinse de, tez
calismamizdaki sonuglar kinolonlara karsi tam bir direng gostererek alternatif tedavi
seceneklerine duyulan ihtiyaci vurgulamaktadir. Ek olarak, qnr genlerine
odaklanmamiz, kinolon direncinin spesifik mekanizmalar1 hakkinda degerli bilgiler
saglar. Calismada bildirilen % 0.8'lik diren¢ orani, analiz edilen izolatlar arasinda
nispeten diisiik bir kolistin direnci olusumuna isaret etmektedir. Bununla birlikte,
sonu¢ cikarmadan Once direncin temel yayginhigini géz Oniinde bulundurmak c¢ok
onemlidir. Kolistin gibi temel diren¢ orani diisiikse, direncteki kiiciik bir artisin bile
tedavi segenekleri ve hasta sonuglar1 iizerinde 6nemli etkileri olabilir. Ayrica,
calismanin bulgulart ¢esitli faktorlere bagli olarak kolistin direncinin ger¢ek
prevalansini yakalayamayabilir ve analize dahil edilen izolatlar1 temsil eder ve daha
genis popiilasyondaki direng oranlarini yansitmayabilir. Kolistine direng gelisimi
ozellikle endisevericidir, ¢linkli diger antibiyotikler basarisiz oldugunda genellikle
son care olarak kullanilir. Bakteri suslar1 kolistine direngli hale geldiginde, tedavi
seceneklerini ciddi sekilde simirlar ve tedavi basarisizligi ve kotl klinik sonuglar
riskini artirir. Ek olarak, kolistin direncinden sorumlu genler bazen bakteriler
arasinda aktarilabilir ve bu da direncin yayilmasini daha da siddetlendirir. Sonug
olarak, kolistin igin bildirilen % 0.8'lik direng oranmi diisiik goriinse de, Kresel
yayginlik ve direncin potansiyel sonuglar1 baglaminda degerlendirilmelidir. Kolistin
direnci, antimikrobiyal direncle miicadele etmek i¢cin devam eden bilimsel arastirma,
gozetim ve etkili stratejilere duyulan ihtiyaci vurgulayan énemli bir endise olmaya
devam etmektedir. (Moolchandani, 2017).

Acinetobacter tiirlerinde c¢oklu ila¢g direncinin (MDR) ortaya ¢ikist ve
yayilmasi, 6nemli bir kiiresel saglik sorunu olarak kabul edilen bir ¢alisma (Musyoki
2019) tarafindan sunulmustur ve bu ¢alismada A. baumannii izolatlarinin yiiksek
prevalansi (% 85), bu sorunun ciddiyetini daha da vurgulamaktadir. Ozellikle
siprofloksasine kars1 6zellikle zay1f duyarlilik gostermistir (% 69-76). Acinetobacter
tirlerinde  kinolonlara  direng¢  ¢esitli ~ faktorlere  baglanabilir. ~ Anahtar

mekanizmalardan biri, DNA replikasyonu ve transkripsiyon sireclerinde yer alan
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gyrA ve parC gibi hedef genlerdeki akis pompalarini ve mutasyonlar1 kodlayan
genetik elementlerin edinilmesidir. Bu genetik degisiklikler, kinolonlarin baglanma
afinitesini  degistirerek bakterileri etkilerine karsi direngli hale getirebilir.
Aragtiricilar  florokinolonlarda, A. baumannii'de yliksek diizeyde siprofloksasin
direncini (% 69-76), Tiirkiye (%90), Hindistan (%86), iran (%80-82) ve Sudan'da
(%91) farkli sevk hastanelerinde yapilan ¢aligmalarin bulgularina benzer sekilde
gbzlemlemislerdir. (Musyoki 2019)

Sonug olarak, Acinetobacter tiirlerinde kinolon direnci ile iligkili gnr genlerinin
yayginligmi ve diren¢ oranlarini  belirlemeye yonelik 6nemli bulgular
sunmaktaktayiz. Plazmid aracili kinolon direnci (PMQR) genleri olarak bilinen bu
genler, ilk kez ortaya ciktiklari1 1998'den beri biiyiik ilgi konusu olmustur.
Literatiirde, qnrA, qnrB, qnrC, qnrS, gepA ve oqxAB dahil olmak iizere izole edilmis
Acinetobacter suslarinda birkag plazmid aracili kinolon direnci (PMQR) geninin
varligint tanimlamistir. Bu genler daha o6nce kinolonlara diren¢ kazandirmayla
iliskilendirilmigstir. Qnr gen ailesi, kinolonlar, DNA giraz ve topoizomeraz [V'liin
hedeflerine karsi koruma saglayan ve bdylece antibiyotikleri etkisiz hale getiren
proteinleri kodlamaktadir (Osinska and Harnisz 2016). Ek olarak, gepA ve ogxAB
genleri, bakteri hiicrelerinden florokinolonlar1 aktif olarak uzaklagtiran ve bu
antibiyotiklere duyarliliklarin1 daha da azaltan aktif akis pompalarindan sorumludur.
Siprofloksasin ve levofloksasine kars1 gozlenen yiiksek direncin PMQR genlerinin
varligiyla birlikte kombinasyonu, Acinetobacter tiirlerinde kinolon direnciyle
miicadelede Onemli bir zorlugun altin1 ¢izmektedir. Simdiye kadar {i¢ ana
aktarilabilir kinolon diren¢ mekanizmasi tanimlanmustir. ik mekanizma, qnrA, qnrB,
gnrS, qnrC, qnrVC ve gqnrD'yi iceren gnr gen ailelerini igerir. Bu genler, kinolonlarin
hedefleri olan DNA giraz ve topoizomeraz IV'0 bu antibiyotiklerin etkilerinden
koruyan proteinleri kodlar. Bunu yaparak, kinolonlara kars1 direng saglarlar. ikinci
mekanizma, aminoglikozit asetiltransferaz enzimini kodlayan aac(6')-1b-cr genini
icerir. Bu enzim, siprofloksasin ve norfloksasin gibi bir piperazinil stibstitiienti iceren
florokinolonlar1 asetilleyerek antimikrobiyal maddeler olarak etkinliklerini azaltir.
Ugiincii mekanizma, coklu ilag akis pompalar1 olarak bilinen aktif akis
pompalarindan sorumlu olan qepA ve oqxAB genleri ile iligkilidir. Bu pompalar,
florokinolonlar1 bakteri hiicrelerinden aktif olarak uzaklastirarak bu antibiyotiklere

duyarlhiliklarini azaltir. (Osifiska and Harnisz, 2016)
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4.4, Bulgularimizin degerlendirme sonuclari

PZR c¢alisma sonuglarimiz Tablo 4.3 ve Sekil 4.3‘de gOsterilmektedir.
Calismamizda 175 klinik 6rnek elde edilmis ve bunlarin tiimi test edilerek
kinolonlara diren¢ kazandiran ve ¢oklu ilag direncine neden olan genler tespit
edilmistir.  Multipleks PZR  kullanarak acinetobacter baumanii  genlerini
belirleyebilmistir. qnr A, qnrB, qnrC, qnrS, ogxAB, oqxA ve qepA genlerinin direng
oranlar1 sirasiyla %0.57, %0.57, %0.57, %5.71, %2.8, %4 ve %0 olarak belirlendi.

Tablo 4.2. Acinetobacter spp. PZR sonuglart

Qnr- A Qnr-B Qnr-C Qnr-S Oqgx-AB Ogx-A QepA

Pozitif  1(0.57%) 1(057%) 1(0.57%) 10 (5.71%) 4 (2.8%) 7(4%) 0 (0%)

174 174 175 165 171 168 175

Negaltil (99.4%)  (99.4%)  (99.4%)  (94.3%)  (97.7%)  (96%)  (100%)
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Sekil 4.3. ogxA geni igin elektroforez goruntlsiinin sonucu
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5. SONUC

Multipleks PZR yontemi sonucunda ¢alismamizda Acinetobacter baumanii
izolatlarinda qnr A, qnrB, qnrC, qnrS, oqxAB, ogxA ve qepA genleri arastirildi

Bakteriyoloji laboratuvart boliimiinden temin edilen 175 izolattan 18'inde
kinolonlara direngli asinetobakter genleri saptanabilmistir. Caligma sirasinda qepA
genine rastlanmadi. izolatlarin en gok izole edildigi 6rnekler: 104’0 trakeal aspirat
orneklerinden (%58), 14’0 balgamdan (%8) ve 14’0 idrar 6rneklerinden (%8) A.
baumanii izolatlar1 en sik (%33) yogun bakim {initesi 6rneklerinden elde edildi.

Bu calismanin sonuglari, antimikrobiyal direngle miicadelede klinik kararlarin
ve tedavi stratejilerinin belirlenmesinde degerli bir katki saglayabilir. Gelecekte, bu
alandaki arastirmalarin devam etmesi ve kinolon direncinin onlenmesi igin etkili
Onlemlerin gelistirilmesi biiyilk 6nem tagimaktadir. Daha ileri ¢aligmalar, PMQR
genlerinin aktarilabilirligi ve kaliciliginin altinda yatan genetik mekanizmalari
aydinlatmaya odaklanmalidir. Bu mekanizmalari anlamak, kinolon direncinin
yayilmasini smirlayabilen ve etkili tedavi stratejilerinin tasarimini bilgilendirebilen
miidahalelerin gelistirilmesi i¢in ¢ok 6nemlidir.

Elde edilen veriler, klinik 6rneklerden izole edilen Acinetobacter suslarinin
kinolon direnci profilini ve direng genlerinin varligin1 ortaya koymaktadir. OgxAB
genleri, Turkiye'deki Acinetobacter izolatlarinda ilk kez bildirilmistir. OgqxAB
genlerinin varhigi, Tiirkiye'deki Acinetobacter suslarinda kinolon direncinin gelisimi
ve yayilimi agisindan dikkate alinmasi gereken bir faktordiir. Bu bulgu, Tiirkiye'de

antimikrobiyal diren¢ sorununun anlasilmasi ve yonetilmesi i¢in énemli bir adimdir.
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