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OZET

Klinik  Acinetobacter baumannii  Izolatlarinda  Florokinolon Direng

Mekanizmalarimin Arastirilmasi

Acinetobacter baumannii  firsatgr  bir  patojen olup, nozokomiyal
enfeksiyonlarin en 6nemli etkenlerinden biridir. Bir ¢cok antibiyotige direngli olusu,
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirmaktadir. Florokinolonlar hastane
ve toplum kaynakli bir¢ok enfeksiyonun tedavisinde kullanilan antibiyotikler olup,
direng gelisiminde rol oynayan mekanizmalarin belirlenmesi 6nem tagimaktadir. Bu
calismada hastane kaynakli A. baumannii izolatlarinin siprofloksasin (CIP) ve
levofloksasin (LEV) minimum inhibitdr konsantrasyonlarmmn (MiK) belirlenmesi,
klonal iliskilerinin incelenmesi, florokinolonlara diren¢ gelisiminden sorumlu olan
DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar ile

efluks pompalarinin agir1 ekspresyonunun arastirilmasi amaglanmistir.

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda farkli
klinik 6rneklerden izole edilen CIP direngli 79, ayni antibiyotige duyarli iki izolat
olmak iizere toplam 81 A. baumannii kdkeni calismaya alindi. CIP ve LEV MIK
degerleri sivi mikrodiliisyon yontemiyle belirlendi. Kdkenlerin klonal yakinliklar:
ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus) -PZR yontemi ile arastirildi.
Her farkli klon ve alttipi temsilen secilen 16 kdkende gyr-A ve par-C genlerindeki
mutasyonlar dizi analizi ile belirlendi. Segilen kokenlerde efluks pompalarinin asirt
ekspresyonu, pompa inhibitorleri varliginda gergeklestirilen sivi mikrodiliisyon ve

florometrik akiimiilasyon deneyleri ile arastirildi.

Incelenen A. baumannii kékenlerinde MIK50 ve MIK90 degerlerinin CIP igin
256 ve >256 ayn1 degerlerin LEV i¢in 32 ve 128 oldugu belirlendi. Genel olarak CIP
MIK degerlerinin LEV MIK degerlerine gore yiiksek oldugu saptandi. izolatlarmn 10
farkli klona ayrildigi, ancak bunlarin biiylik ¢ogunlugunun klonal olarak iliskili
olduklar gozlendi. Segilen temsilci kdkenlerin gyr-A geninde en sik rastlanan 6nemli
mutasyonlar Ser83Leu ve Asp87Glu, par-C geninde ise Ser80Leu’di. Temsilci
kokenlerden yedisinde sadece mikrodiliisyon yontemiyle, 11 kokende ise sadece
florometrik olarak asir1i pompa ekspresyonu gozlenirken, bes kokende her iki

yontemle de olumlu sonug elde edildi. Mikrodiliisyon yontemiyle asir1 ekspresyonu



saptamada CIP'in LEV'den daha iyi oldugu gériildii. Incelenen hastane kaynakli ve
klonal olarak iligkili A. baumannii izolatlarinda gdzlenen yiiksek florokinolon MiK
degerlerine, hedef bdlge mutasyonlarinin yani sira, efluks pompalarinin agiri

ekspresyonunun yol actig1 sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii; Florokinolon; QRDR; efluks;
ERIC-PZR



ABSTRACT

Investigation of Fluoroquinolone Resistance Mechanisms in Clinical Acinetobacter

baumannii Isolates

Acinetobacter baumannii is an opportunistic pathogen which is one of the most
important agents of nosocomial infections. Being resistant to many antibiotics makes
difficult to treat the infections it causes. Fluoroquinolones are used in the treatment of
nosocomial and community-acquired infections and it is important to determine the
mechanisms of resistance to these antibiotics. It is aimed to investigate ciprofloxacin (CIP)
and levofloxacin (LEV) minimum inhibitor concentrations (MIC), clonal relationships,
mutations that occur in DNA gyrase and topoisomerase IV genes and overexpression of

efflux pumps in nosocomial A. baumannii isolates.

79 CIP-resistant and two CIP-susceptible A. baumannii strains isolated from different
clinical samples (one per patient) in Ege University Department of Clinical Microbiology
were included into the study. CIP and LEV MIC values were determined by broth
microdilution method. Clonal relationship among the strains was investigated by ERIC
(enterobacterial repetitive intergenic consensus) —PCR. Mutations that occur in gyr-A and
par-C genes were detected by DNA sequence analysis in 16 strains representing each clone
and subtype. Overexpression of efflux pumps was evaluated by the broth microdilution and
fluorometric accumulation experiments carried out in the presence of pump inhibitors, in the

representative strains.

MIC50 and MIC90 values for CIP were 256 and >256, same values for LEV were 32
and 128 respectively. Overall, CIP MIC values were found to be higher than that of LEV in
the investigated A. baumannii strains. Isolates were grouped into 10 different clusters, but
the vast majority of them were observed to be clonally related. The most common and
important mutations detected in the gyr-A and par-C genes of the representative isolates
were, Ser83Leu, Asp87Glu and Ser80Leu, respectively. While the overexpression of efflux
pumps was observed in seven of the representative strains by microdilution method and in 11
strains by fluorometric assay, the results were positive in five strains by both methods. CIP
was found to be better than LEV in detecting the overexpression of pumps by microdilution

method. It was concluded that, high fluoroguinolone MIC values of the investigated

v



nosocomial and clonally related A. baumannii strains were derived from target mutations and

overexpression of efflux pumps.

Keywords: Acinetobacter baumannii; Fluorogquinolone; QRDR; efflux; ERIC-PCR
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BOLUM I

1. GIRIS ve GENEL BIiLGILER

1.1. GIRIS

Genis spektrumlu antibiyotiklerin 1970’li yillardan itibaren yaygin kullanimi
sonucunda, direngli patojenler ile olusan hastane enfeksiyonlar1 artan oranlarda
karsimiza ¢ikmaktadir. Gram negatif, kokobasil, nonfermentatif yapidaki
“Acinetobacter” de nozokomiyal enfeksiyonlarda rol oynayan firsatgl
patojenlerdendir. Bu cins igerisinde bir¢ok tiir klinik olarak izole edilmesine karsin,
Acinetobacter baumannii tiirli, insan enfeksiyonlari ile iligkisinden dolay1 biiyiik

oneme sahiptir (1,2).

A.baumannii ozellikle yogun bakim Unitelerinde ciddi salgmnlara yol
acmaktadir. Ayrica endokardit, menenjit, cilt ve yara enfeksiyonlari, idrar yolu
enfeksiyonlari, ventilator ile iliskili pnomoni ve alkol bagimlisi olanlarda toplum

kokenli pndmoni gibi ¢esitli enfeksiyonlara neden olmaktadir (1,3).

Enfeksiyonlarin tedavisi, bakterinin sahip oldugu dogal diren¢ ve sonradan
kazandig1 diren¢ mekanizmalarindan dolay: giictiir. Acinetobacter tiirleri amoksisilin,
ampisilin ve birinci kusak sefalosporinler gibi bircok antibiyotige dogal
direnglidirler. Beta-laktamaz enzimleri, aminoglikozit degistirici enzimler, efluks
pompasi aktivitesi, hedef bolge mutasyonu gibi mekanizmalar ile antibiyotiklere

kars1 direng gelistirmistir (4,5).

Kinolonlar, genis spektrumlu sefalosporinler ve aminoglikozitlerle
karsilastirildiginda Acinetobacter’lere karsi daha etkili olmaktaydi; fakat son yillarda
kinolonlara kars1 da direng gelisimi goriilmektedir. Bu direncin mekanizmalari
arasinda; hedef enzimlerde mutasyon, ilacin efluks pompasi ile hiicre digina atimi ve
Qnr proteinlerinin sentezi sayilabilir. Etkin antibiyotiklere karsi gelisen direng bu
patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kombine antibiyotik

kullanimin1 da giindeme getirmistir (6).

Bu ¢alismada Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde izole edilmis 81
A.baumannii izolatinin antibiyotik diren¢ profilinin belirlenmesi, molekiiler diizeyde

tiplendirilmesi, florokinolon grubu antibiyotiklere diren¢ gelisiminden sorumlu olan



DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar ile

efluks pompalarinin agir1 ekspresyonunun arastirilmasi amaglanmistir.



1.2. GENEL BiLGILER

1.2.1. ACINETOBACTER BAUMANNII
1.2.1.1. TARIHCE

Acinetobacter cinsi bakteriler, ilk kez 1911 yilinda Hollandali mikrobiyolog
Martinus W. Beijerinck (1851-1931) tarafindan topraktan izole edilmis ve
Micrococcus calcoaceticus olarak isimlendirilmistir (7). 1939 yilinda ise DeBord
tarafindan iiretral ornekten izole edildikten sonra giiniimiizdeki adimi almistir (8).
1974°de Bergey’in Sistematik Bakteriyoloji El Kitab1 (Bergey’s Manual of Systemic
Bacteriology)’nda, Acinetobacter yalnizca bir tiir (Acinetobacter calcoaceticus) ve

iki alt tiir altinda gruplandirilmigtir (9).

Taksonomik ¢aligmalar sonucu Acinetobacter cinsi giinimiizde Moraxellaceae
ailesi icinde yer almaktadir. Deoksiriboniikleik asit (DNA) benzerlikleri temel
alinarak yapilan ¢aligmalarda 26 genomik tiir tanimlanmistir, 9 genomik tiire isim
verilirken diger tiirler isimlendirilememistir (7). Genomik tiirlerden A. calcoaceticus,
A. baumannii, Acinetobacter genomik tiir 3 ve Acinetobacter genomik tiir 13TU
birgok yonden benzerlik gosterip, fenotipik yontemlerle birbirlerinden ayirt edilmesi
zor oldugu igin A. calcoaceticus-A. baumannii kompleksi olarak tanimlanmigtir
(9,10,11).

A.baumanni, A. calcoaceticus ve A. lwoffii, klinik literatiirlerde en sik rapor
edilen Acinetobacter tiirleridir (11,12). Tiim bu tiirler arasinda 6nemli klinik

tablolara yol agan ve en sik izole edilen tiir A. baumannii’dir (2).

1.2.1.2. MIKROBIYOLOJIK OZELLIiKLER

Moraxellaceae ailesinin iiyelerinden Acinetobacter cinsi bakteriler; gram
negatif, hareketsiz, zorunlu aerob mikroorganizmalardir. Ureme logaritmik fazinda
1-15 x 1.5-2.5 um boyutlarinda basil, lireme duraksama fazinda ise kokobasil

seklinde goriilmektedirler. Flajellalar1 yoktur, fimbrialart vardir (2,13,14).

Acinetobacter tiirleri rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan Eosin

Metilen Blue (EMB) agar ve kanli agar gibi besiyerlerinde 35-37 °C’de iireyebilir.



Diizgiin, bazen mukoid formda, soluk sar1 ya da grimsi beyaz koloniler olustururlar

(2,9).

Bu bakterileri hem ¢evreden hem de klinik kaynaklardan izole etmek igin
secici  ve aywt edici gesitli  besiyerleri  gelistirilmistir. Bunlar diger
mikroorganizmalarin  biiylimesini  baskilayan Leeds Acinetobacter Medium
(antibiyotik kullanilarak modifiye edilmis), Herellea Agar (safra tuzlari, seker,
bromkrezol moru igerir) ve Holton Agar (safra tuzu, ampisilin, vankomisin,

sefsulodin igerir) besiyerleridir (9,15).

Acinetobacter’lerin tiim tiirleri; katalaz pozitif, oksidaz negatif, indol negatif ve
nonfermantatiftir. Ayrica nitrati rediikte edemezler ve DNA’larinda G+C igerigi %
39-47 oranindadir. Ug sekerli demirli besiyerinde (TSI) ve oksidatif fermentatif
besiyerinde asit olusturmazlar (2,8,9,12,14).

Acinetobacter tiirleri diger nonfermentatif bakterilerden (Neisseria, Moraxella)
oksidaz testinin negatif olmasiyla ayirt edilirler. Enterobacteriaceae iiyelerinden ise,
anaerobik sartlarda ilireyememesi ve nitratlar1 rediikte edememesi ile kolayca

ayrilabilirler (2,8).

Acinetobacter’lerin iireme ve biyokimyasal oOzelliklerine gore tir ayrimi
yapilabilmektedir. A. baumannii glikozu oksitleyebilmesi, hemoliz yapmamasi ve
44°C’de treyebilmesi ile diger Acinetobacter tiirlerinden ayrilir (13,16). A. lwoffi
glikozu oksitleyememesi ve hemoliz yapmamasi, A4. johnsonii’ de 37°C’de
tireyememesi 0zelligi ile ayirt edilebilir. Genomik tiir 4 (A. haemolyticus) ise kanl
agarda hemoliz yapar, EMB Agar' da laktoz negatif koloniler olusturur ve
MacConkey Agar' da renksiz ya da hafif pembemsi koloniler olusturabilir

(2,8,16,17).
1.2.1.3. EPIDEMIiYOLOJi

Acinetobacter  cinsi  bakteriler,  yasamlarin1  siirdiirebilmek  i¢in
gereksinimlerinin az olmasi ve c¢esitli karbon kaynaklarini kullanabilme avantaji
sayesinde dogada toprak, su ve yiyeceklerde saprofit olarak serbestce yasayabilirler
(2,18). Acinetobacter’ler kuruluga dayanikli olmalari, farkli 1s1 ve pH ortamlarinda
canli kalabilme oOzellikleri sayesinde, cansiz yiizeylerde haftalarca canli

kalabilmektedirler (11,18).



Hastane havasindan, musluklardan, ventilatdrlerden, kontamine eldivenlerden,
pamuktan, kullanilmis enjektorlerden, hasta yastiklarindan, kuru filtrelerden izole

edilmis ve buralarda giinlerce canli kaldiklar1 gézlemlenmistir (17,18,19,20).

Acinetobacter’ler saglikli bireylerin florasinda da bulunmaktadir. Ozellikle
koltuk alt1, kasik gibi nemli bolgeler basta olmak {izere deride, agiz florasinda, {ist
solunum yollarinda, genitoiiriner sistem ve alt gastrointestinal sistem florasinda da
bulunabilir (2,18). Daha 6nce hastanede kalmamis bireylerle yapilan c¢alismada
%43'den fazlasinda deri ve mukoza membraninda kolonizasyon tespit edilmistir. En
sik izole edilen tiirler A.lwoffii (%58), A. johnsonii (%20), A. junii (%10) ve
Acinetobacter genomik tiir 3 (%6) olarak raporlanmistir. Saglikli goniillii bireylerle
yapilan c¢alismada %44' iiniin tastyici oldugu saptanmis olup, izole edilen tiirler; A.
Iwoffii (%61), Acinetobacter genomik tiir 15BJ (%12), A.radioresistens (%8) ve
Acinetobacter genomik tiir 3 (%5) olarak bulunmustur (9).

1.2.1.4. PATOGENEZ VE VIRULANS

Acinetobacter cinsi bakterilerin viriilans potansiyelleri diisiik oldugu i¢in konak
savunma mekanizmast normal olan bireylerde enfeksiyon olusturma riski diigiiktiir
ve genellikle firsatgr hastane enfeksiyonlarina neden olurlar (17). Asidik pH ve
diisiik 1sida treyebilme ozellikleri disinda bilinen sitotoksin iiretimi yoktur (1).
Acinetobacter cinsi bakteriler genel olarak diisiik viriilansl olarak kabul edilmelerine

ragmen viriilanstan sorumlu faktorler de vardir:

Polisakkarit Kapsiil: L-ramnoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-glukronik asitten
olusur. Bakteri yiizeyinin hidrofilik 6zelligini saglar ve fagositozdan korur. Damar

i¢i kateter, trakeal kaniil gibi yiizeylere tutunmay1 kolaylastirir (2,12).

Fimbria ve/veya Kapsiiler Polisakkarit: Insan epitel hiicrelerine baglanmayi
saglar (2).

Lipopolisakkarit ve Lipid A: Hiicre duvarinda bulunan lipid A, endotoksik
aktivite gostererek patojeniteyi arttirir (2,21).



Siderefor: Demir baglayict dis membran reseptdr proteinlerinin iiretimi ile

bakteri tiremesi i¢in gerekli demir temin edilmektedir (12).

Biyofilm Olusturma: Antimikrobiyal ajanlardan ve konagin immiin
yanitindan ka¢gmasini saglar ve enfeksiyonlarin patogenezine katkida bulunur.
Acinetobacterlerin yaklasik %14' biyofilm olusturmaktadir (2,22).
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Cogunlugu algilama: “Ouorum Sensing  sistemi, bakterinin etrafindaki
popiilasyon yogunlugunu algilamasini saglar. N-a¢il homoserin lakton yapisindaki
sinyal molekiillerinin rol oynadigi sistem, uygun olmayan cevresel kosullarda

adaptasyonu saglayabilir (1).

Beta laktamaz enzimleri: Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda antibiyotik
direnci saglayan PER-1 gibi enzimlerin viriilansi arttirdig1 ve klinik olarak daha agir

enfeksiyonlara neden oldugu belirtilmistir (2,23,17).

Sitotoksik dis membran proteini olan (outer membrane protein) OmpA da
onemli viriilans faktorii olarak kabul edilmektedir. Bakterinin epiteryal hiicrelere

yapismasini ve invazyonunu saglar. Okaryotik epiteryal hiicrelerde apoptoza neden

olur (1,7,12).

1.2.1.5. ACINETOBACTER KAYNAKLI ENFEKSIYONLAR

Acinetobacter tiirleri genellikle hastane kaynakli enfeksiyonlara, nadiren de
toplum kaynakli enfeksiyonlara neden olmaktadirlar (2,14). Hastanede yogun bakim
tinitelerinde pnomoni, ventilatorle iligkili pndmoni, idrar yolu enfeksiyonu,
bakteriyemi, septisemi ve menenjite yol agabilir (2,11,14). Ozellikle yogun bakim
tinitelerinde yatan hastalarda ventilator-iligkili pndmoni basta olmak iizere

nozokomiyal pndmoni ajan1 olarak baskin role sahiptir (2).

Sigara kullanim1 ve alkol bagimliligi, ilerlemis yas, kronik akciger hastaligi,
immiinsupresyon, cerrahi girisimler, uzun siireli antibiyotik kullanimi Acinetobacter

enfeksiyonlar1 agisindan risk faktorlerindendir (2,24). Askeri personelde de; savas



alanindaki yaralarin kontaminasyonu, hastaneye sevk sirasinda gevresel yayillma ve

capraz enfeksiyon gibi kaynaklardan dolay1 enfeksiyon goriilmektedir (11).

Acinetobacter ile ilgili problemlerden biri enfeksiyon tanisinin
konulabilmesidir. Acinetobacter suslar1 siklikla enfeksiyondan ¢ok; kolonizasyona
neden olmaktadir. Acinetobacter enfeksiyonu; enfeksiyonun klinik ve biyolojik
bulgularina sahip olan hastanin kan veya beyin omurilik sivis1 (BOS) gibi steril bir
orneginden Acinetobacter tiirlerinin izolasyonu olarak tamimlanir. Acinetobacter
kolonizasyonu ise; enfeksiyonun klinik veya biyolojik bulgularina sahip olmayan
hastadan alinan ve steril olmayan idrar ve solunum yolu drneklerinden Acinetobacter

tiirlerinin izolasyonu olarak tanimlanabilir (25).

1.2.1.5.1. Solunum Yolu Enfeksiyonu

Acinetobacter enfeksiyonlarimin en sik lokalize oldugu yer ve en Onemli
kolonizasyon yeri solunum yollaridir. Kolonizasyonun en sik burun delikleri,

nazofarenks ve trakeostomi de oldugu tespit edilmistir (26).

Yogun bakim {nitesinde yatmak, cerrahi operasyon gec¢irmis olmak,
endotrakeal tiip gibi invaziv madde varligi, ileri yas, kronik akciger hastaligi,
imminsupressif tedavi, antibiyotik kullanimi Acinetobacter pndmonisi ve alt

solunum yollarinin kolonizasyon riskini arttiran faktorlerdir (2).

Toplum kaynakli pnémoni olgularina ise nadir olarak rastlanmaktadir. Yas
ortalamasi 56 ve 73 arasindaki bireyler i¢in bildirilen risk faktorleri kronik akciger

hastalig1, sigara kullanimi, diyabet ve organ yetmezligidir (27).
1.2.1.5.2. Bakteriyemi

Bakteriyemi’ye neden olan Acinetobacter tiirleri arasinda en Onemlisi
A.baumannii' dir. Gergek bakteriyeminin, deri florasi ile kontamine kan
orneklerinden ayirimi oldukca giictiir. Bakteriyemilerde, Acinetobacter tek patojen
veya polimikrobiyal bakteriyeminin bir pargasi olarak bulunabilir. Polimikrobiyal
bakteriyemilerde mortalite orani1 artmaktadir. Acinetobacter bakteriyemisinin

mortalite oran1 %17-46 arasinda bildirilmistir (28).



Bakteriyeminin ~ kaynagini  siklikla ~ solunum  yolu  enfeksiyonlar
olusturmaktadir. Daha az goriilen diger kaynaklarini ise idrar yolu enfeksiyonu, yara

ve cilt enfeksiyonlar1 olusturmaktadir (2,29).
1.2.1.5.3. Menenjit

Beyin ameliyat1 veya kafa travmasindan sonra gelisen nozokomiyal menenjit
olgularinda piiriilan menenjit 6zelligi goriilmektedir. Acinetobacter tiirlerine bagh
menenjitler ise nadir olarak goriilmektedir (2,28). Risk faktorleri olarak; bes glinden
daha fazla stireli ventrikiiler kateter varlifi ve yogun antibiyotik kullanimi

belirtilmistir (30).
1.2.1.5.4. idrar Yolu Enfeksiyonu

Acinetobacter’e baglh gelisen idrar yolu enfeksiyonlarima nadir olarak
rastlanmaktadir. Genelde immiin sistemi baskilanmis, yasli, siirekli {iriner kateteri

olan ve yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarda goriilmektedir (2).

Uriner kateter tasiyan hastalardan izole edilen her Acinetobacter gercek
enfeksiyon etkeni olmayabilir, enfeksiyon veya kolonizasyon ayriminin yapilmasi

gerekmektedir (2).
1.2.1.5.5. Yumusak Doku Enfeksiyonu

Acinetobacter tiirleri 6zellikle travma yaralarinda, yaniklarda, cerrahi girisim
bolgelerinde, damar ici kateter uygulamasinda ve bagisiklik sistemi baskilanmis olan
hastalarda firsatci enfeksiyonlar olusturmaktadir (2,9). Damar ici kateter giris yerinde
Acinetobacter kaynakli enfeksiyon gelisebilir ve kateterin uzaklastirilmasiyla

enfeksiyon kendiliginden iyilesebilmektedir (28).
1.2.1.5.6. Diger Enfeksiyonlar

Acinetobacter enfeksiyonu viicudun c¢esitli bolgelerinde olusabilir. Lens
kullanimi ve cerrahi sonrasi gelisen oftalmik goz enfeksiyonlarma neden olabilir
(2,28). Bu bakteri nedeniyle olusan pankreas ve karaciger absesi de belirtilmistir.

Kemik iligi transplantasyonundan sonra osteomiyelit gelisebilir (2).



1.2.1.6. ACINETOBACTER ENFEKSIYONLARININ TEDAVISINDE
KULLANILAN ANTIiBiYOTIKLER

Antibiyotiklere duyarli Acinetobacter izolatlarinin neden oldugu enfeksiyonlar,
genellikle genis spektrumlu sefalosporinler ve beta-laktamaz inhibitdr kombinasyonu
ile tedavi edilmektedir. Ayrica karbapenemler tek basina ya da aminoglikozitle

kombine sekilde tedavide kullanilmaktadir (11,16).

Ciddi Acinetobacter enfeksiyonlarinda ilk tercih edilen kombinasyon;
imipenem ile amikasindir. Seftazidim ile aminoglikozid veya florokinolon
kombinasyonlart da kullanilabilir. Beta-laktam antibiyotikle kombine edilmis
sulbaktam (sefoperazon + sulbaktam, ampisilin + sulbaktam) tedavide iyi bir

alternatiftir. Sulbaktam, Acinetobacter tiirleri tizerine bakterisidal etkilidir (2,31).

Ventilator iliskili pnémoni ve bakteriyemi enfeksiyonlarindan tigesiklin
tedavisi olumlu sonug vermistir (32). En etkin in vitro ajanlar olarak polimiksinler
(polimiksin B ve polimiksin E) bulunmaktadir. Polimiksinlerin nefrotoksisite ve
norotoksisiteye sebep oldugu bilindiginden kullanimi kisitlanmig fakat cok ilaca
direncli (CID) gram negatif basillerin artmasi polimiksin kullanimini tekrar giindeme

getirmistir (33).

Metallo beta-laktamaz negatif karbapenem direnci olan Acinetobacter
enfeksiyonlarinda kolistin+rifampisin  veya kolistintimipenem kombinasyonu
degerlendirilmelidir.  Metallo  beta-laktamaz  pozitif — karbapenem  direncli
Acinetobacter  enfeksiyonlarinda ise  kolistintrifampisin ~ veya  tigesiklin
kombinasyonu dikkate almmalidir (34). CID Acinetobacterlerin etken oldugu
enfeksiyonlarda MIK diizeyleri ve antibiyogram sonuglar1 dikkate almarak tedavi

diizenlenmelidir.

1.2.1.7. ACINETOBACTER BAUMANNII IZOLATLARINDA
ANTIBIYOTIKLERE KARSI GELIiSEN DIRENC MEKANIZMALARI

Direngli A.baumannii suslarinin diinyada yaygin olarak hizla ortaya ¢ikmasi,

cevresel degisikliklere cabuk cevap verme potansiyelini gostermektedir. Bu nedenle
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A.baumannii  enfeksiyonlarinin  tedavisinde  yeni  alternatiflere  ihtiyag
duyulmaktadir(9).

A.baumannii’nin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan kinolon,
sefalosporin, karbapenem, aminoglikozid, doksisiklin, trimetoprim-sulfametaksazol
gibi antibiyotik gruplarindan {igiine veya daha fazlasina direng goriilmesi durumunda
“Multidrug Resistance ” (MDR, ¢oklu ila¢ direnci, CID) terimi kullanilsa da CID’in
standart bir tanimi yoktur. Bu durum bakterilerin yapisindan kaynaklanan dogal
direncin ve kazanilmis antibakteriyel diren¢ mekanizmalarinin ortak bir sonucudur.
“Pan-rezistan” (PDR, biitiin antibiyotiklere diren¢) tiim standart antimikrobiyal

ajanlara kars1 direncli olan suslar1 agiklamak i¢in kullanilmaktadir (9,35,36,37,38).

A.baumannii bir¢ok antibiyotik diren¢ mekanizmasini kullanabilmektedir.
Direnci belirleyen faktorlerin genetik gesitliligini saglayan ti¢ tip hareketli genetik
eleman tanimlanmistir. Bunlar: integronlar, transpozonlar ve insersiyon sekans (IS)
elemanlar1’dir. Hareketli genetik elemanlar, ayn1 veya farkli genetik yapilar {izerinde
bir yerden diger bir yere hareket edebilen elemanlardir. Bu elemanlar kendi
kendilerine replike olamazlar, ancak kromozomla veya plazmitle birlikte replike
olabilirler. Integronlar ise bir veya daha fazla direng genini, gen kasetleri seklinde
yapisina katabilen hareketli genetik elemanlardir, plazmid veya transpozonun bir
pargasi olabilir. Transpozonlar ve IS elemanlar1 ise bagimsiz bir birim olarak yer
degistirebilirler (39).

Acinetobacter suslarinin antimikrobiyallere kars1 baslica diren¢ mekanizmalari:
[lac1 inaktive eden enzimlerin {iretimi (sefalosporinaz ve karbapenemazlar gibi beta
laktamazlar, aminoglikozit modifiye eden enzimler), antibiyotik hedef bolge
degisiklikleri (penisilin baglayic1 proteinler, Topoizomerazlar), hiicre duvar

kanallarindaki dis membran porinlerindeki degisiklikler ve efluks pompalaridir
(2,9,32,40).
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1.2.1.7.1. BETA LAKTAM ANTIBIYOTIKLERE KARSI DIRENC
MEKANIZMALARI

A. baumannii izolatlarinda beta-laktam direnci diger tiirlere gore daha siktir.
Dort  farkli  mekanizma ile beta-laktam  antibiyotiklere = karsi  direng
gelistirebilmektedirler (41).

a- Beta-laktamaz enzimleriyle antibiyotigin parcalanmasi: A.baumannii’de
en sik goriilen beta-laktam direncidir. Kromozom, plazmid veya transpozon

kontroliinde sentezlenen beta-laktamaz iiretimi ile antibiyotik par¢alanmaktadir (42).

b- Beta laktam antibiyotigin hiicre icine girisinin engellenmesi: Dis
membrandan madde taginmasini saglayan, porin olarak gorev yapan dis membran
proteinlerinin (OMP) ekspresyonunun azalmasi sonucu olusan degisimler direng
gelisimine neden olabilir. Porinler Acinetobacter’lerde dogal antimikrobiyal
direncten sorumludur. Diger gram negatif bakterilere oranla Acinetobacter’lerde

porin sayist daha azdir (32).

Cc- Penisilin baglayan proteinlerde (PBP) degisikliklerin olusmasi: Penisilin
baglayan proteinler (PBP) hiicre duvarinda peptidoglikan sentezinden sorumludur.
Beta-laktam antibiyotikler PBP’lere baglaninca peptidoglikan sentezlenemez, hiicre
duvar yapisi bozulur ve ozmotik direnci bozulan bakteri hiicresi lizise ugrar.

Dolayisiyla bakterisidal bir etki ortaya ¢ikar (28,43).

d- Efluks pompalarmin aktive olmasi: Efluks pompa sistemi ile ilacin
uzaklastirilmasi ¢oklu ilag direnci olusumunda 6nemli bir role sahiptir. Beta-laktam,
aminoglikozid, kloramfenikol, tetrasiklin, eritromisin ve florokinolon direncinde
AdeABC pompasimin agir1 aktivasyonu rol alir. AdeABC pompasinin aktivitesini
adeRS geni kontrol eder. Bu gende meydana gelen nokta mutasyonlari pompa

sisteminin agir1 ekspresyonuna dolayisiyla da direng gelisimine sebep olur (9,32).

Acinetobacter izolatlar1 ortamda indiikleyici antibiyotik yoksa diisiik diizeyde,
ortamda indiikleyici antibiyotik bulunuyorsa da yiiksek diizeyde beta-laktamaz
(genellikle AmpC tipi) lireterek penisilinleri ve sefolosporinleri hidroliz ederler.

Karbapenemler ise sadece indiikleyici rol oynar (40,44).
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1980 yilinda Ambler molekiiler yapilarina gore beta laktamazlar1 A,B,C ve D
sinifi olarak 4 gruba ayirmistir. 1995 yilinda Bush ve arkadaglari tarafindan yapilan
fonksiyonel siniflandirma semasi da bulunmaktadir ve gilinlimiizde her iki

siiflandirma yontemi de kullanilmaktadir (45).

Ambler’in siiflandirmasinda yer alan dort smif; aktif bolgelerinde serin
aminoasiti tagiyan, penisilinleri hidroliz eden beta-laktamazlar (simif A), aktivite
gosterebilmeleri igin ¢inkoya bagli tiyol gruplart gerektiren metallo-beta-laktamazlar
(snif B), kromozomal AmpC sefalosporinazlar (sinif C), ve oksasilini hidroliz eden

serin beta-laktamazlar (sinif D) olarak belirtilmistir (45).

Sinif A igerisinde yer alan genislemis spektrumlu beta-laktamazlar’t (GSBL)
Acinetobacterlerde saptamak ¢ogu zaman kolay degildir. Yapilan ¢alismalarda PER-
1 tipi enzim ilk kez Tirkiye’de, VEB-1 tipi enzim Fransa’da, SHV-12 tipi enzim
Cin’de ve CTX-M tipi enzim de Japonya’da belirlenmistir (46).

1.2.1.7.2. AMINOGLIKOZIDLERE KARSI DIRENC MEKANIZMALARI

Aminoglikozidler 30S ribozomlara geri doniisiimsiiz olarak baglanip protein
sentezini inhibe ederek bakteri 6liimiine neden olmaktadirlar. Acinetobacter tiirleri
lic mekanizma ile aminoglikozid direnci gelistirirler.

Bu mekanizmalar;

a) Mutasyonlara bagh olarak ribozomal hedeflerde degisiklik
olusmasi: Ribozomal proteinleri kodlayan genlerde gergeklesen mutasyon,

aminoglikozitlerin hedef bolgeye baglanamamasina neden olur (40).

b) Aminoglikozidlerin hiicreye girisi ve birikiminde azalma, efluks
pompalari ile ilacin disar1 atilmasi: Dis membran proteinlerinin (OMP) azalmis
ekspresyonu veya kaybi ile birlikte, basta AdeABC olmak iizere efluks pompalarinin

asir1 ekspresyonu direngte rol oynar (40).
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¢) Aminoglikozidlerin amino grup ve hidroksil gruplarimin enzimatik yolla

degistirilmesi:

Bu yolda kullanilan enzimler;
1.Aminogilikozidlerin  amino  grubunu asetile eden aminoglikozid

asetiltransferaz

2.Aminoglikozidlerin  hidroksil grubunu fosforile eden aminoglikozid

fosfotransferaz

3.Aminoglikozidlerin  hidroksil grubunu adenile eden aminoglikozid

nukleotidiltransferaz’dir.

Bu enzimler siklikla plazmid kontroliinde sentezlenir ve sentezden sorumlu
genler transpozonlarla tasinirlar. Bir enzim bir¢ok aminoglikozid molekiiliinii
degistirebilir ve bir aminoglikozid molekiili birden fazla bolgede degisiklige
ugrayabilir (2,40,47).

1.2.1.7.3. TETRASIKLINLERE KARSI DIRENC MEKANIZMALARI

Tetrasiklinin bakteriyostatik etkisi, bakteri hiicre ribozomunun 30S alt
tinitelerine baglanarak, protein sentezi inhibisyonuyla meydana gelmektedir. Bu
baglanma sonucu, tRNA-aminoasit kompleksi ribozom-mRna kompleksiyle
birlesemez. Boylece protein sentezinde peptid zincirine yeni aminoasitlerin
eklenmesi Onlenir (48). A.baumannii’de yaygin olan tetrasiklin direncinin iki farkli

mekanizmasi tanimlanmistir;

a) TetA ve tetB spesifik transpozon aracili efluks pompalari: TetB
tetrasiklin ve
minosiklinin her ikisinin de digsa atimimi saglarken; tetA sadece tetrasiklinin

disa atimindan sorumludur (49).

b) Ribozomal koruyucu protein:. TetM proteini, ribozomlar: tetrasiklin,

minosiklin ve doksisiklinin etkilerinden koruyan proteindir. A.baumannii’de bulunan
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bu koruyucu protein S.aureus'un tetM proteini ile %100 homoloji gosterir
(2,16,49,50,51).

1.2.1.7.4. TIGESIKLINE KARSI DIRENC MEKANIZMASI

Tigesiklinin etki mekanizmasi tetrasiklin ile ayni1 oldugu ig¢in direng
mekanizmalar1 da aymidir. AdeABC efluks pompasinin asir1 aktivitesi, tigesiklinde
de duyarliligin azalmasina yada dirence neden olabilir. Ancak tigesiklinin
ribozomlardaki baglanma noktasina tetrasiklinden daha kuvvetli baglanmasi,
tigesiklini ribozomal koruyucu proteinlerin etkisinden korur. Efluks pompasi da
glisilsiklinleri (tetrasikline glisilamid pargasinin eklenmesiyle olusan yapi) hiicreden
disar1 atamadig i¢in tigesiklin bu diren¢ mekanizmasinin da listesinden gelmektedir
(52).

Tigesiklinin tedavide yaygin olarak kullanilmaya baslamasiyla bu antibiyotige
kars1 direngli bakteri gelisimi gdzlenebilir. Mutasyonlarla olusacak yeni efluks
pompalar1 veya bunlarin asir1 ekspresyonu ile ribozomal korunma genleri direng

gelisimi saglayabilir (53).

1.2.1.7.5. POLIMIKSIN GRUBU ANTIBiYOTIKLERE KARSI DIRENC
MEKANIZMASI

Polimiksinler, kimyasal olarak bes farkli bilesigi iceren (polimiksin A-E)
polipeptid antibiyotiklerdir. Klinikte sadece polimiksin B ve polimiksin E (kolistin)
kullanilmaktadir (54). Bu antibiyotikler bakteri zarlarina baglanirlar ve dig zardaki
fosfolipid ve lipopolisakkarit’lerle (LPS) etkileserek hiicre gecirgenliginde artisa ve
sonunda hiicre 6liimiine neden olurlar. Kolistin ve polimiksin arasinda ¢apraz direng
goriilmektedir (33). Polimiksinlere direncin veya duyarlilikta azalmanin, bakteri LPS
yapisindaki degisimlere ve iki bilesenli bir regiilator sistemdeki (pmrA/B)

mutasyonlara bagl oldugu diisiiniilmektedir (55).

1.2.1.7.6. FLOROKINOLONLARA KARSI DIRENC MEKANIZMALARI

Florokinolon grubu antibiyotikler genis spektrumlu olup hem toplum kdkenli
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enfeksiyonlarda hem de hastane kokenli enfeksiyonlarda sik kullanilmaktadir. Ancak
bu antibiyotiklere karsi da hizla direng gelismektedir (56). Direng, ii¢ farkli temel
mekanizma ile ortaya ¢ikabilmektedir (2,56):

a) Hedef enzimde degisiklik olusmasi: En sik kinolon direnci DNA
replikasyonunda gorevi olan iki topoizomeraz da (DNA giraz (topoizomeraz Il ve
topoizomeraz 1V) olusan mutasyonlar sonucu goriilmektedir. DNA giraz, Gyr A ve
Gyr B alt birimlerinden olusan tetramerik bir enzim olup alt birimler gyrA ve gyrB
genleri tarafindan kodlanirlar. Topoizomeraz IV ise Par C ve Par E alt birimlerinden

olugmaktadir (46).

DNA giraz enziminin alt birimlerinde olusan yapisal degisiklikler ilacin enzim-
DNA kompleksine afinitesini azaltarak kinolon direncine yol agmaktadir. Bu yapisal
degisiklikler cogunlukla gyrA ve parC genlerindeki mutasyonlar sonucu ortaya
cikmakta ve siklikla enzimin amino ucundaki ‘kinolon direncini belirleyen bolge’

(QRDR) olarak tanimlanan bir bolgede olusmaktadir (46).

Tek basma GyrA mutasyonu sonucunda orta diizeyde bir direng geligirken,
gyrA ile birlikte parC mutasyonu olmasi durumunda yiiksek diizeyde direng gelisir
(57,58,59). GyrA‘nin 83. kodonunda Serin (Ser) yerine Losin (Leu) gelmesi, en sik
gozlenen mutasyonlardan biridir. ParC’deki en sik mutasyon; parC’nin 80.
kodonunda Ser yerine Leu gelmesidir. GyrB mutasyonlar1 diger bakteri tiirlerinde

nadir olarak gozlenirken, Acinetobacter kokenlerinde saptanamamustir (2).

Genel olarak Gram negatif bakterilerde birincil hedef DNA giraz iken, Gram

pozitif bakterilerde ise topoizomeraz IV 6ncelikli hedeftir (60).

b) Tlacin hiicre icine gecisinin azaltilmasi: Kinolonlar gram negatif
bakterilerde hiicre i¢ine dis membrandaki porinlerden veya fosfolipitten diflizyon ile
girmektedir. A.baumannii’de porin sayisi az ve yapilart kiigliktiir. Mutasyonlar
sonucu daha da azalip kiigiilen porinler direng gelisimine sebep olur. Ancak direng
olusmasi i¢in tek basina porin kaybi yeterli degildir. Porinlerdeki azalma ile birlikte
enerji gerektiren pompa sistemleri de gereklidir. Efluks pompa sistemi ise

kromozomlarca kodlanan ila¢ disa atim pompalar ile ilacin hiicre i¢inde birikimini
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engeller (2,56). Acinetobacter tiirlerinde en sik direng gelisimine neden olanlar RND

tipi efluks pompalaridir.

¢) Qnr proteinleri: gnr; plazmit aracili kinolon diren¢ genidir. Bu gen 219
aminoasit peptopeptit ailesinden “koruma proteininin” {iretiminden sorumludur.
Saflagtirilmis qnr proteini hem DNA giraz hem de Topoizomeraz IV’e baglanip bu

yapilar1 koruyarak, siprofloksasinin bu enzimlere baglanmasini engeller (61).

Kinolonlarin tiimii Enterobacteriaceae ailesine ¢ok iyi etkinlik gosterir.
Etkileri konsantrasyona bagimlidir. Ofloksasin, levofloksasin ve siprofloksasin
Acinetobacter tiirlerine etki gosterir. Direngli Acinetobacter enfeksiyonlarinda

kombine tedavide siprofloksasin siklikla kullanilan bir ajandir (56).

1.2.1.8. EFLUKS POMPA SiSTEMLERI

Efluks pompa sistemleri, hem gram negatif hem de gram pozitif bakterilerde
bulunabilen, antibiyotikler dahil toksik maddelerin protonlar ile yer degistirerek
hiicre disina atilmasini saglayan transport proteinleridir. Efluks pompalar1 tek bir
substrata 6zgiil olabildikleri gibi yapisal olarak birbirinden farkli maddeleri de
substrat olarak kullanabilirler. Bu durum antibiyotik direncinin yani sira substrat
profilinin genisligine bagli olarak da diren¢ gelismesine neden olur. Efluks pompasi
tarafindan en sik disar1 atilan antibiyotikler makrolitler, tetrasiklinler ve
florokinolonlardir (62).

Efluks pompa sistemleri alt1 siiper aileye ayrilmaktadir:

1- “ATP binding casette” (ABC) siiper ailesi

2- “Major facilitator” (MFS) siiper ailesi

3- “Resistance nodulation division” (RND) siiper ailesi

4- “Multidrug and toxic compound extrusion” (MATE) siiper ailesi
5- “Small multidrug resistance” (SMR) siiper ailesi

6- “Drug/metabolite transporter” (DMT) siiper ailesi

ABC tipi efluks pompalar1 adenozin tri fosfat’a (ATP) bagimli ¢oklu ilag

tastyicilaridir ve antibiyotikleri hiicre digina atmak i¢cin ATP enerjisini kullanirlar. Bu
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ailenin tiyeleri gram negatif bakterilerin antibiyotik direncinde nadiren goérev alirlar.
Diger efluks pompalar1 ise ilag-proton tasiyicilaridir. Antibiyotikleri hiicre digina

atmak i¢in proton itici gii¢ (proton motiv gii¢) kullanmalar1 gerekmektedir (62).

Gram negatif bakteriler i¢cin ¢oklu ila¢ direncine katilan en Onemli efluks
pompasit RND siiper ailesidir. Bu ailenin iiyeleri ii¢ proteinden meydana gelmektedir
ve li¢ elemanli pompa sistemi olarak adlandirilmaktadir (62).

Bu ii¢ elemanli pompa proteinleri:

1. Sitoplazmik zar tizerindeki pompa proteini

2. D1is membranda yer alan bir kanal proteini (OMP)

3.Periplazmik araliktaki bir membran fiizyon proteini (MFP) dir.

A.baumannii’de RND ailesinin pompa sistemleri: AdeABC, AdeDE, AdeFGH,
AdelJK’dir (Ade: Acinetobacter drug efflux). Aminoglikozid, tetrasiklin, eritromisin,
sefotaksim, kloramfenikol, trimetoprim, beta-laktam ve florokinolonlar1 disari
pompalarlar (63,64). AdeABC pompa sistemi karakterizasyonu yapilmis ilk ve
onemli bir pompa sistemidir. AdeA geni MFP’ni, adeB geni stoplazmik zar
tizerindeki pompa proteini ve adeC geni OMP’ni kodlamaktadir. Bu pompanin
ekspresyonu iki basamakli regiilator (adeR) ve sensor (adeS) sistemi ile kontrol
edilir. AdeR veya adeS genindeki bir nokta mutasyonu, ekspresyonda, dolayisiyla

efluksta artma ile sonuclanir (65,66).

Clo
Tni
Tge

Sekil 1: RND efluks pompa sistemi.
Amg: aminoglikozid, Flu: florokinolon, Tet: tetrasiklin, Clo: kloromfenikol,

Ery: eritromisin, Tri: trimetoprim, EthBr: etidyum bromdir, Tge: tigesiklin (66).
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Sekil 2: Ade gen kiimesinin sematik organizasyonu (66)

AdeDE pompa sistemi, Acinetobacter pittii (genomik tiir 3)’de tanimlanmustir.
Seftazidim ve rifampisine karsi direng gelistirmistir. Ayrica aminoglikozid ve
florokinolon direnglerine de katkida bulundugu saptanmistir. AdeFGH pompa
sisteminde; kloromfenikol ve trimetoprime, az oranda da gentamisin ve
siprofloksasine direng gelisimi goriilmiistiir (67). AdelJK pompa sisteminin ise daha
cok, beta laktam, kloromfenikol, florokinolon ve tetrasiklin gibi antibiyotiklere karsi

dogal (intrinsik) direncle ilgili oldugu belirtilmistir (68).
1.2.1.9. EFLUKS POMPASI INHIBITORLERI

1.2.19.1. Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP): Oksidatif
fosforilasyonu durduran bir kimyasal inhibitordiir. Kimyasal iyodofor gibi
davranarak ATPaz’in sentezini azaltir. Canli hiicrelerin veya organizmanin yavas

yavas Oliimiine neden olur.

1.2.1.9.2. 1-(1-naphthylmethyl)-piperazine (NMP): Gram negatif ve pozitif
bakterilere ayrica mantarlara kars1 antimikrobiyal aktivite gosteren metal iyonlari

igeren inhibitordiir.
1.2.1.9.3. Phenyl-arginine beta-naphthylamide (PABN): Dipeptit amid

bilesigidir. Gram negatif bakterilerde siklikla ¢oklu ila¢ direncine yol agan RND tipi

pompa sistemlerini ihhibe ettigi gosterilmistir.
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1.2.1.9.4. Tiyoridazin: Bir fenotiyazin tiirevidir. Staphylococcus aureus’un
coklu ilag direncini saglayan NorA efluks pompasini inhibe ederek florokinolon

direncini diistirdligii belirlenmistir.

1.2.1.10. BAKTERILERDE EPIDEMIiYOLOJIK TIiPLENDIiRME
YONTEMLERI

Tiplendirme yontemleri baglica; hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarin
belirlenmesi, direngli suslarin tanimlanmasi, enfeksiyon etkenlerinin yayiliminin
belirlenmesi, salgin arastirmalarinda epidemik suslarin kaynagi ve yayilim yolunun
belirlenmesi, hastalardaki epidemiyolojik iliskilerin ortaya konulmasi gibi amaclarla
kullanilmaktadir. Bu amagcla kullanilan birgok fenotipik ve genotipik tiplendirme

yontemi bulunmaktadir (2).

1.2.1.10.1. FENOTIPiK YONTEMLER

Bakterilerin  identifikasyonunda  fenotipik  Ozellikler  belirleyicidir.
Fenotiplendirme ic¢in siklikla kullanilan yOntemler arasinda; antimikrobiyal
maddelere duyarlilik, serotiplendirme, faj ve bakteriyosin tiplendirme, biyokimyasal

ozelliklerine gore yapilan biyotiplendirme bulunmaktadir (2,69).

Antibiyotipleme
Izolatlar1 benzerliklerine gére gruplandirmak ve direng gelisimini belirlemek

amaciyla kullamilir. Genellikle MIK ve disk difiizyon zon degerleri kullanilmaktadir

).

Serotipleme

Calismalarda suslarin serotiplemesi ile salginlar tanimlanmistir. Fakat
serotiplemenin  DNA-DNA  hibridizasyon  yontemleri ile  desteklenmesi
gerekmektedir (2).
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Faj tipleme
Acinetobacter izolatlar1 ile yapilan farkli epidemiyolojik caligmalarda salgin
suslarinin izole edilmesini saglamistir. Zaman alic1 olmasi disinda diger yontemlerle

birlikte calisildiginda kullanish bir yontem olarak tanimlanmaktadir (2).

Bakteriyosin tipleme
Protein yapilarinin benzerliklerine bakilip klinik olarak 6nemli Acinetobacter

suslarinin tiplendirilmesinde kullanilan yararli bir tiplendirme yontemidir (2).

Biyotipleme

Bakteri tlir ayrimini saglar. Acinetobacterlerin tiir ayriminda glukozdan asit
olusumu, degisik 1silarda lireme o6zelligi (37°C, 41°C, 44°C) gibi biyokimyasal
ozellikler kullanilmaktadir. Grup 1, 2, 3 ve 13TU genomik tiirleri benzerliklerinden
dolay1 A. calcoaceticus-A. baumannii kompleks olarak tanimlanmakta, alt
tiplendirme icin 44°C’de iireme varligi arastirilip, iireme oldugunda bakteri A.

baumannii olarak tanimlanabilmektedir (70).

1.2.1.10.2. GENOTIPiK YONTEMLER

Bakteri plazmidlerinin veya kromozomal DNA’nin benzerlik yada farkliligina
dayanan genotiplendirme, epidemiyolojik arastirmalarda daha giivenilir veriler
saglamistir. Farkli tiplerin belirlenmesinde kullanilan molekiiler yontemlerdir.
Genotiplendirme  yontemleri  fenotiplendirmeye  goére;  tiplendirebilirlik,

tekrarlanabilirlik ve ayiric1 glic yoniinden daha tistiindiir (59,69).

Pulsed Field Gel Elektroforezi (PFGE)

Yiiksek oranda tekrarlanabilirlik o6zelliginden dolayi, molekiiler yontemler
icinde altin standart olarak kabul edilmistir. Bu yontem sayesinde cesitli
biiyiikliilkteki DNA  fragmanlarimi ayr1 ayr1 gorebilmek miimkiindiir. PFGE
yonteminde bakteri agaroz icine gOmiilerek in situ lizis sonucunda tek, uzun
kromozomal DNA hazirlanip, restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilmektedir.
Olusan biiyiik DNA parcalar1 PFGE ile agaroz jelde yiritilmektedir. Boylece total
genomik DNA farkli elektroforetik hareketlerle degisik sayida restriksiyon
fragmanlarina ayrilmaktadir (59,69)
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Temelli Yontemler

DNA (veya RNA)nin belirli bir bolgesine 6zgli primerler kullanilarak
cogalmasini saglayan ii¢ basit reaksiyonun bir dongii halinde tekrarlanmasidir. Bu
reaksiyonlar; uygulanan farkli 1silarin da etkisiyle ayrilma (denatiirasyon), baglanma
(annealing) ve uzama (elongation)’dir. Reaksiyon sonucunda olusan PZR f{iriinleri
agaroz jel tlizerine yiiklenip elektroforezle ayristirilir ve farkli maddelerle boyanarak
gorlntiilenir. Duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin yiiksek olmasi ayrica hizli bir yontem
olmasi, mikroorganizmalarin ve iriinlerin direkt olarak tiplendirilmesi icin yararl

ozelliklerindendir (69).

Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PZR (ERIC-PZR)

Bakteri genomunda bulunan ¢ok sayidaki kisa tekrarlayici sekans ailelerinden
biridir. Genomdaki bu tekrar dizilerinden biri, genler arasi tekrarlayici pargalar
olarak tanimlanan, ERIC sekanslaridir. ERIC sekanslar1 sadece genler arasi ve
transkripsiyonun goriildiigii bolgelerde bulunurlar. Bu sekanslardan yararlanilarak
yapilan ERIC-PZR yonteminde ERIC sekanslari icinden koken alan primerler
secilmektedir. Bu primerlerle yapilan reaksiyon sonrasinda elektroforez ile jelde

yiiriitiilen iirlinler arasinda ¢esitlilik sonucu farkli bant paternleri olusmaktadir (71).

Repetitive Extragenic Palindromic PZR (REP-PZR)

Tekrarlayan ekstragenomik palindromik diziler fonksiyonu tam olarak
anlasilamamustir. 21-65 baz uzunluklari arasinda tekrarlayan, palindromik dizileri
ifade eder. REP-PZR yonteminde bu dizilere komplementer primerler secilerek

amplifiye edilen iirlinler agaroz jelde yiirtitiilerek tiplendirme yapilir (72).

Arbitrary Primed PZR (AP-PZR)

AP-PZR yontemi DNA yapisindaki degisiklikleri belirlemek adina rastgele
primerler kullanilarak yapilan yontemdir. Uygulamada kisa (9-10 bazlik) rastgele
dizayn edilmis, herhangi bir 6zel diziyi hedef almayan primerler secilmektedir.
Primerlerin rastgele baglanmasi amplifikasyon esnasinda diisiik baglanma sicaklig
ile saglanmaktadir. Boylece primerler kendilerine 6zgii ve 6zgii olmayan bolgelere

baglanmaktadir. Ayni tiirlin farkli suslarinda primerlerin baglanma yerleri ve sayilar
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farkli  olacagi i¢in {rlinler elektroforez araciligiyla jelde yiiriitiilerek,

goriintiilendiginde farkli bantlar goriilecektir (73).

Random Amplification of Polymorphic DNA ( RAPD)

Rastgele bir DNA segmentinin rastlantisal olarak se¢ilmis bir niikleotid dizisi
ile PZR kullanilarak amplifiye edilmesine dayanmaktadir. RAPD-PZR ile bilinen
hedef bir sekans gerekmeden yaklasik 10 niikleotidlik tek bir rastgele primer
kullanilir ve amplifikasyonun ilk dongiisii palindromik terminalleri olan tekli

dizilerle sonuglanir (74).
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BOLUM II

2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC
2.1.1. Bakteri Kokenleri

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Bakteriyoloji Laboratuvari’nda, Aralik 2011 - Mart 2012 tarihleri arasinda farkl
klinik 6rneklerden izole edilen ve her hastadan bir izolat olmak tizere siprofloksasine
direngli 79, ayn1 antibiyotige duyarli iki izolat olmak iizere toplam 81 A.baumannii
kokeni ¢alismaya alindi. Kontrol kokeni olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 ve Escherichia coli ATCC 25922 kullanildi. Bakteriler ¢alisma zamanina
kadar % 10’luk gliserinli buyyon besiyerinde -80 °C’de saklandi.

2.1.2. Besiyerleri

1 Eosine-Methylen-Blue Agar (EMB) (MERCK, ABD)

2. Mueller-Hinton Agar (MHA) (OXOID, Ingiltere)

3 Mueller-Hinton Broth (MHB) (MERCK, ABD)

4. Gliserinli Brain-Heart Infusion (BHI) Broth (MERCK, ABD) (BHI

besiyerine %10 oraninda gliserin ilave edildi.)
5. Nutrient Broth (NB) (OXOID, Ingiltere) (NB besiyeri Nutrient agar
olarak kullanilacaginda besiyerine % 20 oraninda agar ilave edildi.)

2.1.3. Kimyasal Maddeler

1. Tris-Borik asit-EDTA (TBE) (5X)

Tris base 54 ¢
Borik asit 2759
EDTA 0.5M (pH: 8.0)

Karisim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavda steril edildi
ve +4°C’de saklandi. Calismalarda, 1X TBE elde etmek icin gerekli oranda distile su
ile diliie edildi.

2. dNTP Karisimi (Thermo Scientific, ABD)

3. Hot Start Tag Polimeraz (Thermo Scientific, ABD)
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4. ‘Marker’
Gene Ruler 50 bp DNA Leader (Biolabs, Ingiltere)
Gene Ruler 100 bp DNA Leader (Thermo Scientific, ABD)

5. Ethidium bromide solution (EtBr) (Sigma, ABD)

6. Phosphate Buffered Saline (PBS) (OXOID, Ingiltere) (% 0.4 glikoz
ilave edildi.)

7. Safe View (ABM G108, Kanada)

8. Agaroz (Sigma, ABD)

9. 6X DNA Loading Dye (Thermo Scientific, Ingiltere)

2.1.4. Efluks Pompa Inhibitorleri
1. Carbonyl cyanide 3-chloro-phenylhydrazone (CCCP) (Sigma, ABD)
2. 1-(1-Napthylmethyl)-piperazine (NMP) (Sigma, ABD)

2.1.5. Antibiyotikler
1. Siprofloksasin (CIP) (Kogak Farma, Tiirkiye)

2. Levofloksasin (LEV) (Sigma, ABD)

2.1.5.1. Antibiyotiklerin Stok Coézeltilerinin Hazirlanmasi

Toz halindeki CIP ve LEV stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi CLSI kriterlerine

uygun olarak yapildi.
Stok soliisyon hazirlama formiilii; W=C x V x 1000
P

P= Potens (pg/mg)

V= Hacim (ml)

C= Final konsantrasyon (pg/ml)
W= Antibiyotik agirlig1 (mg)

Antibiyotik stok soliisyonlart 0.2um por capindaki membran filtrelerden

gecirilerek steril edildi ve kullanilincaya kadar -20°C’de sakland.
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2.2. YONTEMLER

2.2.1. Siprofloksasin ve Levofloksasin MIK Degerlerinin Belirlenmesi

Calisma kokenlerinin  minimal inhibitér konsantrasyonu (MIK), sivi
mikrodilisyon yontemi ile CLSI kriterlerine uyularak belirlendi. Calismada U tabanl
96 kuyucuklu mikroplak kullanildi. MHA’a ekilip 1 gece bekletilerek elde edilen
taze kokenler, steril serum fizyolojik icerisine alinarak 0.5 McFarland bulanikligina
ayarlandi. Mikrodiliisyon plagindaki son inokuliim konsantrasyonunun 5x10°
CFU/ml olmasi i¢in bakteri siispansiyonlart MHB besiyeri ile 1/100 oraninda diliie
edildi. Steril mikroplaklara 50 ul MHB dagitildi. Ik kuyucuklara 50 pl antibiyotik
stok c¢ozeltileri eklendi. Yan kuyucuklara aynm1 hacimde aktarilarak ¢ift kath seri
dilisyonlar uygulandi, 11. kuyucuktan alinan 50 pl disar1 atildi. Son olarak tiim
kuyucuklara 50 pl bakteri silispansiyonu konuldu. Bu sekilde antibiyotiklerin
kuyucuklardaki final konsantrasyonunun 256-0.0625 pg/ml arasinda olmasi saglandi.
Her plakta, besiyeri ve bakteri iireme kontrollerine yer verildi. Plaklar 37°C’de 18-20
saat inkiibasyona birakildi Bu siire sonunda iireme goriilmeyen en diisiik antibiyotik
konsantrasyonu MIK degeri olarak kabul edildi. Kullanilan antibiyotiklerin

Acinetobacter kokenleri i¢in duyarlilik sinir degerleri Tablo 1°de belirtilmistir.

Tablo 1: CLSI kriterlerine gore antibiyotiklerin MiK sinir degerleri

DUYARLI ORTA DUYARLI DIiRENCLI

(S) (M (R)
SIPROFLOKSASIN <1 2 >4
LEVOFLOKSASIN <2 4 >

2.2.2.  A.baumannii Izolatlarinin Klonal Yakinliklarinin Belirlenmesi

2.2.3. DNA Ekstraksiyonu
1.Kokenler MHA besiyerine ekilerek 37°C’ de 24 saat inkiibe edildi.
2.Steril ependorflar igerisine 400 pl ultra distile su konuldu.
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3.Taze kiiltiirden alinan bakteri kolonileri ependorf igerisine konularak
siispansiyon elde edildi, 3 dakika vortekslendi.

4. Ornekler 95°C’de 10 dakika bekletilerek hiicre duvari biitiinliigii bozuldu,
13000 rpm’de 6 dakika santrifiij edildi.

5. DNA igeren siipernatantlar steril ependorflara alindu.

2.2.4. ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) PZR

ERIC-PZR ile 81 A.baumannii kokeninin klonal yakinliklari incelendi. Bu
yontem i¢in ERIC-2 primeri (5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3") kullanildi.

PZR Karisimi1 her bir 6rnek i¢in 25 pl olacak sekilde hazirlandi.

10X Taq Buffer 1X

25mM MgCl, 3 mM
dNTP 200 uM
ERIC-2 100 pmol
Taq Polimeraz 1.5 U
Steril Distile Su 11,7 ul
Ekstraksiyon tirlinii 2 pl

PZR iirlinii iceren ependorflar 1s1 dongii cihazina (Techne) yerlestirildikten

sonra asagida belirtilen sicakliklarda 35 dongii gergeklestirildi.

95 °C’de 5 dakika 6n denatiiresyon
94 °C’de 1 dakika denatiirasyon
40 °C’de 1 dakika birlesme

72 °C’de 1 dakika uzama

72 °C’de 10 dakika son uzatma

% 1,5 agaroz jel 1X TBE ile hazirland1 ve mikrodalga firinda homojen olana
kadar eritildi. 100 ml eriyik igerisine 12 pl safe view ilave edildi. Jel kasetine taraklar
yerlestirildi ve karisim kasete dokiilerek donmaya birakildi. PZR iiriinleri jel
yiikleme tamponu ile 1/6 oraninda (2,5 pl jel yiikleme tampon ¢ozeltisi + 12,5 pl
PZR iirlinii) kanistirilarak her bir kuyucuga 15 pl ve bir kuyucuga da GeneRuler 50
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veya 100 bp DNA Leader marker olacak sekilde jele aktarildi. Jel 1X TBE iginde
100 V uygulanarak 75 dakika ytiriitiildi.

Jeller “Vilber Lourmat fusion FX-7” cihazi ile goriintiilendi. ERIC PZR
yontemine goOre bant profilleri, bantlarin sayr ve biiytikliikleri karsilastirilarak
belirlendi.

Tiim bantlart bire-bir ayni olan izolatlar ayni sus (klon), bir veya iki bant
farklilik gosteren izolatlar benzer (klonal iliskili), iki banttan fazla farklilik gosteren
izolatlar ise farkli suslar olarak kabul edildi. SJ] = nAB / (nAB + a + b) formiiliine
gore hesaplanan “Jaccard” katsayisi esas alinarak, A. baumannii izolatlar1 igin
filogenetik analizler “MEGA version 4” programi ile yapilip, dendogramlar
olusturuldu (75). [nAB = A ve B izolatlarinda ortak olan bant sayisi, a = A izolatinda

olup B’de olmayan bant sayisi, b = B izolatinda olup A’da olmayan bant sayist].

2.2.5. Efluks Pompasinin Asir1 Ekspresyonunun Arastirilmasi

2.25.1. Mikrodiliisyon Yontemi

Kokenlerin Efluks pompalarinin ekspresyonu, oncelikle sivi mikrodiliisyon
yontemi ile CLSI kriterlerine uyularak belirlendi. 0.5 McFarland bulanikligina
ayarlanmis ve son inokuliim konsantrasyonunun 5x10°CFU/ml olmasi i¢in MHB
besiyeri ile 1/100 oraninda diliie edilmis bakteri siispansiyonu hazirlandi. Steril
mikroplaklara 50 pl MHB dagitildi. Birinci plagin, ilk kuyucuklarina final
konsantrasyonu 1024 pg/ml olacak sekilde CIP stok ¢dozeltisi eklendi. Yan
kuyucuklara ayni hacimde aktarilarak c¢ift kath seri diliisyonlar uygulandi, 11.
kuyucuktan alnan 50 ul disarn atildi. Ikinci plagmn ilk kuyucuklarma son
konsantrasyonu 1024 pg/ml olacak sekilde CIP ve 100 pg/ml olacak sekilde NMP
eklendi. Ugiincii plagin ilk kuyucuklarina da son konsantrasyonlar1 1024 pg/ml ve
100 pg/ml olacak sekilde CIP ve CCCP eklendi. Son olarak tiim kuyucuklara 50 pl
bakteri siispansiyonu konuldu. Ayni islemler LEV antibiyotigi i¢in de uygulandi.
Plaklar 37°C’de 18-20 saat inkiibasyona birakildi.

Efluks pompa inhibitéri varhiginda (NMP veya CCCP) antibiyotik MIK
degerlerinde en az 4 katlik azalmanin olmasi, efluks pompasiin asir1 eksprese

oldugu seklinde degerlendirildi.
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2.2.5.2. Florometrik Akiimiilasyon Deneyi

Kokenlerin  efluks pompa ekspresyonu spektofotometrik olarak da
degerlendirildi. Calismada 96 kuyucuklu U tabanli siyah mikroplaklar kullanildi.
Kokenler NA’a ekilip 1 gece 37 °C’de inkiibe edildi. Kokenler, icerisinde % 0.4’liik
glikoz bulunan PBS c¢ozeltisi iceren tiiplere alinarak 0.5 Mcfarland bulanikligina
ayarlandi. Ayrica spektrofotometrede 600 nm’deki absorbans degerleri Olgiildii.
Birinci mikroplaga kokenlerden 180 pl konuldu. Uzerine final konsantrasyonu 100
pg/ml olacak sekilde 10 ul NMP ve 10 pl EtBr ilave edildi. ikinci plaga kokenlerden
190 pl konuldu ve iizerine 10 pl EtBr ilave edildi. Plaklar 37 °C’de 30 dakika
bekletildi. Spektroflorometrede eksitasyon dalga boyu 544 nm, emisyon dalga boyu
612 nm olacak sekilde 6l¢iimler yapildi. Tiim koékenler icin 3 Ol¢im yapilarak bu
Olclimlerin ortalamalar1 degerlendirmeye alindi. Elde edilen absorbans degerlerindeki

4 katlik azalma asir1 ekspresyon gostergesi olarak degerlendirildi.

2.2.6. Gyr-A ve Par-C Genlerindeki Mutasyonlarin PZR ile Arastirilmasi
Her klondan ve alt tiplerinden birer temsilci segilerek, toplam 16 kdkenin ilgili
genlerinin QRDR bolgeleri PZR ile ¢ogaltildi. Calismaya yardimcr olmasi amaciyla

bir duyarli koken de incelendi. Kullanilan primerler tablo 2’de belirtilmistir.

Tablo 2: Gyr-A ve Par-C genlerinin QRDR bolgelerini hedefleyen Primer

Dizileri
Primer Dizi (5°-3”) m Baz say1
gryA F | S-AAATCT GCT CGT GTC GTT GG-3’ 68 °C 20
gryA R | 5-GCC ATA CCT ACA GCA ATA CC-3’ 68 °C 20
parC F 5’-AAG CCC GTA CAG CGC CGT ATT-3’ 72 °C 21
parC R | S-AAAGTT ATC TTG CCA TTC GCT-3 64 °C 21
2.2.6.1. Gyr-A Geninin Arastirilmasi

Secilen 16 koken ve bir duyarli kdkenin gyr-A gen bolgesi PZR yontemi ile
cogaltildi.
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Her bir 6rnek i¢in reaksiyon karisimi 50 ul olacak sekilde hazirlandi.

10X Taq Buffer

dNTP

gyr A forward

gyr A reverse

Taqg Polimeraz

Ekstraksiyon {iriinii

Steril Distile Su

1X
200 uM
100 uM
100 uM
1.5 U
ul
39,75l

PZR iiriinii igeren ependorflar 1s1 dongii cihazina (Techne) yerlestirildikten

sonra asagida belirtilen sicakliklarda 36 dongii gerceklestirildi.

95 °C’de
95 °C’de
55°C’de
72 °C’de
72 °C’de

2.2.6.2.

1 dakika 6n denatiiresyon

30 saniye denatiirasyon

30 saniye birlesme

2 dakika uzama

10 dakika son uzatma

Par-C Geninin Arastirilmasi

Secilen 16 koken ve bir duyarli kokenin par-C gen bolgesi PZR yontemi ile

cogaltild.

Her bir 6rnek i¢in reaksiyon karisimi 50 pl olacak sekilde hazirland.

10X Taq
dNTP

Buffer

par C forward

par C reverse

Taq Polimeraz
Steril Distile Su

Ekstraksiyon iirtinii

1X

200 uM
100 uM
100 uM
15 U
39,75 ul
3 ul
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PZR iiriinii igeren ependorflar 1s1 dongii cihazina (Techne) yerlestirildikten

sonra asagida belirtilen sicakliklarda 36 dongii gerceklestirildi.

95 °C’de 1 dakika 6n denatiiresyon
95 °C’de 30 saniye denatiirasyon
58 °C’de 30 saniye birlesme

72 °C’de 2 dakika uzama

72 °C’de 10 dakika son uzatma

Tiim PZR firtinleri agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi.

2.2.7. DNA DiZi ANALIiZi

PZR iiriinlerinin ¢ift yonlii olarak DNA dizi analizi yaptirildi. Analiz sonuglari
hem niikleotid hem de aminoasit dizisi olarak National Center for Biotechnology
Information (NCBI) ve European Bioinformatics Institute (EBI)’nin web tabanli
uygulamalar1 kullanilarak referans dizilerle (gyr A ve par C igin E.coli K12
MG1655) karsilastirildi.
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BOLUM 111
3. BULGULAR
3.1. A.baumannii Izolatlarinin Siprofloksasin ve Levofloksasin MiK Degerleri

Calismamiz kapsaminda incelenen toplam 81 A.baumannii kokeninde, sivi
mikrodiliisyon yontemiyle CLSI kriterlerine gére CIP’e 2 koken duyarli, 79 kdken
direnc¢li bulundu. LEV’e 3 kdken duyarli, 10 kdken orta duyarli, 68 kdken direngli
bulundu. CIP MIK50 ve MIK90 degerlerinin 256 ve >256, LEV MIK50 ve MiK90
degerlerinin ise 32 ve 128 oldugu belirlendi. Incelenen kdkenlerin CIP ve LEV MIK
degerleri tablo 3 ve tablo 4’te belirtilmistir.

Tablo 3: A.baumannii kokenlerinin siprofloksasin MIK degerleri

MIK >256 | 128 | 64 32 16 8 0,25 | 0,0625
(ng/ml)

izolat Sayis1
(toplam:81) 42 16 11 6 3 1 |1 1

Tablo 4: A.baumannii kokenlerinin levofloksasin MIK degerleri

MIK
>256 | 128 | 64 32 16 8 4 2 0,25

(ng/ml)

izolat sayis1
(toplam:81)

3.2. A.baumannii izolatlarimin Klonal Yakinhklar

81 A.baumannii izolatinin klonal yakinligi ERIC dizilerine 6zgii ERIC 2
primeri kullanilarak PZR ile arastirildi. Buna goére kokenlerde ¢ogunlukla 3 ila 6
sayida bant olustugu gozlendi. Kokenlerin tamaminda 300 bp’lik bant saptandi.
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Ayrica 76 kokende (%93,82) 550 bp, 74 kokende (%91,35) 475 bp, 52 kokende
(%64,19) 400 bp’lik bant belirlendi (Sekil 3).

7 38 39 41 42 43 44 45 46 47

Sekil 3: Bazi A. baumannii suslarinin ERIC PZR sonucu olusan bant paternleri
(M: Marker, - : Negatif kontrol)

Kokenlerin 6 ana grup (I-VI) ve 10 farkli klon (A-J) altinda toplandigi
belirlendi (Sekil 4). ‘A’ klonunun 39 {iyesi ile en biiyiik klon oldugu ve 3 alt tipe (1-
3) ayrildig1 gozlendi. Al subtipinin en fazla iiyeye sahip oldugu ve subtiplerin
hepsinin kendi igerisinde % 100 bant profil benzerligi gosterdigi belirlendi. ‘B’ klonu
20 iiye ve 2 subtipe, ‘C’ klonu 13 iiye ve 2 subtipe ayrildi. ‘I’ ve ‘J’ klonlarinda
ikiser iiye bulunurken, 5 klonda (D.E,F,G,H) ise tek iiye bulundugu gozlendi.
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Sekil 4: A.baumannii kdkenlerine ait dendogram

(Ana Gruplar: 1-VI, Klonlar: A-J)
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3.3. Abaumannii izolatlarinin Efluks Pompa Aktiviteleri

10 farkli klona ve alt tiplere ayrilmis izolatlardan, her klon ve subtipi temsil
edecek sekilde segilen 16 koken ve degerlendirmeye yardimci olmasi amaciyla
kullanilan florokinolon duyarl bir kokende, efluks pompa inhibitorlerinin CIP ve
LEV MIK degerlerine etkisi belirlendi. NMP ile 5, CCCP ile 7 kdkenin MIK
degerlerinde en az 4 katlik azalma goriildii. MiK degerlerinde herhangi bir azalma
gorilmeyenler ile gesitli derecelerde (2-4 kat ve ilizeri) azalma goriilen kokenler

tablo 5 ve tablo 6’da belirtilmektedir.

Tablo 5: Efluks pompa inhibitdrlerinin siprofloksasin MIK degerlerine etkisi

Koken sayisi

MIK degisimi Azalma yok 2 kat azalma 4 kat ve lizeri azalma
Siprofloksasin 9 5 3

+NMP

Siprofloksasin 9 3 5

+CCCP

Tablo 6: Efluks pompa inhibitdrlerinin levofloksasin MIK degerlerine etkisi

Koken sayisi

MIK degisimi Azalma yok 2 kat azalma 4 kat ve lizeri azalma
Levofloksasin+tNMP 9 6 2
Levofloksasin+CCCP 11 4 2

Segilen 16 koken ve duyarli bir koken ile yapilan florometrik akiimiilasyon
deneyinde, efluks pompa inhibitoriit NMP’nin EtBr absorbans degerleri iizerine etkisi
incelendi. On bir kdkenin absorbans degerlerinde 4 kat ve iizeri azalma goriildii. 5
kokende ve duyarli kokende absorbans degerlerinde bir degisim saptanmadi. NMP’li
ve NMP’siz ortamlarda, absorbans degerlerindeki degisime ait veriler tablo 7’de

goriilmektedir.
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Tablo 7: NMP’nin absorbans degerlerine etkisi

Koken numarasi NMP’li NMP’siz 4 Kat ve iizeri
azalma
1 21,2115 8,7082 -
6 28,8177 3,8107 +
12 30,0233 5,4203 +
16 25,3154 4,2344 +
21* 10,3792 10,705 -
23 23,6553 4,8151 +
30 36,4397 5,3131 +
34 16,7053 4,6920 +
35 20,2033 6,1708 -
39 29,4273 6,7377 +
45 31,5570 4,6159 +
50 24,4571 6,9271 +
58 26,2514 9,6419 -
68 31,4902 4,9649 +
80 33,414 9,2025 -
81 14,7581 5,71792 -
105 32,1113 4,0294 +

*: Duyarli koken

3.4. Gyr-A ve Par-C Genlerindeki Mutasyonlar

Her klon ve subtipleri temsilen segilen 16 kdken ve florokinolon duyarli bir
kokenin gyr-A ve par-C genlerinin QRDR bdélgeleri PZR ile ¢ogaltildi. PZR
tirtinlerinin ¢ift yonlii DNA analizi yaptirilarak dizilimleri belirlendi. DNA dizileri
hem niikleotit hem de aminoasit diizeyinde referans dizilerle (E.coli K12 MG1655)

karsilastirilarak, bu genlerdeki mutasyonlar belirlendi.

Gyr-A geninde Ser 83 Leu mutasyonu 14 kokende goriildii. Duyarli kdokende
bu mutasyona rastlanmadi. Ayrica QRDR bolgesine dahil olan Aspartat (Asp) 87
Glutamat (Glu), Prolin (Pro) 95 Asp, Metiyonin (Met) 101 Leu mutasyonlar1 tiim

kokenlerde saptandi.

35



Par-C geninde Ser 80 Leu mutasyonu 13 kokende goriildii. Duyarli kokende bu
mutasyona rastlanmadi Ayrica QRDR bélgesinde yer alan Valin (Val) 100 iz616sin
(lle) ve Asp 101 Glu mutasyonlar1 tiim kokenlerde goriildii. Kokenlerin antibiyotik

duyarliliklar1 ve saptanan mutasyonlari tablo 8’de belirtilmektedir.
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Tablo 8: Segilen A. baumannii kinolon duyarliliklari, efluks pompa aktivitesi ve

saptanan mutasyonlar

Koken Duyarhhk Efluks
Numarasi | (CIP/LEV) Pompa
Aktivitesi**

1 R/R -

6 R/R +

12 R/R +

16 R/R +
21* SIS -

23 R/R +

30 R/R +

34 R/R +

35 R/R -

39 R/R +

45 R/R +

50 R/R +

58 R/R =

68 R/R +

80 R/R -

81 R/R -
105 R/R +

*: Duyarli koken  CIP:Siprofloksasin

S:Serin L:Losin  D:Aspartat E:Glutamat

P:Prolin M:Metionin

Gyr-A

D87E,P95D,M101L
S83L,D87E,P95D,M101L
D87E,P95D,M101L
S83L,D87E,P95D,M101L
D87E,P95D,M101L
S83L,D87E,P95D,M101L
S83L,D87E,P95D,M101L
S83L,D87E,P95D,M101L
S83L,D87E,P95D,M101L
S83L,D87E,P95D,M101L
S83L,D87E,P95D,M101L
S83L,D87E,P95D,M101L
S83L,D87E,P95D,M101L
S83L,D87E,P95D,M101L
S83L,D87E,P95D,M101L
S83L,D87E,P95D,M101L

S83L,D87E,P95D,M101L

LEV:Levofloksasin R:Direng S:Duyarli

V:Valin

I:izol5sin

Par-C

V1001,D101E

S80L,Vv1001,D101E

V1001,D101E

S80L,V1001,D101E

V1001,D101E

V1001,D101E

S80L,V1001,D101E

S80L,V1001,D101E

S80L,V1001,D101E

S80L,V1001,D101E

S80L,V1001,D101E

S80L,Vv1001,D101E

S80L,V1001,D101E

S80L,V1001,D101E

S80L,V1001,D101E

S80L,V1001,D101E

S80L,V1001,D101E

**: Hem mikrodiliisyon hemde spektroflorometrik akiimiilasyon yontemi ile pozitif sonug veren kdkenler alinmigtir.
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BOLUM IV
4. TARTISMA

Toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarda genis spektrumlu antibiyotiklerin
yogun olarak kullanilmas1 sonucu CID bakteri oranlarinda énemli bir artis gdzlenmis
ve bu diinyada en biiyiik saglik sorunlarindan biri haline gelmistir. Gram negatif
bakteriler ic¢inde Ozellikle Enterobacteriaceae {iyeleri, Acinctobacter Ve
Pseudomonas tiirlerindeki antibiyotik direnci, neden olduklar1 enfeksiyonlarin
tedavisini ¢ok zor, kimi zaman da imkansiz hale getirmektedir. Bu bakteriler hastane

enfeksiyonlarinda siklikla karsimiza ¢ikmaktadir.

Acinetobacter cinsi igerisinde hastane enfeksiyonu etkeni olarak en sik izole
edilen ve antibiyotik direnci agisindan problem olusturan tiir A. baumanni’dir. A.
baumannii; toprak, su, yiyecek gibi farkli ortamlarda yasayabilme, dis ortamda uzun
siire canli kalabilme 0zelligine sahip firsatgr bir patojendir. Cesitli genetik
elemanlarla aktarilabilen diren¢ mekanizmalar1 A. baumanni izolatlar arasinda hizla

yayilabilmekte ve tedavi segeneklerini kisitlamaktadir.

Acinetobacter lerde kinolon direncini arastiran calismalar, 1980°li yillardan
sonra yogunluk kazanmistir. Bu da, son 20-25 yil igerisinde A. baumanni’nin
florokinolon ve diger antibiyotiklere diren¢ profilindeki degisimi izleme olanag:
sunmaktadir. Florokinolonlarin bir iiyesi olan CIP ile Acinetobacter’lerde yapilan
caligmalarda direng¢ oranlari; 1990°da Almanya’da %35, 1994-1995 yillar1 arasinda
Belgika’da %18, 1996-1999 yillar1 arasinda Tiirkiye’de %67, 2001-2004 yillar
arasinda Asya ve Orta Dogu’da %45, 2002-2004 yillar1 arasinda Avrupa’da ¢ok
merkezli bir ¢alismada %52.4 ve 2009 yilinda Kore’de %67 olarak saptanmigtir
(9,47,76).

Yurt i¢inde yapilan ¢aligmalarda da Gazi ve ark. (77) 2000 yilinda %55.2 olan
CIP direncini 2004’te %68.5, Avcr ve ark. (78) 2000-2003 yilinda %63 olan direnci
2003-2005 yillarinda %95, Giilhan ve ark.(79) 2004°te %54 olan direnci 2006’da
%82 olarak bulmustur (7,9,35). Bu veriler Tiirkiye’de zaman igerisinde
Acinetobacter izolatlarinda kinolonlara kars1 direncin arttigin1 géstermektedir. Bizim

calismamizda incelenen Acinetobacter kokenlerinde de CIP ve LEV MIK

38



degerlerinin yiiksek olmasi artan florokinolon direncinin bir gostergesi olarak

degerlendirilebilir.

Calismamizda, 81 kokende CIP ve LEV MIK degerleri sivi mikrodiliisyon
yontemi ile saptanmustir. Duyarli olanlar da dahil olmak iizere kokenlerin CIP MIiK
degerlerinin 0,062 ile >256 ug/ml, LEV MIK degerlerinin ise 0,25 ile >256 pg/ml
araliginda  oldugu belirlenmistir. Incelenen kokenlerde MIKS0 ve MIK90
degerlerinin CIP i¢in 256 ve >256 ayni degerlerin LEV icin 32 ve 128 oldugu
saptannustir. CIP MIK degeri >32 ug/ml olan koken sayis1 75 iken, LEV MIK degeri
>32 ug/ml olan koken sayisi 46’dir. Bu dagilim, incelenen Acinetobacter
kokenlerinde genel olarak CIP MIK degerlerinin LEV MIK degerlerine gore yiiksek

oldugunu gostermektedir.

Yurt disinda yapilan bazi ¢aligmalara da bakildiginda Valentine ve ark.(80)
2008°de yaptig1 calismada CIP MIK deger araligi 16 ile 256 pg/ml, LEV MIK deger
aralig1 0.25 ile 64 pg/ml, 2012 yilinda Liu ve ark.(6) yaptig1 baska bir calismada CIP
MIK deger araligi 0,25 ile 64 pg/ml, LEV MIK deger aralig1 0,25 ile 16 pg/ml’dir.
Bu calismalarda CIP MIK degerlerinin LEV MIK degerlerine gore yiiksek oldugu

goriilmekte ve bulgularimizla uyum gostermektedir.

Hastane enfeksiyonu etkeni olan bakteriler arasindaki klonal iliskinin ortaya
konmasi, salgin kaynaklarinin belirlenmesi, direngli kokenlerin yayilimi ve
enfeksiyon kontrol Onlemlerinin uygulanmasit agisindan O6nem tagimaktadir.
Bakterilerin tiplendirilmesi i¢in fenotipik ve genotipik yontemler kullanilmaktadir.
Fenotipik yontemlerin giivenilirlik ve ayrim giicii diisiiktiir. Genotipik yontemlerde
giivenilirligin ve ayrim giiciiniin yani sira tekrarlanabilirligin de yiiksek olmasi, bu

yontemin daha sik tercih edilmesini saglamistir.

Giinlimiizde bakterilerin genotiplendirilmesinde PFGE ve PZR temelli
yontemler siklikla tercih edilmektedir. Restriksiyon enzimi kullanilarak uygulanan
PFGE yontemi altin standart olarak kabul edilmektedir. Maliyetin yiiksek olmasi,
uygulanma siiresinin uzun olmasi, emek yogun bir caligma gerektirmesi gibi
dezavantajlara sahiptir. PZR temelli yontemler ise kolay uygulanabilen, uygun ayirt

etme giiciine sahip, hizli sonu¢ veren diisilk maliyetli yontemlerdir. Literatiirlerde
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ERIC PZR’m PFGE’den sonra A.baumannii tiir ayriminda verimli, giivenilir, kabul

goren ve kullanilan bir yontem oldugu belirtilmektedir (2,71,81,82).

Bu calismada kokenlerin klonal iliskisinin saptanmasinda ERIC PZR yontemi
cift tekrarli olarak uygulanmig, 81 A. baumannii kokeninin 6 farkli ana gruba ve 10
farkli klona ayrildigr belirlenmistir. 39 iiyeli “A” klonu ile 20 {iyeli “B” klonunun
ayni ana gruba (I) dahil olmasi, incelenen kokenlerin ¢ogunlukla klonal bir yakinlik
icinde oldugunu gostermektedir. Kokenlerin 4 ay gibi kisa siirede toplanmasi ve
hastane enfeksiyonu etkeni olmalari nedeniyle boyle bir dagilimin olustugu

distiniilmektedir.

Acinetobacter’lerde ERIC PZR ile tiplendirme yapilan ¢alismalarda; Ece ve
arkadaslarinin (81) 33 izolatta 7 klon, Erag ve ark.(83) 65 izolatta 7 klon, Eser ve ark.
(82) 51 izolatta 9 klon saptadiklar1 ve bakterilerin klonal yayilim gosterdigi rapor

edilmistir.

A. baumannii kokenlerinde florokinolonlara kars1 birgok mekanizmayla direng
gelisebilmektedir. Bu mekanizmalardan biri gyr-A ve par-C genlerinde goriilen
mutasyonlardir. Oncelikle gyr-A geninde goriilen mutasyonlar direng gelisimine
neden olurken, tek basma par-C’de olan mutasyonlar direng gelisiminde rol

oynamamaktadir.

Calismamizda her bir klon ve subtipi temsil eden 16 kdken ile florokinolon
duyarli bir kokenin gyr-A ve par-C genlerindeki mutasyonlar dizi analizi ile
belirlenmistir. Incelenen kdkenlerin tiimiiniin gyr-A geninde, 13 kokenin ise par-C
geninde diren¢ gelisimine neden olabilecek 6nemli mutasyonlar saptanmigtir. S83L
mutasyonu, basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak iizere kinolon direngli tiim
Gram-negatif bakterilerin gyr-A geninde en sik karsilasilan mutasyondur (56).
Caligmamizda, S83L mutasyonu olan tiim kokenlerde ayni zamanda DS87E
mutasyonu da gézlenmistir. Bu mutasyon da yine kinolon direngli izolatlarda siklikla
karsilagilan bir mutasyondur (56). Gyr-A bolgesinde S83L mutasyonu goriilen 14

kokenin 13’linde ayn1 zamanda par-C bolgesinde de mutasyon (S80L) saptanmustir.

Klinik Acinetobacter izolatlari ile yapilan bir ¢alismada 49 kokende gyr-A, 25
kokende ise hem gyr-A hem de par-C genlerinde mutasyon goriilmiistiir (58).
Valentine ve ark. (80)’in ¢alismasinda, 20 kdkende gyr-A, 19 kdkende hem gyr-A

hem de par-C mutasyonu bulunmustur. Aralarinda klonal yakinlik oldugu bilinen
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orneklerle yapilan bir diger ¢calismada 5 kokende gyr-A, 3 kdkende hem gyr-A hem
de par-C mutasyonlari goriilmistiir (5). Bu c¢alismalar incelendiginde gyr-A’da
goriilen mutasyon oranlarinin par-C’ye goére daha fazla oldugu, yalmiz gyr-A’da
mutasyon olabilmesine ragmen yalniz par-C’de nadiren mutasyon goriildiigii dikkat
cekmektedir. Calismamizda elde edilen veriler de bu genel prensiplerle paralellik

gostermektedir.

Kinolon direncinden en sik sorumlu olabilecegi diisiiniilen mutasyonlar gyr-
A’da Ser83Leu, par-C’de Ser80Leu mutasyonlaridir. Ayrica bazi ¢alismalarda gyr-
A’da Glisin(Gly)81Val, Alanin(Ala)84Pro ve Asp87Val/Gly ile, par-C’de
Ser56Asparajin(Asn), Glu84Lizin(Lys) mutasyonlari gbzlenmigtir
(6,5,67,56,57,84,58,80,85).

Calismamizdaki kokenlerde en sik rastlanan mutasyonlar olan; gyr-A’da
Ser83Leu ve Asp87Glu ile par-C’de Ser80Leu mutasyonlart goriilmiistiir. Gyr-A
geninde ¢ogunlukla Asp87Val/Gly seklinde ortaya ¢ikan mutasyon, tim
kokenlerimizde Asp87Glu olarak bulunmustur. Bu mutasyonun duyarli kokenimizde
de bulunmasi, florokinolon direnci gelisiminde tek basina yeterli olmadig1 seklinde
yorumlanmistir. Ayni mutasyonu gosteren kokenlerde farkli MIK degerlerinin
saptanmis olmasi ve direngli olan kdkenlerden 2 tanesinde (no:1,12) literatiirde
belirtilen gyr-A ser83Leu ve par-C Ser80Leu mutasyonlarinin goriilmemesi bu
izolatlarda kKkinolon direncinde farkli mekanizmalarin gorev aldigina isaret
etmektedir. Ayrica QRDR bolgeleri iginde bulunmasina ragmen direng gelisimine
katkida bulunmadigi belirtilen gyr-A’da Pro95Asp ve Metl01Leu mutasyonlar ile
Par-C’de Val100Ile ve Asp101Glu mutasyonlar1 bulunmustur.

Florokinolonlara kars1 bir diger dnemli direng mekanizmasi, genellikle RND
ailesine ait efluks pompalarinin asir1 ekspresyonudur. Efluks pompa inhibitorleri 3
farkl1 yolla etkilerini gosterebilir. Bu etkiler; pompa proteinleri ile etkilesime girme,
CCCP’nin etkisinde oldugu gibi pompanin aktivitesi i¢in gerekli olan proton motive
giiclin engellenmesi ve pompa genlerinin ekspresyonunu inhibe edebilme olarak
siralanabilir (86). Gram negatif bakterilerde pompa inhibitorii etkisi gdsteren birgok
madde bulunmaktadir. Genis spektrumlu RND inhibitérii olan PABN CIP’e karsi
diisiik seviyede etki gosterdigi i¢in bu ¢alismada kullanilmamastir (39). Onun yerine
klinik izolatlarda daha aktif olarak RND tipi efluks pompasin1 inhibe ettigi bilinen
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NMP ve CCCP’nin kullanimu tercih edilmistir. Bu inhibitorlerle yapilan ¢aligmalarda
birbiri ile yakin sonuglar elde edildigi goriilmiistiir (65,67,87).

EtBr; AdeABC tipi efluks pompasi i¢in substrat olarak kabul edilmekle beraber
bakterinin DNA’sma baglanarak floresans olusmasini saglar. Benzer calismalarda
EtBr yerine bisbenzimid’in kullanildigi belirtilmistir. Bisbenzimid adenin ve timin
yogunluklu bolgelere baglanma egilimi gosterdiginden kullanilmast tercih

edilmemistir (88).

Calismamizda, efluks pompa aktivitesini saptamak i¢in hem mikrodiliisyon
yontemi hem de florometrik akiimiilasyon yontemi kullanilmistir. Sadece MIK
degerindeki anlamli azalmaya bagli olarak efluks pompa aktivitesi bulunan 7 kdken
ve sadece florometrik olarak aktivite belirlenen 11 kokene karsilik, her iki yontem ile

5 kokende asir1 pompa ekspresyonu saptanmaistir.

CIP’in NMP ve CCCP ile kombinasyonlarmin MIiK degerleri dikkate
alindiginda, NMP ile 3 koken, CCCP ile 5 kdkende (sadece birer koken ayni olmak
tizere); LEV ile NMP ve CCCP kombinasyonlarina bakildiginda ise, NMP ve CCCP
ile ayn1 2 kokende efluks pompa asir1 ekspresyonu goriilmiistiir. Her iki yontemle de
efluks pompa aktivitesi saptanan 5 koken dikkate alindiginda, asir1 ekspresyonu
saptamada en iyi sonug veren antibiyotigin CIP oldugu saptanmistir. Baz1 kdkenlerde
NMP, baz1 kokenlerde CCCP ve bazi kokenlerde de her iki inhibitor ile azalma
goriilmesi; bu iki inhibitoriin farkli mekanizmalar ya da RND disinda farkli efluks
pompalar1 tizerine de etki gosterdigi seklinde yorumlanabilir. Ayrica bu inhibitorlerin
degisik tip pompalar lizerine farkli oranda etkinlik gosterdigi de ileri siiriilmistiir

(32,118).

Yapilan diger c¢aligmalara bakildiginda; Schumacher ve ark. (87) efluks
inhibitorii olarak CCCP ve NMP Kkarsilastirilmis, CCCP’nin aktivitesinin NMP’den
fazla oldugu belirtilmistir. Valentine ve ark.(80) calismalarinda NMP aktivitesinin
istenilen kriterlerde hatta daha da iizerinde oldugunu belirtmistir. Coban ve ark. (89)
NMP aktivitesinin tiim izolatlarda etkili oldugunu belirtmistir. Calismamizdaki
veriler 1s1¢inda, NMP ve CCCP’nin efluks pompa asir1 ekspresyonunu gostermek

acisindan aralarinda bir fark olmadig1 goriilmiistiir.

Sonug olarak, caligmamizda hastane kaynakli ve hemen hemen hepsi CIP

direngli 81 A. baumannii izolati incelenmis, genel olarak CIP MIK degerlerinin LEV
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MIK degerlerine gore yiiksek oldugu saptanmistir. Incelenen A. baumannii
kokenlerinin 10 farkli klona ayrildigi belirlense de, bunlarin biiyiik ¢ogunlugunun
birbiriyle iligkili klonlar altinda toplandigi, yani klonal olarak iliskili olduklar
gosterilmistir. Her klonu ve alt tipi temsil edecek sekilde secilen 16 kokende gyr-A
ve par-C genlerindeki mutasyonlar arastirilmig, bu kokenlerin tiimiiniin gyr-A
geninde, 13 kokenin ise par-C geninde direng¢ gelisimine neden olabilecek onemli
mutasyonlar saptanmustir. Literatiirde de siklikla rapor edilen bu mutasyonlar; gyr-
A’da Ser83Leu ve Asp87Glu ile par-C’de Ser80Leu mutasyonlaridir. Temsilci
kokenlerde efluks pompalarinin asirt ekspresyonu hem mikrodiliisyon hem de
florometrik  akiimiilasyon yontemleriyle aragtirilmig, sadece mikrodiliisyon
yontemiyle 7 kdken ve sadece florometrik olarak 11 kokende, her iki yontemle ise 5
kokende asir1 pompa ekspresyonu saptanmistir. Mikrodiliisyon yonteminde asiri
ekspresyonu saptamada en iyi sonug¢ veren antibiyotigin CIP oldugu belirlenmistir.
Incelenen hastane kaynakli ve klonal olarak iliskili A. baumannii izolatlarinda
gbzlenen yiiksek florokinolon MIK degerlerine, gyr-A ve par-C genlerindeki
mutasyonlarin yanmi sira, efluks pompalarinin asir1 ekspresyonunun yol actig

sonucuna varilmistir.
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BOLUM V

5. SONUC VE ONERILER

Acinetobacter tiirleri genellikle nozokomiyal enfeksiyonlarda rol oynayan
firsatg1 patojenlerdendir. Bir¢ok tiir klinik olarak izole edilmesine karsin, A.
baumannii insan enfeksiyonlari agisindan biiyiilk oneme sahiptir. Enfeksiyonlarin
tedavisi, bakterinin sahip oldugu dogal ve sonradan kazandig1 direng
mekanizmalarindan  dolayr  gilictiir.  Kazanilmis  direngte, dis membran
proteinlerindeki degisim, efluks pompalarmin asir1 ekspresyonu, hedef bolge
mutasyonu ve antibiyotikleri inaktive eden enzimlerin {retimi gibi farkh
mekanizmalar rol almaktadir. A. baumannii’nin etken oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde genellikle, karbepenemler basta olmak iizere beta-laktam ajanlar ve
sulbaktam gibi beta-laktamaz inhibitorleri, aminoglikozitler ve polimiksinler
kullanilmakta, ayrica kombine antibiyotik kullanimi da giindeme gelmektedir. Ancak
diinya genelinde artan diren¢ oranlari, akilci antibiyotik kullanimini zorunlu
kilmakta, florokinolonlar gibi alternatif ajanlari degerlendirmeyi gerektirmektedir.
Bu agidan, A. baumannii izolatlarinda florokinolon diren¢ mekanizmalarinin

arastirilmasi 6nem tasimaktadir.

Calismamizda incelenen hastane kaynakli A. baumannii izolatlarinin
cogunlukla klonal olarak iliskili oldugu ve yiiksek florokinolon MIK degerlerine
sahip olduklar1 ortaya konmustur. Ayrica, genel olarak CIP MIK degerlerinin LEV
MIK degerlerine gore yiiksek oldugu da saptanmustir. Secilen 16 temsilci kdkenin
gyr-A ve par-C genlerindeki mutasyonlar arastirilmis, bu kdkenlerin tiimiiniin gyr-A
geninde, 13 kokenin ise par-C geninde direng gelisimine neden olabilecek 6nemli
mutasyonlar saptanmustir. Temsilci kokenlerden cogunda mikrodiliisyon ve/veya
florometrik akiimiilasyon yoOntemiyle asir1 pompa ekspresyonu tespit edilmistir.
Calismamiz kapsaminda incelenen A. baumannii kokenlerindeki florokinolon
direncinde, gyr-A ve par-C genlerindeki mutasyonlarla birlikte efluks pompalarinin
asir1 ekspresyonunun da rol aldigi sonucuna varilmistir. Efluks pompalarmin agiri

ekspresyonu, florokinolonlar disindaki antibiyotiklere de direng gelisimine yol
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acacaktir. Dolayis1 ile florokinolon direnci CID A. baumannii kokenlerinin bir

habercisi niteligindedir.

Tim diinyada oldugu gibi Tirkiye’de A. baumannii koékenlerinde bildirilen
yiiksek antibiyotik diren¢ oranlari, akilc1 antibiyotik kullanimini ve enfeksiyon
kontrol  Onlemlerine uymayi zorunlu kilmaktadir. Tedavide antibiyotik
kombinasyonlarinin kullanilmasi, yeni antibiyotiklerin veya efluks pompa inhibitorii
gibi ajanlarin gelistirilmesi hem florokinolon hem de genel olarak antibiyotik

direncini kontrol altina almak i¢in gereklidir.
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