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OZET

KLINiK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN ACINETOBACTER BAUMANNII
SUSLARINDA ANTIiBiYOTiK DIRENC DURUMLARININ BELIRLENMESI
VE KARBAPENEMAZ DiRENC GENLERININ ARASTIRILMASI

Osman KARABAY
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Tez danismani: Prof. Dr. Fahriye EKSI
Ocak 2019, 62 sayfa

Acinetobacter baumannii hastane enfeksiyonlarina ve salgmnlara sebep olan
antibiyotiklere kars1 cogul direng gelistirebilen onemli bir patojendir. Bu calismada
Gaziantep Dr. Ersin Arslan Egitim Arastirma Hastanesinin ¢esitli kliniklerindeki hasta
orneklerinden bir yillik siire icerisinde izole edilen A. baumannii suslarinin antibiyotik
diren¢ durumlariin belirlenmesi, imipenem ve meropenem’e direngli olan suslarda
karbapenem direncine sebep olan smif D beta-laktamaz (OXA-23, OXA-24, OXA-51,
OXA-58) diren¢ genlerinin PCR yontemi ile arastirilmasi amaglanmistir. Bu nedenle
calismamizda Haziran-2016 Haziran-2017 tarihleri arasinda Gaziantep Kamu
Hastaneler Birligine bagli Dr. Ersin Arslan Egitim Arastirma Hastanesi Merkez
Laboratuvarinda klinik 6rneklerden izole edilen 157 A. baumannii susu otomatik bakteri
identifikasyon sistemi BD Phoenix™ (BD Phoenix™ ID & AST System. ABD) ile
tanimland1 ve antibiyotik duyarlilik durumlar belirlendi. Otomatik cihazla imipenem ve
meropeneme direncli oldugu saptanan 50 susun bu antibiyotiklere duyarlilik durumlari
disk difitizyon ve gradient strip yontemi ile de degerlendirildi. Ayn1 suslarda PCR
yontemiyle genotipik olarak karbapenem direncine sebep olan blaoxa-s1 , blaoxa-ss ,
blaoxa-23 ve blaoxa24 gen bolgeleri arastirildi. Otomatik sistemle antibiyotik direng
durumlarn belirlenen 157 A. baumannii izolatindaki diren¢ durumlarina bakildiginda
amikasin’e 113’linde (%72), sefepim’e 148’inde (%94.3), seftazidim’e 148’inde
(%94.3), sefriakson’a 155’inde (%98.7), gentamisin’e 139’unda (%88.5), imipenem’e
145’inde (%92.4), meropenem’e 142’sinde (%90.4), netilmisin’e 153’tinde (%97.5),
piperasilin’e 149’unda (%94.9), piperasilin tazobaktam’a 149 unda (%94.9), tigesiklin’e
89’unda (%56.1), trimethoprim sulfametazol’e 126’sinda (%80.3) diren¢ saptandi. En
az diren¢g oraninin 5 (%3.2) sus ile kolistine karst oldugu gozlemlendi. OXA-51 ve
OXA-23 genleri tiim izolatlarda pozitif, OXA-24 16 (%32) susta pozitif bulunurken
OXA-58 hicbir susta saptanmadi. Diren¢ genleri ve mekanizmalarinin bilinmesi hem
hastalarin  tedavilerinin ~ yonlendirilmesi hem de epidemiyolojik  verilerin
olusturulmasindan dolay1 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, OXA-23, OXA-24, OXA-51, OXA-58



ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE AND INVESTIGATION
OF CARBAPENEMASE RESISTANCE GENES IN ACINETOBACTER
BAUMANNII STRAINS ISOLATED
FROM CLINICAL SAMPLES

Osman KARABAY
Master of Science Thesis, Department of Medical Mikrobiology
Supervisor: Prof. Dr. Fahriye EKSI
January 2019, 62 pages

Acinetobacter baumannii 1s an important pathogen that can develop multiple resistance
to antibiotics that cause hospital infections and epidemics. In this study, Gaziantep
Determination of antibiotic resistance status of A. baumannii strains isolated from
patient samples in various clinics of Dr. Ersin Arslan Training Research Hospital in one
year period. Class D beta-lactamase (OXA-23, OXA-24, OXA-51, OXA-58) resistance
genes aimed to investigate by PCR method. Therefore, in our study between June-2016
June-2017, connected to the Union of Gaziantep Public hospitals, 157 A. baumannii
strains isolated from clinical specimens in the central laboratory of Dr. Ersin Arslan
education and research hospital were identified with BD Phoenix ™ (BD Phoenix™ ID
& AST System. USA) and antibiotic susceptibility was determined.

The sensitivity of 50 strains is determined to be resistant to imipenem and meropeneme
by the automated device was evaluated by disc diffusion and Gradient strip method. The
same strains, gene regions blaoxa-s1, blaoxa-ss, blaoxa-23 ve blaoxa-24 that caused
carbapenem resistance were investigated genotypically by PCR method. By the
automatic system antibiotic resistance when looking at resistance rates of 157
A.bauumannii isolates status were determined. Amikacin 113 (72%), cefepime 148
(94.3%), ceftazidim 148 (94.3%), cefriaxon 155 (98.7%), gentamycin 139 (88.5%),
imipenem 145 (92.4%), meropenem 142 (90.4%), netilmisin 153 (97.5%), piperacillin
149 (94.9%), piperacillin tazobactam 149 (94.9%), tigecycline 89 (56.1%),
trimethoprim sulfamethazole 126 (80.3%) were found. Minimum resistance rate of 5
(3.2%) with strain was observed to be colistin. OXA-51 and OXA-23 genes were
positive in all isolates. OXA-24 was positive in 16 (32%) strains, and OXA-58 was not
detected in any strain. Knowledge of resistance genes and mechanisms is important
because of both directing the treatment of the patients and the formation of
epidemiological data.

Key words: Acinetobacter baumannii, OXA-23, OXA-24, OXA-51, OXA-58



1.GIRIS VE AMAC

Acinetobacter cinsi bakteriler son 30 yilda biiyiik taksonomik degisikliklere ugramistir.
Acinetobacter baumannii bu cins igerisindeki en 6nemli tlirdiir ve diinyadaki saglik
kurumlar i¢in en 6nemli patojenlerden biri haline gelmistir. Son 15 yilda antibiyotik
diren¢ oranlarinin artmasi ile birlikte klinik olarak 6nemi de artmistir. Bu 6zellik onu
mevcut antibiyotik kullanimini tehdit eden ana mikroorganizmalardan biri haline

getirmistir (1).

Son zamanlarda, bilinen tiim antibiyotiklere direncli A. baumannii suslarinin raporlar
artmis olup bu durum uluslararasi saglik hizmetleri ve yerel yonetimleri igin sikinti1 ve
endise verici bir gelisme oldugunu gostermektedir (1). 4. baumannii nin 6nemi onun
direng profilinin artis gdstermesinin yaninda 6zellikle hastane ortamlarinda uzun siireler

boyunca canli kalmas1 ve boylece hastane kaynakli enfeksiyon kapasitesinin artmasidir

(1).

Bu bakteri, genellikle en duyarli ve bagisiklik sistemi baskilanmis hastalar1 hedef alir.
Hastane kaynakli pndmoni, A. baumannii'nin neden oldugu en yaygin enfeksiyon
olarak kabul edilmektedir, ancak daha yakin zamanlarda bildirilen merkezi sinir sistemi,
deri ve yumusak doku ve kemigi i¢eren enfeksiyonlar da hastaneler ve saglik kurumlar

i¢in oldukca sorunlu hale gelmistir (1).

Acinetobacter enfeksiyonlar1 hastane iginde, hastaneler arasinda, hatta iilkeler arasinda
salginlara neden olmalar1 agisindan Onemlidir. Ayni tiirden izolatlar arasinda klonal
iligkiyi ortaya koymak amaciyla yapilan molekiiler tiplendirme yOntemleri
epidemiyolojik bilgiler esliginde degerlendirilmekte ve izolatlarin iki ayni veya farkl
kaynaktan koken aldiklar1 kabul edilmektedir (2). Direngli suslar arasindaki klonal
iliskinin belirlenmesiyle epidemik izolatlar, sporadik veya endemik olanlardan
ayrilmakta, salginla iligkili suslar belirlenmekte, salginin kapsami, kaynak ve rezervuari
hakkinda bilgi saglanabilmektedir. ~Ayrica salginlara ait veri bankalan
olusturulabilmekte, herhangi bir yer ve zaman igindeki enfeksiyonun ozellikleri
tanimlanabilmektedir (3). Bu yontemler enfeksiyon kontrol Onlemlerinin etkinligini

artirmaktadirlar.



A.baumannii suglarinda beta-laktam antibiyotiklere kars1 gelisen direng, kromozomal
veya plazmid tarafindan kodlanan beta-laktamaz iiretimidir. Karbapenem grubundaki
antibiyotiklere karst olusan direncin sebepleri, porin ve penisilin baglayan
proteinlerdeki degisiklikler, sinif B ya da smif D beta-laktamazlar1 kodlayan genlerin
elde edilmesiyle iliskilidir. A.baumannii’de karbapenem direncine sebep olan en yaygin
beta-laktamaz tipi kazanilmis oksasilinazlardan bazilar1 OXA-23, OXA-24, OXA-40,
OXA-58 ve OXA-143 enzimleridir. Bunun yaninda OXA-51 tipi dogal oksasilinazin
asir1 tretimi ile birlikte diger OXA enzimleriyle beraber bir araya geldiginde yiiksek
seviyede karbapenem direncine sebep olmaktadir. OXA enzimlerini ortaya
cikarilmasinda fenotipik testler yetersiz ve gilivenirliginin bulunmamasiyla birlikte bu
enzimlerin ortaya ¢ikarilmasinda molekiiler yontemler kulanilarak kesin sonuglar elde

edilebilmektedir (4, 5).

Bu c¢alismada Gaziantep Dr. Ersin Arslan Egitim Arastirma Hastanesinin g¢esitli
kliniklerindeki hasta drneklerinden bir yillik siire igerisinde izole edilen A. baumannii
suslarinin antibiyotik diren¢ durumlarinin belirlenmesi, imipenem ve meropenem’e
direncli olan suslarda karbapenem direncine sebep olan sinif D beta-laktamaz (OXA-23,
OXA-24, OXA-51, OXA-58) diren¢ genlerinin PCR yontemi ile arastirilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Hastane Enfeksiyonlar:

Hastane enfeksiyonu Latince hastalik anlamina gelen “nosos”, tedavi anlamia gelen
“komeion” ve hastane anlamina gelen “nosocomeion” kelimelerinden tiiretilmis olup
“nozokomiyal enfeksiyon” teriminden gelmektedir. 11 Mayis 2005 tarihli Resmi
Gazete’de yirirliige girmis olan “Yatakli Tedavi Kurumlari Enfeksiyon Kontrol

Yonetmeligi’nde hastane enfeksiyonu yatakli tedavi kurumlarinda saglik hizmetleriyle

iligkili gelisen biitiin enfeksiyonlar olarak tanimlanmaistir (6).

Hastane enfeksiyonu (HE) Tip literatiiriin de ve uygulamada yaygin olarak; “degisik
nedenlerle hastaneye yatan bir hastada, hastaneye bagvurdugunda kiside bulunmayan,
kulucka doneminde olmayan ve hastaneye yattiktan 48-72 saat gectikten sonra gelisen
veya taburcu olduktan sonra 10 giin icinde ortaya cikan enfeksiyonlar” olarak

tanimlanmaktadir (7).

Son yillarda tip alanindaki teknolojik ilerlemelere bagli olarak tami ve tedavi amach
girisimsel uygulamalardaki artis, uygun olmayan antibiyotik kullanimi, immiin

sisteminin zayifladig1 durumlar HE riskinin artmasina sebep olmaktadirlar (8, 9).

Hastane enfeksiyonlarinin en yaygin olarak gozlendigi klinikler arasinda ilk siralarda
yogun bakim {initeleri (YBU) gelmektedir. YBU’de yatan hastalar tiim hastalarm %S5-
10’luk kismini olusturmakla beraber biitiin hastane enfeksiyonlarinin yaklagik %?20-
25’lik kismi bu birimlerde gelisir (10). Yine YBU’de gbzlenen hastane
enfeksiyonlarinin yaklasik %54 iiniin 6liim ile sonuclandig1 dikkate alinacak olursa bu

enfeksiyonlarin 6nlenmesinin hayati éneme sahip oldugu acik bir sekilde goriilmektedir

(11).

Acinetobacter’ler, hastane kosullarinda uzun siire canli kalabilmeleri, deri ve mukozaya
kolaylikla kolonize olabilmeleri sayesinde hastaliklara ve oliimlere neden olarak HE
icinde Onemli bir yer tutmaktadir. A. baumannii’nin sebep oldugu enfeksiyonlar

sonucunda antibiyotiklere gelisen diren¢ de 6nemli sorunlar yaratmaktadir.



2.2. Acinetobacter Cinsi
2.2.1. Tarihge ve Siniflandirilmasi

Acinetobacter cinsinin tarihgesi 1911'de, Hollandali mikrobiyolog Beijerinck'in
topraktan izole ettigi kalsiyum asetat igeren bir ortamda zenginlestirmesi ile elde edilen
ve Micrococcus calcoaceticus olarak isimlendirilen bu bakteri giiniimiize kadar en az 15

farkli isimle anilmastir.

Mevcut cins atamasi, Acinetobacter (Yunanca oxwnto [akinetos], yani: hareketli
olmayan), Brisou ve Prevot tarafindan 1954 yilinda Akromobacter cinsinin i¢inde
hareketli olmayan mikroorganizmalar1 hareketlilerden ayirmak icin teklif edildi. 1968
yilinda, bu cins atamasi daha yaygin kabul gordii. Baumann ve ark. ilk olarak tam bir
liste yayinladi ve listelenen farkli tiirlerin tek bir cinse ait oldugu sonucuna vardi, bu
Acinetobacter isminin ilk onerildigi isim olmustur. Fenotipik 6zelliklere dayanan farkli

tiirlerde daha fazla alt siniflandirma yapilamadi (12).

Biitiin bu kesiflerden sonra, 1971'de Moraxella ailesi igerisinde Acinetobacter cinsinin

resmi olarak onaylanmasiyla sonuglandi (1).

Acinetobacter cinsi igerisinde, ilk olarak Bergey’in Sistematik Bakteriyoloji El
Kitabinin 1974 baskisinda, Acinetobacter calcoaceticus tek tiir olarak listelenmistir (1).
Taksonomik verilere dayanarak, Acinetobacter cinsinin iiyeleri Gamma proteobacteria
siifi icinde Moraxellaceae ailesi olarak siniflandirilmasi gerektigi belirtilmis ve bu aile

icerisinde, Moraxella, Acinetobacter, Psychrobacter cinsleri bulunmaktadir (1, 13).

Tablo 2. 1. Acinebacter’lerin smiflandirilmasi.

Kingdom (Alem): Bacteria

Phylum (Sube): Proteobacteria

Class (Sinif): Gamma Proteobacteria

Order (Takim): Pseudomonadales

Family (Aile): Moraxellaceae

Genus (Cins): Acinetobacter




2.2.2. Tiirlerin Tanimlanmasi

Fenotipik yontemlerden Bouvet ve Grimont tarafindan DNA-DNA hibridizasyon
yontemini kullanarak, Acinetobacter cinsi iginde 12 genomik tir tanimlamiglardir.
Acinetobakterler’t bu tanimlamadan sonra 37, 41 ve 44°C'de ireyebilme, jelatin
hidrolizi, 14 farkli karbon kaynagini kullanabilme, glukozdan asit iiretimi gibi 6zellikler
ekleyerek tanimlamay1 basitlestirmislerdir (14). Fakat bu yontemler rutin mikrobiyoloji
laboratuvarlar1 i¢in mesakatli uygulamalardir. Bunun yaninda bu laboratuvarlarda diger
bakterilerin identifikasyonu i¢in kullanilan fenotipik testler, Acinetobacter tiirlerini ayirt
etmede giivenilir degildir. Acinetobacter’lerin tanimlanmasinda kullanilan manuel ve
otomatize ticari testlerden API 20NE, VITEK 2, Phoenix ve MicroScan WalkAway ile
elde edilen sonuclarinda giivenirligi sorgulanmaktadir. Bu otomatize sistemlerde A.
baumannii, Acinetobacter genomik tiir 13TU ve Acinetobacter genomik tiir 3, A.
baumannii olarak tanimlandirilmistir (15-19). Epidemiyolojik ve klinik olarak yapilan
bircok calismalarda Acinetobacter tiirlerini tanimlamada giivenilir yontemler
kullanilmadig i¢in, A. baumannii denildiginde; A. baumannii, Acinetobacter genomik

tir 13TU ve Acinetobacter genomik tiir 3 birlikte anlagilmalidir.

Genotipik yontemlerden DNA fragman tanimlama yontemlerinden ribotiplendirme,
amplifiye 16S ribozomal DNA restriksiyon analizi (ARDRA), tRNA halka parmak izi,
AFLP ile yiiksek rezoliisyonlu parmak izi analizi tekniklerini ihtiva etmektedir. Son
yillarda AFLP ve ARDRA (PCR-RFLP) en fazla tercih edilen dogrulama yontemleridir
(14, 20).

AFLP fazla ragbet goren bir analiz olmasimmin yaninda bazi dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Bunlar; uygulanan yontemlerin zor olmasi, bu analiz yontemlerinin
uygulanmasinin beceri ve dikkatli bir standardizasyona gereksinim duymasi ve

kullanilan malzemelerin pahali olmasidir (14, 21).

Genotipik testlerden DNA sekans esasina dayali tanimlamada 16S ribozomal RNA geni
en fazla ragbet goren uygulamalardandir. Bu uygulamada 16S rDNA benzerlik oraninin
%97 olmas1 hedeflenir. Bu oranin altinda kalan tiirler benzer ya da farkli olabilir.
Bunlarin ayrimi i¢in de DNA-DNA hibridizasyonu yontemine basvurulmalidir (21, 23,
24).



Baska genotipik testlerden biri de Kiime spektrometri esasina dayali yontemlerdir. Dort
saatten daha kisa zamanda sonug¢ vermesi 6nemli bir avantajidir (25). MALDI-TOF MS

de ¢ok kisa bir zaman araliginda sonug alinabilen diger bir yontemdir (26).
2.2.3. Acinetobacter spp. Morfolojik Mikrobiyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Acinetobacter’ler 35-37°C’de optimum iireme kosullarina sahip, oksidaz testi negatif
nonfermentatif, katalaz testi pozitif, indol testi negatif, hareketsiz, nitratlari
indirgeyemeyen, kesin aerop gram negatif mikroskobik canlilardir. Flajellalar1 yoktur,
fimbrialar1 vardir. Ug sekerli demirli (TSI) besiyeri ve oksidatif fermentatif besiyerinde

asit olusturmazlar (27).

Acinetobacter cinsi  bakteriler yaklastk 1-1,5umX1,5-2,5 um boyutlarinda,
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan koyun kanli agar, eozin metilen blue
(EMB), triptik soy agar ve Mc Conkey besiyerlerinde kolay irerler. Mc Concey
besiyerlerinde laktoz negatif koloniler olustururlar. Glikozu oksitlerler. Koyun kanli
agarda 0,5-2 mm capinda, seffaf veya opak kabarik koloniler olustururlar ve A.

haemolyticus hari¢ diger Acinetobacter’ler hemoliz yapmazlar (28, 29, 30).

A.calcoaceticus-A.baumannii kompleksi kolonileri Enterobacteriaceae’ye
benzemektedir. Bakteri kiiltiirii, 18 saat 37C°’de bekletildikten sonra 1.5-3 mm c¢apinda
koloniler iiretirken diger Acinetobacter tiirlerinin ¢cogu daha kii¢iik ve daha yar1 saydam
koloniler lretir.  Enterobacteriaceae'nin  aksine, A.calcoaceticus-A.baumannii

kompleksi'nin disindaki bazi Acinetobacter tiirleri McConkey agar da biiylimeyebilir

(1).

Dogal ortamdan ve klinik 6rneklerden bu bakterilerin izole edilmesinde kullanilabilen
secici ve ayirt edici besiyerleri gelistirilmistir. Bu amagla diger mikroorganizmalarin
tiremelerini inhibe eden bromkrezol moru, safra tuzlari, laktoz, maltoz sekerlerini iceren
Herellea agar, vankomisin, sefsulodin, sefradin gibi antibiyotikleri iceren Leeds

Acinetobacter Medium ve Holton’s agar kullanilmaktadir (31, 32).

Acinetobacter’ler arasinda en fazla ve klinik olarak problemlere sebebiyet veren tiirii A.
baumannii’dir. Normal laboratuvar sartlarinda, metabolik 6zelliklerine gore

Acinetobacter’ler arasinda tiir ayrimi yapilmaktadir. Glukozu oksitleyen ve hemoliz



yapma Ozelligini gostermeyen, 44 °C’de c¢ogalabilen tiirler A. baumannii olarak

isimlendirilmislerdir (30).
2.2.4. Acinetobacter spp. Epidemiyoloji

Acinetobacter’ler canliliklarim1 koruyabilmek igin ihtiyag duydugu gereksinimlerini
minimum seviyede tutarak cogu ortam sartlarinda ve besinlerde ciiriikciill yasam
formunda bulunarak yasayabilen, diinyada genis alanlarda salginlara neden olan firsat¢1
bir patojendir. Acinetobacter’ler diger miroorganizmalara karsilastirildiginda, kurak
ortama dayanikli olmalari, farkli sicaklik ve pH ortamlarinda canliliklarini
siirdiirebilmektedirler. Acinetobacter’ler pastorize siitlerden, donmus gidalardan,
dokiimhanelerden, PVC ve camdan, musluklardan, kap1 kolu, klavyeden, hastane ortami
ve havast dikkate alindiginda peritoneal diyaliz maddelerinden, kullanilmis veya
kontamine enjeksiyonlardan, anjiografi kateterinden, ventilatorlerden,
laringoskoplardan, kontamine eldivenlerden, hasta yastik ve carsaflarindan bulasabilir.
Ayrica solunum tedavisi solusyonlarindan yiiksek oranda arttigi ve salginlarin
yayilmasina yol agtig1 gosterilmistir. insanlarda 6zellikle koltukalti, perine bolgesi gibi
yerler basta olmak iizere cildin normal florasinda bulunmakta ve saglikli kisilerin

%25’nin derilerinde Acinetobacter tiirleri tasidig1 diisiiniilmektedir (31, 33, 34).

Bu bakteri hastanelerde tedavi amacli yatmakta olan hastalardan ve bunlara ait kiiltiir
orneklerinden izole edilmektedir. Bazi yogun bakim birimlerindeki hastalarin
cikartilarinda ¢oklu ilag direncine sahip olan bakteriler tespit edilmis trakeostomili
hastalarin %45 civarinda bu bakteriye rastlanilmistir. Cilt kolonizasyonu oranlarinin
fazla olmasi hasta tedavisi sirasinda calisan personelinin kontamine olmasina ve bu

bakterinin devamli olarak yayilmasina sebep olmaktadir (30, 31).

2016 yili Ulusal Hastane Enfeksiyonlar1 Siirveyans Ag1 Ozet Raporu’nda karbapenem
direngli Acinetobacter baumannii’nin %72.38’lik siirveyans ile ilk sirada yer aldigi

bildirilmistir (36).

2016 yilinda Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanes’inde hastane enfeksiyonu
olarak tanimlanmis olan 669 mikroorganizmadan %23’iiniin Acinetobacter tiirleri
oldugu, karbapenem direncinin %98.7, kolistin direncinin de %0.6 oldugu bildirilmistir

(37).



Tablo 2. 2. Acinetobacter tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri (35).
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Son yillarda Acinetobakter’ler 1liman iklim kosullarina sahip cografyalarda giderek
yayginlasan hastane enfeksiyonlarina sebep olan ortak bir problem olarak ortaya

¢ikmaktadir (38).

2.2.5. Acinetobacter spp. Patogenez ve Viriilans

Acinetobacter cinsine ait olan bakterilerin gegmis yillarda diisiik viriilans potansiyeline
sahip oldugu diistiniilmekteydi. Fakat giiclii yeni antimikrobiyal ajanlarin kullanilmaya

baslanmasi ve hastanelerde, 6zellikle yogun bakim {initelerinde invaziv prosediirlere
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bagli olarak direngli toplum ve hastane kokenli Acinetobacter infeksiyonlarinin
prevalansinda artig  goriilmektedir. Toplum kokenli fulminan Acinetobacter
pnémonisinin goriilmesi bu organizmalarin bazen yiiksek patojeniteye sahip olabildigini

ve invaziv hastaliga yol acabilecegini gostermektedir (39).

Acinetobacter’ler sitoplazmik zarin etrafini saran bir dis zar bulunmaktadir. Bu dis
membrandaki hidrofobik lipit A, kor tabakasi ise hidrofilik O antijeninden meydana
gelmektedir. Lipit A bakteriye endotoksin 06zellik kazandirir. Bakterinin dis
membraninda proteinler yer almakta ve proteinler sayesinde hiicre duvarinda

maddelerin girig ¢ikislart denetlene bilmektedir (40).

Acinetobacter cinsi bakterilerin hastalik yapabilme yetenegi diisiik olamsina karsin

virulanstan sorumlu faktorler de vardir;

1. Cevre yiizeylere adezyon piliyle ve biyofilm olusturarak yapismak suretiyle kolonize
olmaktadir. Biyofilm iliskili protein biyofilm olusumu ve idamesinde gerekmektedir.
Ayrica hiicreye baglanmayr da saglamaktadir. Biyofilm bakteriyi kuruluga karsi

koruyan 6nemli bir etmendir (41).

2. D1g membran proteini A saglam bir biyofilm olusumu, epitele tutunma gibi durumlar
icin gerekmektedir. Ayrica hiicre i¢ine girdiginde sitokrom c ve apoptoz uyarict faktor
salinmasin1 uyararak apoptozu baglatmaktadir. Alternatif kompleman yolaginin

inhibitdrii olan faktoér H'ye baglanmayi kolaylastirmaktadir (42).

3. K1 kapsiil ile kompleman aktivasyonu dnlenmekte ve fagositoz geciktirilmektedir.

Suslarin yaklasik 1/3'i kapsiil iiretmektedir (43).

4. "Acinetobactin" adi verilen demir yiikleyen siderofor olmasi nedeniyle uzun siire

demir bulunmayan ortamda yasayabilmektedir (44).
5. Fimbria ¢evreye adezyon ve canli dokularda kolonizasyon i¢in gerekmektedir (40).
2.2.6. Acinetobacter spp. Enfeksiyonlari

Acinetobacter tiirlerinin toplum kokenli enfeksiyonlar olduk¢a nadirdir, hastane kokenli
firsat¢1 infeksiyonlara neden olurlar. Tiim doku ve organlarda cerehatli enfeksiyonlara

sebebiyet verirler. Acinetobacter spp. icerisinde tehlikeli klinik tablolara yol agan tiir A.
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baumannii’dir. En fazla hastane kaynakli pnomoniye sebep olurlar (35).
Acinetobacter’lerin sebep oldugu diger enfeksiyonlar kan dolasimi enleksiyonlari,
iriner sistem enfeksiyonlari, menenjit, endokardit, yumusak doku ve kemik

enfeksiyonlari, kreatit, siniizit ve peritonit olarak sayilabilir.
2.2.7. Acinetobacter spp. Enfeksiyonlarinda Tedavi

Acinetobacter enfeksiyonlarinda kombinasyon tedavisi uygulanmaktadir. En fazla
kullanilan kombinasyon, diisiik diren¢ seviyesi ve in vitro sinerji etki etmesinden dolay1
imipenem ve amikasindir. Acinetobacter enfeksiyonlarinda karbapenemler, sulbactam
ve kolistin en etkili olan antibiyotikler olarak goriilmektedir. Karbapenemlere orta
seviyede diren¢ gosteren, A. baumannii’ye karsi in vitro uygulamalarda rifampisin ile
kolistin kombinasyonu sinerjik bulunmustur. Karbapeneme direncli Acinetobacter
enfeksiyonlarinda imipenem ile rifampin klinik kullanimda etkili oldugu goriilmiistiir

(45, 46).

Seftazidim ve aminoglikozid kombinasyonu ile imipenem ve siprofloksasin
kombinasyonuda Acinetobacter  enfeksiyon tedavilerinde kullanilabilmektedir.
Sulbaktam; Acinetobacter tiirlerine bakterisid etkilidir. Sefaperazon ve sulbaktam veya
imipenem ve sulbaktam kombinasyonu ozellikle A. baumannii enfeksiyonu tedavisinde

etkilidir (45, 47).

Klinik caligmalarda tigesiklinin genis spektrumlu beta laktamaz sentezleyen Gram
negatif bakterilere ve coklu ilaca direngli Acinetobacter cinsi bakterilere karsi in vitro
olarak etkinligi fazladir. Aym1 zamanda yakin tarihlerde tigesikline karsida direng

gelistigi belirtilmistir (48, 49).
2.2.7.1. Kullamlan antibiyotikler
2.2.7.1.1. Sulbaktam

Beta-laktamaz inhibitorleri (klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam) Acinetobacter
tiirlerine kars1 antibakteriyel etkiye sahiptir. Sulbaktamin etkisi diger iki ajandan
fazladir ve bu nedenle kombinasyon tedavisinde kullanilmaktadir. Sulbaktamin,
Acinetobacter ve Bacteroides tiirlerine karsi klinik olarak intrensek antimikrobiyal

aktivitesi bulunmaktadir (47).
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2.2.7.1.2. Karbapenemler

Imipenem ve meropenem karbapenem grubunda bulunan antibiyotiklerdir.
Karbapenemler kimyasal 0zellik bakimindan beta laktam tiirevi antibiyotiklerdir.
Penisilinlerden ayr1 olarak, C1 atomuna bir kiikiirt atomu baglanmis buna da bir
tiazolidin halkasi eklenmistir. 6- transhidroksimetil grubunun varligi bircok beta-
laktamaz tiirtine karst molekdiliin direncini saglar. Karbapenemler, basta penisilin
baglayic1 protein 2 (PBP2) olmak iizere PBP1A, PBP1B, PBP3, PBP4 ve PBP5’e

baglanarak hiicre duvar sentezini engellerler (50).

Karbapenemler antibiyotik tiirleri arasinda en genis spektrumlu olan antibiyotiklerdir.
Imipenemin Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler icin post-antibiyotik etkisi

saptanmustir (50).
2.2.7.1.3. Sefalosporinler

Bu grupta yer alan antibiyotikler hiicre duvar sentezinde yer alan PBP’lere baglanarak
sentezi bozarlar ve uygulanan dozdan bagimsiz olarak bakterileri oldiiriicii etki
gosterirler. Sefalosporinler bes kusak altinda siniflandirilirlar. Birinci kusaktan besinci
kusaga gidildikge Gram negatif etkinlikte artis goriilmektedir. Ozellikle iiciincii kusak
sefalosporinlerden seftazidim, sefaperazonun sulbaktamla kombinasyonu ve dordiincii

kusak sefalosporinlerden sefepim Acinetobacter enfeksiyonlarinda etkilidirler (51, 52).

Seftazidim, aminotiazolil grubu yar1 sentetik bir icilincii kusak sefalosporindir.
Antipsodomonal etkinligi 6n plandadir. Tiim viicut sivilarinda dagilimi oldukga iyidir.
Duyarli Acinetobacter enfeksiyonlarinda kullanilabilir. Bunun yaninda son yillarda

yapilan ¢alismalarda ytiksek oranlarda direng bildirilmistir (53).
2.2.7.1.4. Aminoglikozidler

Acinetobakter’lerde aminoglikozid direncine sebebiyet veren aminoglikozid modifiye
edici enzimler rol almaktadir. Bu enzimler igerisinde fosfotransferazlar,

niikleotidiltransferazlar, asetiltransferazlar bulunmaktadir (54).

Aminoglikozidler, A. baumannii enfeksiyonlarinda kombinasyon tedavisinde kullanilan
ilaclardir. Joshi ve ark. aminoglikozidler arasinda en az dirence sahip ajanin amikasin

oldugunu belirtmislerdir (55).
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2.2.7.1.5. Polimiksinler

Polimiksinler 1947 yilinda kesfedilen bir antibiyotik grubu olup, bu grupta polimiksin
A, B, C, D ve E olmak iizere bes farkli kimyasal bilesik yer almaktadir. Klinik pratikte
kullanilan polimiksin grubu antibiyotikler polimiksin B ve polimiksin E (kolistin)’dir.
Kolistinin hedef yeri hiicre zaridir. Katyonik bir peptid olan kolistin ile Gram negatif
bakterilerin dis zarindaki anyonik lipopolisakkarit (LPS) molekiilleri elektrostatik
etkilesime girerler ve hiicre zarinda diizensizlige sebep olurlar. Kolistin magnezyum ve
kalsiyum iyonlarmin yerini degistirerek hiicre zarinda defermasyona sebep olarak
mikroorganizmanin dliimiine sebep olurlar. Kolistin konsantrasyona bagimli olarak etki

gostermektedir (56).

Kolistinin akciger parankimine, plevral kaviteye, BOS’a ve kemige gecisi zayiftir.
BOS/serum konsantrasyon orani sadece 0.05’tir. Bununla beraber, intratekal kolistin ile

tedavi edilmis, santral sinir sistemi enfeksiyonlar1 da bildirilmektedir (57).

Kolistin son yillarda tiim diinyada gittik¢ce siklig1 artan panrezistan Pseudomonas ve
Acinetobacter tiirii bakterilerin neden oldugu hastane kokenli enfeksiyonlarda adeta bir

kurtarma tedavisi olarak kullanilmaya baglanmistir (56).

Kolistine karsi gelisen ve artmasindan korkulan diren¢ sorunu, diger antibiyotiklerle
kombine kullanimim1 giindeme getirmistir. Klinik veriler geriye doniik caligsmalara
dayanmaktadir. Cok ilaca direncli A. baumannii i¢in yapilan in vitro ¢aligmalarda
kolistin ve imipenemle; kolistin, imipenem ve rifampisin kombinasyon’larinin sinerjik

etki gosterdigi belirlenmistir (58).
2.2.7.1.6. Tigesiklin

Tigesiklin Gram negatif, aerobik Gram pozitif ve anaerop patojenlere karsi etkinlik
gosterir. Ayrica tigesiklin karbapenemaz lireten Acinetobacter suglarma karsida etkili
bulunmustur (59). Ancak Proteus mirabilis, P. aeruginosa, Providencia spp. ve
Morganella spp. bakterilerinde tigesikline karsi azalmis duyarlilik veya direng

gosterilmistir (60).

Yapilan medikal g¢aligmalarda polimikrobiyal cilt, yumusak doku enfeksiyonlar1 ve
intraabdominal enfeksiyonlarda tigesiklin tek basmna etkili oldugu goriilmistiir.

Sitokrom P450 enziminden bagimsiz olarak etki gosterdiginden ilag etkilesimi azdir
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(59). Direncli suslara ragmen tigesiklinin, imipenem direngli ve CID suslar1 da

kapsayacak sekilde A. baumannii suslarina karsi etkili oldugu bildirilmistir (61).
2.2.7.1.7. Kinolonlar

Deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezini direkt olarak inhibe eden tek antimikrobiyal
gruptur. Kinolonlar bakterilerde DNA replikasyonu icin gerekli olan DNA-giraz
(topoizomeraz II) ve topoizomeraz IV enzimleri ile etkilesime girer, DNA’nin
replikasyonu ve RNA-polimeraz enziminin DNA’ya baglanarak mesajc1 riboniikleik
asit (mRNA) olusturmas1 engellenir, sonucta da niikleik asit sentezi durur. Etkileri
konsantrasyona bagimli bakterisidaldir. Ofloksasin, levofloksasin ve siprofloksasin,
Acinetobacter spp. tiirlerine etki gosterir. Direncli Acinetobacter enfeksiyonlarinda
kombine tedavide siprofloksasin siklikla kullanilan bir ajandir. Fakat giiniimiizde

direngli kokenler 6n plandadir (62).
2.3. Antibiyotiklere Kars1 Gelisen Diren¢ Sorunu

Antibiyotiklerin uygunsuz kullaniminin ¢ogalmasi, yogun bakim birimlerinde yatan ve
immiinsiipresif hasta sayisinin ¢ogalmasi, gida sanayisinde antibiyotik kullanimi gibi
sebeplerden dolayr mikroorganizmalardaki antibiyotik direnci giderek artmaktadir.
Antibiyotiklerin gereksiz ve gelisi giizel kullanimi ile toplumsal ve hastane kokenli
enfeksiyonlarin tedavisinde problemleri beraberinde getirmektedir. Diren¢ probleminin

en fazla goriildiigl yerler ila¢ kullanimin fazlalig1 nedeniyle hastaneler olmaktadir (36,
63).

Antibiyotik direnci; bir bakterinin verilen antibiyotik karsisinda iiremesinin ya da
oldiirticii etkisi karsisinda yasamini devam ettirmesidir. Bu mikroskobik canlilarin
antibiyotiklere kars1 direnci degisik sebeplerden olusabilir. Bu sebepler dogal direng,
kazanilmis direng ve ¢evre kosullarina bagl olarak gelisen direng seklinde sayilabilir

(64, 65).

Acinetobacter cinsi mikroorganizmalarin birden fazla ilaca direngli olmalari, genetik
varyasyonlar sayesinde antibiyotiklere karsi cabuk direng gelistirebilmektedir. Son
zamanlarda karbapenem duyarlt ve genislemis spektrumlu beta laktamaz yapan A.
baumannii izolatlarinda 40’dan fazla diren¢ geni saptanmig ve bu suslarin genetik

degiskenligi gosterilmistir. Bu 6zelligi sayesinde bu mikroorganizma antibiyotik baskisi
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stirdiigii muddetce cesitli diren¢ mekanizmalarindan yararlanma yetenegi vermektedir
(66). Gegmis yillarda birgok antibiyotige karsi hassas olan bir bakteri iken bugiin ¢oklu
direncli bir bakteri haline gelmislerdir. Diren¢ olustururken degisik mekanizmalardan
yararlanmaktadirlar ve aynmi suslarda birden fazla diren¢ mekanizmasi
bulunabilmektedir (67, 68). Bircok bolgede Acinetobacter tiirleri aminoglikozidlere,
sefalosporinlere, florokinolonlara diren¢li bulunmuslardir. Sonug¢ olarak ampirik tedavi

problemleri de beraberinde getirmistir (68).

2.4. Acinetobacter Enfeksiyonlarinda Kullanilan Antibiyotiklerin Direnc

Mekanizmalari

A. baumanni’de ila¢ diren¢ mekanizmalar;; c¢oklu ila¢ direncinden sorumlu
mekanizmalar ve antibiyotiklere 6zgii diren¢ mekanizmalar1 olmak iizere iki temel
gruba ayrilabilir (69). A.baumannii’nin kendiliginden mevcut ve kazanilmis direng
mekanizmalart siklikla beta-laktamaz iiretimi, aminoglikozidlere karsi modifikasyon
enzimi iretimi, kinolonlarin baglanma yerindeki degisiklikler, aktif pompa ve hiicre
duvar kanallarindaki (porinler) degisikliklerdir. Bu diren¢ mekanizmalarinin bir veya
daha fazlasinin bir arada olmasi kimi zaman tiim ilaglara kars1 olmak iizere yiiksek

diizeyde ila¢ direncine yol acar.
2.4.1. Coklu fla¢ Diren¢ Mekanizmalar

Gram negatif (GN) bakterilerin membranlar1 gram pozitiflere oranla daha kompleks bir
yapiya sahiptir. Cogunlugu hidrofilik 6zellikte olan beta-laktam grubu antibiyotikler
lipid yapidaki hiicre mebranindan ancak ‘outer membrane protein” (OMP) adi verilen
porlar yoluyla gecerek hiicre icine girebilirler Beta-laktam antibiyotikler porin C ve
porin F adli 2 kanal aracilifiyla, imipenem, bunlara ek olarak D2 proteini adi1 verilen
6zel bir porin aracilifiyla hiicre i¢ine girebilir (70). Porin F ve porin C proteinlerindeki

mutasyon imipenem disindaki beta-laktamlara direngli kilabilmektedir (70, 71).

A. baumannii’nin ila¢ direncinde, gerek TetA, TetB ve Chl gibi ilaca 6zgii pompa
sistemlerinin gerekse ¢oklu ila¢ direncine yol acan aktif ila¢ pompa sistemlerinin 6nemli
yeri vardir (72). Escherichia coli’deki AcrAB-TolC ve P. aeruginosa’daki MexAB-
OprM c¢oklu direng pompa sistemlerinin de bagli oldugu RND protein ailesinin iiyesi
olan AdeABC (Ade Acinetobacter baumannii-calcoaceticus complex pompa sistemi),

A. baumannii’nin ¢oklu ilag direncinde etkilidir (73, 74).
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2.4.2. Tlaca Ozgii Diren¢ Mekanizmalar
Aminoglikozidler

Streptomisin ribozomun 30S alt iinitesine, diger aminoglikozidler hem 30S hem de 50S
alt iinitelerine baglanarak, mRNA (mesajc1 riboniikleik asit) daki genetik bilginin yanlig
okunmasina yol acar, bakterinin protein sentezini durdurur veya yanlis protein
sentezletir. Aerop gram-negatif basillere bakterisidal etki gosteren aminoglikozidlerin
gram pozitif bakterilere etkisi kisithidir. Antibiyotik konsantrasyonu arttikca bakterisidal
etki artar. Direncli A. baumannii enfeksiyonlarinda kombine tedavide kullanilmaktadir

(76).

Bakteriler, aminoglikozidlere karsi asetiltransferaz, fosfotransferaz ve niikleotidil
transferaz gibi inaktive edici enzimlerle diren¢ gelistirebilirler. Acinetobacter
baumannii’de genellikle kombinasyonlar halinde bulunan bu enzim gruplar1 plazmidler,
transpozonlar ya da smif-1 integronlarla baglantilidir (77). Bu genlerin ekspresyonu
farkli aminoglikozidlere karsi degisken duyarliliklara yol acar. Amikasin ve netilmisin
sadece asetilazlar tarafindan inaktive edildikleri, diger enzimlere direngli olduklar1 i¢in

aminoglikozidler i¢inde en genis antibakteriyel etki spektrumuna sahiptirler (78).
Tetrasiklinler

Tetrasiklinlere karsi direngte ilk mekanizma efluks pompa sistemleridir. Acinetobacter
tiirlerinde bu direncten TetA ve TetB genleri sorumlu olup, TetA tetrasiklin, TetB ise
hem tetrasiklin hem de minosiklin direncine yol agmaktadir. Bunun disinda ribozomal
koruma sistemi olarak adlandirilan, mutasyonlar sonucunda tetrasiklinin ribozomal
hedefinde degisikliklerin olustugu farkli bir diren¢ mekanizmasi daha bulunmaktadir
(69). Tigesikline kars1 gelisen direng ise AdeABC efluks pompa sistemi araciliiyla
gerceklesmektedir (79).

Kinolonlar

Bakterilerde DNA (deoksi-riboniikleik asit) sentezi i¢in gerekli topoizomeraz I (DNA
giraz) ve topoizomeraz IV ile reaksiyona gostererek DNA replikasyonunu durdururlar.
Konsantrasyona bagli bakterisidal etkili kinolon grubu antibiyotiklerin gram pozitif ve
gram negatif bakterilerdeki birincil hedefi degisiktir. Gram pozitiflerde primer hedef

topoizomeraz IV, Gram negatif mikroorganizmalarda ise DNA girazdir (60).

17



Direncli A.baumannii enfeksiyonlariin kombine tedavisinde siprofloksasin ve
levofloksasin kullanilmaktadir. Bakteriler, gecirgenlikte azalma, efluks pompa
sistemleri, DNA-giraz ve topoizomeraz IV enzim mutasyonlariyla kinolonlara karsi

direng gelistirebilir (62).
Beta-laktamlar

A. baumanni'ye kars1t en etkili beta-laktam antibiyotikler seftazidim, piperasilin ve
karbapenemlerdir (62). Beta-laktam antibiyotiklere karsi dort farklt mekanizma ile
diren¢ gelismektedir; antibiyotigin hiicre i¢ine girisinin engellenmesi, penisilin baglayan
proteinlerde (PBP) degisiklikler, efluks pompasinin aktive olmasi ve beta-laktamaz
enzimleriyle antibiyotigin parcalanmasi. Beta-laktam antibiyotiklerin p-laktam
halkasindaki amid baglarini inhibe ederek antibakteriyel etkisini yok eden enzimler

beta-laktamaz olarak adlandirilir (80).

Beta-laktamazlarin ayriminda genel olarak Bush-Jacoby-Medeiros ve Ambler
smiflandirilmalar tercih edilmektedir. Ambler beta-laktamazlari molekiiler yapilarina
gore ayirirken, Bush, Jacoby ve Mederios biyokimyasal 6zellikler ve substrat tiiriine

gore siniflandirir. Ambler siniflandirmasi gore:
Sinif A: Penisilinleri hidrolize eder, aktif bolgelerinde serin aminoasiti tasirlar.

Smif B: Metallobetalaktamazlardir, etki edebilmeleri i¢in ¢inkoya bagl tiyol gruplari

gerektirir.

Siif C: Sefalosporinazlardan olusur, kromozomal AmpC geni sayesinde kodlanmalari

sebebiyle AmpC enzimler olarak da adlandirilirlar.
Sinif D: Oksasilini hidroliz eden serin beta-laktamazlardan olusur.

Bush, Jacoby ve Medeiros 1995 yilinda biyokimyasal farkliliklar1 ve substrat tiirlerine

gore beta-laktamazlar1 4 gruba ayirmislardir (81).

Grup 1: Indiiklenebilir enzimlerdir. Bazilar1 kromozomal enzimlerdir ancak
plazmidlerce de kodlanan ve Enterobacteriaceae arasinda transmisyon yoluyla
aktarilabilmektedir Kromozomal AmpC enzimleri, plazmid kontroliindeki FOX-1,

LAT-1, MIR-1, BIL-1 beta-laktamazlar1 bu grupta yer alir. Salmonella disinda hemen
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tim gram-negatif bakterilerde grup 1 beta-laktamazlar’lar bulunur. Molekiiler olarak
sinif C’ de yer alirlar. Sulbaktam ve klavulanik asitten etkilenmezken aztreonam ve
kloksasilin tarafindan inhibe edilirler. Karbapeneme duyarlidirlar. Bu enzimler bakteri
tarafindan diisiik diizeyde sentezlenirken ortama bir penisilin ya da sefalosporin
eklenmesiyle enzim sentezi indiiklenir, birkag yiiz kat artis gosterebilir (82). Indiikleyici
beta-laktamin ortamdan uzaklagsmasiyla sentez tekrar bazal diizeylere iner. Ancak
dogada bu enzimleri siirekli yiliksek diizeyde sentezleyen mutant suslar bulunur. Bu
suslarin enfeksiyonlar1 sirasinda indiikleyici bir antibiyotik kullanilmasi duyarli
bakterilerin ortadan kalkmasi ve direngli mutant suslarin ¢ogalmasiyla sonuglanir. Bu
suslarin hastane mikroflorasina yerlesmesi hastane enfeksiyonu epidemilerine yol

acabilir (82, 83).

Grup 2: Molekiiler sinif olarak A ve D’de yer alan bu grup; penisilinleri,
sefalosporinleri, kloksasilini, karbenisilini, karbapenemleri ve monobaktamlart hidroliz

etmelerine gore 6 alt gruba ayrilir (84).

2a. Penisilini hidrolize eden, klavunat ile inhibe olan enzimler. S. aureus, B. cereus,

Eikenella corrodens ve Fusobacterium nucleatum’da tanimlanan enzimler bu gruptadir

(81).

2b: Penisilin ve sefalosporinleri hidrolize eden, klavulanik asit, sulbaktam ve
tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitorlerine duyarli beta-laktamazlardir (82).
Enterobacteriaceae ailesinde yaygin olarak bulunan plazmid kontroliindeki ‘“genis
spektrumlu” TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri bu gruptadir. Genellikle E.coli
izolatlarinda ampisilin ve amoksisilin direncine sebebiyet veren TEM-1 beta-laktamaz,
Enterobacteriaceae liyelerinin yan1 sira Haemophilus, Vibrio ve Neisseria gibi diger
mikroorganizmalarda da mevcuttur. SHV-1 beta-laktamaz, K.pneumoniae izolatlarinda

rastlanilir (85, 86).

TEM-1, TEM-2, CARB-5, ve SHV-like enzimleri penisilinaz aktivitesi
gostermektedirler. ACE-1, ACE-2, ACE-3 ve ACE-4 enzimleri ise sefalosporinaz ve bir
miktar penisilinaz aktivitesine sahiptirler. Fakat aztreonam, seftazidim ve sefotaksimi
hidrolize edici aktiviteleri yoktur. En giiglii aktiviteleri sefaloridin ve ACE-4 hari¢

sefradine kars1 goriilmektedir. ACE-1 en genis etkili sefalosporinazdir.
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2be: Genislemis spektrumlu beta laktamazlar olarak adlandirilan bu enzimler, TEM-1,
TEM-2 ve SHV-1 gibi ana enzimlere 1-4 aminoasit degisikligi ile gelistirilen yeni
TEM- ve SHV- enzimleridir (85). Klebsiella ve E.coli suslarinda yaygin goriiliir.
Seftazidim, seftriakson, sefotaksim ve aztreonam gibi genis spektrumlu beta laktamlara
etkili olup klavulanik asit gibi beta laktamaz inhibitorlerine duyarlidirlar. Bu grubun bir
tiyesi olan PER-1 enzimi ilk kez Tiirkiye’den bildirilen bakteriyel izolatlarda tespit
edilmistir (87, 88).

2br: TEM-30 dan TEM-36’ya kadar olan TEM enzimleri ile TRC-1 enzimini kapsar.

Klavulanik asitten etkilenmeyen genis spektrumlu beta-laktamazlardir.

2¢: Karbenisilini hidroliz eden, klavulanik asite duyarli enzimleri igerir. Moraxella
catarrhalis’in BRO-1 ve BRO-2 enzimleri, Aeromonas hydrophilia’nin ER-1enzimi,

V.cholerae’nin SAR-1 enzimi ile PSE-1, PSE-3, PSE-4 beta-laktamazlar1 bu gruptadir.

2d: Oksasilini penisilinlerden daha ¢abuk hidrolize yapmalarindan dolay1 oksasilinazlar
diye adlandirilan bu grup amoksisilin, metisilin, cefaloridin ve cefalotini hidrolize

ederler. OXA-23, OXA-24, OXA-58, OXA-51 olarak 4 temel gruba ayrilirlar.

[lk olarak 1985°de Edinburgh’da bir kan kiiltiiriinden izole edilen imipenem direngli bir
A.baumannii izolatinda gosterilen ARI-1 enziminin imipenem ve azlosilini hidrolize
edebilirken sefuroksim, seftazidim ve sefotaksime etkisiz oldugu tespit edildi (89).
Plazmid kaynakli oldugu disiiniilen ARI-1 enzimi daha sonra OXA-23 olarak
isimlendirildi. OXA-23 ana grubunda OXA-27 ve OXA-49 alt gruplart da
bulunmaktadir. Acinetobacter baumannii nin karbepenem direncinden sorumlu en sik

mekanizma OXA-23 varligidir (90).

OXA-24 grubu; OXA-25, OXA-26, OXA-40 subgruplarini igcermektedir. OXA-24 ve
OXA-25 varyantlar1 Ispanya’da karbapenem direngli A.baumannii’de bildirilmistir. Ik
olarak Fransa’daki bir salgin sirasinda identifiye edilen OXA-58, Ispanya, Romanya,
Ingiltere, Italya, Arjantin, Avusturya, Tiirkiye ve Kuveyt gibi iilkelerden de
bildirilmistir. OXA-24 kromozomal kaynakliyken, OXA-23 ve OXA-58 genlerinin bir
kisminin plazmidden izole edildigini bildiren ¢alismalar mevcuttur (91). OXA-58’in A.
baumannii’ye yerlestiginde karbapenemlere karsi hassasligi azaltip, asir1 sentezlenmesi

neticesinde de yiiksek karbapenem direncine sebebiyet verdigi bildirilmistir (92).
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A. baumannii OXA-51 benzeri enzim kiimesine ait dogal sinif D oksasilinaz iiretir. Bu
enzimi bulunduran A.baumannii’nin hemen hemen tiim suslarinda dogal yap1 olmasina

ragmen diger Acinetobacter tiirlerinde bulunmazlar (93, 94)
2e: Klavulanik asitle inhibe olan sefalosporinazlardir (81).
2f: Karbapenemleri hidrolize eder, klavulanik asitle inhibe olurlar (81).

Grup 3c: Gugli sefalosporinaz etkiye sahip olup karbapenemlere zayif etkilidirler. Bu

grupta Legionella gormanni nin metallo-beta-laktamaz enzimi yer almaktadir (95, 96).

Grup 4: Klavulanik asitle inhibe olmayan penisilinazlardir. Yapilar1 ve molekiil sinifi

heniiz belirlenmemistir.

Hastane enfeksiyonlarinda sorun olarak en sik karsilasilanlar; Grup 1 kromozomal beta-
laktamazlar, Grup 2 genis spektrumlu beta laktamazlar ve Grup 3 beta-laktamazlaridir.
Bir bakteride birden ¢ok diren¢ mekanizmasi, birden ¢ok beta laktamaz enzimi olabilir.

Kromozomal ve plazmid kokenli beta laktamazlar bazen bir arada bulunabilir.
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Tablo 2.3. Beta-laktamaz gruplar1 ve genel 6zellikleri (97).

Beta — Molekiiler
e Alt B Substrat Ozellik
grubu Grup (Ambler)
Cogunlukla Gram-negatif
) bakterilerdeki kromozomal
1 C Sefalosporinler enzimler (ancak plazmitte de
kodlanabilir) Klavulanik asitle
inhibe olmaz
2 AD Birgogu klavulanik asitle inhibe
’ olur.
2a X Penisilinler Stafilokok ve enterekoklardaki
penisilinazlar
Cogunlukla Gram-negatif
2% A Penisilinler, bakterideki geniy spektrumlu
Sefalosporinler betalaktamazlar (TEM-1,TEM-
SHV-1)
Penisilinler, dar ve Oksiimmunosefalopsporin ve
Jbe A geniy spektrumlu monobetalaktamlara direng
Sefalosporinler olusturan genis spekturumlu
betalaktamazlar (GSBL)
2br A Penisilinler Inhibitérlere direngli TEM(IRT)
betalaktamazlar
5 5 Penisilinler Karbenisilini hidroliz eden
Enzimler
Penisili Oksasilini hidroliz eden Klavulanik
2d D oﬁlssﬁ asit ile az inhibe
asit olurlar
. Klavulanik asit ile inhibe olan
2 A Sefalosporinl
© e sefalosporinazlar
. Karbapenemleri hidroliz eden, aktif
Penisilin, = vt :
2 % Sefal . bblgedeserin igeren ve klavulanik
Karb OSPO:E' asit ile inhibe olan
i enzimler
3a.3b Karbapenemler
3 a:.; g B dahil bir gok Metallo-Beta-laktamazlar
¢ beta-laktam
4 5 Penisilinler Diger gruplara girmeyen dizilen
belirlenmemig
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2.5. Hastane Enfeksiyonlarinin Tamsinda Molekiiler Yontemlerin Onemi

Hastaneye yatan hastalarin  yakalandiklar1 hastane enfeksiyonlar1  direncli
mikroorganizmalarin yayilmasina ve artmasina, mortalite, morbidite ve masraflari

arttirmasindan dolay1 koruma ve kontrol 6nemlidir.

Molekiiler mikrobiyolojik yontemler nozokomiyal enfeksiyonlarin yayilma yollarini,
enfekte olma mekanizmalarim1 belirlenmesinde katki saglamistir. Nozokomiyal
enfeksiyonlarinin teshisinde mikrobiyolojide degisik fenotipik ve genotipik metotlar
uygulanmaktadir (Tablo 2.4). Birbirleri ile ayni olan kolonilerin varligini veya
yoklugunu belirleyen molekiiler teknikler enfeksiyonlarin yayilimini saptamada oldukca
etkilidir. ~Molekiiler teknikler enfeksiyonlarn  hizli  teshisinde, kokenlerin
belirlenmesinde ve klonal benzerliklerinin ortaya konmasinda, antibiyotik direncinin
belirlenmesinde, enfeksiyonlarin takibinde, hastane enfeksiyonlar1i epidemiyolojisi

konusunda yeni yaklasimlar meydana koymustur (98).

Tablo 2.4. Hastane enfeksiyonu etkenlerinin tiplendirme yontemleri (99).

1.Fenotipik Metotlar 2 Genotipik Metotlar
a. Biyotipleme a.Plazmid analizi

b. Serotipleme b. Kromozomal DNA"nin restriksiyon

c. Antibiyotik duyarlilik patemi enzim analizi- RELP. PFGE

d. Bakteriyofaj tiplendimme ¢ Ribotipleme

e. Bakteriyosin tiplendinme . . , .
y P d. Polimeraz zincir reaksiyonu temelli

f. Protein analizi
yontemler

f “Mikroarray”-DNA “chip” teknolojisi

2.6 Real Time PCR

DNA’nin ¢ogaltilmasmi ve firiinlerinin tek bir tiipte belirlenmesine imkan taniyan
popiiler bir yontemdir (100). Gen anlatiminin analizini degistiren bu yontem ile
geleneksel PCR yontemi ve gen analizi birlestirilmistir. PCR ¢ogaltimint goriiniir hale
getiren ve monitorize edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin

olusan DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir cogaltma yontemidir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismanin yapilabilmesi i¢in Gaziantep Universitesi Klinik Arastimalar Etik Kurulu
baskanliginin 20.06.2016 tarih ve 2016/188 karar numarasi ile etik kurul izni alinmistir.
Calisma Gaziantep Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Y&netim Birimi tarafindan
YLT.16.31 proje numarast ile desteklenmistir. Gaziantep Dr. Ersin Arslan Egitim ve
Arastirma Hastanesi’nde Haziran 2016-Haziran 2017 yillar1 arasinda Gaziantep Kamu
Hastaneler Birligine bagli Merkez Mikrobiyoloji laboratuarina uygun kosullarda
gonderilen hasta orneklerinden (kan, bronko alveolar lavaj, trakeal aspirat, idrar, yara,
plevral mayi ve BOS gibi) izole edilen 157 A. baumanni susu ¢alismaya dahil edildi.
Bu 157 sus igerisinden imipenem ve meropenem’e direncli ve randomize olarak secilen
50 A. baumannii susunda OXA-23-grup, OXA-51-grup ve OXA-58-grup genleri real
time PCR ile, OXA-24-grup diren¢ geni ise optimize PCR yontemi ile arastirildi. Ayni

hastalardan elde edilen A. baumannii suslarindan yanlizca biri ¢caligmaya dahil edildi.
3.1. A. baumannii izolatlarinin Tanimlanmasi

Hastalardan alinan idrar 6rnekleri %5 koyun kanli agar (RTA, Tiirkiye) ve EMB agar’a
(GBL, Tiirkiye), diger ornekler %5 koyun kanli agar, EMB agar ve c¢ikolata agar
besiyerine (RTA, Tiirkiye) ekilerek 37°Cde 18-24 saat inkiibasyona birakildi. Kan
kiiltirii ornekleri otomatize kiiltiir sisteminde (BD BACTEC™ FX blood culture
system, ABD) inkiibe edildi. Otomatize kiiltiir sisteminde {ireme olan 6rnekler cihazin
uyar1 vermesinden sonra %5 koyun kanli agar ve EMB agar besiyerine ekimi yapilarak
37°C de 18-24 saat inkiibasyona birakildi. Ureyen bakterilerden oksidaz negatif, non-
hemolitik, katalaz testi pozitif kolonilerden yayma preparat yapildi, mikroskopta
incelenen Orneklerden Gram negatif kokobasil goriintiisiinde olan kolonilerden
pasajlama yapilarak saf kiiltiir elde edildi. Elde edilen saf kiiltiirler BD Phoenix™ (BD
Phoenix™ ID & AST System, ABD) otomatik identifikasyon sistemi ile tiir diizeyinde

tanimlanarak, antibiyotik duyarlilik durumu belirlendi.
3.2. A. baumannii izolatlarinin Duyarlihk Durumlarinin Belirlenmesi

BD Phoenix™ otomatize sisteminde Gram negatif bakteriler icin NMIC (Gram negatif
MIC degerleri) paneli, idrar numunesinde iireyen bakteriler icin UNMIC (idrar

ornekleri icin MIC degerleri) paneli kullanildi. Ornek tiiriine gore panel segimi
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yapildiktan sonra Phoenix ID Brothh (4.5 mL) kullanilarak bir steril ekiivyon yardimi
ile 0.45-0.55 Mc Farland arasinda saf koloniden bakteri siispansiyonu hazirlandi.
Hazirlanan bakteri silispansiyonundan 0.25 mikrolitre alinarak bir damla AST
(Antibiyotik Duyarlilik Testi Indikatdrii) indikatdr soliisyonu damlatilan Phoenix AST
Broth (8 mL) icerisine kondu. Phoenix ID Broth soliisyonu panelin ilk bdlmesine
konuldu. Phoenix AST Broth soliisyonu ise ikinci bolmeye dokiildii. Panel bolmeleri
plastik kapaklar ile kapatildi. Hazirlanan paneller tam otomatize cihaza kondu. 37°C’de
18-24 saat identifikasyonu sonrasinda izolatlarin cins ve tiir diizeyinde
isimlendirilmeleri ile izolatlarin antibiyotik duyarlilik durumu BD Phoenix™ otomatize
sistem ile degerlendirildi. Duyarlilik testlerinin sonuglar1 Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) kriterlerine gore duyarli, orta duyarli ve direngli olarak
kategorize edildi. Acinetobacter izolatlar1 i¢in CLSI’nin o6nerdigi minimal inhibitor
konsantrasyon (MIK) degerleri Tablo 3.1.’de gosterildi. Tigesiklin i¢in CLSI sinir MIK
degerleri olmadigindan FDA ve Onceki ¢aligmalarin sinir degerleri esas alinarak Tablo

3.2’de gosterildi (101).

Saf kiiltiir seklinde elde edilen A. baumanni suslar1 boncuklu saklama besiyerinde PCR

calismalarinda kullanilmak tizere -20°C de saklanda.

Tablo 3. 1. Acinetobacter ssp. izolatlar igin CLSI 2018’in 6nerdigi MIK degerleri (22).

Antibiyotik Duyarh Orta Duyarh Direncli
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Amikasin <16 32 >64
Cefepim <8 16 32>
Ceftazidime <8 16 32>
Ceftriaxone <8 16 64>
Ciprofloxacin <1 2 4>
Gentamicin <4 8 16>
Colistin <2 - 4>
Imipenem <2 4 8>
Meropenem <2 4 8>
Netilmicin <8 16 32>
Piperacilin-Tazobactam <16/4 32/4-64/4 128/4>
Trimetoprim-Sulfametoksazol <2/38 4/76>
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Tablo 3. 2. Acinetobacter izolatlar i¢in FDA kriterine gore Tigecycline MIK degerleri

(101).
e Duyarl Orta Duyarh Direncli
Antibiyotik
d (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Tigecycline <2 4-6 8>

3.3. Karbapenem direngli izolatlarin belirlenmesi

BD Phoenix™ otomatize sistemde imipenem ve meropenem antibiyotiklerine direngli
oldugu belirlenen 50 A. baumanni susu randomize alinarak meropenem ve imipenem
duyarliligr Kirby-Bauer disk difiizyon teknigiyle CLSI Onerileri dikkate alinarak test
edildi. Ayrica bu iki antibiyotik i¢in Gradient strip test (Bioanalyse, Tiirkiye) yontemi
ile MIK degerleri belirlendi. Kalite kontrol susu olarak Onerilen Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853 standart susu kullanildi.

Antibiyotik duyarlilik durumunu belirlemek amaci ile -20°C de saklanan A. baumanii
suslar1 EMB besiyesine ekilerek canlandirma islemi yapildi. Bakterilerin imipenem ve
meropenem duyarliligi Kirby-Bauer disk diflizyon teknigi ile CLSI kriterleri dikkate
alinarak Miiller Hinton agarda yapildi. Buyyon i¢inde 0.5 McFarland standartina gore
bakteri siispansiyonlart hazirlandi ve steril ekiivyonlar ile Mueller Hinton besiyerine
tiim besiyeri yiizeyini kaplayacak sekilde yayildi. 3-5 dk bekledikten sonra ticari olarak
temin edilen meropenem 30ug (Bioanalyse, Tiirkiye) ve imipenem 10pg (Bioanalyse,
Tiirkiye) antibiyogram diskleri, besiyerine 2.5 cm araliklarla yerlestirilerek 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda zon caplar1 Olgilildii. Tablo 3.3’de belirtilen kriterlere gore

duyarhiliklar tespit edildi.

Gradient strip test uygulamasi: Plaklardan alian saf bakteri kolonilerinden bir
stispansiyon hazirlandi. Bu siispansiyon 0.5 McFarland olacak sekilde diliie edildi.
Steril pamuklu ekiivyon c¢ubugu ile Miiller-Hilton agar besiyerine yayma yapildi.
Uzerine imipenem (E-test, Biomerieux, Fransa) ve meropenem gradient stripleri (E-test,
Bioanalyse, Tiirkiye) yerlestirildi. Olusan inhibizasyona gére MIK degerleri belirlendi.
Biitiin izolatlar imipeneme ve meropeneme direngli olarak tespit edildi. MIK degerleri

Tablo 3.1°e gore degerlendirildi.
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Sekil 3.1. Gradient strip test calisma goriintiisii (¢alismamizdan).

Tablo 3. 3. Acinetobacter spp. CLSI 2018 kriterlerine gore antibiyotik zon caplari (22).

Antibiyotik Duyarli Orta Duyarh Direngli
. (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)
Imipenem >22 19-21 <18
Meropenem >18 15-17 <14

3.4. PCR ile OXA-grup Genlerinin Arastirilmasi

3.4.1. A.baumannii DNA izolasyonu
A.baumannii DNA izolasyonu QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak
yapildi. Prosediir asagida anlatildig1 sekilde gergeklestirildi:

1. Bakteri kiiltiirii santrifiij i¢in eppendorf tiibe kondu.
2. Tiip 13.000 rpm de (10.000 g de) 1 dakika santrifiij yapilip supernatant atildu.

3. 200ul GT Buffer (Qiagen, Almanya) peletin iistiine eklenip vortekslendi. 5
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

4. 200 ul GB Buffer tiibe eklenip olusan mix 5-10 saniye vortekslendi.

5. Tipler 70 C derece de 10 dakika inkiibasyona birakild.

6. Sonrasinda 200 ul %96-100 etanol eklenip vortekslendi.

7. Filtreli tiipe aktarilan mix ile 13.000 rpm de (10.000 g de) 30 saniye santrifiij

yapildi.
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8. Filtreli tiip baska temiz olan bir eppendorf tiipiine konularak {izerine 400 ul W1
Buffer (Qiagen, Almanya) eklenip 13.000 rpm de (10.000 g de) 1dk.santrifiij
yapilip, tiip ile birlikte biriken lizat atildi.

9. Temiz bir eppendorfa alinan filtreli tiipiin iistiine 600 ul Wash Buffer (etanol
eklenmis) (Qiagen, Almanya) eklenip 13.000 rpm de 1dk. santrifiij yapildi.

10. Yeni bir eppendorfa konulan filtreli tiip maksimum hizda 3 dakika santrifiij
yapildi.

11. Temiz bir eppendorfa alinan filtreli tiipe 100 ul oda 1sisindaki Elution Buffer
(Qiagen, Almanya) eklenip, 2 dakika bekletildi. Bufferin matrikse hiicum edip
filtrede biriken DNAy1 eppendorfa gecirmesi beklendi. En son olarak da filtreli
tiip ile birlikte 13.000 rpm de 1dk santrifiij yapilarak bunun %100 verimli olmas1

saglanip, DNA izolasyonu tamamlanmis oldu.

3.4.2. Real Time PCR ile OXA-23-grup, OXA-51-grup ve OXA-58-grup

Genlerinin Arastirilmasi

Meropenem ve imipenem’e disk difiizyon ve gradient strip yontemi ile diregli olduklari
belirlenen ve randomize olarak secilen 50 A. baumannii susu’'nda PCR ile OXA tipi
karbapenemaz gruplarinin (OXA-23-grup, OXA-51-grup ve OXA-58-grup) varligi
arastirildi. Dokuz Eyliil Universitesinden temin ettigimiz dort adet kontrol susu
kullanildi. Birinci kontrol susinda OXA-51ve OXA-58, ikinci kontrol susunda OXA-51
ve OXA-24, liciincii kontrol susunda OXA-51 ve OXA-23 gen bolgeleri bulunan pozitif

kontrol suslart ile belirtilen gen bolgeleri saptanmayan negatif kontrol suslar1 kullanildi.

Real Time PCR’da kullanilacak primer ve problart belirlemek iizere Oncelikle A.
baumannii’de gorilen OXA-51, OXA-23, OXA-58 gruplarina ait varyant dizilerin bir
kism1 NCBI database’inden indirildi. ClustalW programi kullanilarak alignment dosyasi
olusturuldu. Bu dosya jalview programu ile agilarak ilgili grup igerisinde degismeyen ve
diger gruplardan farklilik goOsteren bolgeler gozetilerek, Vector NTI programinin
yardimiyla primer ve problar alternatifli olarak belirlendi. Calisma multiplex PCR
olarak optimize edileceginden ilgili primer ve problarin birbirleriyle interaksiyonlar
yine Vector NTI programui ile arastirilarak uygun olan diziler sentezletildi (Primerlerin
Tm dereceleri birbirine yakin tutulmaya problarin Tm derecelerinin ise primerlerden en

az 6-7 derece daha fazla olmasina 6zen gosterildi) Cogalan bdlgelerin birbirinden
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ayriminin OXA 51-FAM, OXA 58-Cy5, OXA 23-HEX boyalarla sentezletilen problar

yardimiyla yapilmasina karar verildi.

Sentezletilen primer ve problarin ¢alismasini kontrol etmek {izere gonderilen 6rnekler
tizerinden OXA-23, OXA-51 ve OXA-58 icin birbirinden bagimsiz fakat reaksiyon
programi ayni olacak sekilde deneyler dizayn edildi. Gelen 6rneklerin hepsi Fluorion
deteksiyon sistemi (lontek, Tiirkiye) ile ayr1 bir sekilde olusturulan ii¢ mix ile denendi

ve beklenen sonuglar elde edildi. Sonrasinda multiplex olarak reaksiyon optimize edildi.

Bunlardan ayr1 olarak OXA-24 i¢in yukarida bahsedilen yontemle tasarlanan primerler
ile yapilan optimize PCR, pozitif kontroller ve diger orneklerle birlikte calisildi. Jel

goriintiileme sistemi ile pozitif bantlar kontrol edildi.
3.4.3. PCR ile OXA-24-grup Geninin Arastirilmasi
3.4.3.1. PCR islemlerinde kullanilan master mix: Probe PCR Mix

HotStarTaq DNA Polimerazi (Qiagen, Almanya): HotStarTaq DNA Polimerazi
Thermus aquaticus’tan izole edilmis, E.coli’ye klonlanmis 94 kDa’luk rekombinant
DNA polimerazin modifiye edilmis bir formudur. Enzim reaksiyon 6ncesi inaktif bir
formdadir. PCR reaksiyonunun basinda 15 dakika 95 °C’de tutularak aktif hale gelmesi
saglandi. Ayrica PCR’1n yiiksek sicaklik ile baslamasiyla hatali baglanan primerlerin ya
da primer-dimerlerin Oniine gecilip ve daha yiiksek PCR spesifitesi ve kantitasyon
hassasiyeti saglandi.

QuantiTect Probe PCR Tamponu (Qiagen, Almanya) : Tris-Cl, KCIl, (NH4)2SO4, 8 mM
MgCl igerir, 20 °C’de pH 8.7 dir.

dNTP Karisimi (Qiagen, Almanya): Ultrasaf dATP, dGTP, dCTP ve dTTP/dUTP igerir.

3.4.3.2. PCR islemleri

OXA-24 bolgesine 6zgli pirmerler tasarlanarak PCR’da kullanilmak tizere sentezletildi.
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3.4.3.3. Termal Protokol

[k denatiirasyon 95°C  15:00 dk.

Denatiirasyon 95°C  00:40 sn.

Primer baglanma ve sentez  52°C  00:60 sn. 45 dongii

72°C 05:00 dk

Sonsuz Inkiibasyon 4°C %

3.4.3.4 PCR Sonrasi Agaroz Jel Hazirlama, Yiiriitme ve Goriintiileme

3.4.3.4.1. Agaroz Jel Hazirlama

1. Hazirlanacak jel konsantrasyonuna gore tartilmasi gereken miktardaki agaroz
tartilarak 0.5 X TEB soliisyonuna eklendi. (%2 agaroz jeli i¢in; 2 gr. agaroz 100
ml. 0.5 X TEB soliisyonuna eklendi.)

2. Manyetik karistiric1 yardimiyla 100-150 °C sicaklikta karigtirildi.

3. Partikiiller eriyip soliisyon homojen bir hale gelince, 1siticidan indirildi.

4. EIl yakmayacak sicakliga gelinceye (yaklasik 5-10 dk.) dek bekletildi. (Bekleme
stirasinda c¢okeltilerin olusmamasi i¢in birkag kez sallanarak karistirildi.)

5. Taraklar ve tabak temizlendi, jel dokme apparat1 hazirlandu.

6. Hava kabarcig1 olusturmamaya dikkat edilerek jel karigimi sabit hizda, ara
vermeksizin, apparatin i¢ine dokiildii. Jel miktar1 tabagin kenarindaki ¢izgiye
dek (yaklagik 30 ml.) geldi. Hava kabarcigi olustugunds mikropipet ucuyla
patlatildi.

7. Apparat kipirdatilmadan 10 dk. boyunca jelin tamamen donmasi beklendi.

8. Taraklar ¢ikarilir, jel, tabagiyla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi.

9. Jelin kurumamasi i¢in iizerini kaplayacak kadar 0.5 X TEB konuldu.

3.4.3.4.2. Agaroz Jel Yiiriitme ve Goriintiilleme

1. Parafilmin tizerine 1.5 pl loading buffer (GeneRuler Fermentas, ABD) konuldu.
2. Uzerine 3 pl PCR iiriinii ya da 1.5 pl marker (GeneRuler Fermentas, ABD)

konuldu.
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3. Orneklerin ve marker’mn iizerine 1.5 pl SYBRgreen I (ThermoFisher, ABD)
eklendi.
4. Mikropipet toplam hacme ayarlandi.
5. Ornekler mikropipetle bir iki defa karistirildiktan sonra alip jele yiiklendi.
6. Voltaj 170 volta ayarlandi, 6rnekler kisaysa (<200 bp)15 dakika, uzunsa (>200
bp) 20 dakika yiiriitiildii.
GelDoc cihaz1 (GelDoc 2000 BioRad, ABD) ve Quantity One programi ile UV 151k

altinda goriintiilendi.
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Kontrol Kontrol Kontrol 1 Marker 7
1 2 3

Sekil 3. 2. OXA-24 PCR Jel goriintiisii (Caligmamizdan). Pozitif ¢ikan drnekler: 1, 2, 4,

11, 14, 15, 16.

Kontrol 17 13 £ 3 p ! 2 3 E 32 33 Negatif

Sekil 3. 3. OXA-24 PCR Jel goriintiisii (Devami). Pozitif ¢ikan o6rnekler: 26, 28, 29,
30,31, 32.

Kontrol 34 3 3 37 33 3 a1 41 Marker 42 43 44 45 46 47 48 49 50 Negatif
3

Sekil 3. 4. OXA-24 PCR Jel goriintiisii (Devami). Pozitif ¢ikan 6rnekler: 35, 36, 39.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 157 A. baumanni susunun izole edildigi 6rneklerin 64’1 (%40.8)
kadin, 93’0 (%59.2) erkek hasta Orneklerinden olugmaktadir. Bu hastalarin yas
ortalamas1 53.17 olarak bulunurken yas araligi 1 ile 91 arasinda bulunmaktadir.
Gonderilen numunelerden lireyen izolatlarin 65’1 (%41.4) trakeal aspirat kiiltiirii, 35’1
(%22.3) yara kiiltiirii, 30’u (%19.1) kan kiiltiirii, 17’si (%10.8) balgam Kkiiltiirii, 5’1
(%3.2) idrar kiiltiirii, 3’1 (%1.9) BOS kiiltiirii ve 2’°si (%1.3) katater Kkiiltiirlerinden elde

edildi. izolatlarin &rnek tiirii dagilimlar1 Tablo 4.1°de gosterildi.

Tablo 4. 1. Ornek Tiirii Dagilimu.

Ornek Tiirii n %
Trakeal aspirat 65 % 41.4
Yara 35 % 22.3
Kan 30 % 19.1
Balgam 17 % 10.8
Idrar 5 % 3.2
BOS 3 % 1.9
Katater 2 % 1.3
Toplam 157 % 100

Izolatlarn elde edildigi hastalarin 121’1 (%77.2) yogun bakim hastalar1, 36’s1 (%32.8)
servis hastalarindan olugmakta idi. Hastalarin yatmakta olduklar: servislerin dagilimina
gore, Genel YB dan 102 (%65.1), Yara bakim servisinden 15 (%6.4), Gogiis hastaliklari
servisinden 10 (%6.4), Miicahitler Ek Bina YB dan 7 (%4.5), Dahiliye YB dan 6
(%3.8), KVC Yogun Bakim’dan 4 (%?2.5), Ortopedi ve Travmatoloji servisinden 4
(%2.5), Enfeksiyon Hastaliklar1 servisinden 3 (%1.3), Noroloji YB dan 2 (%1.3),
Yanik, Nefroloji, Beyin Cerrahi, Onkoloji ve Romatoloji servislerinden 1’er (%0.6)
hasta orneginde A. baumannii susu izole edildi. Izolatlarin elde edildigi birimlerin

dagilimi Tablo 4.2°de gosterildi.
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Tablo 4. 2. Orneklerin izole edildigi birimler ve dagilim oranlar1.

Gonderen Birim Sus sayisi %

Genel YB 102 % 65.1
Yara Bakim Servisi 15 % 9.6
Gogiis Hastaliklar1 Servisi 10 % 6.4
Miicahitler Ek Bina YB 7 % 4.5
Dahiliye YB 6 % 3.8
Ortopedi ve Travmatoloji Servisi 4 %25
KVC YB 4 % 2.5
Noroloji YB 2 % 1.3
Enfeksiyon Hastaliklar1 Servisi 2 % 1.3
Yanik Servisi 1 % 0.6
Nefroloji Servisi 1 % 0.6
Beyin Cerrahi Servisi 1 % 0.6
Onkoloji Servisi 1 % 0.6
Romatoloji Servisi 1 % 0.6
Toplam 157 %100

A. baumannii izolatlarinin otomatize sistemle yapilan antibiyotik duyarlilik testinde
amikasin’e 113 (%72) sus diren¢li 2 (%1.3) sus orta duyarli 42 (%26.8) sus duyarh
bulundu. Sefepim’e 148 (%94.3) sus direngli 9 (%5.7) sus duyarli bulundu.
Seftazidim’e 148 (%94.3) sus direngli, 9 (%5.7) sus duyarli bulundu. Seftriakson’a 155
(%98.7) sus direngli 2 (%1.3) sus direngli bulundu. Siprofloksasin’e 145 (%92.4) sus
direncgli 12 (%7.6) sus duyarli bulundu. Gentamisin’e 139 (%88.5) sus direncli 18
(%]11.5) sus duyarli bulundu. Kolistin’e 5 (9%3.2) sus direngli 152 (%96.8) sus duyarl
bulundu. Imipenem’e 145 (%92.4) sus direncli 12 (%7.6) sus duyarli bulundu.
Meropenem’e 142 (%90.4) sus direncli 14 (%8.9) sus duyarl 1 (%0.7) sus orta duyarh
bulundu. Netilmisin’e 153 (%97.5) sus direngli 4 (%2.5) sus duyarli bulundu.
Piperasilin’e 149 (%94.9) sus direngli 8 (%5.1) sus duyarli bulundu. Piperasilin
tazobaktam’a 149 (%94.9) sus direncli 8 (%5.1) sus duyarli bulundu. Tigesiklin’e 89
(%56.1) sus direngli 68 (%43.9) sus duyarli bulundu. Timethoprim sulfametazol’e 126
(%80.3) sus direngli 31 (%19.1) sus duyarli bulunup Tablo 4.3’de gosterildi.
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Tablo 4. 3. A. baumannii 1zolatlarinin otomatize sistemle yapilan antibiyotik duyarlilik

durumlari.
Antibiyotik Direncli Orta duyarh Duyarh
n(%) n (%) n(%)

AK 113 (%72) 2 (%1.3) 42 (%26.8)
FEP 148 (%94.3) 0 9 (%5.7)
CAZ 148 (%94.3) 0 9 (%5.7)
CRO 155 (%98.7) 0 2 (%1.3)
Cip 145 (%92.4) 0 12 (%7.6)
CN 139 (%88.5) 0 18 (%11.5)
CT 5(%3.2) 0 152 (%96.8)
iPM 145 (%92.4) 0 12 (%7.6)
MEM 142 (%90.4) 1 (%0.6) 14 (%8.9)
NET 153 (%97.5) 0 4 (%2.5)
PiP 149 (%94.9) 0 8 (%5.1)
TZP 149 (%94.9) 0 8 (%5.1)
TGC 89 (%56.1) 0 68 (%43.9)
SXT 126 (%80.3) 0 31 (%19.7)

AK: Amikasin, FEP: Sefepim, CAZ: Seftazidim, CRO: Seftriakson, CiP: Siprofloksasin, CN:
Gentamisin, CT: Kolistin, IPM: Imipenem, MEM: Meropenem, NET: Netilmisin, PIP:
Piperasilin, TZP:Piperasilin tazobaktam, TGC: Tigesiklin, SXT: Trimetoprim-Sulfametoksazol.

Genotiplendirilmesi yapilan imipenem ve meropenem’e %100 direngli 50 A. baumanii
izolatinin duyarlilik paternlerinde amikasin’e 37 (%74) sus direngli 1 (%2) sus orta
duyarli 12 (%24) sus duyarli bulundu. Sefepim’e 50 (%100) sus, seftazidim’e 50
(%100) sus, seftriakson’a 50 (%100) sus, siprofloksasin’e 50 (%100) sus direncli
bulundu. Gentamisin’e 47 (%94) sus direngli 3 (%6) sus duyarl bulundu. Kolistin’e 3
(%6) sus direncli 47 (%94) sus duyarli bulundu. Netilmisin’e 48 (%96) sus direncli 2
(%4) sus duyarli bulundu. Piperasilin’e 50 (%100) sus, Piperasilin tazobaktam’a 50
(%100) sus direngli bulundu. Tigesiklin’e 32 (%64) sus direngli 18 (%36) sus duyarh
bulundu. Timethoprim sulfametazol’e 44 (%88) sus direngli 6 (%]12) sus duyarl
bulunup Tablo 4.4°de gosterildi.
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Tablo 4. 4. Genotiplendirilen izolatlarin antibiyotik duyarlilik durumlari.

Antibiyotik Direncli Orta duyarh Duyarh
n (%) n (%) n (%)
AK 37 (%74) 1 (%2) 12 (%24)
FEP 50 (%100) 0 0
CAZ 50 (%100) 0 0
CRO 50 (%100) 0 0
Cip 50 (%100) 0 0
CN 47 (%94) 0 3 (%6)
CT 3 (%6) 0 47 (%94)
iPM 50 (%100) 0 0)
MEM 50 (%100) 0 0
NET 48 (%96) 0 2 (%4)
PiP 50 (%100) 0 8 (%5.1)
TZP 50 (%100) 0 8 (%5.1)
TGC 32 (%64) 0 18 (%36)
SXT 44 (%88) 0 6 (%12)

AK: Amikasin, FEP: Sefepim, CAZ: Seftazidim, CRO: Seftriakson, CiP: Siprofloksasin, CN:
Gentamisin, CT: Kolistin, IPM: Imipenem, MEM: Meropenem, NET: Netilmisin, PiP:
Piperasilin, TZP:Piperasilin tazobaktam, TGC: Tigesiklin, SXT: Trimetoprim-Sulfametoksazol.

BD Phoenix™ Otomatize sistemi, disk diflizyon ve gradient strip test yontemi ile
karbapenem direnci saptanan ve randomize olarak secilen 50 A. baumannii izolatinda
Real-Time PCR ile A. baumannii’ye spesifik yapisal bir gen grubu olan blaoxa-s: ile
literatiirde karbapenem direncinden sorumlu oldugu belirtilen blaoxa-23, blaoxa-ss ve

optimize PCR ile blaoxa-24 gen gruplarinin varlig: arastirildi.

A. baumannii’ye ait yapisal bir gen grubu olan blaoxa-s1 gen grubu ile blaoxa-23 gen
grubu izolatlarin 50’sinde  (%100) saptandi. izolatlarin higbirinde blaoxass gen
grubuna rastlanilmazken, 16’sinda (%32) blaoxa24 gen grubu pozitifligi saptandi.

Izolatlarin PCR ile saptanan blaoxa gen dagilimi Tablo 4.5°de gosterildi.
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Tablo 4. 5. A. baumannii izolatlarinda saptanan blaoxa gen dagilimi

Izolat No

blaoxa-23

blaoxa-si

blaoxa-ss

blaoxa-24

1

+

+

XA | N[

O

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21
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Genel YB’da 10 izolatta blaoxa-24 geni saptanirken, KVC YB, Yara bakim servisi,

Dahiliye YB, Noroloji YB, Enfeksiyon ve Gogiis Hastaliklart servisinden de 1’er

izolatta blaoxa-24 geni saptandi. Diger kliniklerde blaoxa-24 geni saptanmadi. OXA beta-

laktamaz genlerinin kliniklere gére dagilimi Tablo 4.6°da gosterildi.

Tablo 4. 5. A. baumanni izolatlarinda saptanan OXA beta-laktamaz genlerinin

kliniklere gore dagilimi.

Gonderen Birim blaoxa-23 blaoxa-s1 blaoxa-ss blaoxa-24
n (%) n( %) n (%) n (%)
Genel YB 34 (%68) 34 (%68) 0 10 (%67.5)
Yara Bakim Servisi 3 (%6) 3 (%6) 0 1 (%6.25)
Goglis Hastaliklar1 Servisi 3 (%6) 3 (%6) 0 1 (%6.25)
Dahiliye YB 3 (%6) 3 (%6) 0 1 (%6.25)
KVC YB 2 (%4) 2 (%4) 0 1 (%6.25)
Noroloji YB 1 (%2) 1 (%2) 0 1 (%6.25)
Enfeksiyon Hastaliklar1 Servisi 1 (%2) 1 (%2) 0 1 (%6.25)
Yanik Servisi 1 (%2) 1 (%2) 0 0
Nefroloji Servisi 1 (%2) 1 (%2) 0 0
Beyin Cerrahi Servisi 1 (%2) 1 (%2) 0 0
Toplam 50 (%100) | 50 (%100) 0 16 (%100)

Tablo 4. 6. A. baumanni izolatlarinda saptanan OXA beta-laktamaz genlerinin 6rnek

tiirline gore dagilima.

Gonderen Birim blaoxa-23 blaoxa-s1 blaoxa-ss blaoxa-24

n (%) n( %) n (%) n (%)
Trakeal aspirat kiiltiirii 50 (%100) 50 (%100) 0 7 (%43.75)
Kan Kiiltiirii 10 (%20) 10 (%20) 0 5 (%31.25)
Yara Kiiltiirii 3 (%6) 3 (%6) 0 3 (%18.75)
Balgam Kiiltiirii 3 (%6) 3 (%6) 0 0
BOS Kiiltiirii 3 (%6) 3 (%6) 0 1 (%6.25)
Katater kiiltiirii 2 (%4) 2 (%4) 0 0
Idrar Kiiltiirii 1 (%2) 1 (%2) 0 0
Toplam 50 (%100) | 50 (%100) 0 16 (%100)
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5. TARTISMA

Hastaneye kabul zamaninda inkiibasyon doneminde olmayan ve yatistan 48-72 saat
sonra, taburcu olduktan 10 giin sonra ya da ameliyat olduktan 30-90 giin sonra ortaya
cikan enfeksiyonlar hastane enfeksiyonlar1 olarak adlandirilir (102). Hastanelerde tiim
sterilizasyon ve dezenfeksiyon uygulamalarina ragmen, bu enfeksiyonlar halen ciddi
saglik sorunlar1 olarak giindemdeki yerini korumaktadir. Hastanede tedavi siiresinin
uzamasi maliyetin artmasina, ayni zamanda primer hastaligin prognozunun kotiilesmesi
ile hastalik ve Oliim oranlarinin artmasimna sebep olmaktadirlar. Yogun bakim
iinitelerinde (YBU) takip edilen hastalar uzun siire hastanede yatarak tedavi almakta,
profilaktik genis spektrumlu antibiyotik almakta ve girisimsel islemlere daha ¢ok maruz
kalmaktadir. Bundan dolayidir ki, YBU’de yatan hastalarda daha yiiksek oranda ve daha
direncli suslar tespit edilmektedir (103, 104). Hastanede yatarak tedavi almakta olan
hastalarin %5-10’unda HE saptanmaktadir. YBU’de ise bu oran %20-25’lere kadar
¢ikabilmektedir. Erken doganlar, yaslilar, immiinsuprese hastalar, travma sonrasi takip
edilenler, kanserli hastalar, beslenme bozuklugu olanlar ve genis ylizey alanin1 etkileyen
yaniklara sahip olan hastalar HE’lere daha fazla maruz kalmaktadir. (105, 106, 107).

A.baumannii ventilator iliskili pnomoni, bakteriyemi, yara ve Tlriner sistem
enfeksiyonlar1 basta olmak Tlizere cesitli enfeksiyonlara neden olmakta ve siklikla
solunum yolu ornekleri, kan kiiltiirleri ve yara orneklerinden izole edilmektedir (108,
109). Villers ve ark. (110) Acinetobacter izolatlarinin en sik solunum sistemi
enfeksiyonlari, iiriner sistem enfeksiyonlari, kan dolasimi enfeksiyonlari, yara yeri ve

merkezi sinir sistemi enfeksiyonuna neden oldugunu bildirmislerdir.

Bizim calismamizda A. baumannii suslar1 en sik TAK 65 (% 41.1), yara kiiltiirii 35 (%
22.3), kan kiiltiirii 30 (% 19.1), balgam kiiltiirii 17 (% 10.8) ve bunlar takiben idrar
kiiltiri 5 (% 3.2), BOS kiltiirii 3 (% 1.9) ve katater kiiltiiriinden 2 (% 1.3) izole
edilmistir. Aral ve ark. (111) Acinetobacter izolatlarinin %30’unu balgam kiiltiirii,
%29’unu yara Kiiltiiriive %25’ini kan kiiltiiriinde; Ozdem ve ark. (112) 2007-2010
yillarinda 465 Acinetobacter izolatinin %39.5°ni trakeal aspirat kiiltiiriinde, %19.8’ini
yara kiiltiirlinde ve %15.3’linii de kan Kkiiltiiriinden izole etmislerdir. Yine Giilhan ve
ark. (113) 71 Acinetobacter susunu en sik yara kiiltiiri ve kan kiiltiiriinden izole

etmislerdir. Tiirkiye, Kayseri ilinde yapilan bir ¢aligmada 161 klinik 6rnekden izole
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edilen A. baumannii suslarinin en ¢ok kan ve trakeal aspirat drneklerinde tespit edildigi
bildirilmigtir (114). Salih ve ark. (115) ¢esitli illerde yaptiklar1 ¢aligmalarda en fazla
susu %42.5 ile trakeal aspirat kiiltiirtinden elde etmisler, yara kiiltiirtinden %20, idrar
kiiltiirtinden %17.5, kan kiiltiirlinden %12.5 oraninda sus elde etmislerdir. Bizim
calismamiz genel olarak yapilan bu c¢alismalarla suslarin elde edildigi birimler

bakimindan uyumlu oldugu goriilmektedir.

Acinetobacter suglarinin birimlere gore dagilimi dikkate alindiginda, Mansur ve ark.
(116) %34’iiniin Yogun Bakim Unitelerinden, Ozdemir ve ark. (117) %58.9’unun
Yogun Bakim Unitelerinden, %30.3’iiniin servislerden ve %10.5’inin polikliniklerden
gonderildigini tespit edilmistir. Degisik calismalarda da Acinetobacter izolatlarinin en
fazla yogun bakim iinitelerinden izole edildigi rapor edilmistir (108, 112, 118, 119). Bu
calismada da %74.6 YBU lerinden %26.4 oraninda servislerden A.baumannii izole edil-

mistir.

A.baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde en Onemli sorun c¢ogul ilag direngli
izolatlarin oranlarindaki artisla beraberinde tedavide kullanilacak antibiyotik
seceneklerinin azalmasidir. Antibiyotiklere direnc¢ profilleri her birimde degisiklikler
gosterse de ¢ogul direngli kokenlerin benzerlik oranlarinin yiiksek olmasi kaygi veri-
cidir. Son yillarda tiim antibiyotiklere direngli kokenlerle iliskili enfeksiyonlar da
bildirilmektedir (120). Florokinolonlar iilkemizde kullanilmaya basladiktan sonra fazla
miktarda tiketilmistir. Yapilan degisik calismalarda A.baumannii izolatlarmin bu
antibiyotiklere %32.5-100 oraninda direng¢ gelistirdigi bildirilmektedir (116, 121, 122,
123). Calismamizda siprofloksasine %92.4 oraninda elde edilen diren¢ oranlar
florokinolonlarin A.baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmasinin fayda

vermeyecegini gostermektedir.

Ulkemizde yapilan bazi calismalarda izole edilen A.baumannii tiirlerinin %91-100
oraninda genis spekturumlu sefalosporinlere direngli olarak bulunmustur (111, 116,
123). Calismamizda, sefepime %94.3 oraninda belirlenen direng ililkemizdeki diger
calismalarla bakildiginda sonuclarin oOrtiistiigiinii gostermektedir. Aminoglikozitler

Acinetobacter enfeksiyonlarinin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir.
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Calismamizda sirasiyla %72-88.5 diren¢ saptanmasina ragmen amikasin, kolistin ve
tigesiklin’den sonra en etkili antibiyotiklerdir. Ulusal diger ¢alismalarda (91, 108, 109,
114, 124, 125) da amikasin direnci %12-83, gentamisin direnci %?23-98 arasinda
saptanmustir. Altunok ve ark. (126) Acinetobacter izolatlarinda amikasin direncinin
yillar iginde azalma egiliminde oldugunu, gentamisin direncinin arttigini tespit

etmislerdir.

Karbapenemler Acinetobacter enfeksiyonlarinin tedavisinden tercih edilen ila¢ olmasina
karsin karbapenem direncinin ortaya ¢ikmasi ile etkinlikleri tehlikeye diismiistiir (127).

Karbapenem direnci, beta-laktamaz enzimleri ile hidroliz, digs membran proteinleri ve
penisilin baglayan proteinlerdeki degisiklikler ve efliikks pompasimnin artmis aktivitesi
gibi mekanizmalarin cesitli kombinasyonlari ile ortaya ¢ikmaktadir (128). Ulkemizde
2004-2006 yillarinda yapilan calismalarda A.baumannii suslarinda %?2-23 arasinda
imipeneme direng oranlart bildirilmis, arastirmacilar Acinetobacter suslarina
karbapenemlerin etkinliginin diger antibiyotiklerden yiiksek oldugunu belirtmislerdir
(129, 130). Ancak son yillarda iilkemizde yapilan ¢alismalarda A.baumannii suslarinda
karbapenem direncinin arttig1 bildirilmektedir. Akan ve ark. (131) 2008 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada, A.baumannii izolatlarinda imipeneme %59 oraninda direng tespit
etmislerdir. Hacettepe Universitesi'nde cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 124

Acinetobacter susunda imipeneme %65.3 oraninda direng tespit edilmistir (132).

Ankara’da yapilan baska bir ¢alismada 2007 yilinda yaklasik %32 olan karbapenem
direnci 2010 yilinda % 70- 80’e ¢ikmustir (112). Izmir’de yapilan bir ¢calismada yogun
bakim hastalarindan izole edilen A. baumannii izolatlarinda bu oran %86 olarak tespit
edilmistir (133). 2013 ve 2014 yillarinda yapilan ¢alismalarda karbapenem direncinin
%90’1n tiistline ¢iktig1r goriilmiistiir (109, 126). Konya’da ge¢mis yillarda yapilan birkag
calismada %70-75 oranlarinda karbapenem direnci bildirilmistir (108, 117, 134). Baris
ve ark. (135) Istanbulda yapilan bir ¢calismada karbapenemlere %96.3 oraninda direng
tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamizda imipenem direnci %92.4 orninda ¢ikmistir ve
son yillarda karbapenemlere gelisen direng oranindaki artis diger caligmalarla birlikte
uyum gostermektedir. Son yillarda karbapeneme olan direncin artisi, Yogun bakim
initelerinden fazla miktarda elde edilen A.baumannii suslarmin klonal olarak
birbirleriyle ilgili izolatlar olmas1 sebebiyle karbapenem grubundaki antibiyotiklerin

ampirik tedavide siklikla kullandirilmasi ile agiklanabilir.
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Acinetobacter suglarinin, antipsddomonal penisilinler, karbapenemler, aminoglikozitler,
sefalosporinler ve kinolonlar olmak iizere en az {i¢ ve daha fazla ayr1 gruptaki
antibiyotiklere diren¢ gostermesine c¢ogul ila¢ direnci denir. Coklu antibiyotiklere
direngli Acinetobacter suslarinda kolistin veya tigesiklinin tedavi se¢eneginde yalniz
kaldiklar1 goriilmektedir. Bunun yaninda Avrupa’da yapilan siirveyans c¢alismalarinda
karbapenem grubundaki antibiyotiklere karsi direncin atrmasiyla birlikte ortalama

olarak %3 oraninda kolistin direnci de tespit edilmistir (79).

Coklu ilag¢ direncli Acinetobacter sayisindaki artig tedavi alternatiflerini kisitlamis
nefrotoksisitesi ve sefalosporinlerin kullanima dahil olmasiyla birlikte kullanimdan
kaldirilmis olan kolistin tekrar calismalara dahil edilmis ve duyarlilik oran1 %98’in
izerinde tespit edilmistir (120). Haddad ve ark. (119) kolistine olan duyarliligini %100
olarak saptamiglardir. Mansur ve ark. (116) kolistin duyarliligint % 91 olarak tespit
etmisler. Ozgur Akin ve ark. (136) degisik ii¢ yontemle kolistin ve tigesiklin
duyarliligin1 arastirdiklar1 ¢alismada kolistine karst %100 duyarhilik, tigesikline ise
%94.7-82.1 oraninda duyarliliklarin1 kayit altina almiglardir. Bizim yaptigimiz
calismada %96.8 duyarlilikla kolistin in vitro en etkili antimikrobiyal ajan olarak tespit
edilmis ve %43.9 duyarliliginda tigesiklinin de direncli Acinetobacter enfeksiyonlarinda

alternatif antibiyotik olarak diisliniilmiistiir.

Calismamizda ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen A. baumannii suslarinda
antibiyotiklerin coguna yiiksek direng oranlar1 saptanmistir. En etkili antibiyotik kolistin
olarak belirlenmistir. Coklu ilaca direngli A.baumannii suslarinin sayist zaman
icerisinde artmakta ve yeni tedavi segeneklerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Antibiyotik direnci bolgesel ve ulusal farkliliklar gosterdigi icin bolgesel verilerin
belirlenmesine yonelik epidemiyolojik calismalar ampirik tedavide klinisyene yol
gostermesi agisindan yararlidir. Artan direng profillerini engellemek ve direngli suslarin
yayllmasii engellemek i¢in enfeksiyon kontrol oOnlemleri ve akilci antibiyotik

kullanim1 politikalarina uyulmalidir.

Karbapenem direncli A.baumannii’de direngten sorumlu en Onemli mekanizma
karbapenem hidrolize eden beta laktamazlardir (124). A.baumannii’de dogal
oksasilinazlar olan blaoxa-s1 benzeri beta-laktamazlar1 kodlayan genler bugiine kadar

calisilan tiim A.baumannii izolatlarinda kromozomal yerlesimlidir. Calismamizda A.
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baumannii’ye 6zgli blaoxa-s1 geni tiim izolatlarda tespit edilmis, bu da izolatlarin

molekiiler dogrulamasi niteligindedir.

Kore’de, Yang ve ark.’nin (138) aragtirmalarinda 49 A.baumannii suslarinin tamaminda
OXA-51 ve OXA-23 tipi karbapenemaz tespit etmislerdir. Ingiltere’de Turton ve ark.
(93) PCR yontemi ile yaptiklari aragtirma sonucunda A.baumannii suglarinda OXA-51,
OXA-23 ve Class 1-integraz kodlayan genlerin varligina bakilmis ve suslarin biitiiniinde
OXA-51 kodlayan gen tespit edilmis. Elde edilen sonuglar bizim yaptigimiz ¢alisma ile
uyumlu oldugu goriilmektedir. Pournaras ve ark. (137) Yunanistan’da yaptiklari bir
arastirmada, karbapenem direngli 17 A.baumannii susunun 15’inde OXA-51 ve 14’iinde

ise OXA-58 kodlayan gen bulmuslardir.

Acinetobacter tiirlerinde  kazanilmis karbapenemi hidrolize eden oksasilinazlar
arasinda blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-as ve blaoxa-ss tipi  enzimler diinyanin farkli
bolgelerinde degisen oranlarda saptanmaktadir. Cin'de yapilan calismalarda Zhao ve
ark. (125) %91.7 blaoxa-s1, %83.3 blaoxa23, %0.8 blaoxa-ss; Hou ve ark. (139)
%48.4 blaoxa-s1, %46.3 blaoxa-23, %5.3 blaoxa-ss; Ma ve ark. (140) %100 blaoxa-si,
%46 blaoxa-ss, %2.2 blaoxa-23, %0 blaoxa-24; Suudi Arabistan'da Al-Sultan ve ark.
(141) %58 blaoxa-23, %13 blaoxa-a0, %0 blaoxa-ss; Iran'da Mohajeri ve ark. (142)
%77.9 blaoxa-23, %19.2 blaoxa-24 pozitifligi bildirmislerdir.

Ulkemizde yapilan calismalara baktifimizda, Giir ve ark.’nin (143) 2008 yilinda
yaptiklart Istanbul ve Ankara’da izole edilen 321 A.baumannii susu ile yapilan
aragtirmada, 2006 yilinda elde edilen 75 izolatin 44 (%58.6) tinde karbapenem direnci
gbzlemlenmis, bu izolatlarin 26 (%59.1) sinin OXA-23, 18 (%40.9)’inin OXA-58
kodlayan gen tasidiklar tespit edilmistir. Ankara’da izole edilen 18 susun 17’sinde
OXA-23 tamaminda OXA-58, Istanbul’da izole edilen 26 susun biri hari¢ hepsinde
OXA-23 ve bir tanesinde de OXA-58 tipi gen tasidiklar tespit edilmistir (144). Yine
tilkemizde 9%0-23 arasinda blaoxa-ss, %31-78 arasinda blaoxa-23 ve  diisiik
oranlarda blaoxa-24 geninin varhigi rapor edilmistir (145). Ulkemizde yapilan farkli
calismalarda (143-146) oldugu gibi, bizim g¢alismamizda da tiim izolatlarda blaoxa-
s1 geni tespit edilmistir. Bunun yani sira, Keskin ve ark. (146) calismalarinda
%91.5 blaoxa-23, %7 blaoxa-ss ve %2 blaoxa-24; Keyik ve ark. (144) %46.7 blaoxa-23 ve
%53.3 blaoxa-ss; Ertirk ve ark. (145) %94.5 blaoxa-23; Cicek ve ark. (98)ise
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%78 blaoxa-23 gen varligi bildirmislerdir. Calismamizda blaoxa-23 gen pozitiflik orant
%100  olarak  belirlenmistir.  Tiim  bu  sonuglar, blaoxa-si ve blaoxa-23 gen
bolgelerinin, A.baumannii izolatlariin imipenem direncinde baskin mekanizmayi
olusturdugunu vurgulamaktadir. Ayrica bu ¢alismamizda blaoxa-24 gen bolgesi %32°lik
bir oranla pozitiflik gostermistir. Diger calismalara bakildiginda bunun yiiksek bir oran
oldugu goriilmektedir. Bununla berabar blaoxass gen bolgesi hicbir drnekde tespit
edilememistir. Cift¢ci ve ark.’nin (75) yiirittiigii cok merkezli calismada izolatlarin
tamaminin blaoxa-s1 genini; karbapenem direncli izolatlarin %74.4’tiniin  blaoxa-23,
%17.3’liniin de blaoxa-sg genini tasidigr saptanmis. Calismalarinda blaoxa-sg geninin
azaldig1, blaoxa-23 geni ile birlikte karbapenem direncinin arttigr gozlenmis. 2008 yili
izolatlartyla karsilastirildiginda 2011 yili izolatlarinda blaoxa-23 geni 3 kat yiiksek

oranda gdzlenmistir (75).

Karbapenemlere direng¢li A. baumannii izolatlarinda molekiiler tiplendirme ve
karbapenemazlarin arastirilmasi konulu tez ¢alismasinda Ozbey (4); multipleks PCR ile
oksasilinaz enzim genlerinden blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, ve blaoxa-ss gen bolgeleri
ile metallobetalaktamaz enzimlerinden IMP, VIM, SIM ve SPM enzim genlerini
arastirmis. Tiim izolatlarda blaoxa-23 ve blaoxa-s1 pozitifligi saptanan ¢alismada blaoxa-
24, blaoxass, IMP, VIM, SIM ve SPM enzimleri negatif olarak bulundugu icin
karbapenemaz direncinin; blaoxa-s1 tip dogal oksasilinazin asir1 liretimi sonucu ve

blaoxa-23 enzim geninden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (4).
Ayrica, A.baumannii izolatlarinda blaoxa gen ¢esitlerinin cografi bolgeler arasinda

degisiklik gostermesiyle birlikte, ayni cografi bolgede de zaman icerisinde gen

degisikliklerinin gozlendigi bildirilmistir (143).
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6. SONUC

A.baumannii hastane enfeksiyonlarina sebep olan ve firsatgt bir patojen olarak
antibiyotiklere kars1 yliksek oranda direng gelistirebilmektedir. Karbapenemler
Acinetobacter  enfeksiyonlarinin  tedavisinde tercih edilen antibiyotiklerdir.
Calismamizda imipenem’e %92.4 meropenem’e %90.4 oraninda direng saptanmis olup

bu durum patojenin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirmaktadir.

Acinetobacter spp.’nde yillar i¢inde artan antibiyotik direnci antibiyotiklerin uygunsuz
ve yaygin olarak kullanimina bagli olup elimizdeki antibiyotik seceneklerini giderek
daraltmaktadir. Calismamizda kolistin’e %3,2 oraninda diren¢ saptanmis olup en etkili
antibiyotigin kolistin oldugu diisliniilmektedir. Daha sonra en fazla duyarlilik %43
oraninda tigesiklin ve %26 oraninda amikasinde oldugu goriilmektedir. Bu
antibiyotiklerin, ile kolistin direnci olan hastalarda ve kolistin kullanilacak olan
hastalarda kolistin heterodirencinin dirence doniigmesini 6nlemek i¢in kullanilabilecegi
diistiniilmiistiir. Bu kadar kisitli antibiyotikler iginde Acinetobacrer enfeksiyonlarinda
yeni tedevi secgeneklerine ihtiyag oldugu diisiiniilmektedir. Son zamanlarda A.
baumannii izolatlarinin neden oldugu enfeksiyonlarda molekiiler tedavi tizerinde
durulmaktadir. Ornegin; bakterisidal gen transfer terapisi, “cathelicidin”ler, radyo-
immuno terapi, ve nano-partikiil teknolojisi. Bunun yaninda efluks pompasi inhibitorleri
ve Fabl ve FabK inhibitorleri gibi enzim inhibitorlerinin gelistirilmesi ile genis
spektrumlu antibakteriyel etki gosteren yaklasgimlar bulunmakta ve bakteriyel
infeksiyonlarin tedavisinde bakteriyofajlarin etkinligi uzun yillardir arastirilmaktadir.

Ancak bu tedavi secenekleri sadece deneysel asamada bulunmaktadir.

A.baumannii enfeksiyonlaria yogun bakim iinitelerinde daha ¢ok rastlanmis ve hastalar

arasinda ¢apraz gecis oldugu diistiniilmektedir.

Karbapenem direncine sebep olan oksasilinaz enzimlerini aragtirmak i¢in yapilan Real-
Time PCR sonuglarina gore biitiin suglarda kromozomal kaynakli OXA-23 ve OXA-51
enzim geni pozitif bulunmus hicbir izolatta OXA-58 enzim geni bulunamamaistir.
Optimize PCR yontemi ile calisilan OXA-24 enzim geni %32 oraninda diger benzer

caligmalara gore yliksek bulunmustur.
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Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarinin 6nlenmesi i¢in enfeksiyon kontrol onlemleri
gelistirmeli ve bunlar1 dogru bigimde uygulamak gerekmektedir. Antibiyotik duyarlilik
paternlerini izlemek ve molekiiler epidemiyolojik calismalarin yapilmasi, bakterinin

kaynaginda tespit edilerek yayillmasinin dnlenmesi gerektigini diistinmekteyiz.
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