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OZET

Doktora Tezi

KLINIK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN ACINETOBACTER BAUMANNII'DE
BIYOFILM OLUSUMUNUN GENOTIP VE FENOTIP KORELASYONU
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Secil AKILLI SIMSEK
Es Danmisman: Prof. Dr. Nawfal H. ALDUJAILI

Acinetobacter baumannii, ¢esitli insan hastaliklarindan sorumlu olan Onemli bir
nozokomiyal patojendir. Son zamanlarda, A. baumannii'deki antibiyotik direncinin
katlanarak artmasi, halk sagligi alaninda 6nemli bir endise kaynagi olarak ortaya
cikmistir. Biyofilm olusturma kapasitesi, Acinetobacter'in hastane ortaminda hayatta
kalmasin1 ve bulagsmasini kolaylagtirmada dnemli bir rol oynamaktadir. Bu calisma,
Acinetobacter baumani'yi izole etmek ve teshis etmek amaciyla Kasim 2021 ile Mayis
2022 tarihleri arasinda Babil / Irak'taki ¢esitli hastanelere bagvuran, farkli cinsiyet ve
yastaki hastalardan farkli klinik bolgelerden (idrar, kulak iltihabi, bogaz siiriintiisii, kan,
cilt lezyonu) 200 6rnek alinarak gergeklestirilmistir. Bakteriyel izolatlarin izolasyonu ve
tanimlanmas1 MacConkey agar kullanilarak yapilmis ve antibiyotik diren¢ paterni ve
konformasyonel tanimlamaya ek olarak biyokimyasal testler otomatik VITEK-2 sistemi
cihazlart kullanilarak gerceklestirilmistir. Bakteri izolatlarinin biyofilm olusturma
kapasitesi mikrotitre plak yontemi kullanilarak belirlenmis; ayrica biyofilmle iliskili
genler geleneksel polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak tespit edilmistir. 200
klinik 6rnekten sadece 59'unda A. baumannii igin pozitif tireme kiiltiirii elde edilmistir.
Yasa gore, hastalarin minimum yas1 9 iken maksimum yas1 78'dir ve yas ortalamasi
35,69+18,05'tir. Kadinlarin siklig1 31 (%52,54) olup, erkeklerin sikligindan 28 (%47,46)
daha ytiksektir. A. baumannii izolatlari i¢in pozitif 59 6rnek arasinda, kulak irini 6rnekleri
19 (%32,20) ile en yiiksek sayiya sahipken, bunu sirasiyla 14 kan 6rnegi (%23,78), 10
idrar 6rnegi (%16,95) ve 9 deri lezyonu 6rnegi (%15,25) izlemis, bogaz siiriintii ornekleri
ise 7 numuneyle (%11,86) en diisiik sayiya sahip olmustur. Tiim A. baumannii izolat
kolonileri orta biiylikliikte, mukoid olmayan, pigmentsiz ve MacConkey agarda ge¢
laktoz fermantasyonuna sahiptir. Toplam 59 izolattan; 26’s1 (%44,1) giiclii, 17’si orta
(%28,8) ve 10’u (%16,9) zayif olmak iizere 53'ii biyofilm iiretme yetenegine sahiptir.
Sadece 6 (%10,2) izolat biyofilm iiretimi ile iligkili degildir. Bakteri izolatlar1 arasinda
cruF geninin siklig1 %76,3 ile en yiiksek seviyeye sahipken bunu sirasiyla (%69,5) bap
bla PER-1 geni ve (%62,7) bap geni takip etmistir, OmpA geninin siklif1 ise %44,1
olmustur. En yiiksek antibiyotik direnci trimetoprim-siilfametoksazole (%57,6) karsi
iken, bunu gentamisin ve imipenem (%355,9), seftazidim (%52,5), amikasin (%50,8),



streptomisin (%47.5), tigesiklin (%44,1), sefepim (%39), karbenisilin (%37,3) ve
piperasilin (%25,4) takip etmistir.
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GENOTYPE AND PHENOTYPE CORRELATION OF BIOFILM FORMATION
AMONG ACINETOBACTER BAUMANNII ISOLATED FROM CLINICAL SAMPLES
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Advisor: Prof. Dr. Secil AKILLI SIMSEK
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Acinetobacter baumannii 1s an important nosocomial pathogen responsible for various
human diseases. Recently, the exponential increase of antibiotic resistance in A.
baumannii has emerged as a major public health concern. The capacity to form biofilms
plays an important role in facilitating the survival and transmission of Acinetobacter in
the hospital setting. This study was conducted to isolate and diagnose Acinetobacter
baumani by collecting 200 samples from different clinical sites (urine, ear infection,
throat swab, blood, skin lesion) from patients of different gender and age admitted to
various hospitals in Babylon/Iraq between November 2021 and May 2022. Bacterial
isolates were isolated and identified using MacConkey agar and biochemical tests in
addition to antibiotic resistance pattern and conformational identification were performed
using automated VITEK-2 system devices. The biofilm-forming capacity of bacterial
isolates was determined using the microtiter plate method; biofilm-associated genes were
also detected using conventional polymerase chain reaction (PCR). Only 59 out of 200
clinical samples yielded positive cultures for A. baumannii. According to age, the
minimum age of the patients was 9 years, and the maximum age was 78 years, with a
mean age of 35.69+18.05 years. The frequency of females was 31 (52.54%), which was
28 (47.46%) higher than the frequency of males. Among the 59 samples positive for A.
baumannii isolates, ear pus samples had the highest number with 19 (32.20%), followed
by blood samples with 14 (23.78%), urine samples with 10 (16.95%) and skin lesion
samples with 9 (15.25%), while throat swab samples had the lowest number with 7
(11.86%). All A. baumannii isolate colonies were medium-sized, non-mucoid, non-
pigmented and had late lactose fermentation on MacConkey agar. Of the 59 isolates, 53
were capable of producing biofilms. These were classified as strong 26 (44.1%), moderate
17 (28.8%) and weak 10 (16.9%), with only 6 (10.2%) isolates not associated with biofilm
production. Among the bacterial isolates, the frequency of cruF gene was the highest with
76.3%, followed by bap bla PER-1 gene with 69.5% and bap gene with 62.7%, while the
frequency of OmpA gene was 44.1%. The highest antibiotic resistance was to
trimethoprim-sulfamethoxazole (57.6%), followed by gentamicin and imipenem (55.9%),
ceftazidime (52.5%), amikacin (50.8%), streptomycin (47.5%), tigecycline (44.1%),



cefepime (39%), carbenicillin (37.3%) and piperacillin (25.4%). The lowest level of
resistance was determined as ticarcillin (23.7%).
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1. GIRIS

Acinetobacter baumannii, gram-negatif, hareketsiz ve fermantasyon yapmayan, bununla
birlikte hastane kaynakli hastaliklarla (HAI) en ¢ok iliskili olan bakteri cinsidir (Lin and
Lan 2014). Bu bulasict mikrop c¢esitli deri, yumusak doku, dolagim ve idrar yolu
hastaliklariyla iligkilidir. A. baumannii, Amerika Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi
tarafindan diinya capinda hastanelerde goriilen en 6nemli alt1 ¢cok ilaca direncli (MDR)
mikroorganizmadan biri olarak simiflandirilmaktadir (Antunes et al. 2014). Deneysel
kanitlar A. baumannii'nin B-laktamlara, florokinolonlara, aminoglikozidlere ve kolistine
dayanabildigini gostermektedir. Efluks pompalarinin, B-laktamazlarin, aminoglikozidleri
modifiye eden enzimlerin ve hedeflerdeki degisikliklerin varligi, direng siirecine katkida

bulunan unsurlardan bazilaridir (Chakravarty 2020).

Toprak, atik su, insan-hayvan derisi ve daha bircok ortam Acinetobacter tiirlerine ev
sahipligi yapmaktadir (Maravi¢ et al. 2016). Bireylerde, burun, kulaklar, bogaz,
konjonktiva, vajina, el, kasik ve ayak parmaklar1 dahil olmak iizere bir¢ok yerde koloni
halinde bulunabilirler (Al Atrouni et al. 2016). Hastanelerde ila¢ dolaplari, siringalar,
tibbi ekipman, kap1 kollari, su lavabolar1 ve sebiller gibi ¢esitli ortamlarda yaygin olarak
bulunurlar (Dexter et al. 2015). Acinetobacter'in neden oldugu klinik enfeksiyonlar,
islevlerini yerine getirme kabiliyetlerini ciddi sekilde bozan altta yatan rahatsizliklardan
muzdarip hastalarda siklikla goriilmektedir. Bu enfeksiyonlar siklikla ventilatorle iliskili
pnomoni ve kateterle iligkili idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi tibbi cihazlarla
iligkilendirilmektedir (Jiang er al. 2021). Ventilatorle iliskili pndmoninin en yaygin
nedeni Acinetobacter baumannii'dir ve hastanede yatarken kapilan tiim enfeksiyonlarin
yaklasik %15'ini olusturur. Bu durum, yogun bakim tinitelerinde %43'e ulasirken 6liim

orant ise %26 olarak tespit edilmistir (Demirdal et al. 2016).

Yogun bakim iiniteleri (YBU) A. baumannii enfeksiyonlarmin en sik goriildiigii yerlerdir
ve diinya genelinde yogun bakim iinitelerinde meydana gelen tiim enfeksiyonlarin
yaklasik %20’sini olusturmaktadir (Kyriakidis et al. 2021). Coklu ilag direnci (CID), A.

baumannii nedeniyle ventilatorle iligkili pndmoni i¢in yogun bakim {initesinde 6lim



oraninin %84,3 gibi yiiksek bir oranda oldugu bildirilmistir (Wisplinghoff et al. 2012).
Yatay gen transferi yoluyla antibiyotik direnci bir tiirden digerine aktarilabilir, bu da
antibiyotik direncinin olugmasina yol acan yogun antibiyotik tiiketiminin dogrudan bir
sonucudur (Roy et al. 2022). Bulasic1 hastaliklarin yayginlagmasi nedeniyle yapilan
tahminlere gore, 2050 yilina kadar 300 milyona yakin insan hayatin1 kaybedecektir
(Chokshi et al. 2019). Son yillarda antibiyotiklerin yaygin kullanimi, mikroplarda
antibiyotik direnci ¢ok eski olmasina ragmen, cesitli insan hastaliklarinda direng
gelisimini hizlandirmistir (Larsen et al. 2022). Ayrica, organizmanin kuruma ve siddetli
pH gibi zorlu ortamlarda hayatta kalma kapasitesi, 6zellikle hastanelerin yanik ve akut
bakim tinitelerinde enfeksiyon yonetimini sorunlu hale getirmektedir. Ayrica, A.
baumannii toplum kaynakli enfeksiyonlar (CAI) giderek artmaktadir. Sicak ve nemli
iklim bolgelerinde bu CAI prevalans: artmakta, ayrica genellikle diyabet hastalarini,
akciger hastalig1 olanlar1, yogun sigara icenleri veya asir1 alkol tiiketenleri etkilemektedir

(Dexter et al. 2015).

Kolonize bir hastanin A. baumannii'nin bir servise bulasmasinin en olast modu oldugu
diisiiniildiiglinde, c¢esitli bulasma modlar1 gosterilmektedir. A. baumannii'nin bir servise
yayilmasini takiben, patojen kolonize hastadan ¢evreye ve enfeksiyona karsi savunmasiz
olan diger hastalara gegebilir. Kuru ylizeylerde ve ellerde uzun siire kalmasi, ¢evrenin
kirlenmesi ve hastalarin ¢esitli bolgelerinde kolonize olmasi1 nedeniyle Acinetobacter'in
cok sayida kisiye bulasma olasiligi daha yiiksektir; bunlarin arasinda neredeyse tiim
antimikrobiyal ila¢ tiirlerine karst diren¢ Tliretme veya kazanma yetenegi de
bulunmaktadir. Saglik hizmetleri baglaminda, kolonize olmus hastalarin varligi, bircok
receteli ilaca direncli A. baumannii tirlerinin varligin1 = siirdiirmesine katkida
bulunmaktadir (Maragakis and Perl 2008). Hastane hastaliklarin1 enfekte eden veya
kolonize eden organizmalarin endojen kaynaklardan ziyade ¢apraz bulasma ve diflizyon

yoluyla hastane ortamindan kaynaklanmasi daha olasidir (Kanafani and Kanj 2015).

A. baumannii bakterisinin diger Gram-negatif bakterilere kiyasla daha diisiik derecede
patojenite ve viriilans faktorlerine sahip olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu durum, A.
baumannii'min halk saglig1 izerindeki 6nemli yiikii diistintildiiglinde 6zellikle onemlidir.

Viriilans1 kodlayan genler ¢ikarildiginda veya bozuldugunda A. baumannii suslarinin



yapisma, kolonizasyon ve istila yeteneklerinin etkilendigi kanitlanmistir. Bunun da
gosterdigi gibi, bu suslarin in vivo patojenitesinin azaldig1 goriilmektedir (Harding et al.
2018). Firsat¢1 patojeni olusturan efluks pompalari, hemolitik faktdrler, demir kazanim
sistemleri, lipopolisakkaritler ve dis membran proteinleri gibi bilesenlerin her biri,
konakta meydana gelen patogeneze katkida bulunma potansiyeline sahiptir (Ali et al.
2017). Acinetobacter baumannii'nin son yillarda birgok antibiyotige karsi direngli hale
gelmesindeki sasirtict hiz, halk sagligi i¢in ciddi bir risk olusturmaktadir. Acinetobacter,
biyofilm olusturma kabiliyeti sayesinde saglik hizmeti ortamlarinda gelisebilmekte ve
yayilabilmektedir. Bu biyofilmler vaskiiler kateterler, beyin omurilik sivisi santlart ve
Foley kateterleri de dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli yiizeylere tutunabilir (Smani er al.

2012).

Patojenite agisindan Acinetobacter'in olduk¢a zararsiz oldugu diisiiniilmektedir. Dis
membran proteinleri (OMP'ler), hiicre ylizeylerinin hidrofobikligi, toksik slime
polisakkaritler ve verotoksinlerin hepsi potansiyel viriilans faktorleridir. Acinetobacter
spp. hiicre yiizeylerinin hidrofobikliginin bakteriyel yapismada 6nemli bir faktor ve
fagositoza karsi potansiyel bir savunma mekanizmasi oldugu gosterilmistir (Kanafani and
Kanj 2015). Cesitli Acinetobacter suslarinda birden fazla OmpA ailesi {iiyesi
tanimlanmistir. Patogenez, konak hiicre adaptasyonu ve antibiyotik direnci, belirli Gram-
negatif bakterilerde bulunan OMP'ler tarafindan ©nemli o6lclide etkilenmektedir
(Doughari et al. 2011). Acinetobacter baumannii'nin lipopolisakkaritleri, beyaz kan
hiicrelerinin enflamasyonu tesvik eden kimyasallar salgilamasini saglamada ¢ok etkilidir.
Notrofil goglinii ve fagositozu oOnlemenin yani sira, notrofiller igin toksiktirler.
Acinetobacter baumannii tarafindan tiretilen bir¢cok patojenik ajandan bazilar1 hiicre dis
enzimler, sitotoksinler ve salgilanan vaskiiler gecirgenligi igerir; bu faktorler 6zellikle
solunum yolu enfeksiyonu vakalarinda konak doku hasarini siddetlendirir. Bakteriler
ayrica esterazlar, asit fosfataz ve baz1 amino-peptidazlar gibi viriilans1 destekleyen bagka
enzimler de salgilar. Verotoksinlerin antijenik gruplamalar1 vtx-1 ve vtx-2'dir. A.
haemolyticus'un toksini nasil tirettigi hakkinda fazla bir sey bilinmemektedir. RNA N-
glikozidazlar, toksinlerin ait oldugu proteinlerin bir alt ailesidir. Hiicrelerdeki ribozom
mekanizmasin1 dogrudan hedef alarak protein sentezini sinirlandirirlar (Kanafani and

Kanj 2015).



Bir matris iginde yer alan bakteri topluluklar1 biyofilm olarak bilinir. Bu biyofilmler
icindeki mikroplar, giivenli bir siginak saglamak ve cesitli ilaglara karsi direnglerini
artirmak i¢in bir konsorsiyum olarak birlikte ¢alisirlar. Agregasyon materyali, kolajen
yapismasi, pili ekspresyonu ve demir kazanimi, biyofilm olusumunun karmasik siirecine
giren bircok bilesenden sadece birkagidir (Longo et al. 2014). Hiicreler arast yapisma,
bakteri hiicresi birikimi ve biyofilm olusumuna 6nemli dlgiide katkida bulunan gesitli
bilesenlerden biri, bap geni tarafindan kodlanan biyofilmle iligkili proteindir
(Aliramezani et al. 2016). Tip dergilerinde yaymlanan calismalar, blaPER-1 genini ve
ekspresyonunu Acinetobacter baumannii klinik izolatlarinin solunum epitel hiicrelerine
baglanmasina ve biyofilm olusturmasina neden olan degiskenler olarak tanimlamistir

(Brossard and Campagnari 2012).

Sonuglar, Acinetobacter baumannii'nin ompA'siin plastik ylizeylerde saglam biyofilm
olusumuna katkida bulundugunu gostererek Onceki arastirmalari genisletmektedir
(Loehfelm et al. 2008). Acinetobacter baumannii'nin pili, biyofilm olusumu ve yapisma
araci olarak hareket etmede hayati bir islev saglar. A. baumannii, csu operonu ad1 verilen
kiimelenmis gen seti tarafindan kodlanan proteinler nedeniyle pilus benzeri bir yapiya
sahiptir. Dolayisiyla, csuE geni de A. baumannii biyofilm olusumu i¢in ayn1 sekilde ¢cok
onemlidir (Cincarova et al. 2016). Bazilari, klinik izolatlarin ¢esitli tedavilere direng
gostermelerine ragmen zorlu ortamlarda hayatta kalabildiklerini, ¢linkii bakteri ve
mantarlarin olusturdugu biyofilmlerin ilaglarin bu hiicrelere niifuz etmesini sinirladigini

distinmektedir (Reichhardt et al. 2016).

Bu bilgiler dogrultusunda, Acinetobacter baummanii izolasyonu i¢in ¢ok sayida klinik
sahadan 6rnek toplanmasi, Acinetobacter baummanii izolatlarinin biyokimyasal testlerin
yani sira kiiltiirlerle tanimlanmasi ve teshisi, Acinetobacter baummanii izolatlarinin
antibiyotik direng profilinin belirlenmesi, Acinetobacter baummanii'nin biyofilm {iretme
kapasitesinin belirlenmesi, Acinetobacter baummanii izolatlar1 arasinda biyofilm-realted
genlerin (bap blaPER-1, OmpA ve csuE) saptanma sikliginin tespiti, Antibiyotik direnci
ve biyofilm arasindaki iliskinin ve biyofilm olusturan izolatlar arasindaki gen dagiliminin

arastirilmasi amaglanmaktadir.



2. LITERATUR OZETIi

2.1 Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii min yaklagik 44°C'lik yiiksek ortam sicakligi gibi zorlu ¢evresel
kosullarda hayatta kalma kapasitesi, yakin zamanda oOnde gelen firsatgr insan
patojenlerinden biri olarak teshis edilmesine ve hastane enfeksiyonuna neden olan bir
mikroorganizma olarak 6nem kazanmasina yol agmistir (Fleming et al. 2017). Ayrica
uzmanlar, aerobik, hareketli olmayan, Gram-negatif ve pleomorfik bir basil olan
Acinetobacter baumannii’nin, hangi sebeplerle bu kadar hizli evrimlestigini ve hangi
nedenlerden 6tiirli antibiyotiklerin goguna direng gosterebildiklerini belirlemek amaciyla
bu bakterileri her agidan incelemeklemektedirler. A. baumannii enfeksiyonlari, bagisiklik
sistemi zayif olanlarda veya hastanede uzun siire kalanlarda (90 gilinden fazla) daha
yaygindir (Howard et al. 2012). Ayrica, enfekte bireylerin solunum yollarinda,
orofarinkslerinde ve ciltlerinde kolonize olabilir (Almasaudi 2018). Bir¢ok anti-
enfeksiyon ilacina direng gosterebilmesi, yakin zamanda insan patojenleri i¢in "kirmizi
alarm" olarak siniflandirilmasina yol agmis ve doktorlari yiiksek alarm durumuna
gecirmistir (Liu ef al. 2020). Diinya c¢apinda, mevcut tiim antibiyotiklere direngli
Acinetobacter baumannii suslarinin endise verici artis1 1s18inda hizli bir tepki
gerekmektedir (Landecker 2016). 2004'te Irak'taki catisma bolgesinden donen bazi
Amerikal1 askerlerin ayaklarinda enfeksiyona bagl yaralar tespit edilmistir. Askerlerin
A. baumannii ile enfekte olmasinin bu iltihapli yaralarin sebebi oldugu anlasildigindan
Irak bakterisi ad1 verilen bu bakteri yarali askerlerden sivil hastanelere yayilmistir (Lee

etal. 2017).

2.2  Genel Ozellikler

Standart s1v1 ve kat1 besiyerleri, Acinetobacter sppmin hizli ekimi i¢in idealdir. Kanli
agarlardaki koloniler 24 saatlik inkiibasyondan sonra diizlesmis, 1-3 mm ¢apinda beyaz
koloniler olarak gdriiniir. Piirlizsiiz, siitlii veya mukuslu olabilirler (Jung and Park 2015).
Alternatif olarak, MacConkey kolonileri, lavanta rengi ve laktoz igermeyen fermantasyon

ile karakterize edilir. Acinetobacter baumannii 44°C sicakliga uygundur, ancak



Acinetobacter tiirlerinin ¢ogu icin mitkemmel biiylime sicakligi 37°C'dir (Asif et al.
2018). Karbon ve su ihtiyaclari i¢cin cogu Acinetobacter tiirli galaktoz, glukoz, mannoz,
ksiloz ve ramnoz kullanabilir. Simon'un sitrat testini gegebilmelerine ragmen, siikroz ve
mannitolii aside doniistiiremezler. Ayrica, bu organizmalar negatif Voges Proskauer,

esculin-hidrolizi, indol, nitrat ve H»S salinimina sebep olurlar (Dahdouh 2016).

2.3 Taksonomi

Bu mikrop grubunun genetik yapis1 hakkindaki bilgilerimiz yillar i¢inde arttikca, tiirlerin
isimlerinde 6nemli taksonomik degisiklikler olmustur. Bu bakteriler yakin zamanda gama
bakterileri olarak yeniden siniflandirilmistir; bu siniflandirma bakteriyel taksonomistler
arasinda yaygmm bir destek bulmus gibi goriinmektedir. Proteobakterilerin
Pseudomonadales ve Moraxellaceae takimlarinin tiyeleridir. Klinik olarak énemli tiirler
arasinda Acinetobacter baumannii, Acinetobacter haemolyticus ve Acinetobacter

calcoaceticus bulunmaktadir (Jung and Park 2015).

2.4 Dogal Yasam Alanlar:

Acinetobacter olarak bilinen ¢esitli organizmalar sinifi genellikle serbestce yasayan ve
cevreye genis Olclide dagilmis olan saprofitlerdir. Toprak, su, kanalizasyon, insanlar,
yiyecekler ve hayvanlar da dahil olmak {izere pek cok habitat siklikla cinsteki tiirlerle
baglantilidir (Jung and Park 2015). Pnomoni, septisemi, yara enfeksiyonlar1 ve diger
bircok lokal ve sistemik hastalia Acinetobacter spp. neden olur. Bunlarin genellikle
insanin solunum salgilarinda, derisinde ve mukozalarinda bulunan siradan floranin bir
bileseni olduguna inanilir (Beggs et al. 2006). Bu mikroorganizmalar 6ncelikle hastanede
yatan bireylerin derisinde, orofarinksinde ve sindirim sisteminde yasar (Jung and Park
2015). Kuslar, baliklar ve gokkusagi alabalig1 gibi hayvanlarda siklikla Acinetobacter
tirleri bulunur. Ayrica A. baumannii tirlerinin yiyeceklerdeki mevcudiyeti yapilan
calismalarla kesfedilmistir. Cig meyveler, sebzeler, siit ve siit liriinleri, bunu icerdigi
tespit edilen gidalardan sadece birkacidir. Ciinkii Acinetobacter spp. Kuru ortamlarda
uzun siire hayatta kalabilir. Ventilatorler i¢in tiipler, arteriyel basinci 6lgen cihazlar,

nemlendiriciler, lavabolar, plastik pisuarlar ve solunum o&lgerler dahil yeniden



kullanilabilir tibbi ekipmanlar, Acinetobacter baumannii'nin izolasyonu i¢in yaygin bir
kaynaktir. Ayrica ¢esitli 1slak ortamlardan, vantilatér ekipmanlarindan, yataklardan,

yastiklardan ve saglik calisanlarinin derisinden elde edilmistir (Kanafani and Kanj 2015).

2.5 Epidemiyoloji

2.5.1 Kiiresel epidemiyoloji

Acinetobacter baumannii saglik tesislerinin yan1 sira su, toprak ve diger dogal yasam
alanlarinda da her yerde bulunur. Asya, Kuzey ve Gliney Amerika ve Avrupa da dahil
olmak {izere kiiresel olarak yiiriitiilen bircok epidemiyolojik ¢alisma, genellikle saglik
tesislerinde edinilen enfeksiyonlarla iligkili olan ilaca direngli Acinetobacter baumannii
enfeksiyonlarinin sikligini kanitlamistir (Kanafani and Kanj 2015). Tropikal bolgelerde,
ozellikle sicak ve nemli aylarda, toplum kokenli pnémoni vakalari belgelenmistir
(Doughari et al. 2011). Cesitli ilaclara direngli Acinetobacter baumannii enfeksiyonlari
yaygindir ve siklikla saglik kurumlarinda edinilen enfeksiyonlarla iliskilidir. Asya, Kuzey
ve Gliney Amerika ve Avrupa da dahil olmak {izere diinya ¢apinda gerceklestirilen ¢ok

sayida epidemiyolojik arastirma bunu kanitlamistir (Peleg et al. 2008).

2.5.2 Ortadogu epidemiyolojisi

BAE, Bahreyn, Suudi Arabistan, Filistin ve Liibnan da dahil olmak iizere birgok Arap
iilkesindeki  hastanelerde ¢esitli ilaglara  direngli  Acinetobacter  baumannii
enfeksiyonlarina rastlanmistir (Mugnier et al. 2009). Cesitli ilaglara direncli bakterilerin
yol actig1 hastaliklarin goriilme sikligi, Suudi Arabistan'daki Riyad Askeri Hastanesi'nde
yogun bakimda yatan hastalardan alinan Ornekler ilizerinde yapilan bir calismayla
arastiritlmistir. Acinetobacter baumanniimin tim mikroplarin %40,9'unu olusturdugu
belirlenmistir (Saeed et al. 2010). Suudi Arabistan'in Riyad kentindeki iiglincii basamak
bir hastanede yetiskinlere yonelik olarak gerceklestirilen bir baska retrospektif analizde,

Acinetobacter baumannii en sik izole edilen bakteri olmustur (Kamolvit ez al. 2015).



2.5.3 Salgnlarin epidemiyolojisi

Antimikrobiyal tedavilere direncli olmasi ve kuru ortamlarda hayatta kalabilmesi
nedeniyle A. baumannii salginlara 6nemli 6l¢lide katkida bulunmaktadir. Cogu kurumsal
salginda Acinetobacter baumannii izolatlarinin biiylik kismi1 genellikle tek bir klona aittir;
bununla birlikte, baz1 direngli klonlar salginlarin biiyiikk ¢ogunlugunu olusturmaktadir;

Avrupa'dan ii¢ klon ayr1 bolgelere yayilmistir (Zowawi et al. 2015).

2.6 iletim Modlar

2.6.1 Cevre kirliligi

Bir hastanin yakin ¢evresi, kus tiiyii yastiklar, ¢arsaflar, perdeler, karyolalar, komodinler,
yataklarin arkasindaki gaz musluklari, Kap1 kollari, nazogastrik besleme veya ventilator,
lavabolar, bilgisayar klavyeleri ve hatta temizlik ekipmanlar1 dahil olmak tizere ¢esitli
mikroorganizmalar tarafindan kolonizasyon i¢in birincil hedeftir (Karageorgopoulos and
Falagas 2008). Hastane kaynakli Acinetobacter enfeksiyonlari arasinda en yaygin olanlari
mekanik ventilasyon ekipmani, emme ve damar i¢i erisim i¢in gerekli ekipmanlardir.
Bununla birlikte, yastiklar ve silteler de yaygin bir kontaminasyon kaynagidir (Jung and
Park 2015). Ayrica, Hollanda'da yapilan bir ¢alismada kus tiiyii yastiklarda A. baumannii
ve genomik tiir 13 bulundugu ve bunun da bir pandemiye yol agtig1 tespit edilmistir
(Kanafani and Kanj 2015). Ayrica, bir yanik {initesinde A. calcoaceticus salgin1 yasanmis
ve enfeksiyonun kaynaginin nemli silteler oldugu kesfedilmistir (Ebringer and Ebringer

2015).

2.6.2 Hava yoluyla bulasma

Acinetobacter spp. gibi 0nemli gram-negatif bakteriyel hastaliklarin hava yoluyla
yayilabildigini gosteren arastirmalarin giderek artmasina ragmen, bu bulasma yolunun
saglik hizmetleriyle iligkili enfeksiyon epidemiyolojisindeki dnemi hakkinda ¢ok az sey

bilinmektedir.



Arastirmacilar, hastalarin yastiklarindan Acinetobacter spp. tiirlerinin havaya yayilimini
incelemek icin ¢okeltme plakalar1 kullandiklarinda, sentetik yastiklarin bu mikrobun
havaya yayilimindan yoksun olmasina ragmen, kus tiiyii yastiklarin buna sahip oldugunu
bulmuglardir (Weernink ef al. 1995). Acinetobacter spp. tlirlerinin hava yoluyla
yayilabilecegine dair ek kanitlar Hong Kong'da yapilan bir arastirmayla saglanmistir
(Houang et al. 2001). Ayrica, bir yogun bakim iinitesinde yiiriitiilen farkli bir caligmada,
Acinetobacter calcoaceticus ve Acinetobacter anitratus'un havadaki suslarini toplamak
i¢cin ¢okeltme plakalar1 ve yarik 6rnekleyici kombinasyonu kullanilmistir (Townsend et

al. 2015).

2.6.3 Esyalarla bulasma

A. baumannii salgm suslar1 saglik c¢alisanlarinin ellerinde kolonize olarak hasta
bulagsmasini daha olas1 hale getirebilir (Karageorgopoulos and Falagas 2008). Saglik
calisanlarinin ellerinde A. baumannii kolonizasyonu riski, hasarli cilde sahip olmalar
durumunda daha ytiksektir. Saglik calisanlari arasinda el tasiyiciliginin yayginligi tizerine
yapilan arastirmalar, bunun %3 ile %23 arasinda degistigini ve cilt yaralanmalar

haricinde tipik olarak ge¢ici oldugunu gostermektedir (Townsend et al. 2015).

2.7 Risk Faktorleri

Tipta en 6nemli Acinetobacter tiiriiniin genellikle A. baumannii oldugu kabul edilir.
Acinetobacter'in klinik sonucu olarak morbidite veya 6liimdeki artis ve iligkili hastaliklar,
kritik hastalardaki 6liimlerdeki artistan sorumludur. Hastanin ¢ok hasta oldugu veya
bagisiklik sisteminin hasarli oldugu durumlar haricinde, diisiik viriilansli bir bakteri
olarak kabul edilir (Doughari et al. 2011). Toplumdan edinilen enfeksiyonlarla
karsilastirildiginda bu organizmalar daha siklikla hastanelerde edinilen enfeksiyonlarla
iligkilidir (Islahi et al. 2014). Yakin zamanda biiyiik bir cerrahi prosediir gecirmis olanlar,
kanser veya yanik hastalari, prematiire bebekler, yaglilar veya uzun stiredir hasta olanlar
gibi bagisiklik sistemi zayif olan hastalar, Acinetobacter baumannii enfeksiyonu
acisindan yiiksek risk altindadir. Uzun bir slire mekanik solunuma ihtiya¢ duyan

hastalarin ilaglara, uzun siireli hastanede kalisa veya yogun bakim {initesinde kalislara



veya hastane ortamindaki kontamine veya kolonize hastalarla daha fazla etkilesime

direncli bakteri tiirlerine yakalanma olasiliklar1 daha ytiksektir (Kanafani and Kanj 2015).

Konagin A. baumannii enfeksiyonundan korunmasi ¢ogunlukla nétrofil aktivasyonu
yoluyla gergeklestirilir ve bu oOzellikle solunum yolu enfeksiyonlar1 vakalarinda
onemlidir. Enfeksiyondan dort saat sonra enfeksiyon bolgesinde ndtrofil toplanmasi
baslar ve enfeksiyondan 24 saat sonra ndtrofil infiltrasyonunda bir artis olur. Artan
enfeksiyon siddeti ve mortalite, diisiik notrofil sayisina sahip konakg¢ilarda nétrofil alimi
ve aktivasyon faktorlerinin sentezindeki bir gecikmeyle baglantilidir (Garcia-Patifio et al.
2017). Savunma mekanizmalarinin bir pargasi olarak notrofiller, TLR aracili fagositoz ve
kompleman aracili reseptor baglanmasiyla tetiklenen nétrofil hiicre dis1 tuzaklar
(NET'ler) iiretir (Nordenfelt and Tapper 2011). Fagositozun ardindan lizozomlar, reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ve graniiler flizyon, ¢esitli antibiyotik bilesikleri, insan defensinleri
ve diger maddeleri serbest birakarak bakterilerin oldiiriilmesinden sorumludur (Harding
et al. 2018). Bakteriyel enfeksiyonun dnlenmesiyle baglantili olan NET, kromatinler,
miyeloperoksidaz, IL-37, nétrofil elastaz ve antimikrobiyal proteinler ve peptitlerden

olusur (Kamoshida et al. 2016).

Makrofajlar yalnizca nétrofillerin hastaligin bulundugu bolgeye getirilmesine yardimci
olmakla kalmaz, ayn1 zamanda bakteriyel enfeksiyonlara kars1 da bariyer gorevi gortir.
Acinetobacter baumannii'nin neden oldugu akciger enfeksiyonunu 6nlemek icin alveolar
makrofajlar, makrofaj inflamatuar protein-2 dahil olmak iizere bir dizi sitokini aktive eder
(Qiu et al. 2012). A. baumanni enfeksiyonunu Onlemedeki islevleri heniiz
bilinmemektedir, ancak dogal oldiiriicii (NK) hiicrelerinin, bakteriyel temizleme
siirecinin bir pargasi olarak notrofil kemoattraktan ve keratinosit salgilar1 trettigi
bilinmektedir (Waggoner et al. 2016). Benzer sekilde, antijen sunan hiicreler olarak gérev
yapan dendritik hiicreler (DC'ler), dogustan gelen ve edinilmis bagisiklik sistemlerini
(APC) birbirine baglar. A. baumannii'nin OMP ' OmpA's1, DC'leri MAP kinaz ve NF-kB
sinyalini arttirmaya tesvik eder, bu da erken apoptozu ve CD4+ Thl T hiicrelerini
indiikler (Lee et al. 2007). A. baumannii istila ettiginde mast hiicreleri, nétrofillerin

bolgeye gociinii artiran TNF-a ve IL-8'i serbest birakir (Kikuchi-Ueda et al. 2017).
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Benzer sekilde TLR sinyali, konagin A. baumannii'ye yanit olarak patojenleri tanima
yetenegi agisindan ¢ok onemlidir (Noto et al. 2015). GPI baglantili glikoproteinlerin
varliginda TLR2 ve TLR4 aktivasyonu, proinflamatuar sitokinleri serbest birakan NF-kB
sinyalini arttirir (Moffatt er al. 2013). NOD1 ve 2 gibi NOD benzeri reseptorlerin MAP
kinaz aktivasyonundaki islevi belirsizdir, ancak bunlar PAMP tanimlamasinda ve NF-kB

sinyallemesinde rol oynarlar (Bist et al. 2014).

Benzer sekilde, gesitli ¢Oziinebilir bilesenler, kompleman aracili 6liimde yer alir; bu,
bakteriyel hiicre lizizini ve ayrica opsonofagositik gibi diger kademeli benzeri siirecleri
tesvik eder. Bakteriyel hiicre ylizeyinde kompleman faktor birikiminin diizenlenmesi bu
islemlerle gerceklestirilir; ancak alternatif kompleman yollar1 da insan serumunda A.
baumannii'nin dldiirilmesinde rol oynar (Bruhn et al. 2015). Coziinebilir bilesen faktorii
H, konake¢1 hiicre sinyallerinin tanimlanmasindan sorumludur; farkli tamamlayic
faktorlerin bakteri hiicre yiizeyinde birikmesi bu iglemler tarafindan diizenlenir (Ferreira

et al. 2010).

Cesitli bakteriyel bilesenlerin oynadigi rolii acikliga kavusturan bir dizi aragtirmaya
ragmen, Thl, Th2 veya Thl7'nin adaptif bagisiklik tepkisini tetiklemedeki islevi
belirsizligini korumaktadir (Pulido et al. 2018, Song et al. 2018). Baz1 ¢alismalarda
indiiklenen antikor IgM, IgG ve sitokin benzeri IL-4, IL-17 seviyelerinin bakteriyel
klirensi arttirdigt ve konagin hayatta kalma oranmi arttirdigi gozlenmistir (Garcia-
Quintanilla et al. 2014). A. baumannii'nin belirli klinik izolatlar1 tarafindan korunan bir
hiicre i¢i nis olusturulabilir ve bu da uzun vadeli biiyiimeye olanak tanir. A. baumannii,
bu hiicre i¢1 bolme tarafindan konakg¢min bagisiklik tepkilerinden ve tipik bozunma
yollarindan korunur. Ayn1 zamanda antibiyotik erisilebilirligini de engeller. Duyarh

hastalarda bu, A. baumannii'nin kaliciligin1 ve 6liimiinii daha da artirir (Rubio ez al. 2022).

2.8 Enfeksiyonlar

A. baumannii enfeksiyonlarinin biliylik bir kismi yiiksek sivi igerigine sahip organ
sistemlerini hedef alir. Bu sistemler idrar ve solunum yollarini, peritonu ve kalici

cihazlarla iligkili sistemleri icerir. Bir enfeksiyon ile A. baumannii kolonizasyonu
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arasinda ayrim yapmak zor olabilir. A. baumannii hastanede yatan hastalarda %30
civarinda bir 6lim oraniyla iligkilendirildiginden iyilesmesi ciddi bir hastaligin isareti

olarak goriilmektedir (Jung and Park 2015).

2.8.1 Hastane kaynaklh Acinetobacter pnomonisi

Ust hava yolu kolonizasyonu ile hastanede yatan hastalarin solunum yollarmin A.
baumannii enfeksiyonlarinin, gercek pndmoninin birincil kaynagi olmasi arasinda ayrim
yapmak zordur. Bu mikroorganizmanin prevalansi bolgeden bolgeye degismektedir. Tiim
Gram-negatif bakteriler bir araya getirildiginde; etiyolojik ajanlar arasinda ikinci en
yaygin olamdir. YBU'lerde nozokomiyal pnémoni %3-5 oraninda goriiliir. %30-75

arasinda degisen kaba 0liim oranlar1 belgelenmistir (Doughari ez al. 2011).

2.8.2 Toplum kokenli pnémoni

Acinetobacter siklikla trakeostomi bolgelerini kolonize eder ve hem yetiskinlerde hem de
geng, saglikli kisilerde bagisiklik sistemi zayif kisilerde trakeobronsit ve toplum kokenli
bronsiolite neden olur, ancak sepsis ve toplum kokenli pndmoniye neden olmasi nadirdir.
Bununla birlikte, Avustralya ve Asya'min tropikal boélgelerindeki yagmur mevsimi
sirasinda, daha Once asir1 alkol kullanan veya kronik obstriiktif akciger hastalig1 olanlarda
A. baumanniinin neden oldugu toplum kokenli pndmoniye yakalandigi gosterilmistir

(Whitman et al. 2008).

2.8.3 Bakteriyemi

A. baumannii'nin neden oldugu bakteriyeminin en yaygin nedenleri solunum yolu ve
intravaskiiler kateterlerdir. Idrar yolu enfeksiyonlari, yaniklar ve cerrahi yaralar daha az
yaygindir ve endokardite neden olma olasilig1 daha diistiktiir. Vakalarin kabaca %21-
70'inde bakteriyeminin nedeni bilinmemektedir (Cisneros and Rodriguez-Baiio 2002).
Amerika'da yapilan bir arastirmaya gore A. baumannii, nozokomiyal kan dolagimi

enfeksiyonlarinin %1,3"linilin etken maddesidir (10,000 basvuruda 0,6 kan dolasimi
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enfeksiyonu). Ayrica yogun bakim iinitesinde A. baumannii, yogun bakim dis1
servislerdeki enfeksiyonlardan daha fazla kan dolasimi enfeksiyonuna neden olur.
Acinetobacter baumannii'nin neden oldugu kan dolasimi enfeksiyonlarinin neden oldugu
6liim yiizdesi, yogun bakim iinitesinde %34 ile 43,4 arasinda degismektedir (Garnacho-
Montero and Amaya-Villar 2015).

2.8.4 Travma ve yara enfeksiyonu

A. baumannii deri ve yumusak doku enfeksiyonlarima neden olabilir; Yogun bakim
tinitelerinde meydana gelen cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarinin %2,1 oraninda bu
bakteriden kaynaklandigi goriilmiistiir. Ayrica, hem Irak hem de Afganistan'da savas
sirasinda agik kaval kemigi kirig1 geciren askerlerde en sik izole edilen Acinetobacter

baumannii olmustur (vakalarin ylizde 32,5'1) (Falagas et al. 2015).

2.8.5 Idrar yolu enfeksiyonu (IYE)

A. baumannii, idrar yolu enfeksiyonunun nadir goriilen bir nedenidir. Yogun bakim
iinitesinde edinilen IYE'lerin sadece %]1,6's1 bununla ilgilidir. Bu bakteri tipik olarak
kolonizasyon veya kateterlerden kaynaklanan enfeksiyonlarla baglantilidir. A. baumannii
nadiren ayakta tedavi goren hastalarda karmagik bir idrar yolu enfeksiyonuna neden

olabilir (Falagas et al. 2015).

2.8.6 Menenjit

Bircok ilaca direngli bir organizma olan Acinetobacter baumannii'nin neden oldugu
nozokomiyal beyin cerrahisi sonrasit menenjitin prevalansi artar. Yetiskinlerdeki akut
bakteriyel menenjit vakalarmin c¢ogunda Gram negatif basillerin %10'u ve tiim
nozokomiyal menenjitlerin %4'i Acinetobacter'den kaynaklanmistir. Etiyolojisi ¢ogu

zaman belirsiz olsa da mortalite %70'e kadar ¢ikabilmektedir (Basri et al. 2015).
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2.8.7 Diger hastahklar

Acinetobacter baumannii'nin neden oldugu endokardit nadir goriilen bir hastaliktir. Bu
vakalarin ¢ogunda protez kapak kullanimi yaygindir. G6z ameliyat1 gecirdikten veya
kontakt lens kullandiktan sonra, A. baumannii'nin potansiyel komplikasyonlar1 arasinda

endokardit, peritonit, oftalmit ve keratit yer alir (Peleg et al. 2008).

2.9 Viriilans Faktorleri

2.9.1 Dis membran proteini A (OmpA)

D1s zar proteini A, A. baumannii'de en bol bulunan dis zar proteinidir ve en iyi arastirilmis
viriilans faktorlerinden biridir (OmpA veya Omp38). 103 klinik izolattan 83'ii en az %99
dizi 6zdesligine sahipken, dizi 6zdesligi en az olanin benzerlik oran1 %80’dir. Dolayisiyla
OmpA yiiksek oranda korunmus bir gen olarak kabul edilir (Ansari et al. 2018). OmpA
siklikla as1 tiretiminde arzu edilen bir hedef olarak gosterilir. 500 Da'ya kadar olan
molekiiller OmpA tarafindan barindirilabilir. Bu, C-terminali periplazmik kiiresel
uzantisiyla birlikte, dis zarda 2 nm gdzenek genisligine sahip sekiz sarmalli bir B varil
tretir (Iyer et al. 2018). A. baumannii OmpA, diger ana porinlerden ¢ok daha diigiik
gecirgenlige sahiptir ve bu muhtemelen A. baumannii'nin dis zar gegirgenligini genel
olarak azaltir (Sugawara and Nikaido 2012). Simdiye kadar, C-terminal periplazmik alani
ile kristallesen peptidoglikan arasindaki dogrudan temasi gosteren tek yontem, Asp271
ve Arg286'nin diaminopimelata baglanmasidir (Park er al. 2012). Bu etkilesim,
OMP'lerin dis membran keseciklerine (OMV'ler) paketlenmesini etkileyebilir. Bunun
yalnizca bir ompA mutantindaki azalmis membran homeostazisinin sonucu olmasi

miimkiindiir, ancak bu kanitlanmamistir (Moon et al. 2012).

OmpA oncelikle hem normal gelisim hem de in vivo enfeksiyon boyunca OMV'lerde
bulunur (Moon et al. 2012). OmpA 06karyotik hiicrelerle etkilesime girdiginde yiizeydeki
6lim reseptorlerine yapisir ve kendisini baglar, bu da sitotoksisiteye neden olur (Ahmad

et al. 2016). OmpA igsellestirmeden sonra ¢ekirdege veya mitokondriye yer degistirir.
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Apoptoz indiikleyici faktor olan sitokrom C'nin salinmasi ve Bcel-2 ailesi proteinlerinin
aktivasyonu yoluyla OmpA, mitokondride proapoptotik sinyallere neden olur. Ustelik
OmpA'nin niikleer lokalizasyon sinyali kendi kendine kodlanmistir; diger A. baumannii
OMP'leri bu sinyalden yoksundur, bu da OmpA'nin ¢ekirdege yer degistirdiginde konakgi
DNA'ya zarar vermesine izin verir (Rumbo et al. 2014). OmpA, sitotoksik 6zelliklerinin
yant sira, akciger epitelyal kolonizasyonunu kolaylastirmak amaciyla, faktor H
baglanmasi ve fibronektin gibi hiicre dis1 matris proteinlerine yapisma yoluyla alternatif
kompleman aracili 6liime kars1 direng dahil olmak lizere ek viriilans 6zelliklerini de
diizenler (Smani et al. 2012). OmpA'ya benzer sekilde, A. baumannii'de biiyiik 6l¢lide
korunan Omp34, otofajiyi inhibe ederek ve otofagosomdaki bakterilerin dmriinii uzatan
kaspaz bagiml siirecleri indiikleyerek okaryotik hiicrelerde 6liime neden olur (Jahangiri
et al. 2018). Omp34'in spesifik olarak OMV'lerde zenginlestirilmis oldugu ve ayrica
fibronektine baglandigi da gosterilmistir (Smani et al. 2012). Fare modellerinde sistemik
patojenite icin son derece immiinojenik ve gerekli oldugu, enfekte bireylerin
serumlarinda gii¢lii antikor tepkileri ortaya ¢ikardigi belirlenmistir (Jahangiri et al. 2018).
OmpW olduk¢a immiinojeniktir ve OMV'lerde bulunur; yine de demir kazanimi ve
antibiyotik direncinin fonksiyonel dnemiyle baglantili oldugu diistiniilmektedir (Catel-

Ferreira et al. 2016).

2.9.2 Kapsiil, lipoligosakkarit (LOS) ve lipopolisakkarit (LPS)

Sitoplazma bunlarin her birini {iretir ve belirli proteinli makineler bunlar hiicre zarfinin
dis yapragina tasir. Buna karsilik, O-antijen yerine genisletilmis ¢ekirdek oligosakkaritler
(LOS) mevcuttur (Powers and Trent 2018). Bir zamanlar tiim Gram-negatif bakterilerin
LPS ve LOS'un immiinostimiilator bileseni olan Lipid A'ya ihtiya¢ duyduguna
inanilmaktadir. Ilk olarak in vitro kolistin tedavisine bir tepki olarak tespit edilen lipid A,
A. baumannii'yi eksiltmistir (Moffatt et al. 2010). Lipid A'nin TLR 4'{in birincil uyarimi
olarak hizmet ettigi goz Oniine alindiginda, lipid A'dan yoksun suslarin TLR4 sinyalini
azaltirken TLR2 aktivasyonunu artirmasi beklenir (Moffatt ef al. 2013). D1s membranda
bulunan lipoproteinlere maruziyetin artmasiyla sebebiyle A. baumannii'de lipid
degisikligi daha yayginken, lipopolisakkaritlerin (LPS) eksikligi antibiyotik direncini
destekleyen kisim ile ayn1 degildir (Lopalco et al. 2017).
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Hiicre dis1 ylizeyde kapsiil, serum ve katyonik antimikrobiyal peptidlere karsi dirence
aracilik ederek in vivo hayatta kalmay1 artiran bir bariyer olusturur. A. baumannii'de
kapstil lokuslar1 6nemli Olgiide degiskenlik gosterir ve degisebilir merkez kiimesi
korunmus 5’ ve 3’ genleri tarafindan kapatilir (Geisinger and Isberg 2015). Birlestirme ve
disa aktarma makine kompleksi, i¢ ve dig membranlar1 kapsayan 5’ geninde kodlanir ve
kapsiiler polisakkariti periplazmadan hiicre ylizeyine tasir (Sof'ya et al. 2015). UDP-baglh
seker sentazlar1 ve epimerazlari kodlayan 3’ genleri, galaktoz ve UDP-D-glukozu ve
glukuronik asidi sirastyla doniistiirerek asetil-D-galaktozaminuronik asit veya UDP-N
asetil-D-glukozaminuronik asit yapar (Hu et al. 2013). Galaktozu UDP-D-glukoza ve
glukuronik aside dontistiirerek asetil-D-galaktozaminuronik asit veya UDP-N asetil-D-
glukozaminuronik asit liretmek icin 3’ genleri sirayla UDP-bagl seker sentazlari ve
epimerazlart kodlar (Kenyon and Hall 2013). Iki pargali diizenleyici cerceve,
antimikrobiyal dirence ve daha yiiksek ekspresyona neden olan bazi ilaglar1 igeren
kapsiillerin olusturulmasini olumsuz yonde diizenleyerek ¢evresel ipuglarina yanit verir
(Geisinger and Isberg 2015). Kapsiillerin varhigin1 veya yoklugunu Acinetobacter'de
fenotipik degisimle iliskilendiren daha fazla kanit kapsiillerin varliginin veya yoklugunun

Acinetobacter fenotipik degisimi ile iliskili oldugu da gosterilmistir (Chin et al. 2018).

2.9.3 Fosfolipaz

Fosfo kafa grubu (fosfolipaz C) veya fosfatidik asit ve tercih edilen bdliinme bolgesinden
kaynaklanan farkli kafa grubu, fosfolipaz D'yi ayirt eder (Schmiel and Miller 1999). A.
baumannii, iki fosfolipaz C ve ii¢ fosfolipaz D enzimini kodlar; bunlarin her biri,
Okaryotik membranlarin bir eleman1 olan fosfatidilkolin i¢in bir substrat tercihine
sahiptir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, her iki enzim de insan eritrositlerine kars1 hemolitik
aktiviteye sahiptir ve demir emilimini destekleyen demir alimi1 diizenleyicisi tarafindan
transkripsiyonel olarak kontrol edilir. Bu 6nemli rolle tutarli olarak fosfolipaz C, ¢ok
sayida susta korunur (Fiester ef al. 2016). Fosfolipaz C, hayati 6nemiyle tutarl olarak
cesitli suslarda korunur (Stahl et al. 2015). Ug fosfolipaz D geni arasinda da benzer bir
iliski mevcuttur. ki katalitik alanlar1 goz oniine alindiginda, iki fosfolipaz D enzimi bir

gen cogalmasinin {irlinii gibi goriinmektedir, oysa sadece bir fosfolipaz D3 vardir.
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Benzerliklerine ragmen, fosfolipaz D2'nin istila i¢in diger ikisinden daha 6nemli oldugu

gosterilmistir (Stahl et al. 2015).

2.9.4 Salg sistemi

Tip I sekresyon sistemi, proteinleri sitozolden hiicre dis1 ortama tasiyan {iclii bir sistemdir.
Ucg parcali Tip I sekresyon sistemi, proteinleri sitozolden hiicre dis1 ortama tasir. Aktif bir
T1SS'yi kodladig bilinen ilk Acinetobacter susu, A. nosocomialis susu M2 dir. Aktif bir
T1SS'yi kodladig1 bulunan ilk Acinetobacter susu, M2'dir (A. nosocomialis). Tip VI
sekresyon sisteminin bu sustaki T1SS aktivitesinden dogrudan etkilenmesi ilgingtir, bu
da bu sistemlerin birbirleriyle iletisim kurabilecegini diisiindiirmektedir (Harding et al.
2017). Tip II salgilama sisteminin iki asamasi vardir; birincisi, salgilanmadan 6nce
substratin Tat veya Sec tarafindan periplazmaya translokasyonudur. A. baumannii'nin
viriilansi, lipaz, elastaz, alkalin fosfataz ve fosfolipaz gibi enzimler olan efektor
proteinlere baglidir (Elhosseiny and Attia 2018). A. baumannii patojenitesi i¢in gerekli
olan efektor proteinler arasinda fosfolipazlar, metalo -endopeptidaz CpaA, lipaz, elastaz
ve alkalin fosfataz yer alir. PilD peptidaz, Tip Il ve Tip IV sekresyon sistemleri tarafindan
paylasilir ve fibrinojen ile faktdr V'i parcalar (Weber et al. 2017). DNA, plazmidler ve
diger mobil genetik elementler Tip IV salg1 sistemi tarafindan konjugatif olarak aktarilir.
Bu o6zelliklerin konakgi-patojen etkilesimlerindeki islevi heniiz bilinmemektedir.
Bununla birlikte, 6zellikle antibiyotik direncinin nedenlerini belirlemek amaciyla genetik

materyalin aktarimi i¢in gereklidirler (Liu et al. 2014).

Gram-negatif bakterilerdeki en yaygin ve basit salgilama mekanizmasi Tip V olarak
adlandirilir. Bir ¢ekirdek yolcu alani, bir N-terminal Sec-bagimli sinyal peptidi ve bir C-
terminal B namlusundan olusan benzersiz alan tasarimi, onlar1 6zel kilar (Henderson et
al. 2004). Ancak Acinetobacter, su ana kadar bulunan bes Tip Va-Ve alt boliimiinden
yalnizca ikisini (Tip Vb ve bir Tip Vc) kodlamaktadir (Elhosseiny and Attia 2018). Hem
Okaryotik hem de prokaryotik hiicreler, tip VI salgilama sistemleri tarafindan
hedeflenebilir; ancak Acinetobacter'de bu sistemler yalnizca diger bakterileri hedef alir
ve c¢esitli toksinler salgilar (Fitzsimons et al. 2018). Aktif tip VI sekresyon sistemlerine

sahip klinik izolatlarin, bakteriyel rekabetteki islevlerine ragmen rekabet avantaji
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gostergesi olmasina ragmen, belki de bakterisidal etkilerle rakip hastaliklar1 dldiirme
yetenekleri nedeniyle immiin sistemi baskilanmis bireylerden daha sik izole edilmesi

dikkat ¢ekicidir (Repizo 2017).

2.9.5 Dis membran kesecikleri (OMYV'ler)

Cesitli biiyiime kosullart altinda simdiye kadar incelenen tiim Gram negatif bakteriler,
boyutlart 10 ile 300 nm arasinda degisen, dis membran kesecikleri olarak bilinen kiiciik,
kiiresel kesecikler olusturur ve bu, evrim boyunca korunan bir siireci ortaya ¢ikarir. Evrim
boyunca korunmus bir siireci diisiindiirse de, bunlarin {retiminin ve farkh
paketlenmelerinin belirli lipit tlirlerinin veya OMP'lerin birikimini veya azalmasini tam
olarak nasil etkiledigi heniiz acik degildir (Roier et al. 2016). Bunun spesifik bir
mekanizma m1 yoksa cesitli ¢cevresel faktorlere farkl tepki veren genel bir salgi sistemi
mi oldugu acik degildir (Cahill er al. 2015). Biyogenezleri i¢in artik ii¢ teori vardir:
Membran ¢ikintis1 ve vezikiil olusumu, baglangicta OM lipoprotein-peptidoglikan
baglarinin kirilmasindan kaynaklanir. Ugiinciisii, vezikiil olusumu, zenginlesen ve
membran egriligine neden olan kimyasallar tarafindan yonlendirilir; Dérdiinciisii, yanls
katlanmis proteinlerin ve peptidoglikan fragmanlarinin periplazmik birikimi membranin

sismesine neden olur (Roier et al. 2016).

OMV'ler bakteriyel sinyalleme, konak¢i-patojen etkilesimi diizenlemesi ve bagisikliktan
kacinma ile baglantili oldugundan, konagin dogustan gelen bagisiklik sistemine karsi
bakterinin savunma hatti olarak hizmet ettikleri uzun zamandir kabul edilmektedir.
OmpA ve diger varsayilan viriilans faktorlerinin konake1 hiicrelere salinmasi, OMV'lerin
okaryotik kolesterol mikro alanlar1 A. baumannii ile etkilesimleri yoluyla kolaylastirilir
(Jin et al. 2011). In vivo OMV'ler, dogustan gelen bagisiklik bilesenlerini ayirarak
bagisikliktan kagmay1 degistirebilir veya Toll benzeri reseptér (TLR) sinyalini aktive
ederek immiinolojik bir tepki ortaya ¢ikarabilir (Kaparakis-Liaskos and Ferrero 2015).
OMV'ler bakteriyel genetik materyalin topluluklar i¢inde veya tiirler arasinda yayilmasi
icin Ozel bir rol oynar. Toxoplasma aspergilli OMV'lerde bulunan DNA ve RNA'nin,
konak¢inin bagisiklik tepkilerini degistirdigi Sekil 2.1°de gosterilmistir (Bitto et al.
2017).
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Sekil 2.1 Bakteriyel viriilans faktorlerinin semasi (Morris et al. 2019)

2.9.6 Besin alim

Demir, insan viicudunda eksikligine en sik rastlanan elementtir. Bakteriler, demir oranini
azaltmak i¢in iki yontem gelistirmigtir: bunlardan ilki dogrudan emilim i¢in reseptdrler
ve tagtyicilart kullanmak, bir digeri ise yiiksek afiniteye sahip demir selatdr proteinleri
(sideroforlar) salgila (De Léséleuc er al. 2014). Acinetobacter baumannii g¢esitleri bes
farkl1 sideroforu kodlayabilir. Demir temizleme mekanizmalar1 ¢ok 6nemli bir rol
oynadigindan, bu yollarin bozulmasi dogal olarak diger sistemlerin de diizenlenmesinin
bozulmasina ve patojenitenin azalmasina neden olur (Eijkelkamp ef al. 2011). Fleming et
al. (2017) ¢evresel demir igeriginin arttirtlmasinin, fareler kullanilarak yapilan bir yara
enfeksiyonu modelinde A. baumannii patogenezini azaltabilecegini, viriilans ve demir
temizleme mekanizmalarinin aktive olmasini 6nleyebilecegini kesfetmistir. Dogal olarak
olustugundan ve ¢esitli proteinler i¢in kofaktor olarak islev gordiigiinden ¢inko gereklidir.
"Beslenme bagisiklig1" olarak bilinen bir stratejide, enfeksiyon sirasinda selator proteini,
konagin metalleri depolamasina izin verir. A. baumannii'nin hiicreler i¢indeki ¢inko
icerigini diizenledigi mekanizmalardan bazilari arasinda ZnuABC tasiyicist ve ZigA

GTPaz bulunur. Zur, transkripsiyonu kontrol eder. Histidini katabolize ederek ve HutH'yi
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aktive ederek ZigA, ZnuABC tarafindan hiicreye getirildiginde ¢inko salinimini arttirir.
Erisilebilirlik ve toksisite arasindaki bu hassas dengenin kaniti, bir fare pnomonisi
modelinde zigA mutasyonlarinda hafif bir azalma ve akciger enfeksiyonlari nedeniyle

daha az sistemik yayilma ile saglanmaktadir (Nairn et al. 2016).

2.9.7 Hareketlilik

Bakteriyel hareketlilik enfeksiyonu tesvik eder, patojeniteyi arttirir ve bakterilerin
konak¢inin hiicrelerini kolonilestirmesini kolaylastirir (Sharma et al. 2017). A.
baumannii'nin hareket etmesini engelleyen flagelladan yoksun oldugu uzun zamandir
bilinmektedir (Vijayakumar et al. 2016). Ancak caligsmalar, bu bakterinin enfeksiyondan
sag ¢ikabildigini ve hastanede hayatta kalma sirasinda segirme hareketi yoluyla ytizeylere

yayilabilecegini gdstermektedir (Ahmad et al. 2020).

2.10 Antimikrobiyal Direncin Mekanizmalari

A. baumannii'de bu bakteriyi hemen hemen tiim antibiyotiklere karsi direngli hale
getirmekten sorumlu olan bir takim mekanizmalar vardir; enzimatik mekanizmalar, akis
pompasi, membranin gecirgenligini azaltma ve hedef bolgelerin modifikasyonu. Asagida

bu mekanizmalarin bazilar1 kisaca agiklanmustir.

2.10.1 Enzimatik mekanizmalar

e [-laktamazlar

B-laktamazlar, A. baumannii'nin antibiyotiklere diren¢ gostermesinin ana yollarindan
biridir. Bu enzim, B-laktam halkasini hidrolize etme ve bdylece antibakteriyel molekiili
etkisizlestirme kapasitesine sahiptir (Munita and Arias 2016). Bu enzim ilk kez Abraham
and Chain (1940) tarafindan tanimlanmistir. Beta-laktam antibiyotikler, penisilin
baglayan proteindeki serin bolgesini asetilleyerek yapisini etkiler. Gram-negatif

bakterilerin birincil diren¢ mekanizmasi, B-laktamaz enziminin sentezidir; oysa Gram-
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pozitif bakterilerdeki B-laktam direncinin birincil mekanizmasi, fizyolojik durumu
korurken bu antibiyotiklere yonelik Penisilin Baglayici Protein (PBP) afinitesini
degistirme yetenegidir. Abraham and Chain (1940) Bacillus bakterilerinde ilk B-laktamaz
iireten enzimi kesfetmistir. Bu enzim su anda Escherichia coli'de kromozomal olarak
kodlanan sefalosporin olarak taninmaktadir. Genomlarinda -laktamaz kodlayan birkag
bagirsak bakterisinin tanimlanmasinin ardindan (Vrancianu et al. 2020), B laktamazlar
gen homolojisine gore A, B, C ve D olmak iizere dort molekiiler kategoriye ayrilir. A.
baumannii bu tiirlerin timiine ev sahipligi yapmaktadir (Jeon et al. 2015). B-laktam
antibiyotiklere diren¢ cogunlukla A smifi B-laktamazlardan kaynaklanmaktadir. A.
baumannii'de bulunan ¢esitli (A) grubu B-laktamazlar vardir. Birka¢ 6rnek arasinda Uzun
Spektrumlu Guyana (GES) yerine Klebsiella pneumoniae’da Karbapenemaz (KPC) yer
alir. A grubu, B-laktamazlarin aktif bélgesinde serin bulunurken, B grubu B-laktamazlarin
katalitik bolgesinde ¢inko veya baska bir agir metal bulunur (Palzkill 2013).
Monobaktamlar haricinde neredeyse tiim p-laktamlar, B grubu B-laktamazlar tarafindan
hidrolize edilebilir (Jeon ef al. 2015). Bu B-laktamazlar aktif bolgelerinde metal iyonlari
icerdiginden, bu enzim aileleri selatlayict maddeler tarafindan kolayca inhibe edilir
(Vrancianu et al. 2020). Bu B-laktamazlar aktif bolgelerinde metal iyonlar1 igerdiginden,
bu enzim aileleri selatlayict ajanlar tarafindan kolayca inhibe edilir. ampC geni B-
laktamaz grubu C'yi kodlar. Ayrica sefalosporinlere ve sefamisinlere kars1 direng bu (-
laktamaz siifi tarafindan saglanabilir (Jeon et al. 2015). ampC geni B-laktamaz grubu
C'yi kodlar. Ayrica sefalosporinlere ve sefamisinlere karsi direng bu B-laktamaz sinifi
tarafindan saglanabilir (Sun et al. 2016). Grup D B-laktamazlar oksasilini hidrolize etme
yetenegine sahiptir; bu nedenle oksasilinazlar olarak da anilirlar. Grup D, oksasilinazlar
olarak da bilinir ¢iinkii grup D B-laktamazlar oksasilini hidrolize edebilir (Nowak and

Paluchowska 2016).

e Aminoglikozid degistirici enzimler

Aminoglikozid, nozokomiyal enfeksiyonlarla iliskili Acinetobacter baumanniinin
tedavisinde kullanilan en 6nemli antibiyotiklerden biridir (Vrancianu et al. 2020). A.
baumannii'deki ana diren¢ mekanizmasi, etki ettigi mekanizmaya, yani aminoglikozid

degistirici enzimlerin (AME'ler) sentezi yoluyla aminoglikozidin enzimatik olarak
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degistirilmesine baglidir ve bu enzim, niikleotidil transferazlar, asetiltransferazlar ve
fosfotransferazlar olarak siniflandirilabilir (Tada et al. 2012). A.baumannii'de ¢ok sayida
(AME) tespit edilmistir (Wen et al. 2014). Kodlamadan sorumlu olan gen (AME'ler),
integronlarin veya konjugasyonun bir parcasi olarak aktarilabilir (Garneau-Tsodikova

and Labby 2016).

2.10.2 Membranin gecirgenligini azaltilmasi

Membran gecirgenliginin azaltilmasi antibiyotiklere kars1 direnci artirabilir. Molekiillerin
hareketi yoluyla dis membran gozenekleri, A. baumannii'nin viriilans1 ve direnci
acisindan ¢ok onemlidir (Lee et al. 2017). A. baumannii'min dis zarindaki gozenek
yogunlugunun gecirgenligini azaltarak karbapenem direncini arttirdiklar1 gosterilmistir
(Jin et al. 2011). A. baumannii'de tanimlanan diger bir porin OmpA'dir, bu porinin
nalidiksik asit, aztreonam ve kloramfenikol'e kars1 direncin kanitlanmasiyla iliskili
oldugu belirlenmistir (Smani ez al. 2014). OmpA'nin akciger enfeksiyonu viriilansini ve
mortalitesini artirmadaki rolli, yakin zamanda yapilan bir ¢aligmayla gosterilmistir

(Espinal et al. 2019).

2.10.3 Akis sistemi

Genis substrat spesifikligi, periplazmadan hiicre dis1 bosluga zararli olabilecek maddeleri
firlatan {ic parcali, membran1 kapsayan bakteriyel akis mekanizmalar1 tarafindan
sergilenir. Su anda bilinen alt1 bakteriyel akis pompasi ailesi vardir; bunlardan biri ana
kolaylastirict siiper ailesi (MFS), coklu ilag¢ ve toksin ekstriizyonu (MATE), kii¢iik coklu
ila¢ direnci ailesi, ¢oklu ilag ve toksin ekstriizyon ailesini temsil eder. Antimikrobiyal
bilesiklerin aileleri akis ve direng-nodiilasyon-hiicre bdliinmesi {ist ailesi (RND), diger
Gram-negatif patojenlerdeki peptitlerin, antimikrobiyal yag asitlerinin ve safra tuzlarinin
ekstriizyonunda kritik bir rol oynamanin yani sira, akis pompalar1 ayni zamanda
sideroforlar gibi viriilans ajanlarini da aktif olarak tiretir (Du et al. 2018). Akis pompalari
AdeABC ve Acel, Acinetobacter'in sirasiyla biyositlere ve aminoglikozitlere karsi

direncini artirir (Liu et al. 2018). AdeABC pompasinin in vivo bakteriyel uygunluk
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tizerindeki etkisi belirlenmistir, ancak karakterize edilen ¢ogu akis pompasi yalnizca

toksik maddelerin uzaklastirilmasiyla iliskilidir (Yoon et al. 2016).

2.11 Coklu ilaca Direncli A. baumannii

Son 30 yilda yeni olusturulan antimikrobiyal ilaglara kars1 direng kazanan A. baumannii
suslari, ¢coklu ilaca direngli (MDR) A. baumannii suslar1 olarak anilmaktadir (Kanafani
and Kanj 2015). Alternatif isimlendirmede, Acinetobacter spp. i¢in antibiyotik direncinin
derecesini degerlendirmenin, yaygin ilag¢ direnci (XDR), pan-ilag direnci (PDR) ve ¢coklu
ilag direnci (MDR) dahil olmak iizere gesitli yollar1 vardir. U¢ veya daha fazla
antimikrobiyal ila¢ siifindan en az bir ajana direngli olmak MDR Acinetobacter spp
olarak adlandirilir (Jung and Park 2015). XDR Acinetobacter suslari, tiim antimikrobiyal
ila¢ siniflarinda ikiden fazla ajana kars1 gelismis direng sergileyen MDR izolatlaridir.
XDR Acinetobacter spp. Tiim antimikrobiyal ila¢ siniflarindaki tiim ajanlara kars1 direng
sergileyen bakterilere PDR Acinetobacter spp. adi verilir. "PDR Acinetobacter spp."
terimi XDR Acinetobacter spp.'yi ifade eder ve tiim antimikrobiyal ila¢ siniflarinda
bulunan tiim bilesiklere kars1 direng sergileyen bir bakteri olara agiklanir (Manchanda et

al. 2010).

2.11.1 Acinetobacter spp.’nin direnc genetigi

"Dogal olarak doniistiiriilebilir" olarak bilinen Gram-negatif bakteri smifi, genetik
degisim i¢in ideal olarak uyarlanmis Acinetobacter spp.'yi igerir. Yabanci genetik
materyali, 6zellikle de antibiyotik direnciyle iliskili genleri elde etme inanilmaz yetenegi
nedeniyle miimkiindiir (Gallagher et al. 2015). A. baumannii arasinda gen aktariminin

baslica yollar1 sunlari igerir:

2.11.2 Doniisiim

1969'da "A. calcoaceticus" olarak adlandirilan yiiksek derecede doniistiiriilebilir

Acinetobacter susunun, par¢alanmis bakteri hiicrelerinden DNA'y1r kendi genomuna
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rekombine edebildigi gosterilmistir (Juni and Janik 1969). Bu c¢alisma bir adim daha ileri
giderek, bu 6zel tiiriin, hepsi ayn1 Acinetobacter cinsine ait 265 farkli bakteri tiirtinden
alman DNA oziitleri kullanilarak degistirilebilecegini gdstermistir. ilging bir sekilde,
gercekte bu suslar siki bir genetik akrabaliga sahiptir (Utnes et al. 2015).

2.11.3 Konjugasyon

1976'da, konjugasyonla tanimlanan ilk tlir Acinetobacter calcoaceticus'tur. Yurtdist
konak¢1 araligindaki plazmid RP4, cesitli A. calcoaceticus mutasyonlar1 arasindaki
kromozomal genleri harekete gegiren konjugasyon vektoriidiir. Ek olarak, dogal olarak
olusan Acinetobacter plazmidi pAV1 kullanilarak konjugasyon yoluyla kromozomal

transfere iliskin ¢aligmalar yapilmistir (Yang et al. 2016).

2.11.4 iletim

Belirli Acinetobacter suslarina karsi aktif olan bir¢ok bakteriyofaj tespit edilmistir. [liman
bir faj olan P78, fajlarin ¢ogu litik olmasina ragmen konak susunu lizojenizasyona ugratir

(Utnes et al. 2015).

2.11.5 Mobil genetik unsurlar

Acinetobacter cinsine ait bakterilerin antibiyotiklere kars1 direng¢ gelistirme konusunda
oldukca hizli olduklar1 bilinmektedir. Yeni direng mekanizmalar gelistirme konusundaki
dikkate deger kapasiteleri, yalnizca ¢ok sayida ilaca karsi dogal direngleriyle
eslesmektedir. A. baumannii plazmidlerinin, transpozonlarinin ve integronlarinin biiyiik
bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. A. baumannii'nin, ister dogada ister hastanelerde
olsun, antibiyotige direncli suslar1 hastadan hastaya aktarabildigine dair gii¢lii kanitlar
vardir. A. baumannii'nin sinif [ ve sinif II integronlar1 vardir (Fournier and Richet 2006).
Biitiinlesmis plazmitler, Acinetobacter klinik izolatlarinin 6nemli bir yiizdesinde bulunur.
Antibiyotik direnciyle baglantili kasetlerin ¢ogunlugunun salgin suglarda mevcut olmasi

muhtemeldir, bu da onlarm hareketliligini agiklayabilir. Integronlarin antibiyotik direng
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genlerinin yayilmasinda onemli bir rol oynadigini gosteren kanitlar bulunmaktadir.
Acinetobacter baumannii'deki yerlestirme dizileri (IS) elemanlari, b-laktamaz sentezini
onemli Ol¢iide artirir ve daha fazla direng fenotipinin edinilmesine katkida bulunur
(Gheorghe et al. 2015). Fournier and Richet (2006) tarafindan, 52 diren¢ geninden 45'ine
sahip olan Otomotiv Genglik Egitim Sistemi (AYEs) pandemik ¢oklu ila¢ direngli
Acinetobacter baumannii susu 86 kb'lik bir diren¢ adasima sahip olarak karakterize
edilmistir. Ayn1 bolgede, glimiis diamin floriir (SDF) duyarli A. baumannii susunda
herhangi bir direng geni icermeyen 20 kb'lik bir genomik ada mevcuttur. Acinetobacter
baumannii ATCC 17978'in tiim genomu dizilenmis ve yabanci oldugu diigiiniilen 38
adadan 16’sinda virtilansla dogrudan baglantili genler bulunmustur (Gallagher et al.

2015).

2.12 Biyofilm

A. baumannii suslarmin biyofilm olusturma kapasitesinin artmasi, endotrakeal tiipler,
kalic1 kateterler ve tibbi agidan faydali ekipmanlar gibi yiizeylerde kolonilesmelerini
kolaylastirir (Duarte et al. 2016). Mikrobiyal hiicreler karmasik biyotik veya abiyotik
yiizeylerde toplandiklarinda, otojenik polimerik ekzopolisakkarit matrisiyle kaplanmis
biyofilmler olustururlar. Yapisi, mikrop popiilasyonlarini zararli maddelerden koruyan ve
bircok farkli antimikrobiyal tiire, konak¢inin immiinolojik savunmasina ve zorlu
fizyolojik kosullara kars1 daha iyi bir koruma saglayan karmasik bir ag olusturur. Insan
hastaliklarinin ylizde 65 ile 80'1 biyofilm gelistiren bakterilerden kaynaklanmaktadir
(Gaddy et al. 2009). A. baumannii'de biyofilm gelisme oran1 kabaca % 80-91 iken diger
tirlerde yaklasik %5-24'tiir (Abdi-Ali et al. 2014). Bu bakteri suslari, biyofilm
gelisiminin bir sonucu olarak artik antibiyotiklere ve diger antimikrobiyal streslere karsi
daha gii¢lii bir savunma mekanizmasina sahiptir. Bu nedenle biyofilm, gii¢lii viriilans

faktorlerinden biri olarak kabul edilir (Sekil 2.2) (Bhargava et al. 2012).
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Sekil 2.2 A. baumannii'nin biyofilm olusumu adimlar1 (Dolma et al. 2022)

2.13 Biyofilm Olusumunda Rol Oynayan Faktorler

2.13.1 Fizyolojik faktorler

Yiizey hidrofobikligi, pH, sicaklik ve oksijen seviyeleri gibi ¢ok sayida ¢evresel faktoriin
biyofilm olusumu {izerinde 6nemli bir etkisi vardir. Bu faktorler degisebilir, ancak
degistiklerinde hiicre aracili yogunluk gradyan1 mekanizmasi yoluyla hiicreden hiicreye
iletisimin kapisim1 acar, bu da biyofilm {retimini baslatir. Cok sayida deney,
Acinetobacter baumannii suglarinin ¢ok c¢esitli habitatlarda biyofilm {iretebildigini
gostermistir. Marti ef al. (2011) biyofilmlerin baz1 Acinetobacter tiirlerinin kati-sivi ve
hava-sivi fazlarinin arayiizeylerindeki kompleksler tarafindan iiretilebilecegini
gostermistir. Cesitli arastirma ¢alismalarinin gosterdigi gibi sicaklik, bakteri hiicrelerinin
yapismaya aracilik etme ve yiizeylerde biyofilm olusturma kapasitesini biiyiik olciide
etkiler. Acinetobacter tiirlerinin biyofilm olusumu 25 ile 37°C arasinda hizlanir (Marti et

al. 2011). Acinetobacter baumannii izolatlar1, 30°C sicaklik, 7,0 pH seviyesi ve tuz kloriir
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ortamini igeren optimal kosullara maruz birakildiginda biyofilm olusturmada basarili

olmustur (Pour et al. 2011).

2.13.2 Tiir ve besin bulunabilirligi

Biyofilm olusumu besin varligina ve konsantrasyonuna ¢ok duyarlidir. Agregasyon ve
biyofilm olusumu i¢in gerekli olan bakteri tiirleri arasindaki parcalanma ve rekabet
eksikligi, besin konsantrasyonunun yiiksek oldugu ortamlarda biyofilm gelisimini
olumsuz yonde etkilemektedir. Sadece eser miktarda besin mevcut oldugunda biyofilm
gelisimi hizlanir. Siikroz, kalsiyum ve fosfat biyofilm miktarini siirekli artiran besinler
arasindadir. Azalan ekzopolisakkarit sentezi ve biyofilm tiikkenmesi, diyet takviyelerinin

asir1 dlizenlenmesinin yaygin sonuglaridir (Lebeaux et al. 2014).

2.13.3 Biiyiime yiizeyi

Biiyiime ylizeyi biyofilm gelisimine zemin hazirlayan faktorlerden biridir. Yiizeyin
tanecikli yapist ve kusurlar1 bir bariyer gorevi gorerek bakterilerin tutunmalarini
kaybetmesine neden olacak kesme kuvvetlerini 6nler ve biyofilm olusumunu tesvik eder.
Cesitli besin ve maddeler igerdikleri i¢in organik yiizeylere daha fazla bakteri tutunabilir.
Yiizey  hidrofobikligi  ve  elektriksel  yiizey  degisiklikleri,  elektroaktif

mikroorganizmalarda biyofilm gelisimini etkileyen iki unsurdur (Dong et al. 2013).

2.13.4 Demir konsantrasyonu

Demirin varligir ve erisilebilirligi biyofilm biiyliimesine karsi c¢alisir. Demir kitligi
genellikle Bap ifadesinin (biyofilmlerle iliskili bir protein) diizenlenmesine neden olur.
Sinyal verme veya ilaglarin kendileriyle etkilesimler yoluyla demir seviyelerindeki artis
bazi secici antibiyotiklerin etkinligini azaltabilir. Ortamdaki bakterilerin biiyiik
cogunlugu, bu elementten yararlanmak i¢in demiri selatlayan giiclii molekiiller olan
sideforlar iiretir. Yanforlar ve demir arasindaki temas, demir- kenar kombinasyonu ile

sonuglanir. D1 zarin spesifik reseptorleri tarafindan ona baglanma, kimyasallarin zardan
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gecisini  kolaylagtirir. Ancak daha yiliksek demir konsantrasyonlarinda yanforlar
kompleks olusturamaz veya dis zarda delikler olusturamaz, dolayisiyla antibiyotikler

gecemez (Jacobs et al. 2014).

2.13.5 Gen ifadesi

Bir dizi arastirma, kapal1 bir sistem icerisinde biyolojik ipuclarin biyofilm gelisimini
tetikledigini, gen ifadesinin ise biyofilmin diizenlenmesini kontrol ettigini gostermistir.
CsuC, CsuD, CsuE, OmpA, blaPER-1, abal, epsA, bfin S&R ve blaPER-2 gibi genler
genellikle A. baumannii suslarinin biyofilm yapismasi ve iiretimi ile iligkilidir (Dong et
al. 2013). A. baumannii biyofilmler olusturdugundan, integron I 1 haberci RNA
ekspresyonunda dramatik bir yukari regiilasyon meydana gelir. Gen hareketliligi ve
yayilmasi, biri sinif I integrona ve digeri 16S RNA metilaz gen ailesine ait olan iki gen
tarafindan kolaylastirilir. Bu da biyofilmlerle ilgili gen dizilerinin yiiksek ekspresyonunu
artirir. Ribontikleaz protein ailesinin bir iiyesi olarak T2, Acinetobacter baumannii'nin
yapigsmasina ve hareketliligine yardimei olarak bakterilerin biyofilm olusturmasina

olanak tanir (Jacobs et al. 2014).

2.13.6 Proteinler

Biyofilm iligkili proteinler (Bap) olarak bilinen proteinlerin biyofilm gelisiminde rolii
vardir. Cogu durumda bakterilerin hiicre yiizeylerinde Bap adi verilen daha biiyiik
molekiiler agirliklt bir protein bulunur. Bap geni, biyofilm olusumu, olgunlasmasi,
bakimi, hiicreler arasi hiicrelerin yapismasi1 ve bakteriyel hiicre toplanmasi igin
vazge¢ilmez olan bir proteini kodlar (Ghasemi et al. 2018). Cekirdek alan, bakterilerin
biyofilm olustururken kullanabilecegi tandem tekrarlar1 igerir. Loehfelm et al. (2008)’in
arastirmasina gore Acinetobacter tiirlerinin hiicre yiizeylerinde Bap ad1 verilen yapisma
molekiilleri bulunmaktadir. Bu, ¢esitli substratlar izerinde hiicresel baglanma ve biyofilm
gelisiminde 6nemli bir rol oynayan, olduk¢a korunmus bir alandir (Bodelon et al. 2013).
Acinetobacter spp.'de Bap proteinlerinin pek ¢ok formu bulunur ve bunlarin hepsi genis
merkezi tekrar alanlariyla karakterize edilir. Brossard and Campagnari (2012) tarafindan

yapilan bir arastirmaya gore, terap6tik agidan dnemli nesneler ve konumlar iizerinde sulu
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kanallarin ve 3 boyutlu kule yapisinin olusturulmasi i¢in Bap gereklidir; ayrica bu
calisma, Bap proteininin bakteri hiicresinin gelismis hidrofobikligini ve yapigskan
Ozelliklerini nasil kolaylastirdigin1 gostermistir (Tomaras et al. 2003). A. baumannii'de
olgun biyofilmlerin cam yiizeyler lizerindeki stabilitesini korumak i¢in Bap proteini

bunlarin biyolojik hacmini ve kalinligin1 etkiler (Pakharukova et al. 2018).

2.13.7 Pili'nin saperon-usher pilus montaj sistemi (Csu Pili)

Pili biyofilm olusturma yetenegi sagladigi gibi tutunmay1 da kolaylastirir. Acinetobacter
baumannii, Csu pili sayesinde cansiz ylizeylerde biyofilm iiretebilmektedir (Pakharukova
et al. 2015). Acinetobacter baumannii'de Csu operonu adi verilen kiimelenmis gen
sistemi, pilusa benzeyen sinirl yapilar iiretir. Antik saperon-oncii (CU) yollari, Csu
pilus'u olusturan yaklasik dort protein alt biriminin c¢aligsmasini saglayan temel yoldur.
Saperon-Oncii  salgilama mekanizmasinin montaji, biyofilm olusumunun temelini
olusturur ve abiyotik ylizeylere baglanma, pilusun sentezini gerektirir (Nuccio and
Béumler 2007). Diger ikame CU aileleriyle birlikte, arkaik CU pili, CU iist ailesinin daha
da klasik olmayan bir dalim1 temsil eder ve toplam CU sistemi i¢inde biiylik bir CU
sistemleri kiimesi olustururlar (Dolma et al. 2022). Calismalar CsuE geninin aktive
edilemedigini veya diizenlenemedigini, bunun da pilus ve biyofilm gelisimini

engelledigini gostermistir (Morgan et al. 2010).

2.13.8 Hiicre dis1 polisakkaritler (EPS)

Biyofilmin hem gelisiminde hem de yayilmasinda EPS Onemli oyunculardir.
Ekstrapolasyonlu polisakkaritin (EPS) birincil bileseni, bakterilerin hedeflerine erigimini
engelleyerek ve etkinliklerini azaltarak dldiiren aljinat ve biyofilmle hareketsizlestirilmis
hidrolitik enzimlerin bir kombinasyonudur (Lewis 2008). EPS esas olarak, zincirin pozitif
yiiklii kolunu ¢eken negatif yiiklii bir amino asitin kolu olan bir polipeptit zincirine bagl
polisakkaritlerden olusur. Bu c¢ekici gii¢, hidrofilik antibiyotiklerin hiicre govdelerine
girmesini zorlastirir, bu da bakteri 6ldiiriicii etkinliklerinin ¢ok azaldig1 anlamina gelir.
EPS'nin ¢ok 6nemli bir rol oynadig1 O-glikosilasyon sistemi ve kapsiil olusumu, ¢oklu

direnci barindiran A. baumannii susunun 6zellikleridir (Cuccui and Wren 2013).
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2.13.9 Cekirdek algilama (QS)

"Cogunluk algilama" olarak bilinen siirecte bakteriler ve diger mikroorganizmalar, daha
diisiik molekiiler agirliga sahip bir veya daha fazla kimyasal molekiiliin degis tokusunu
yaparak, algilayarak, tagiyarak ve salinmasina aracilik ederek cesitli aktivitelere aktif
olarak katilirlar. Acinetobacter baumannii'nin otoindiikleyici N-asil-homoserin lakton
(AHL) molekiilleri, biyofilm {iretimini kontrol eden QS sistemini yoOnetir. Bakteriler
oncelikle birbirleriyle tek bir bakteri tarafindan iiretilen AHL molekiilleri araciligiyla
iletisim kurar ve benzer bakterilerin biiyiik bir kiimelenmesine olanak tanir. Kritik bir
bakteri popiilasyonu diizeyinde AHL, polisakkaritlerde ¢cok sayida hiicrelerarasi adezin
molekiiliiniin iiretilmesi nedeniyle etkili bir algilama sinyali haline gelir. Bakteri
poplilasyonlart belirli bir kiitleye ulastikca mikrokoloniler biyofilmlere gomiiliir ve
AHL'in etkili sinyal algilama 6zelligi biyofilm gelisimine yardimci olur (Bitrian et al.
2012). Ote yandan Stacy et al. (2012) QS sisteminin bakterilerin kendi davranislarini
birbirleriyle ve tiirler arasinda uyum i¢inde diizenlemelerine izin verebilecegini buldu;
suslar arasindaki bu tiir etkilesimler cok sayida enfeksiyonla sonuglanabilir. Liou et al.
(2014) kinaz BfmS'nin biyofilm olusumunda rol oynayan ek bir sensdr oldugunu tespit
etmistir. Sensor kinaz BfmS yoklugunda biyofilmlerin 6nemli o6lgiide azaldiginin
gosterilmesiyle biyofilm diizenlemesi i¢in yeni bir teori Onerilmistir. Azalan demir
mevcudiyeti, bakteriyel tiir yogunluguna gore viriilans faktoriinii kontrol eden QS sistemi

gen ekspresyonunu artirir (Kim ez al. 2013).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Aletler ve ekipmanlar

Cizelge 3.1'de bu ¢alisma sirasinda kullanilan tiim alet ve ekipmanlar sunulmustur.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan aletler ve ekipmanlar

No | Aletler ve ekipmanlar Sirket Ulke

1 Agaroz giicli Guangzhou Cin

2 Eppendorf santrifiijii Bionner Kore

3 Eppendorf Tiipii Bionner Kore

4 Exispin Bioneer Kore

5 Dereceli silindirler MBL Ingiltere
6 Manyetik karistiricilt sicak plaka BandT Ingiltere
7 Kulugka makinesi Bioneer Kore

8 Laminer kabin hava akigt CHC-LAB Kore

9 Mikro pipet odlab ABD
10 | Mikrotitre plakast AFCO Cin

11 | Gradyan Termal dongii blogu Bioneer Kore
12 | Mikrodalga firin LG Kore
13 | Nanodrop-spektrofotometre NAS-99 Tayvan
14 | Firm Memmert Almanya
15 | Parafilm Fisher-scientific ABD
16 | Petri kab1 Zahrat-Al-Rawan Urdiin
17 | Tek kullanimlik siringa Zahrat-Al-Rawan Urdiin
18 | Bunsen beki Al-obidi Irak
19 | PCR tiipii Cin
20 | PH olger Hanna Mauritius
21 | Buzdolab Ishtar Irak
22 | Hassas denge Sartorius Almanya
23 | Steril tasima ortami swabi Mainland Cin
24 | Farkli boyutlarda ipuglari - Cin
25 | UV transliiminator Witeg labortechnik GmbH Almanya
26 | VITEK-2 kompakt Biomerieux Ingiltere
27 | Subanyosu Memmert Almanya
28 | ELIZA yikayici Bio Tec Ingiltere
29 | ELIZA okuyucu Bio Tec Ingiltere
30 | Tastyict Dongii - Cin
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3.1.2 Bakteriyolojik protokoliin kimyasal reaktifleri

Cizelge 3.2 bakteriyolojik ¢aligma protokoliinde kullanilan tiim kimyasal reaktifleri

gostermektedir.

Cizelge 3.2 Bakteriyolojik calisma protokoliiniin kimyasal reaktifleri

No | Reaktifler Sirket Ulke

1 Tetrametil-p-fenilendiamin dihidrokloriir BDH Ingiltere
2 Kovacs reaktifi

3 Gliserol

4 Hidrojen peroksit HIMEDIA Hindistan

3.1.3 Kimyasal reaktifler ve molekiiler protokoliin boyalari

Cizelge 3.3 molekiiler calisma protokoliinde kullanilan tiim kimyasal reaktifleri ve

boyalar1 gostermektedir.

Cizelge 3.3 Molekiiler calisma protokoliiniin kimyasal reaktifleri ve boyalari

No | Reaktifler ve boyalar Sirket Ulke
1 Agaroz REAGENT-WORLD ABD
2 DNA ekstraksiyon kiti Wizprep Kore
3 Etidyum Bromiir boyast BIO-BASE Kanada
4 Niikleaz igermeyen su PROMEGA ABD
5 TBE 10X

6 Bromofenol mavisi

7 DNA merdiveni 100 bp

8 Mavi-turuncu yiikleme kalib1

9 TBE tamponu

10 | Fosfat tamponlu salin HIMEDIA Hindistan
11 | Kristal Menekse

12 | Metanol

3.1.4 Kiiltiir ortamm

Cizelge 3.4’te calismada kullanilan tiim kiiltiir ortamlarini géstermektedir.
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Cizelge 3.4 Calismada kullanilan kiiltlir ortamlari

No | Kiiltiir medyasi Sirket Ulke

1 Brain-Heart agar HIMEDIA Hindistan
2 Brain-Heart infiizyon broth

3 MacConky agar

4 Pepton suyu

5 Simon sitrat agar

3.1.5 Astar setleri

Cizelge 3.5’te calismada kullanilan primer setlerini gostermektedir.

Cizelge 3.5 Calismada kullanilan primer setleri

No | Genler Primer Siralama Amplikon Ref.
boyutu
1 bap F “TGCTGACAGTGACGTAGAACCACA” 184 bp
R “TGCAACTAGTGGAATAGCAGCCCA”
2 blaPER-1 F “GCAACTGCTGCAATACTCGG” 900 bp (Yan
R “ATGTGCGACCACAGTACCAG” lg
3 | csuE F “CATCTTCTATTTCGGTCCC” 168 bp 266 1“9')
R “CGGTCTGAGCATTGGTAA”
4 ompA F “GTTAAAGGCGACGTAGACG” 578 bp
R “CCAGTGTTATCTGTGTGACC”

3.1.6 DNA ekstraksiyon Kitinin icerigi

Cizelge 3.6'da tiim DNA ekstraksiyon igerikleri gosterilmektedir.

Cizelge 3.6 Genomik DNA ekstraksiyon kitinin igerigi

No | Reaktifler Hacim
1 W (1) Tampon 55 mL
2 W (2) Tampon 16 mL
3 GT (1) Tampon 25 mL
4 GT (2) Tampon 25 mL
5 Proteinaz K 44 mg
6 Eliisyon Tamponu 10 mL
7 DNA dondiirme kolonu 100 cs
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3.1.7 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gereksinimleri

Cizelge 3.7 tiim standart PCR igeriklerini gostermektedir.

Cizelge 3.7 Calismada kullanilan standart PCR igerikleri

icerik Konsantrasyon

dNTP'ler dATP'ler 400 uM
dCTP'ler 400 uM

dGTP'ler 400 uM

dTTP'ler 400 uM

MgCl, 300 mM

Taq DNA polimeraz 50 birim/mL

Tampon PH 8,5

3.2 Yontem

3.2.1 Cahisma tasarim

Bu kesitsel calisma, Kasim 2021 ile Mayis 2022 tarihleri arasinda Babil/Irak'taki ¢esitli
hastanelere ve kliniklere basvuran, farkli cinsiyet ve farkli yaslardaki hastalardan (idrar,
kulak iltihab1, bogaz siiriintiisii, kan, cilt lezyonu) 200 numune alinarak, Acinetobacter
baumani'yi izole etmek ve teshis etmek amaciyla gergeklestirilmistir. Etik onay Helsinki
Insan Haklar1 Bildirgesi'ne uygun olarak gerceklestirilmis ve hastalardan sozlii onay da

alinmustir.

3.2.2 Kiiltiir ortaminin hazirlanmasi

e Beyin-kalp infiizyon suyu

Hem hizli hem de hizli olmayan bakteriler i¢in siv1 bir kiiltiir ortamidir. Besiyerinin 37
graminin 1 litre deiyonize suda ¢dzlilmesi, tamamen ¢oziilene kadar sik sik ¢alkalanarak

kaynatilmas1 ve ardindan 121°C ve 0,15 mpa'da on bes dakika sterilize edilmesiyle

hazirlanmstir.
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e Beyin-kalp infiizyon agar

Bakteri izolatlarinin biliylimesi ve izolasyonu i¢in kullanilan bu besiyerinin
hazirlanmasinda tiretici talimatina uygun sekilde 52 g besiyeri 1 litre distile suda
¢cozlilmiigtlir. Besiyeri otoklavlandiktan sonra 45 ila 50°C arasinda sogumaya birakilmis
ve ardindan Petri plakalarina yerlestirilmistir. Katilastiktan sonra ihtiya¢ duyulana kadar

4°C'de soguk tutulmustur.

e MacConkey agar

Gram negatif bakterilerin laktozu fermente etme kapasitelerine gore ayr1 ayri biiylimeleri
icin diferansiyel ve ayirt edici bir besiyeridir. Kristal viyole ve safra tuzlarinin her ikisi
de gram pozitif organizmalarin biiyiimesini engeller. Besiyeri, 51,5 g'nin 1 litre
damitilmis su i¢inde ¢oziilmesi, tam ¢oziinme elde etmek i¢in kombinasyonun 1sitilmasi
ve ardindan karisimin dezenfekte edilmesi icin 121°C'de on bes dakika siireyle

otoklavlanmasiyla hazirlanmigtir.

3.2.3 Cozelti ve reaktiflerin hazirlanmasi

A) Cozelti:

Tris-borat-EDTA (TBE): 100 mL 10X TBE tamponu, 1X TPE tamponu olusturmak {izere
900 mL damitilmis su icerisinde ¢oziindiiriildii (MacFaddin 2000).

Kovac’s reaktifi: Indol testinde bir gdsterge olarak hareket etmis ve dogrudan iiretilen bir

sirket tarafindan eklenmistir (MacFaddin 2000).

B) Reaktifler:

Oksidaz reaktifi: Bu reaktifi yapmak i¢in 1 g dimetil-p-fenilendiamin hidrokloriir 100 mL

damitilmis suda ¢Ozililmiistiir. Kombinasyon daha sonra karanlik bir kapta tutularak
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bakterinin oksidaz tiretme kapasitesini kontrol etmek i¢in hemen kullanilmistir

(MacFaddin 2000).

Katalaz reaktifi: Bakteri izolatlarinin katalaz enzimi iiretip liretmedigini belirlemek icin
kullanilan bu reaktif, ticari olarak temin edilebilen yiizde iicliikk bir hidrojen peroksit

(H20) ¢ozeltisinden olugmaktadir.

3.2.4 Bakteri izolatlarimin tanimlanmasi

Acinetobacter baummaniimin farkli gram-negatif bakterilerden ayristirilmasi1 amaciyla
asagidadetaylar1 verilen biyokimyasal testler sonucunda tespit edilen izolatlar VITEK-2

sistemi tarafindan %99 hassasiyetle dogrulanmistir.

A) Biyokimyasal testler:

Oksidaz testi: Steril filtre kagid1 ylizde bir tetrametil fenilenamin iginde 1slatildiktan
sonra, tek bir koloni plastik bir halka kullanilarak filtre kagidinin lizerine yerlestirilmistir.
Eger s1v1 aniden koyu mavi veya mor bir renk alirsa, bu testin pozitif oldugunu gosterir

(Brown et al. 2005).

Katalaz testi: Katalazin mevcut olduguna dair kanit saglamak amaciyla yapilmigstir.
Hidrojen peroksitten oksijen salinimini katalize etmekten sorumlu bir enzimdir. Prosediir,
yeni aktive edilmis bir bakteri kolonisinin, ylizde ii¢ konsantrasyonda hidrojen peroksit
ile Onceden 1slatilmis bir cam slayt {izerine tasinmasindan olusmaktadir. Gaz

kabarciklariin goriilmesi testin pozitif oldugunu gosterir (Benson 2002).

Indol testleri: Yeni bir koloniye, 48 saat boyunca 37°C'de bir inkiibatére yerlestirilmeden
once bir Pepton su ortami enjekte edilmistir. Indol testini tamamlamak igin 6-8 sekiz
damla Kovacs reaktifinin eklenmesi gerekir. Olumlu sonug tiiplin yiizeyinde kirmizi

rengin ortaya ¢ikmasiyla gosterilmistir (MacFaddin 2000).
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Simmon sitrat testi: Simon sitrat egik ortamina taze bir koloni ekilerek 48 saat boyunca
37°C'ye sitilmistir. Ortamin renginin maviye doniismesi pozitif sonuca isaret etmektedir

(MacFaddin 2000).

B) VITEK-2 sistemi:

Organizma tanimlamasi i¢in VITEK-2 kompakt sistemi florojenik ve duyarlilik testi
amaciyla da bulanik metrik bir yaklagim kullanir. Mevcut test kitleri arasinda gram-
negatif basil tespiti i¢in ID-GN, gram-pozitif kok tespiti icin ID-GP, gram-negatif
duyarlilik (AST-GN) ve gram-pozitif duyarlilik (AST-GP) bulunmaktadir. VITEK-2 ID-
GN karti, on saat i¢inde Enterobacteriaceae ailesinin 154 farkl tlirtiniin yani sira se¢ilmis
bir grup glikoz fermente etmeyen gram-negatif organizmayi da tanimlayabilmektedir.
Tilim bakteri izolatlari, bakterilerin dogru bir sekilde tanimlandigindan emin olmak i¢in

VITEK-2 sistemi kullanilarak dogrulamadan gegirilmistir.

Prosediir (Nakasone et al. 2007);

MacConkey agar, taze aktive edilmis bakterileri yetistirmek icin kullanilmis ve bunlar
daha sonra 14 saatlik bir siire boyunca 37°C'ye ayarlanmuis bir inkiibatdre yerlestirilmistir.
Inkiibasyon siiresinin ardindan, tek bir bakteri kolonisi plastik bir halka araciligiyla 3
mililitre normal salin hacmine tasinmistir. Bakterilerin bulanikligi 0,5 McFarland'a
standardize edildikten sonra, ¢ozeltinin bulaniklig1 aparatin bir parcasi olarak bulunan
McFarland spektrofotometresi kullanilarak 6l¢tilmiistiir. Kit her bir tiipiin i¢ine konmus
ve ardindan aparatin i¢ine yerlestirilmistir. Numune 18 saat boyunca cihazda inkiibe

edildikten sonra sonuglar elde edilmistir.

3.2.5 Biyofilm olusumunun degerlendirilmesi

Prosediir;
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Kiiltiirii yapilan bakterilerin 100 pL kadar McFarland 6lgegine gore iki mililitre
normal salin i¢eren bir tiipe aktarilmis ve tiirbidite seviyesi 0,5'e ulasana kadar
ayarlanmustir.

Polistiren mikrotitre plakalar1 kullanilarak, ylizde bir glikoz igeren beyin kalp
suyundan 180 pL uygulanmistir.

Mikrotitre plakalarimin ii¢ kuyucugunun her birine belirli bir miktarda yirmi
mikrolitre mikrobiyal ¢ozelti verilmistir. Negatif kontrol, her biri bakteri icermeyen
bir et suyu igeren alt1 kuyudan olusuyordu.

Plaka daha sonra 37°C'ye 1sitilmis ve kapagi sikica kapatildiktan sonra herhangi bir
hareket olmaksizin biitiin bir giin boyunca bekletilmistir. Islemi baslatmak igin
aerobik bir ayar kullanilmistir. Plaka inkiibasyondan sonra ii¢ farkli zamanda PBS ile
iyice yikandi ve ardindan kurutuldu.

Biyofilmler yikandiktan sonra oda sicakligina yakin bir yerde 15 dakika bekletildikten
sonra 150 pL metanol ilavesiyle havada kendiliginden kurumalar1 saglanarak elimine
edilmisgtir.

Plakalar 250 pL kristal viyole soliisyonu kullanilarak 15 dakika boyunca boyandiktan
sonra 37°C'de yaklasik 15 dakika boyunca durulanmis ve kurutulmustur.

Boya 200 pL doksan bes konsantre etanol ile karistirnlmistir. Cizelge 3.8'de
gosterildigi gibi, mikrotitre plakasindaki her bir kuyudan 630 nm dalga boyunda optik

yogunluk 6l¢iimii elde etmek i¢in bir okuyucu kullanilmistir.

Cizelge 3.8 Biyofilm konsantrasyonunun optik yogunlugu (OD) (Abdi-Ali et al. 2014)

Optik yogunluk (OD) Biyofilm yogunlugu
“OD <= ODc *” Uretmeyen
“20Dc> OD> ODc ” Zayif iiriin
“40Dc> ODc¢> 20Dc” Orta diizeyde {iretim
“OD>40Dc” Giglii tretim

*”Kesme degeri (ODc)=negatif kontroliin ortalama OD'si+(3*Standart Sapmalar)”

3.2.6 Bakteriyel izolatlarin depolanmasi

Kisa periyot; Bakteri izolatinin streak kiiltlirli, yirmi dort saatlik bir siire boyunca

inkiibatore yerlestirilmeden Once bir agar plakasi iizerinde gerceklestirilmistir. Daha
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sonra iizeri Parafilm ile kapatilmis ve giinliik olarak kullanilmak tizere -40°C sicakliktaki

buzdolabina yerlestirilmistir (Kilvington et al. 2013).

Ara periyot; Agar egimine bir bakteri kolonisi eklenmis ve ardindan oda sicakliginda
tutulan daha kii¢iik bir cam sise beyin kalp infiizyon agarina eklendikten sonra 24 saat
boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Daha sonra Parafilm'e sarilmis ve ii¢ ay boyunca -

40°C'de dondurucuda saklanmistir (Kilvington et al. 2013).

Uzun periyot; 37°C'de 700 mikrolitre beyin kalbi inflizyon suyu hacminde yaklasik 24
saat inkiibasyondan sonra, 300 mikrolitre gliserol hacmi bir Eppendorf tiipiine aktarilmisg
ve tiip bir vorteks kullanilarak hizla karigtirilmistir. Daha sonra Eppendorf tlipti Parafilm
ile sarilmig ve buzdolabinda -20°C sicaklikta alt1 ay siireyle saklanmistir (Kilvington et

al. 2013).

3.2.7 DNA ekstraksiyon prosediirii

Birinci adim (Bakteri depolamasinin yeniden etkinlestirilmesi);

e Bir bakteri kolonisi 2 mililitre beyin kalp infiizyon besiyerine taginarak karisim daha
sonra 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra karigimin 2 dakika boyunca
dakikada 7500 devirde santrifiij edilmesiyle 2 mililitre beyin kalp inflizyon
besiyerinden hiicreler toplanmistir. Son olarak siipernatant atilmis ve peletler 180 pL

GT1 tamponu ile yeniden silispanse edilmistir.

Ikinci adim (lizis yontemi);

e Yukarida agiklanan 6rnege 20 puL proteinaz K olarak 200 uLL GT2 tamponu eklenmis

ve karisim on saniye boyunca vortekslenmistir. Numune, 56°C sicakliktaki su
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banyosunda on dakika siireyle inkiibe edilmis ve inkiibasyon sirasinda bes dakikalik

diizenli araliklarla ters ¢evrilmistir.

Ucgiincii adim (Baglama);

Bes saniye boyunca bir vorteks ile karigtirildiktan sonra hazirlanan lizata %100 olan
200 pL etanol dahil edilmistir. Karisimi dondiirme tiipiine uyguladiktan sonra,
dakikada 13,000 devir hizinda bir dakika siireyle dondiiriilmiistiir. Son olarak
Stipernatan ¢ikarilmig ve c¢ikarildiktan sonra bir dondiirme kolonuna geri

gonderilmistir.

Dérdiinciti adim (yikama);

500 pL hacimli W1 tamponu dondiirme kolonuna aktarildiktan sonra karigim, bir
mikrosantriflij araciligiyla dakikada on ii¢ bin devir hizinda bir dakika boyunca
santrifiij edilmistir.Stipernatan atilmis ve ardindan dondiirme kolonu tekrar baglantiya
getirilmigtir. 750 pL W2 tamponu eklendikten ve dakikada 1300 devirde bir dakika
stireyle santriflij edildikten sonra dondiirme kolonu ¢ikarilmistir. Bu islemi takiben
slipernatan atilmis ve daha sonra dondiirme kolonuna yeniden katilmistir. Son olarak
dondiirme kolonu iki dakika boyunca dakikada 13,000 devirlik hizla yeniden

santrifiijlenmistir.

Besinci adim (eliisyon);

Spin kolonu, degistirilen Eppendorf tiipiine aktarilmistir. inkiibasyonun ardindan 50 pL

hacminde eliisyon tamponu Eppendorf tiipline aktarilmis ve bir dakika boyunca oda

sicakliginda bekletilmistir. Bu islemden sonra DNA 13,000 rpm hizda bir dakika santrifiij

edilmis ve ardindan -20°C sicaklikta buzdolabina yerlestirilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 DNA ekstraksiyon prosediirii

3.2.8 Ekstrakte edilen DNA'nin safiginin ve konsantrasyonunun

degerlendirilmesi

Molekiiler biyolojideki ¢esitli uygulamalarda DNA konsantrasyonunun ve saflifinin
degerlendirilmesi gereklidir ve dolayisiyla DNA konsantrasyonunun kesin 6l¢iimii ¢ok
bliyilk Oneme sahiptir. DNA kontaminantlari, DNA konsantrasyonunun yanlis
hesaplanmasina neden olabilir ve bu durum teorik olarak sonraki siiregler icin engel teskil
eder. Bu arastirma sirasinda, DNA konsantrasyonunun yam sira saflik seviyelerini de
tespit etmek icin NAS-99 Nanodrop spektrofotometresi kullanilmistir. Konsantrasyonu
hesaplamak i¢in gereken DNA miktar1 1 pL’dir. Eliisyon tamponu kullanilarak bos bir
¢Ozelti olusturulmustur ve sonra Nanodrop'a takilan spektrofotometre okunarak sonug

bilgisayara kaydedilmistir.
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3.2.9 Biyofilmle iliskili genlerin tespiti

Biyofilmle iligkili genlerin amplifikasyonu;

Cizelge 3.9 PCR karisiminda kullanilan reaktiflerin hacmini agiklamaktadir.

Cizelge 3.9 PCR karisiminin reaktiflerinin hacmi (Khalil ef al. 2021)

Bilesenler bap blaPER-1 csuE ompA
Hacim (uL) | Hacim (uL) | Hacim (uL) | Hacim (uL)
Go Taq Green Master Mix, 12,5 12,5 12,5 12,5
Yukar1 akis primeri 1 1 1 1
Asagi akis primeri 1 1 1 1
DNA sablonu 5 5 5 5
Niikleaz igermeyen su 5,5 5,5 5,5 5,5
Toplam hacim 25 25 25 25
PCR programz;
Cizelge 3.10 biyofilmle iliskili genler i¢cin PCR amplifikasyon programini

aciklamaktadir.

Cizelge 3.10 PCR programu (Khalil ez al. 2021)

Adimlar Sicaklik (°C) Zaman Dongii sayisi
[lk denatiirasyon 94 5 dakika 1
Denatiirasyon 94 1 dakika

Bap geninin tavlanmasi 55 1 dakika

blaPER-1 GEN'in 58 1 dakika

tavlanmasi

CsuE geninin tavlanmasi 55 1 dakika 35
ompA geninin tavlanmasi 56 1 dakika

Eklenti 72 45 saniye

Son uzatma 72 5 dakika 1
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3.2.10 Agaroz jel elektroforezi

PCR iirliniiniin tespiti i¢in agarozun hazirlanmast;

Dogru miktarda DNA'nin ekstrakte edildiginden emin olmak i¢in gergeklestirilmistir; bu
da DNA'nin zarar gérmemesini ve kullanilan primerlerin hedef genleri ¢ogaltmada etkili
olmasini saglamigtir. Tepsi ve taraklar steril deiyonize su ile temizlendikten sonra,
taraklar tepsiye dizilmis ve tepsi diiz bir ylizeye yerlestirilmistir. Hazirlik siirecinin ikinci
adiminda agaroz, PCR f{irlinii i¢in 1,5 gram agarozun 100 mililitre 1X-TBE tamponunda
¢oziilmesi ve ¢ozeltinin hafif¢ce karistirilmasiyla hazirlanmistir. Mikrodalgada 100°C'de
bes dakika 1sitildiktan sonra karisim 60°C'ye ulasana kadar oda sicakliginda sogumaya
birakilmistir. Bundan sonra, karisima 5 mikrolitre etidyum bromiir eklenmis ve bes
saniyelik bir siire boyunca iyice karigtirllmistir. Siv1 tepsiye dokiildiikten sonra on bes
dakika boyunca oda sicaklifinda sogumaya ve sertlesmeye birakilmistir. Agaroz
katilastiktan sonra taraklar ¢ikarilmis akabinde jelin kuyular1 1 pL yiikkleme tamponu ve
4 uL. DNA merdiveni ile doldurulmustur. Bundan sonra, tepsi tampon tankina
yerlestirilmis ve tank 1X TPE tamponu ile doyurulmustur. Devaminda, PCR {iriiniinii
tiretmek i¢in elektrik giicii kirk bes dakikalik bir siire boyunca en yiiksek voltajlarinda
acilmistir. Bunun sonucunda DNA, katodun kutuplarindan (-) anodun kutuplarma (+)
dogru hareket etmistir. DNA bandimi gozlemlemek i¢in bir UV-transilliiminator

kullanilmistir.

3.3 istatistiksel Analiz

Bu kesitsel prospektif ¢alismanin istatistiksel analizi GraphPad Prism versiyon 7 ve
Microsoft Excel 2016 ile gergeklestirilmistir. Sayisal veriler ortalama ve standart sapma
olarak tanimlanmugstir. Kategorik veriler say1 ve yiizde olarak tanimlanmistir. Degiskenler
arasmdaki iliskiyi tahmin etmek igin ki-kare testi kullamlmustir. iki grup arasindaki
karsilastirma i¢in bagimsiz orneklem t-testleri kullanilirken, ikiden fazla grup igin

varyans analizi (ANOVA) kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Hastalarin Demografik Ozellikleri (Yas ve Cinsiyet Dagilimi)

Bu calisma, Kasim 2021 ile Mayis 2022 tarihleri arasinda Babil/Irak'taki c¢esitli
hastanelere ve kliniklere bagvuran, farkl cinsiyet ve farkli yaslardaki hastalardan (idrar,
kulak iltihab1, bogaz siiriintiisii, kan, cilt lezyonu) 200 numune alinarak, Acinetobacter
baumani'yi izole etmek ve teshis etmek amaciyla Kasim 2021 ile Mayis 2022 tarihleri
arasinda Babil/Irak'taki ¢esitli hastanelere bagvuran, farkli cinsiyet ve yastaki hastalardan
farkli klinik bolgelerden (idrar, kulak iltihabi, bogaz siiriintiisii, kan, cilt lezyonu) 200
ornek alinarak gerceklestirilmistir. Yasa gore, hastalarin minimum yas1 9 iken maksimum
yast 78'dir ve yas ortalamasi 35,69+18,05'tir.Acinetobacter baumannii, hastane
ortamlarinda hem kuru hem de islak ylizeylerde varligini siirdiirebilme kapasitesi
nedeniyle 6nemli bir nozokomiyal patojen olarak 6ne ¢ikan patojenik bir mikroorganizma
olarak tanimlanmistir. Bu bakteri yakin zamanda kiiresel Ol¢ekte ortaya c¢ikmigtir
(Tavakol et al. 2018). Calismam Irak'in Babil kentindeki hastanelere basvuran hastalar
arasinda A. baumannii'nin yliksek bir prevalansa sahip oldugunu (%29,5) gosterdi. Bu
oran, Irak'ta Dohuk sehrinde yatan hastalar arasinda A. baumannii prevalansiin %10,1
oldugunu bildiren bagka bir ¢calismaya gore daha yiiksektir. (Mahmood et al. 2023). Kim
et al. 2018 tarafindan yliriitiilen ve hastanede yatan hastalarda yiiksek A. baumannii orani
(%73,8) bildiren bir ¢alismadan ise daha diisiiktiir. Saglik tesislerinde A. baumannii
enfeksiyonunun goriilmesi, yetersiz enfeksiyon kontrol uygulamalarina, antibiyotik
maruziyetinin eslik ettigi uzun hastanede yatig siirelerine, kontamine tibbi cihazlarin
varligina, asir1 kalabaliga ve organizmanin farkli yiizeyleri kolonize etme ve biyofilm
olusturma kapasitesine baglanabilir. Ayrica, mekanik ventilasyon, cerrahi operasyonlar,
kateter kullanimu, ilerleyen yas ve komorbiditelerin varlig1 gibi bir¢ok faktor enfeksiyon

riskini artirabilir (Ibrahim 2019).

Bu durumdan etkilenenlerin demografik 6zelliklerine bakildiginda, calismam Irak'ta
yapilan bagka bir ¢alisma ile karsilastirildiginda en yiiksek izolat goriilme sikliginin 51-
60 yas grubunda oldugu bulunmustur (Mahmood et al. 2023). Irak'in Bagdat kentinde

yakin zamanda yapilan bir arastirma, 50 yas ve iizeri hastalarda izolatlarin yiiksek

44



prevalansini ortaya ¢ikardi (Bianchi 2019). Bagdat'ta yapilan ayri bir arastirma, 40 yas ve
tizeri bireyler arasinda A. baumannii yayginliginin yiiksek oldugunu buldu (Kanaan and
Khashan 2022). Mevcut arastirmanin bulgulariyla tutarli olarak, Birlesik Krallik'ta
yapilan bir arastirma, izolasyonun en yiiksek yayginliginin 35 yas ve tizeri kisiler arasinda
oldugunu bildirmistir (KhalaweTektook 2018). Gozlenen farkliliklar 6rnegin biiyiikliigii,
etkilenen bireylerin yast ve Orneklerin toplandigi cografi bolge gibi faktorlere
baglanabilir. Ayrica ileri yas, A. baumannii enfeksiyonlarinin gelismesiyle iligkili risk
faktorlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Yash bireyler, belirli viicut sistemlerinin
yapisal ve islevsel biitiinliigiiniin bozulmas1 ve immiinolojik duyarliligin azalmasi gibi

bir¢ok faktor nedeniyle enfeksiyonlara karsi duyarliligi arttirmistir (Dexter et al. 2015).

Bu calismadaki hastalarin cinsiyeti agisindan bakildiginda, Sekil 4.1'de goriildiigli gibi
kadin hastalarin sikligi 31 (%52,54) erkek hastalarin sikligindan 28 (%47,46) daha
yiiksek olarak belirlenmistir.

Cinsiyet

] Kadin ] Erkek

Sekil 4.1 Hastalarin cinsiyet dagilimi

Mevcut arastirmanin bulgulariyla tutarli olarak, Irak'ta yapilan bir arastirma, A.
baumannii izolatlarmin erkeklerde (%68,8) kadinlara (%35,2) kiyasla daha yiiksek bir
prevalansa sahip oldugunu ortaya c¢ikarmistir (Mahmood et al. 2023). Urdiin ve Irak'ta
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yapilan arastirmalar, erkeklerde bu durumun yaygimliginin sirasiyla %65,6 ve %61,2 ile
kadinlara gore sirasiyla %34,4 ve %38,8 ile daha yiiksek oldugunu tutarli bir sekilde
gostermistir (Al-Tamimi et al. 2022, Dexter et al. 2015). Fizyolojik ve davranissal
faktorlerdeki farkliliklar ile immiinolojik durumdaki farkliliklar, kadinlar arasindaki

aciklamalardaki farkliliklart agiklayabilir (Mohammed ef al. 2022).

4.2 Ornek Tiirlerinin Dagilim

Acinetobacter baumannii izolatlar1 i¢in pozitif olan 59 6rnek arasinda en yiiksek say1 19
(%32,20) ile kulak irin 6rnekleriyle iliskilidir; bunu 14 (%23,78) ile kan 6rnekleri, 10
(%16,95) ile idrar 6rnekleri ve deri lezyonu 6rnekleri izlemistir. Sekil 4.2'de acgiklandigt
gibi 9 (%15,25) ile bogaz siirlintiisii Ornekleri en diisiikk say1 olan 7 (%11,86) ile

iliskilendirilmistir.

Ornek tiirii

7 (%11,86)

m Kan m Kulak inini m Deri lezyonu u  Bojaz cubugu o

Sekil 4.2 Ornek tiirlerinin siklig1

Benim ¢alismamla karsilastirildiginda Irak'ta yapilan calismalardan birinde izolatlarin en
bliylik ylizdesinin balgam orneklerinde, ardindan yanik, yara ve idrarda, en diislik

yiizdenin ise kan Orneklerinde oldugu ortaya ¢ikmistir (Zidan et al. 2022). Bagska bir
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caligma, yaralarin en yiiksek bakteri izolat yiizdelerini {rettigini, bunu yanik
enfeksiyonlari, bogaz drnekleri, idrar drnekleri ve kan kiiltiirlerinin izledigini gosterdi.
Buna karsilik en diisiik izolat oran1 balgam orneklerinden elde edildi (Al-Mousawi et al.
2018). Irak'ta yapilan ayr1 bir calismada izolatlarin ¢ogunlugunun trakeal aspirat
orneklerinden elde edildigi ve bunu takip eden izolat kaynaklarinin balgam ve yanik
yaralar1 oldugu goriilmiistiir (Hassan and Khider 2020). Amudhan et al. (2011) izolatlarin
en biiyiik oraninin solunum salgilarindan kaynaklandigini, bunu kan ve yaralarin takip
ettigini belirtmistir. Ustelik Martins et al. (2012), baskin izolatlarin pulmoner sistemden
elde edildigini ve kan ve idrar kiiltlirlerinin de bunu takip ettigini kesfetmistir. Irak'ta
yiriitillen yerel arastirma, A. baumannii'nin neden oldugu hastane enfeksiyonlarinda
degisen izolasyon oranlarinin teshisini ve tanimlanmasini gerceklestirmis ve izolatlarin
dagilimi hakkinda gesitli bulgular ortaya ¢ikarmistir (Urdan 2001). Ustelik bu bulgular,
A. baumannii bakterisinin ¢esitli klinik kaynaklardan basarili bir sekilde geri kazanildig:
fran'da yiiriitiilen benzer arastirmalarla da desteklenmistir (Al-Sehlawi et al. 2013, Fallah
et al. 2017). Farklh calismalarda gozlemlenen A. baumannii izolasyonunun orani ve
yiizdesindeki farkliliklara katkida bulunabilecek cesitli faktorler vardir. Bu faktorler,
hastane igerisinde numunelerin toplandig1 belirli lokasyonu, ¢aligmanin yiiritildiigi
cografi bolgeyi, numunelerin toplandigi zaman dilimini ve her ¢alismaya dahil edilen

numune sayisindaki degisimi igermektedir (Babapour et al. 2016).

4.3 Bakteri Izolatlarinin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Orneklerin tamami MacConkey agarda kiiltiire edilmis olup, Acinetobacter baumannii
kolonileri orta biiytlikliikte, mukoid olmayan, pigmentsiz ve ge¢ laktoz fermentasyonuna
sahip olup, ayrica bakteri izolatlarinin tamami katalaz testi, simmon sitrat testi pozitif,
simmon sitrat testi ise negatif bulunmustur (Sekil 4.3). Mevcut arastirma i¢in yalnizca
klinik 6rneklerden saf ve baskin lireme olarak toplanan bakteriyel izolatlar arastirmaya
dahil edilmistir. Bu bakterilerin tanimlanmasi, kolonyal goériiniimlerinin gézlemlenmesi
ve biyokimyasal ozelliklerinin Bergey'nin belirleyici bakteriyoloji el kitabinda ve
MacFaddin'de  saglanan  standart  aciklamalarla  karsilastirilmast  yoluyla
gerceklestirilmistir (Holt 1994, MacFaddin 2000). Bununla birlikte izolatlarin kiiltiir

morfolojisi ve biyokimyasal Ozellikleri, daha ileri biyokimyasal testlere tabi
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tutulduklarinda A. baumannii ile tutarl tipik davranislar sergilediklerini gostermektedir.
A. baumannii izolatlar1 bakteriyolojik prosediirlerin kullanilmasi, koloni morfolojisinin
degerlendirilmesi ve mikroskobik 06zelliklerin incelenmesi yoluyla fenotipik olarak
tanimlanmustir. Izolatlarin dzellikleri biyokimyasal analizler kullanilarak belirlenmis ve
ardindan VITEK-2 sistemi kullanilarak dogrulanmistir. Bakteriyel izolatlarin kesin
tanimlanmasi ve siniflandirilmasi, 6zellikle hastane salginlarinda rol oynayan tiirlerin
ayirt edilmesi baglaminda biiyiik 6nem tasimaktadir (Lahiri et al. 2004). Bu ¢alismanin
bulgulari, Misbah et al. (2005) ve diger bilim adamlarinin bu konuyla ilgili olarak
yirlittigli onceki aragtirmalarla tutarhidir.

Clitrate test positive blue color

A) Acinetobacter baummanii B) Acinetobacter baummanii
izolatlar1 MacConkey agar tizerinde izolatlar: sitrat agar iizerinde

Catalase test positive
Rubbles farmation

Oxidase test negative
C) Katalaz testi D) Oksidaz testi

Sekil 4.3 Acinetobacter baumannii izolatlarinin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri
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4.4 Biyofilm Olusumu

Cizelge 4.1'de gosterildigi lizere, 59 bakteri izolat1 arasindan 53 izolat biyofilm iiretme
kabiliyetine sahip olup, giiclii 26 (%44,1), orta 17 (%28,8) ve zayif 10 (%16,9) olmak
lizere li¢ gruba ayrilirken, sadece 6 (%10,2) izolat biyofilm {retimiyle iliskili

bulunmamistir. Kullanilan mikrotitre plakasina gore biyofilm konsantrasyonlar1 Sekil

4.4'te gosterilmektedir.

Sekil 4.4 Mikrotitre plakasindaki biyofilm konsantrasyonu

Cizelge 4.1 Bakteri izolatlar1 arasinda biyofilm olusturma kapasitesi

Grup Say1 Yiizde

Orta 17 %28,8

' Olmayan 6 %10,2
Biyofilm olusumu Giicli 26 %44,1
Zayif 10 %16,9

Biyofilm, hareketsiz hale gelen ve bir yilizeye siki bir sekilde baglanan, sabit bir yap1

olusturan bir mikroorganizma toplulugunu ifade eder. Bu topluluk, bir alt tabakaya geri
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doniilemez sekilde baglanan ve mikroorganizmalarin kendileri tarafindan olusturulan
hiicre dis1 polimerik maddelerden (EPS) olusan bir matris ile ¢evrelenen hiicrelerin
varhigiyla ayirt edilir (Lee et al. 2008). Siireg, bakterilerin ylizeye ilk yapismasiyla
baslayip benzersiz bir li¢ boyutlu yap1 sergileyen tam olarak olusturulmus bir biyofilmin
gelisimiyle sonuclanan ayr1 asamalara ayrilabilir (De Araujo et al. 2010). Bir biyofilm
icindeki ylizeye bagli gelisime uyum saglama siireci, metabolik aktivitedeki
degisikliklerin yanm1 sira gen ve protein ifadesindeki dikkate deger degisikliklerle
karakterize edilir. Bu adaptasyonlar, biyofilmin antimikrobiyal tedaviye dayanma ve
konak¢1 temizleme siireglerinden kagma yetenegine katkida bulunur. Hareketlilik,
baglanma, taginma, strese tepki, metabolik yollarin aktivasyonu ve hiicre dis1 polimerik
madde (EPS) olusumu gibi bakteriyel siirecler her adimda 6nemlidir ve tipik olarak
cekirdek algilama ile kontrol edilir. Bu olayda bakteriler, kemotaktik pargaciklar veya
feromonlar araciligiyla hiicreler arasi iletisime girerek bakterilerin planktonik fenotipten
yiiksek hiicre yogunlugu ile karakterize edilen biyofilm fenotipine gegisini kolaylastirir
(Hassan et al. 2011, Prashanth et al. 2012).

A. baumannii'nin biyofilm iiretme yetenegi, patojenitesinin yani sira bir¢ok durumda
uzun siireli hayatta kalmasina da katkida bulunur. Tiire bakilmaksizin enfekte bireylerde
tedavi basarisizliginin birincil nedeni, A. baumannii basta olmak iizere biyofilm
olusumuyla birlikte antibiyotik direncinin gelismesidir (Farshadzadeh er al. 2015).
Biyofilmin olusumu pH, sicaklik, hiicre dis1 serbest demir igerigi ve ortamdaki tuz
konsantrasyonu gibi ¢esitli parametrelerden etkilenir (Jachlewski et al. 2015). Cesitli
arastirmalar, A. baumannii suslarinin hem canli hem de cansiz ylizeylerde biyofilm
olusturma kapasitesinin, yapisma ve biyofilm olusumuna katkida bulunan faktoérler olarak
tanimlanan cesitli gen {irlinlerine dayandigini gostermistir. Bu genlerin susturulmasi
biyofilm olugumunun baskilanmasiyla sonuglanir (Gaddy and Actis 2009, Roy et al.
2022). Hassan et al. (2011), bakterilerin yaklasik %49'unun biyofilm iiretme kapasitesinin
orta veya ylksek oldugunu, diger bakterilerin ise biyofilm olusturamadigini veya diisiik
biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugunu buldu. Dheepa (2011), biyofilm olusumu
lizerine yaptiklar1 arastirmada gosterildigi gibi, analiz edilen 50 izolatin %60'1n1in

biyofilm olusturma kapasitesine sahip oldugunu buldu. Benzer sekilde, baska bir
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arastirma incelemesi, izolatlarin %62'sinin biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugunu

buldu (Rao et al. 2008).

4.5 Biyofilmle iliskili Genlerin Yaygmhg

Calismam sirasinda biyofilmle iliskili genlerin yaygmligini arastirmak i¢in PCR
teknolojisi kullanildi. Tabloda goriildiigii gibi CruF geninin siklig1 %76,3 ile en yiiksek
olurken onu %69,5 ile bap bla PER-1 geni, %62,7 ile bap geni izledi ve son olarak OmpA
geninin frekans1 %44'e ulast1 (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Gen frekansi

Genler Yayginhk Say1 Yo

Olumsuz 22 %37,3
bap o

Pozitif 37 %62,7
Negatif 18 %30,5
bap blaPEG Pozitif 41 %69,5
Negatif 33 %55.9
OmpA Pozitif 26 %441
E Negatif 14 %23,7
— Pozitif 45 %763

csuF ve ompA genlerinin PCR {iriinleri sirasiyla Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil
4.8'de gosterilmektedir.

s 184 bp *== e e

Sekil 4.5 Jel elektroforezinde bap geninin PCR {iriinii
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Sekil 4.6 Jel elektroforezinde bla-PER-1 geninin PCR {iriinii

Sekil 4.7 Jel elektroforezinde csuF geninin PCR {iriinii

600 bp
500 bp
400 bp

300 bp

S % B 578 bp . .

[
%
E
g
o
-

200 bp

100 bp

Sekil 4.8 Jel elektroforezinde ompA geninin PCR {iriinii
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Biyofilm ile iligkili proteini (Bap) kodlayan bap geni gibi biyofilm olusumunda rol
oynayan genlerin incelenmesi de dahil olmak {izere fenotipik ile ilgili ¢esitli biyolojik
yollar arastirilmistir (Loehfelm er al. 2008). Bap proteini, tekrarlanan modiillerden ve
degisken bir diziden olusan oldukca biiyiik bir genden sentezlenir. Bu protein, hiicreler
aras1 yapismay1 kolaylastirmada ve bakteri hiicrelerinin birikimini tesvik etmede ¢ok
onemli bir islev goriirken ayni zamanda biyofilm yapilarinin korunmasina da katkida
bulunur (Brossard and Campagnari 2012). Acinetobacter Bap proteini, énemli bir
molekiiler agirlik, modiiler bir yap1 ve hiicre yiizeyinde lokalizasyon dahil olmak iizere

diger Bap proteinleriyle karsilastirilabilir 6zelliklere sahiptir (Cucarella ez al. 2001).

Coklu ilag direncine sahip A. baumannii'nin klinik izolatlar1 tarafindan biyofilmlerin
gelistirilmesinde viriilans genlerinin (bap, blaPER, ompA ve csuE) katilimi,
dagilimlarinda agikca goriilmektedir (Longo et al. 2014). Arastirmamizda biyofilm
olusumuyla iligkili genlerin varligini tespit etmek icin bir polimeraz zincir reaksiyonu
teknigi kullanilmistir. Daha 6nce yapilan arastirmalarda izolatlarda bap, blaPER, ompA
ve csuE genlerinin goériilme oranlar sirasiyla %79,2, %38.3, %91,6 ve %68,8 olarak
bulunmustur (Yang et al. 2019). Iranin tarafindan yiiriitiilen arastirmaya toplam 118 izolat
dahil edilmis ve arastirmanin sonuglari, bap, csuE ve bla-PER1 genlerinin tespit
oranlarinin sirastyla %70,3, %93,2 ve %54,2 oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Monfared et
al. 2019). Avustralya'da yapilan arastirmalar izole edilen bakterilerin %92'sinde bap
geninin bulundugunu ortaya koymustur (Goh et al. 2013). Iran'da yapilan ¢alismanin
aksine izolatlarin %66'sinin bap genine sahip oldugu belirlenmistir (Azizi et al. 2016).
Calismalar arasinda gozlemlenen farkliliklar, enfeksiyonun spesifik konumu, ilgili
bakteri suslarimin genetik c¢esitliligi ve patojenik bakterilerin cografi kokeni gibi

faktorlere baglanabilir.

4.6 Bakteriyel izolatlar Arasinda Antibiyotik Duyarlih@ Profili

Bakteri izolatlar cesitli antibiyotik tiirlerine kars1 farkli diizeylerde direng gostermistir;
en ylksek diizey trimetoprim-siilfametoksazole (%57,6) kars1 goriiliirken, bunu
gentamisin ve imipenem (%55,9), seftazidim (%52,5) ve amikasin (%50,8), streptomisin

(%47,5), tigesiklin (%44,1), sefepim (%39), karbenisilin (%37,3) ve piperasiline (%25,4)
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izlemistir. buna karsin en diisiik diizey tikarsiline kars1 (%23,7) goriilmiistiir (Cizelge

4.3).

Cizelge 4.3 Bakteri izolatlar1 arasindaki antibiyotik direnci profili

Antibiyotik tiirleri Diren¢ modeli Say1 %0
I 3 95,1
Tigesiklin R 26 %44,1
S 30 %50,8
I 3 95,1
Trimetprim -Siilfametoksazol R 34 %57,6
S 22 %37,3
I 3 9%5,1
Gentamisin R 33 %55.,9
S 23 %39,0
I 4 9%6,8
Amikasin R 30 %50,8
S 25 %42.,4
I 7 %11,9
Streptomisin R 28 %47,5
S 24 %40,7
I 6 %10,2
Sefepim R 23 %39,0
S 30 %50,8
I 6 %10,2
Seftazidim R 31 %52,5
S 22 %37,3
I 7 %11,9
Imepenem R 33 %55,9
S 19 %32,2
I 1 91,7
Tikarasilin R 14 %23,7
S 44 %74,6
I 7 %11,9
Piprasilin R 15 %325,4
S 37 %62,7
I 2 9%3,4
Karbensilin R 22 %37,3
S 35 %59,3

A. baumannii'de genis spektrumlu antibakteriyel ilaglara karsi direncin ortaya ¢ikmasi
diinya ¢apinda 6nemli bir endise haline gelmistir. Irak'ta yapilan arastirmanin bulgulari,
A. baumannii suglar1 arasinda sefotaksim, amikasin, piperasilin, tobramisin ve
gentamisine kars1 kayda deger bir direng prevalansini ortaya g¢ikarmistir; bu da bu
ilaclarin  antibakteriyel etkinliginin azaldigimi  gostermektedir.  Trimetoprim-

siilfametoksazol, doksisiklin ve levofloksasinin izole edilmis A. baumannii izolatlarina
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kars1 en yiiksek diizeyde antibiyotik etkinligi sagladigi gosterilmistir (Mahmood et al.
2023). Ayrica Irak'ta yapilan bir arastirmanin bulgulari, gentamisin direncinin kayda
deger bir yayginligini ortaya ¢ikarmis, bunu levofloksasin, siprofloksasin ve tobramisine
takip etmistir (Abbas-Al-Khafaji and Aubais-Aljelehawy 2021). Ayrica Irak'in Erbil
sehrinde cesitli klinik kaynaklar kullanilarak yapilan arastirmalar, siprofloksasin ve
piperasilin'e kars1 kapsamli bir direng ortaya koyarken, gentamisin ve amikasine karsi da
onemli diizeyde direng sergiledigini ortaya ¢ikarmistir (Hassan and Khider 2020). Ayrica
Tirkiye’de yapilan arastirmalarda amikasin, gentamisin ve tobramisine direng goriilme
sikliginin azaldig1 ancak piperasilin direncinin daha ytiksek oldugu, bunu siprofloksasin,
levofloksasin ve trimetoprim-siilfametoksazoliin takip ettigi ortaya konmustur (Simsek
and Demir 2020). Avrupa'da yapilan bir arastirma, antimikrobiyal ilaglara kars1 degisen
oranlarda diren¢ ortaya cikarmistir; sefotaksim ve gentamisin orta derecede direng
gosterirken amikasin ve siprofloksasin daha diisiikk direng gosterdigini belirlemistir
(Mekonnen et al. 2021). Bu sonuglarda gozlenen farkliliklar, antibiyotiklerin farkli
cografi bolgelerde asir1 kullanimina atfedilebilir, bu da direnci tesvik eden secim
baskisinin ortaya ¢cikmasina ve duyarlilik testi metodolojilerinde farkliliklara yol agabilir.
Direncin gozlemlenen yiiksek prevalans orani, potansiyel olarak, uygun antibiyotiklerin
yetersiz se¢imi, optimal olmayan dozlama, yetersiz tedavi siliresi ve antimikrobiyal
kullanimina iligkin yetersiz kontrol Onlemleri gibi faktorler de dahil olmak {izere,
antibiyotik izleme programlarinin optimal olmayan sekilde uygulanmasina baglanabilir.
Bu faktorlerin tiimii direngli izolatlarin ortaya ¢ikmasina ve ¢ogalmasina katkida bulunur

(Dyar et al. 2017).

4.7 Biyofilmle iliskili Genler ile Biyofilm Olusumu Arasidaki Iliski

Cizelge 4.4'e gore, bap, bap bla PER-1, OmpA ve csuF genleri giiglii ve orta derecede
biyofilm olusturan izolatlar arasinda (%62,2 ve %29,7) (%56,1 ve %26,8) (%50 ve %34)
ve (%51,1 ve %31,1), zayif ve biyofilm olusturmayan izolatlarin aksine, ayrica bap, bap
blaPER-1 ve csuF genlerinin yayginligi ile biyofilm olusumu arasinda giiclii bir iligki
bulunmustur (p-degeri=sirasiyla <0,001, 0,021 ve 0,003). Buna karsin, OmpA geninin
yayginligi ile biyofilm olusumu arasinda bir iliski bulunmamustir (p-degeri=0,127).
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Cizelge 4.4 Bakteriyel izolatlar arasinda gen prevalansi ile biyofilm olusumu arasindaki

iliski
Biyofilm olusumu
Yok Zayif Orta Giiclii degeri
Say1 | % Sayi Yo Say1 Y0 Say1 %o
bap Negatif 5 %?22,70 8 %36,40 6 %27,30 3 %13,60 <0.001
Pozitif 1 %2,70 2 %5.,40 11 %29,70 23 %62,20 ’
bap Negatif 3 %16,70 6 %33,30 6 %33,30 3 %16,70 0.021
blaPER-1 Pozitif 3 %7,30 4 %9,80 11 %126,80 23 %56,10 ’
OmpA Negatif 6 %18,20 6 %18,20 8 %?24,20 13 %39,40 0.127
Pozitif 0 %0,00 4 %15,40 9 %34,60 13 %50,00 ’
esuE Negatif 5 %35,70 3 %?21,40 3 %?21,40 3 %?21,40 0.003
Pozitif 1 %?2,20 7 %15,60 14 %31,10 23 %51,10 ’

Bu arastirma, biyofilm iiretimi ile bap, csuE, ompA ve blaPER-1 gibi belirli genler
arasindaki iligkiyi degerlendirmeyi amaclamistir. Biyofilmle iliskili proteinin ifadesi
bakterilerin hiicresel membranlarinda meydana gelir. A. baumannii'deki bap geninin ¢ok
sayida tastyicist hem canli hem de cansiz yiizeylerde biyofilm iiretme yetenegine sahiptir
(Aliramezani et al. 2016). Acinetobacter izolatlarinin ¢cogunlugu bap genine sahiptir. Bu
genin izolatlarda goriilmesi, biyofilm iiretimi ile istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon
gostermektedir. Cok sayida arastirma, bap genini barindiran bakteri izolatlar1 arasinda
biyofilm gelistirme kapasitesinde bu geni barindirmayanlara kiyasla 6nemli bir esitsizlik
oldugunu da gostermistir (Azizi et al. 2016, Sung et al. 2016). Daha sonraki arastirmalar,
bap geninin biyofilm olusumu siirecine 6nemli Ol¢lide dahil oldugunu gostermistir
(Monfared et al. 2019). CsuE adi verilen bir gen biyofilm olusumuyla baglantilidir ve
hiicrelerin birbirine yapigmasina ve biyofilm olusturmasimna yardimei olan usher-
chaperone montaj sisteminin bir parcasidir (El-Shazly er al. 2015). Bagka bir ¢alismada,
csuE geni barindiran suslar ile biyofilm olusturma kapasitesi arasinda iliski bulunmustur
(Yang et al. 2019). Genis spektrumlu direncli gen blaPER-1'e sahip A. baumannii
izolatlar1, blaPER-1'e sahip olmayanlara kiyasla onemli Ol¢lide daha fazla biyofilm
olusturma kapasitesi sergilemistir (Stowe et al. 2011). Daha 6nce yapilan bir arastirma,
blaPER-1 geninin varligi ile biyofilm gelistirme siireci arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir iliski oldugunu gostermistir (Yang et al. 2019). Hamadan'da yapilan bir
aragtirmanin aksine, bulgularimiz biyofilm tiretimi ile blaPER-1 geninin varlig1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski ortaya koymamistir (Bardbari et al. 2017).
Dolayistyla, A. baumannii'nin dikkate deger 6zelliginin, gen tasiyan hiicrelerde hiicresel

baglanmayi artiran, ancak biyofilm gelisimini dogrudan etkilemeyen blaPER-1'in yukari
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reglilasyonuna atfedilebilecegini 6nermek miimkiindiir. OmpA, A. baumannii'deki dis
membran proteinleri arasinda baskin ylizey proteini olarak tanimlanmistir. OmpA
proteini bir porin olarak islev gorerek oOkaryotik hiicre yapigsmasinda onemli bir rol
oynarken, serum direnci ve biyofilm gelisiminde de kismi bir rol oynamaktadir (Gaddy
et al. 2009). Yiiriitiilen aragtirmada, OmpA geninin varlig1 ile biyofilm iiretimi arasinda
anlamli bir korelasyon gozlenmemistir. Bununla birlikte, mevcut bilgiler OmpA'nin
biyofilm gelisiminin indiiksiyonundan sorumlu olup olmadigin1 belirlemek igin

yetersizdir.

4.8 Biyofilm Olusumu ile Antibiyotik Diren¢ Modelleri Arasindaki iliski

Calisma sirasinda biyofilm olusumu ile antibiyotik direng kaliplari arasindaki iliski
arastirllmis, Cizelge 4.5'de gosterildigi gibi antibiyotik diren¢ kaliplart ile biyofilm

olusumu arasinda herhangi bir iliski bulunamamastir.

Cizelge 4.5 Biyofilm olusumu ile antibiyotik diren¢ modelleri arasindaki iligki

Biyofilm olusumu
Antibiyotik Dayamklilh Yok Zayif Orta Giiglii deger
tiirleri k :
S?y % S?y % S?y % S?y % i
%33,3 %33,3 %33,3
I 1 0 1 0 0 %0,00 1 0
L %15.,4 %23,1 %19,2 %42,3
Tigesiklin R 4 0 6 0 5 0 11 0 0,191
S 1 %3.30 3 %10,0 12 %40,0 14 %46,7
0 0 0
I 1 %303’3 1 %303’3 1 %303’3 0 %0,00
Trimetprim -
Siilfametoksazo R 3 %38,80 7 %200’6 9 %206’5 15 %1)4’] 0,561
1
S 2 | %0 | 2 | aoa0 | 7 | T3S0 | 00
I 0 %0,00 1 %303’3 0 %0,00 2 %606’7
Gentamisin R 2 %6,10 8 %204’2 9 %207’3 14 %1)2’4 0,299
S 4 P%17,4 1 %4.30 3 %34,8 10 %43,5
0 0 0
%25,0 %25,0 %350,0
I 0 %0,00 1 0 1 0 2 0
Amikasin R 4 %13,3 5 %16,7 9 %30,0 12 %40,0 0,974
0 0 0 0
S 5 %8.00 4 %16,0 7 %28,0 12 %48,0
0 0 0
Streptomisin I 3 %%2’9 0 %0,00 1 % 104’3 3 %4:)2’9 0,083
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R 1 %3.60 5 %17,9 3 %28,6 14 %50,0
0 0 0
%20,8 %33,3 %317,5
S 2 %38,30 5 0 8 0 9 0
%33,3 %16,7 %50,0
I 2 0 1 0 0 %0,00 3 0
. %13,0 %17,4 %34.,8 %34.,8
Sefepim R 3 0 4 0 8 0 8 0 0,277
S 1 %3.30 5 %16,7 9 %30,0 15 %50,0
0 0 0
I 0 %0,00 0 %0,00 1 %106’7 5 %%3’3
Seftazidim R 3 99,70 7 %202’6 9 %209’0 12 %308’7 0,511
%13,6 %13,6 %31,8 %40,9
S 3 0 3 0 7 0 9 0
Cizelge 4.5 Biyofilm olusumu ile antibiyotik diren¢ modelleri arasindaki iliski (Devam)
L Biyofilm olusumu
Ant:blyo'tlk Dayamkhhk Yok Zayrf Orta Giiclii P
tiirleri degeri
Say1 %0 Say1 % Say1 %o Say1 %
I 0 %0,00 1 %14,30 3 %42,90 3 %42,90
Imepenem R 3 9%9,10 7 %21,20 | 11 %33,30 | 12 %36,40 | 0,507
S 3 %15,80 2 %10,50 3 %15,80 | 11 %57,90
I 0 %0,00 0 %0,00 0 %0,00 1 %100,00
Tikarasilin R 0 %0,00 1 %7,10 6 %42,90 7 %50,00 | 0,500
S 6 %13,60 9 %20,50 | 11 %25,00 | 18 %40,90
I 1 %14,30 1 %14,30 2 %28,60 3 %42,90
Piprasilin R 3 %20,00 3 %20,00 3 %20,00 6 %40,00 | 0,790
S 2 %5,40 6 %16,20 | 12 | %32,40 | 17 %45,90
I 0 %0,00 0 %0,00 0 %0,00 2 %100,00
Karbensilin R 2 %9,10 2 %9,10 7 %31,80 | 11 %50,00 | 0,574
S 4 %11,40 8 %22,90 | 10 | %28,60 | 13 %37,10

Biyofilmler bakteriler i¢in savunma amacli bir genisleme ve metabolik sessizlik saglar ve
onlara ¢esitli cevresel streslerden, bagisiklik sistemi saldirilarindan, dezenfektanlardan ve
antimikrobiyal ajanlardan gilivenli bir sigmak saglar (Jamal et al. 2018). Biyofilmin i¢
katmanlarinda bulunan bakteriler, dncelikle bu terapétik ajanlarin biyofilmin daha derin
bolgelerine yetersiz niifuz etmesinden dolayi, antibiyotiklere sinirlt maruz kalma sergiler.
Sonug olarak, bu bakteriler i¢in minimum inhibitor konsantrasyon degerleri, serbestce
asili planktonik hiicreler i¢in gozlemlenenlerden 10 ile 1000 kat daha yiiksek sekilde
yiikselmistir (Azeredo et al. 2017). A. baumannii'nin biyofilm iiretme yetenegi,
hastanelerde ve vaskiiler kateterler veya implantlar gibi tibbi ekipmanlarda hayatta
kalmasini sagladig i¢in saglik bakim ortamlarinda bir patojen olarak etkinliginde 6nemli

bir rol oynar. Onceki ¢alismalar A. baumannii'min cansiz yiizeylerde 4 ile 5 ay kadar
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dayanma potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Ek olarak, A. baumanniimin
"hiperviriilent" varyantlarin1 yiiksek biyofilm olusumu seviyelerine baglayan kanitlar
vardir (Pompilio et al. 2021). Antimikrobiyal diren¢li fenotip ile biyofilm iiretme
yetenegi arasindaki korelasyon, biyomedikal alandaki arastirmacilarin biiytik ilgisini
cekmistir. Bunun nedeni, bu iki 6zelligin enfeksiyonlarin ilerlemesi ve siddeti iizerindeki
potansiyel etkisidir (Senobar Tahaei et al. 2021). Ustelik bazi arastirmalar, diisiik
antibiyotik seviyelerinin hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerde biyofilm
gelisimini uyarabildigini, bu da ¢evresel streslerle miicadelede ortak bir adaptif tepkiye
isaret ettigini gostermistir (Avila-Novoa et al. 2019). Calismamizda, biyofilm tiretimi ile
antibiyotik direnci arasinda herhangi bir iligki tespit edilememistir. Baska bir arastirmanin
bulgulari, giiclii biyofilm iiretimi ile ilaca genis dl¢lide direngli fenotip arasinda 6nemli
bir iliski oldugunu gostermistir (Zeighami et al. 2019). Yapilan arastirmalar, A.
baumannii izolatlar1 arasinda biyofilm olusumu ile antibiyotik direncinin geligimi
arasinda gli¢lii bir korelasyon oldugunu gostermistir (Babapour et al. 2016, Qi et al.
2016). Gozlenen farkliliklar 6rnegin biiyiikliigii, hastaligin lokasyonu, uygulanan ilaglar

ve bakteri izolatlarinin genetik heterojenligi gibi faktorlere baglanabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, toplam 200 klinik 6rnekten 59'unda A. baumannii izolatlarinin varligina
isaret eden pozitif kiiltiirler goriilmiistiir. Veriler, Irak'ta 6nemli bir saglik sorunu olarak
kabul edilen A. baumanniinin neden oldugu nozokomiyal enfeksiyonun kayda deger bir
yayginligma isaret etmektedir. Etkilenen bireylerin yas dagilimi 9 ile 78 arasinda
degismekte olup, bu da tiim yas gruplarindaki bireylerin A. baumannii'nin neden oldugu

hastane enfeksiyonlarina duyarli oldugunu gostermektedir.

Calismamizda bakteriyel enfeksiyon siklig1 kadinlarda erkeklerden daha yiiksek olarak
belirlenmistir. Bu da her iki cinsiyet arasindaki anatomik farkliliklarin, kadinlardaki
hormonal degisikliklerin, gebelik durumunun ve bagisiklik yanitlarinin kadinlarin

enfeksiyona erkeklerden daha duyarli olmasina katkida bulundugunu gostermistir.

Diger 6rnek bolgelerine kiyasla kulak ve idrardan daha yiiksek bakteri izolatlar1 elde
edilmistir; bu durum da A. baumanniimin orta kulak iltihabi ve idrar yolu

enfeksiyonlarinda 6nemli bir rol oynadiginin kanitidir.

Bakteri izolatlarinin 6énemli bir kismi (%89,8), bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
zorluklar yaratabilecek ve nozokomiyal A. baumannii enfeksiyonlarinin olusumuna
onemli Olciide katkida bulunabilecek bir 6zellik olan biyofilm iiretme kabiliyeti
sergilemistir. Bakteri izolatlar1 biyofilm olusumuyla iliskili genlerin (bap, bap bla PER-1
ve csuF) kayda deger bir bollugunu sergilemistir. Ayrica, bu genlerin varligi ile biyofilm
gelisiminin ortaya ¢ikmasi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski goriilmiistiir.
Yukarida belirtilen veriler, tanimlanan genlerin A. baumannii enfeksiyonlarinin

viriilansina ve patogenezine 6nemli 6l¢iide katkida bulundugunu gdstermektedir.

Bakteri izolatlar1 ¢esitli antibiyotik ilaglara kars1 6nemli diizeyde diren¢ gostermistir; bu
da A. baumanniimin ¢oklu ilaca direngli ve yogun ilaca direngli enfeksiyonlarin

gelisiminde 6nemli bir rol oynadigini diislindiirmektedir.
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Bu bilgiler dogrultusunda, biyofilm gelisimiyle iligkili gen ifadesini incelemek ve
biyofilmlerin olusumuyla korelasyonunu belirlemek i¢in ek arastirmalar yapilmasi,
Efluks pompasi gen ifadesinin aragtirilmasi ve antibiyotik direnci ve MDR ve XDR'nin
ortaya cikisi ile korelasyonunun degerlendirilmesi, biyofilm-iligkilendirme genlerinin
diziliminin degerlendirilmesi ve filogenetik agacin analizinin yani sira diger iilkelerin
dizilimleriyle karsilagtirilmasi, 6zellikle yogun bakim iinitesindeki hastalarda hastane
enfeksiyonlarinin gelisiminde 6nemli rol oynayan bakterilerin yaygiliginin arastirilmast
ve biyofilm olusturma yeteneklerini ve antibiyotik ajanlara karst direnglerinin

degerlendirilmesi dnerilmektedir.
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