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KISALTMALAR

ACB : A. calcoaceticus - A. baumannii

AME : Aminoglikozid modifiye edici enzim
Bp : Baz cifti

BAP : Biyofilm ile iligkili protein

Ccip : Cok ilaca direncli

ddNTP : Di deoksi ribonukleozit Trifosfat

DNA : Deoksiribontkleik asit

dNTP : Deoksiriboniikleozit Trifosfat

ERIC : Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
EMB : Eosine Metilen Blue Agar

F-primer . forward-primer

GSBL : Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz

HS Taq polymerase : Hot start Taq polimeraz

iMpP : imipenem

Kb : Kilobaz

KHO : Karbapenem hidrolize eden oksasilinazlar
MHB : Mueller Hinton Broth

MBL : Metallo-beta-laktamazlar

MHA : Mueller Hinton Agar
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BOLUM I

1. GiRiS ve GENEL BiLGIiLER

1.1. GIRIS

“Acinetobacter” ismi, Yunanca’da “hareketsiz” anlamindaki ‘“akinetos”
sozcligiinden tlremistir ve hareketsiz basil anlamina gelmektedir. Asinetobakter
thrleri gram-negatif non-fermentatif kokobasiller olup, zorunlu aerop, oksidaz-negatif
ve katalaz pozitif mikroorganizmalardir. Saprofit olarak her yerde bulunabilirler.
Saglikli popiilasyonda deri ve orofaringeal florada da yer alabilirler. Asinetobakter
tirleri, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda izole edilen gram negatif non-
fermentatif mikroorganizmalar arasinda Pseudomonas aeruginosa’dan sonra ikinci
sirada yer almaktadirlar (5,29). Acinetobacter baumannii, insan enfeksiyonlarinda en
cok izole edilen Asinetobakter tiiri olup, firsat¢i patojen olarak genellikle yogun
bakim iinitelerinde yatan hastalarda enfeksiyonlara neden olmaktadir. Cogunlukla
pnémoni, sepsis, idrar yolu ve yara enfeksiyonlarindan sorumlu olup, birgok

antibiyotige direng gelistirebildiginden tedavide problemler yasanmaktadir (45).

Karbapenem grubu antibiyotikler Asinetobakter enfeksiyonlarinda siklikla
kullanilan ajanlardir. Bunun bir sonucu olarak bu grup antibiyotiklere direng gittikce
artmaktadir. Karbapenem direncinde; karbapenemaz 6zelligindeki enzimlerin {iretimi,
membran gecirgenliginde azalma, penisilin baglayan proteinlerde degisim ve efluks
pompalarinin asirt ekspresyonu gibi bir¢cok farkli mekanizma rol almaktadir. Ancak
bunlarin arasinda Asinetobakter tiirlerinde en sik rastlanan mekanizma,
karbapenemaz niteligindeki siif-D beta-laktamazlarin (OXA enzimleri) iiretimidir.

Bu tip enzimler; OXA-23-grup; OXA-40-grup; OXA-51-grup; OXA-58-grup ve



OXA-143-grup olarak gruplandirilabilmektedir. Karbapenemaz niteligindeki OXA
enzimlerinin tiiri ve siklig1 g¢esitli iilkeler ve merkezler arasinda farklilik

goOsterebilmektedir.

Bu ¢alismada, Ege Universitesi Hastanesi’nde ¢esitli klinik érneklerden izole
edilen A. baumannii izolatlarinin, imipenem MIK degerleri belirlenmis ve klonal
iliskileri molekiiler yontemlerle belirlenen bu izolatlarda karbapenemaz

aktivitesindeki baglica OXA tipi enzimlerin prevalansi PCR ile arastirilmistir.



1.2. GENEL BILGILER

1.2.1. ACINETOBACTER BAUMANNII

Asinetobakter turleri gram-negatif kokobasiller olup, zorunlu aerob,
hareketsiz, non-fermentatif, oksidaz-negatif ve katalaz pozitif mikroorganizmalardir.
Gram boyamada dekolorizasyon zorlugu nedeniyle gram pozitif olarak

degerlendirilebilir. Bu bakterilerin DNA’sinda G +C igerigi % 39 - % 47°dir (48).

35-37 °C’de tirerler ve S tipi koloniler olustururlar. Asinetobakter kolonileri,
opak ve pigmentsizdir. U¢ sekerli demirli besiyeri (TSI) ve oksidatif fermentatif
besiyerinde asit olusturmazlar. Uremenin logaritmik fazinda 1-1,5 x 1,5-2,5 um
boyutlarinda basil, tireme disinda ise kok veya kokobasil seklinde olup, ikiserli veya
kiime halinde olarak goriildiigiinden, gram boyali preparatlarin incelenmesinde
Haemophylus ve Neisseria tirleri ile karistirilabilir. Pozitif kan kaltir tipinden
hazirlanan preparatlarda kristal violeyi tutmaya yatkindirlar ve bdylece yanlislikla

gram pozitif kok olarak taninabilirler (5).

Ik kez 1911 yilinda Hollandali mikrobiyolog Beijerinck tarafindan izole
edilen Asinetobakter tirleri, Micrococcus calcoaceticus olarak isimlendirilmistir.
1939°da DeBord’un gram negatif kokobasilleri iiretral drnekten izole etmesiyle bir
ka¢ isim daha almistir. Glinimiize kadar Micrococcus calco-aceticus, Alcaligenes
hemolysans ,Mima polymorpha, Moraxella Iwoffii, Herellea vaginicola ve Bacterium
anitratum gibi farkli isimlerle anilan bakteriler “Acinetobakter” cinsi altinda

toplanmiglardir (5,29).

1986 yilinda Bouvet ve Grimnot tarafindan yapilan DNA-DNA hibridizasyon
caligmalarina gore, Asinetobakter genusunda su anda toplam 26 tir ve 9 genomik tir

bulunmaktadir (44). Asinetobakterlerin 4 tiri (A. calcoaceticus, A. baumannii,



Acinetobakter genomik tiir 3 ve Acinetobakter genomik tiir 13TU) fenotipik olarak
benzerlik gostermekte olup birbirlerinden ayrimi zordur. Bu ylizden siklikla A.
calcoaceticus- A. baumanii (ACB) kompleksi adi altinda incelenmektedir (24).
Ayrica son yillarda nonfermentatif bakterilerin tanimlanmasinda otomatize yag asidi
analizi ve 16S rRNA gen dizi analizi de denenmektedir (5). Gelismis molekiiler tani
yontemleri Asinetobakterlerin tiir diizeyinde tanimlanmasi i¢in kullanilabilmektedir:
“Amplified 16S rRNA gene restriction analysis” (ARDRA), “amplified fragment
length polymorphism” (AFLP) ile yuksek c¢ozundrlikte parmak izi analizi,
“ribotiplendirme” , “tRNA spacer fingerprinting”, 16S-23S rRNA intergenik “spacer”
dizilerinin restriksiyon analizi, 16S-23S rRNA geninin “spacer” bolgesinin dizi
analizi, RpoB (RNA polimeraz B-alt-birimi) geni ve “spacer” bolgesinin dizi analizi
(29). 2011 yilinda, klinik drneklerden elde edilen 118 Acinetobacter spp once klasik
yontemler kullanilarak tanimlanmistir. Ayni izolatlar, Higgins ve arkadaslarinin
belirttigi gibi, birka¢ modifikasyon ile gyrB multipleks PCR kullanarak da tur
diizeyinde tanimlanmistir (60).

Asinetobakter tiirlerinin tanimlanmasi karbonhidratlardan asit olusumu,
hareket, indol ve oksidaz testleri ve mikroskobik morfolojileri ile yapilabilmektedir.
Asinetobakterler indol negatif, nitratlar1 rediikte etmeyen bakterilerdir. Besiyerinin
icerigine gOre de baz1 6zelliklerinin degisim gosterdigi, 6rnegin; aderansin, minimal
medyum gibi basit besiyerinde olusan kok formlarinda arttigi, kompleks
besiyerlerinde olusan basil formlarinda ise azaldigi saptanmistir. D-glikoz eklenen
kanli agarda olusan kahve rengi gorunim ile Asinetobakterlerin tanimlanmasina
calisilmaktadir. Bazi suslarda bulunabilen polisakkarit yapisindaki kapsiil, grup B ve
G streptokoklar ve pnémokok kapsul tip XX’den hazirlanan anti-serumlarla, bazi

suslar ise anti-Chlamydia antikorlariyla ¢apraz tepkime verebilir (5).



Glukozu okside eden A. baumannii, glukozu okside etmeyen A. lwoffii ve
hemoliz yapan A. haemolyticus, laboratuvarda en sik karsilasilan Asinetobakter
tirleridir. Oksidaz negatif olmalar1 ile Moraxella ve Neisseria turlerinden, anaerobik

sartlarda irememesi ve nitratlar1 rediikkte etmemesi ile Enterobacteriaceae

uyelerinden ayirt edilirler (5).

Sekil 1. Mueller Hinton Agar’da A. baumannii kolonileri

1.2.1.1. Virllans ve patogenez

Genis arastirmalara ragmen bu bakterinin viriilans faktorleri ile ilgili bilgi
azdir. Cesitli faktorlerin - 4.  baumannii’nin  virilans potansiyeline katkida

bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle dis membran proteinlerinin (Outher



membrane protein-OMP) bir Uyesi olan OmpA’nin, hastalik olusturma potansiyeline
onemli katkida bulundugu saptanmustir (11). A. baumannii’nin OmpA proteini
konagin epitelyal hiicre ve mitokondrisine baglanarak, mitokondriyal disfonksiyonu
indiikler ve sismesine neden olur. Bu olaylar1 sitokrom C’nin serbest birakilmasi takip
eder ve apoptozis tetiklenebilir (11). Patojende en ¢ok bulunan yuzey proteini olan
OmpA, ayrica komplemana karsi direng ve biyofilm olusmasinda rol oynar. Bunlar
bakterinin stres altinda hayatta kalma stratejileri ve virtilansla iliskili faktorler olup,

konagin i¢inde ve disinda bakterinin hayatta kalmasina yardimci olur.

A. baumannii’nin biyofilm olusturma yetenegi olumsuz kosullarda ve
ortamlarda ¢ogalmasina olanak saglar. A. baumannii’nin cam, yogun bakim
tinitelerinde kullanilan ekipmanlar gibi cansiz yuzeylerde ve epitelyal hiicreler gibi
canli yuzeylerde biyofilm olusturdugu gosterilmistir. Biyofilm olusumunu kontrol
eden en yaygin faktorler arasinda; ortamdaki besin maddeleri, pili ve dis membran
proteinleri ve makro molekiiler salgilar sayilabilir. A. baumannii bir yizeye
tutunduktan sonra, pili ve biyofilm ile iligkili protein (BAP) biyofilm {iretiminin
baglamasina ve olgunlagmasina katkida bulunur. Pili cansiz yizeylere tutunup
mikrokolonilerin olusumunu baslatir ve ardindan biyofilm yapilari tam olarak gelisir.
BAP bakteriyel hicrelerin yiizeyindedir, cansiz ve canli yiizeylerde olgunlasmis
biyofilmi sabitleyerek biyofilmin gelismesine ve olgunlasmasina katilir. Ayrica metal
katyonlart gibi ¢evresel sinyaller, A. baumannii’nin 06zel yiizeylere yapisma

yetenegini artirarak, biyofilm olusumunun kontrol edilmesinde rol oynar.

A. baumannii'nin viriilansinda diger 6énemli proteinler, fosfolipaz D ve C’dir.
Fosfolipaz D insan serum direnci, epitelyal hiicre evazyonu ve patogenezinde 6nemli

rol oynarken, fosfolipaz C’nin epitelyal hiicreler izerine toksik etkisi vardir (29).



1.2.1.2. Enfeksiyonlar ve Epidemiyoloji

Asinetobakter tlirleri toprak ve suda yaygin olan, zaman zaman deriden,
mukoza zarlarindan, sekresyonlardan ve hastane ortamindan izole edilen bakterilerdir.
A. baumannii en sik izole edilen tiirdiir. A. Iwoffii, A. haemolyticus ve A. johnsonii ve
diger tiirler de nadiren izole edilir. Baz1 izolatlara tiir ismi verilmemistir (30). Yapilan
bir ¢alismada, niifusun sadece % 3’iinde bu bakterinin deride kolonize oldugu tahmin
edilmektedir. Ilging sekilde, evsiz insanlarin viicut bitinden alman orneklerin %

22’sinde Asinetobakterler izole edilmistir.

Toplum kaynakli enfeksiyonlar da bildirilmis olmasina ragmen A. baumannii,
primer olarak yogun bakim tinitelerinde kalan immiin sistemi baskilanmis hastalarla
iligkili hastane enfeksiyonlarina yol acar. Temel olarak ventilator iliskili pnémoni,
kateter kaynakli kan ve idrar yolu infeksiyonlar1 ile yara enfeksiyonlarina neden olur.
Firsatc1 bir patojen olan A. baumannii spesifik olarak, mokozal membranlar ve kaza
veya yaralanma ile maruz kalinan deri gibi nemli dokular1 hedefler. A. baumannii ile
enfekte olan cilt ve yumusak dokular baglangigta portakal kabugu benzeri bir
goriiniim alir. Ilerleyen asamada ciltte vezikiiller olusur. Yapist bozulan cilt
bolgelerinde gozle gorilebilen nekrotizan bir siirecle birlikte hemorajik biller ortaya
cikabilir ve ardindan bakteriyemi goriilebilir. Bu enfeksiyon tedavi edilmedigi
takdirde, septisemi ve 6lime yol agabilmektedir. Solunum yolu, kan, plevra sivisi,
idrar yolu, cerrahi yaralar, santral sinir sistemi, deri ve g6z, A. baumannii ile enfekte
veya kolonize olabilir. Ayrica A. baumannii endotrakeal tlp yuzeyinde biyofilm
olusturabildiginden, mekanik ventilasyona gerek duyan hastalarda pnomoni riski

vardir.

A. baumannii enfeksiyonlarina yakalanmayi kolaylastiran risk faktorleri:



1. Yaniklar ve cerrahi girisim gibi major travmalar

2. Onceden antimikrobiyal tedavi goérme

3. Diyalize girme

4. Hastane veya yogun bakim iinitesinde uzun siire kalma
5. Mekanik ventilator, drenaj tiipii ve kalic1 kateter varlig

Olumsuz kosullarda goérev yapan askerler de diger bir risk grubunu
olusturmaktadir. Kuru ve kumlu hava kosullarinin hakim oldugu ¢o6l kamplari,
dayanikli A. baumannii i¢in uygun bir ortam olusturup, yarali askerlerde gelisen
enfeksiyonyonlarda baglica etken olmasini saglar. 2003°’de ABD’nin deniz kuvvetleri
hastane gemisine getirilen yarali askerlerin deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan
alinan Orneklerin % 4.1’inin A. baumannii ile iliskili oldugu bildirilmistir. Bu
arastirmada koltuk alt1, kasik ve ayak parmak arasi en yliksek kolonizasyon alanlari
olarak bulunmustur. Ayrica, A. baumannii ile kolonize olan bu askerler daha sonra

ulkelerine dondiiklerinde onemli bir enfeksiyon kaynagi olmaktadirlar (29).

Avrupa’daki farkli merkezlerde salgina neden olan A. baumannii kdkenlerinin
tiplendirilmesi sonucu ii¢ klonun 6n plana ¢iktig1 saptanmistir. Bu {i¢ klonun dinya
capinda da yaygin olduklar1 belirlendiginden “International clones I-III” olarak
adlandirilmiglardir. Bazi diger klonlarin da yaygin bir cografi dagilim gosterdigi
anlagilmistir. Bu klonlarm  A. baumannii enfeksiyonlarinin diinya genelinde

yayginlasmasinda 6nemli rol oynadiklari diisiinilmektedir (32).



1.2.1.3. A. baumannii ve antibiyotik direnci

A. baumannii enfeksyonlarmin tedavisinde en c¢ok tercih edilen
antibiyotikler; aminoglikozitler, florokinolonlar, polimiksinler (kolistin) ve
karbapenemlerdir (32). Ancak Asinetobakter torleri beta-laktam, tetrasiklin,
aminoglikozit ve florokinolon gibi farkli antibiyotik gruplarina karsi hizla direng
gelistirebilmektedir (4). Coklu veya tim ilaclara direncli olan Asinetobakter
kokenlerinin hizla ortaya ¢ikmasi, bakterinin secici ortam kosullarinin baskisina

uyum yetenegini ortaya koymaktadir (29).

Karbapenem direncine, A. baumannii’de esas olarak karbapenem-hidrolize
edici enzimlerin Uretimi aracilik etmektedir. Karbapenem hidrolize edici beta-
laktamazlarin; Simif A (blaces-14 ve blakpc), smif B (blame, blavim, blasim-1, ve
blanom), ve smif D’ye (blaoxa-23-grup , blaoxa-24grup , blaoxa-sigrup , blaoxa-ss-grup ,
blaoxa-104, blaoxa-143, blaoxa-164 Ve blaoxa-182) ait olan gesitli genleri A. baumannii’de
tanimlanmustir. Sinif D OXA-tipi karbapenemazlar A. baumannii’de en yaygin olarak
rastlanan  kabapenemazlardir. Simf B beta-laktamazlar yiksek seviyelerde
karbapenem direnci olusturmakta, aztreonam diginda tiim diger beta-laktamlara
direng gelismektedir (32).

ABD'de, imipeneme direncli veya orta duyarli Asinetobakter izolatlarin orant
1999 yilinda % 6.3’den 2001 yilinda % 11.4’e yiikselmistir (50). Bat1 Afrika’da
yapilan bir molekiiler epidemiolojik arastirmada, 15 karbapenemaz-kodlayan gen
arastirllmis ve izolatlarm % 60’inin birden fazla karbapenemaz geni barindirdigi
belirtilmistir (35). Ayrica, karbapenem direnci ile iliskili 33-36 kDa’lik bir OMP de
A. baumannii’de saptanmigtir (62). Bazi c¢aligmalar, saptanabilir karbapenemaz
aktivitesi gostermeyen Asinetobakter klinik izolatlarinda 20-kDa’luk OMP kaybinin

imipenem direnci ile iligkili oldugunu gostermistir (36). CarO (is1yla degisebilen ve



25-29 kDa’luk OMP) proteininin kaybi1 da imipenem ve meropenem direnci ile
iliskilendirilmistir ~ (56). Ayrica A. baumannii  43-kDa’luk D2  porin
(P.aeruginosa’'daki karbapenem direnci ile iliskilidir) homologuna (OprD) sahip
oldugu gosterilmistir. Karbapenem direncinin arastirildigi calismalarda; direngli
mutant A. baumannii suslarinin 24-kDa’luk Penisilin-baglayici proteinleri (PBP) asir1
iirettigi, ayn1 zamanda duyarlt suslar ile karsilastirildiginda bakterinin sahip oldugu
diger altt PBP’nin direngli mutant suslarca daha diisiik diizeylerde eksprese edildigi

bildirilmistir (14).

Asinetobakter turlerinde kinolonlara direng ¢ogunlukla, diger gram negatif
bakterilerde oldugu gibi topoizomeraz enzimlerini kodlayan kromozomal boélgede
meydana gelen mutasyonlara bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir. Mutasyonlar siklikla
DNA giraz (topoizomeraz II) veya topoizomeraz IV’de yapisal degisiklige yol acar
(4,32). DNA giraz gyrA ve gyrB genleri tarafindan kodlanmaktadir. Benzer sekilde
topoizomeraz IV enzimi parC ve parE genleri tarafindan kodlanmaktadir. Kinolon
direngli A. baumannii’lerde ¢ogu zaman, gyrA’nin 83.kodonunda Ser yerine Leu
degisimi gozlenmistir ve bu mutasyon siprofloksasinin MIK degerinin >4 mg/L
olmasina neden olur (4). A. baumannii’nin Kinolonlara kars1 yuksek diizeyde direng
gostermesi icin hem gyrA hem de parC genlerinde mutasyon olusmasi gereklidir.
Kinolon direncli izolatlarda en ¢ok, gyrA’da Ser-83 ve parC’de Ser-80 bélgeleri
mutasyona ugramistir. Bununla birlikte, azalmis giris ve / veya artan disar1 atim

(efluks) da dirence neden olabilir (32).

Aminoglikozid direncine sebep olan aminoglikozid modifiye edici enzimler
(AME), Asinetobakter tiurlerinde de gorulmektedir (48). Adenil-transferaz,
fosfotransferaz ve asetiltransferaz gibi AME’lerin Asinetobakter tiirlerinde varligi

gosterilmistir. Ayn1 zamanda, A. haemolyticus ile iliskili genomik gruplarin, dogal N-
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asetil-transferazlarin sentezi nedeniyle aminoglikozidlere dogal olarak direngli oldugu
vurgulanmistir (14). Ayrica A. baumannii kokenlerinde 16S rRNA metilaz ArmA

enzimi, yiiksek diizeyde ¢oklu aminogikozid direnci ile iligkilidir (18).

Tetrasiklin direnci ile ilgili olarak gram negatif bakterilerde tetA’dan tetE’ye
kadar farkli genler tanimlanmistir. Diger bakterilerde oldugu gibi Asinetobakter
tirlerinde de s6z konusu olan genlerin plazmid veya transpozonla iliskili oldugu ifade
edilmistir. Diger gram negatif bakterilerde oldugu gibi, A. baumannii klinik
izolatlarinda en sik rastlanan tetrasiklin direng¢ genleri tetA ve tetB’dir. Ek olarak bu
genler genellikle spesifik olmayan efluks pompasi geni adeB ile kombine olarak

bulunurlar (14).

Asinetobakter tlrlerinde yuksek dizey rifampisin direnci, diger gram negatif
bakterilerde oldugu gibi RNA polimerazin (rpoB geni) B alt (initesinde aminoasit
degisikliklerine yol agan kromozomal mutasyonlar nedeniyle olusur. Ancak
Asinetobakter izolatlarinda integron yapisindaki gen kasetinde yer alan (rifampisin
ADP- riboziltransferaz enzimini kodlayan) arr-2 geni saptanmistir (28). Bu gen
rifampisin direncinin major etkileyicisi gibi gérinmektedir. arr-2 pozitif izolatlarda
rifampisin igin yiiksek MIK degeri ve disk difiizyonla azalmis inhibisyon zonu (<14
mm) saptanirken arr-2 negatif izolatlarda durumun tam tersine oldugu
gozlenmektedir (61). Benzer sekilde Asinetobakter tlrlerinde kloramfenikol direng
genleri, Ozellikle konak¢i kromozomuna entegre olmus Tn21 ailesine ait
transpozonlarla iliskilidir (10). Trimetoprim direnci Asinetobakter tiirlerinde diisiik
seviyededir. Ancak dihidrofolat rediiktaz geni kazandiklarinda yiksek duzeylerde

direng gostermektedirler (14).

Disar1 atim (efluks) sistemleri, antimikrobiyal ajanlarin etkilerinin azalmasina

ya da etkilerini yitirmelerine sebep olurlar. A. baumannii’de RND (resistance-

11



nodulation-division) ailesinden adeABC disar1 atim sistemi tanimlanmistir. Bu
sistemin aminoglikozidlere direng ve kloramfenikol, florokinolonlar, trimetoprim ve
sefotaksim’e kars1 azalmis duyarhilikla iligkili oldugu acikg¢a ortaya konmustur (38).
Yine RND ailesine dahil olan adeDE de Asinetobakter izolatlarinda saptanmuistir.
adeE genindeki aktivasyonun amikasin, seftazidim, kloramfenikol, siprofloksasin,
eritromisin, etidyum bromir, meropenem, rifampisin ve tetrasikline azalmis
duyarlilik ile iliskili oldugu ifade edilmistir. adeXYZ olarak adlandirilan aktif disar1
atim sistemi de Asinetobakter izolatlarinda saptanmistir. Ancak bu sistemin

antibiyotik direncindeki roll tam olarak ortaya konamamistir (14).

A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisi, bu mikroorganizmanin birgok
antibiyotige diren¢ kazanmig olmasindan dolay1 son derece giigtiir (29). Bu ylzden
Asinetobakterlerin tedavisi igin kiltiir sonuglari, antibiyotik duyarlilik sonuglar1 ve
MIK diizeyleri dikkatli bir sekilde degerlendirilmelidir. Asinetobakterlerin
karbapeneme duyarli kokenlerinin tedavisinde karbapenem (6zellikle imipenem) veya
ampisilin-sulbaktam kullanimi uygundur. Ancak Asinetobakter tlrlerinde tedavi
sirasinda  antibiyotiklere direng  gelisebilmektedir. Yapilan bir calismada
Asinetobakter suglariin % 98’1 in-vitro olarak kolistine duyarli bulunmustur (4). Cok
ilaca direncli (CID) kokenlerin tedavisinde kolistin kullanilmalidir. Kolistin tedavi
amaciyla kullanilacagi zaman &nce MIK diizeyleri belirlenmelidir. Kolistinin en
onemli yan etkisi nefrotoksisite olmasimdan dolay1 kullanimi siirlidir. Ayrica CID
Asinetobakterlerin  neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotiklerin
kombine kullanimi 6nemlidir. Kolistin ile rifampisin veya kolistin ile imipenem
kombinasyonu Metallo-beta-laktamaz (MBL) negatif karbapenem direnci olan
Asinetobakter kokenlerine bagli enfeksiyonlarda degerlendirilmelidir. MBL pozitif

karbapenem direncli Asinetobakter enfeksiyonlarinda ise kolistin ile rifampisin
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ve/veya tigesiklin kombinasyonu diisliniilmelidir. Ayrica ventilator iligkili pndmoni

gelistigi zaman nebulize kolitsin, kombinasyon tedaviye ilave edilebilir (4).

Yeni tedavi yontemlerinin ortaya ¢ikmasi i¢in alternatif stratejiler
gelistirilerek cesitli girisimler yapilmistir. Ornegin; bakteriofaj ile tedavi (A.
baumannii’ye kars1 spesifik bakteriofaj AB1), bakterisidal gen transfer terapisi,
“cathelicidin”ler, radyo-immuno terapi, fotodinamik terapi, ve nano-partikdl

teknolojisi (29).
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Tablo 1. A. baumannii 'nin sahip oldugu antibiyotik diren¢ mekanizmalari (14,32,49)

Antibiyotik/Diren¢ mekanizmasi Grup/Gen Antibiyotik/Diren¢ mekanizmasi Grup/Gen
Beta-laktamlar icin Aminoglikozidler icin
Beta-laktamaz Enzimatik yikim
Dogal Asetiltransferaz AAC-2,-3,-6
Sinif A/sik goriilen ampC (ADC1-7)
VEB-1,-2 SAT-2
PER-1,-2
TEM-92,-116 Nikleotidiltransferaz  ANT-2,-3
SHV-5,-12
CTX-M-2-3 Nl =11-111 -
Fosfotransferaz APH(Z'), -Il,-ll,-IV
Sinif A/nadir gériilen SCO-1 APH(3")-I
Karbapenemaz
Sinif D oksasilinaz OXA-51 - grup Efluks pompasi adeABC, adeM
OXA-23
OXA-24 A
OXA-27 16s rDNA metiltransferaz arm
OXA-37
OXA-40
OXA-58 - grup o o
Kinolonlar icin
DNA giraz/topoizomeraz T
VIM
Metallo-beta- laktamaz IMP
SIM Efluks pompasi adeABC adeM,
abes
Sinif A karbapenemaz GES-11
D b —— Kloramfenikol i¢in
Is membran proteinleri carO 2 -

HMP-AB adeABC
33-36 kDa protein adelJK, cmlA
43 kDa protein craA , abeS

Efluks pompasi

Tetrasiklinler icin

Efluks pompasi

Ribozomal hedef degisimi

adeABC
PBP2 degisimi

tetA, tetB

adeABC

tetM

Trimetoprim/sulfametoksazol i¢cin
Efluks pompasi

Dehidrofolat sentetaz

Dehidrofolat reduktaz

Makuvolitler icin
Efluks pompasi

Glisilsiklin icin
Efluks pompasi

Polimiksin icin

Rifampisin icin

adeABC, adellK

sul-1,-11

folA

adeM

adeABC
pmrAB

arr-2

14



1.2.2. Simf-D Beta-Laktamazlar (OXA Enzimleri)

Beta-laktam  antibiyotikler, bakterilerde hiicre duvarmin  yapimini
engellemektedir (5). Beta-laktam antibiyotikler yar1 sentetik ve sentetik olarak 6

farkl1 yapisal alt tipe ayrilabilir:

1. Penisilinler (6rnegin, benzilpenisilin, ampisilin);

2. Sefalosporinler; klasik sefalosporinleri, 2. kusak sefalosporinleri (0rn.
sefotiam, sefuroksim), ve ayni zamanda 3. kusak sefalosporin temsilcilerini igerir
(6rn. sefotaksim, seftazidim);

3. Sefamisinler (6rn. sefoksitin);

4. Monobaktamlar (6rn. aztreonam)

5. Penemler; tiyazolin halkasinda 2,3-¢ift bag i¢erenler (6rn. Faropenem), ve

6. Karbapenemler (6rn. imipenem)

Genellikle, beta-laktam antibiyotiklere karsi bakterilerin direnci 3 temel
mekanizmaya dayanir. Bunlardan ilki, degistirilmis ya da kazanilmis penisilin
baglayict proteinler (PBP) ile beta-laktamlara diisikk afinite gosterme (Ornegin
metisiline direncli Staphylococcus aureus'ta PBP2a), ikincisi disar1 atim pompalari
(6rnegin P. aeruginosa’da mex sistemi) ve Uglncusu beta-laktamaz enzimleri ile
beta-laktam halkasinin amid bagimi pargalayarak antibiyotik ajanin etkisiz hale

getirilmesidir (49).

Beta-laktamaz enzimleri beta-laktam antibiyotiklerin temel yapisinda bulunan
beta-laktam halkasin1 pargalarlar. Boylece antibiyotiklerin bakteri hiicre duvarinda
bulunan PBP’lere ulasmadan inaktive edilmesini saglarlar. Enzimler gram pozitif
bakterilerde dogrudan dis ortama salinirken gram negatif bakterilerde periplazmik

aralikta bulunurlar. Beta-laktamaz Uretiminden sorumlu olan genler bakteri

15



kromozomunda veya plazmit gibi serbest genetik materyalde bulunabilirler (5). Beta-
laktamazlar hidroliz etme o6zellikleri, inhibitorlere duyarliliklari, kromozom veya
plazmid  Kkontroliinde olmalar1  gibi  Ozelliklerine  gore ¢esitli  sekilde
siiflandirilmislardir (3). 1980 yilinda beta laktamazlar Ambler tarafindan molekiler
yapilarina gore 4 sinifa ayrilmiglardir (Tablo 2). Ambler’in siniflandirmasina gore;
aktif bolgelerinde serin aminoasiti tagiyan, penisilinleri hidroliz eden beta-laktamazlar
(sinif A), aktivite gosterebilmeleri i¢in ¢inkoya bagli tiyol gruplar1 gerektiren metallo-
beta-laktamazlar (simif B), kromozomal AmpC sefalosporinazlar (simif C), ve
oksasilini hidroliz eden serin beta-laktamazlar (sinif D) olarak siniflanmigtir. 1995
yilinda Bush ve arkadaslar1 tarafindan beta-laktamazlar icin Onerilen fonksiyonel

siniflandirma semasi yaygin olarak kullanilmaktadir (49).

Oksasilinazlar yapisal ve biyokimyasal 6zelliklerine gore heterojen bir grup
olustururlar. Bu enzimler genellikle oksasilini benzilpenisilinden daha verimli bir
sekilde hidrolize ederler. Buna ¢k olarak, amoksisilin, metisilin, sefaloridin ve bir
oOlciide, sefalotini hidrolize ederler. Sadece birka¢ varyanti genisletilmis spektrumlu
sefalosporinleri hidrolize edebilir ve bu enzimler P. aeruginosa’da saptanmakla
birlikte, A. baumannii izolatlarinda su ana kadar goriilmemistir. Genisletilmis
spektrumlu sefalosporinleri hidrolize edebilen enzimler ¢ogu zaman dar spektrumlu
enzimlerin nokta mutant tirevleridir. Bunun aksine karbapenemaz aktivitesi, nokta-
mutasyondan kaynaklanmayan ve bazi oksasilinazlar i¢in kendine 6zgii bir 6zellik
olarak gorulmektedir. Karbapenemaz niteligindeki smif-D  beta-laktamazlarin
karbapenemlere kars1 hidrolitik etkinliginin MBL’lere gore ¢ok daha diisiik (100 —

1000 kat) olmasi, saptanmalarini gii¢lestirmektedir (50).
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Tablo 2. Beta-Laktamazlarin siniflandirilmasi (Ambler, 1980)

B-Laktamazlarin

B-Laktamazlar

Onemli drnekler

Siklikla rastlandig

Onemli fenotipik

sinifi bakteriler direng 6zellikleri
A Genis spektrumlu | TEM-1, TEM-2 SHV-1, ampisilin, sefalotin
beta laktamazlar | SHV-11 .
Enterobacteriaceae
ESBL TEM-tipi TEM-3, TEM-52 ve penisilinler,
nonfermenterler 3. kusak
ESBLSHV-tipi | SHV-5, SHV-12 sefalosporinler
ESBLCTX-M-tipi | CTX-M-1, CTX-M-15
karbapenemazlar | KPC, GES, SME tiim B-laktamlar
d AmpC AmpC Enterobakter spp. sefamisinler
sefamisinazlar sitrobakter spp. (sefoksitin),
(kromozomal) 3. kusak
sefalosporinler
D AmpC CMY, DHA, MOX FOX, | Enterobacteriaceae sefamisinler
sefamisinazlar ACC, (sefoksitin),
(plazmid- 3. Kugak
kodlanan) sefalosporinler
Genis-spektrumlu | OXA-1, OXA-9 oksasilin, ampisilin
B-laktamazlar sefalotin
Serin-p-Laktamazlar
ESBLOXAtipi | OXA-2, OXA-10 Enterobacteriaceas; I~ i iinler
A. baumannii
3. kusak
sefalosporinler
karbapenemazlar, | OXA-48; ampisilin,imipene;
karbapenemazlar | OXA-23,-24,-58 tiim B-laktamlar
Metallo-f - B Metallo-p- VIM IMP Enterobacteriaceae tiim B-laktamlar
laktamazlar laktamazlar ve
(karbapenemazlar) nonfermenterler

1.2.2.1. A. baumannii’de gorulen Beta-laktamaz enzimleri

Son zamanlarda gergeklestirilen birgok genetik ve biyokimyasal c¢alismaya

dayanarak, 4. baumannii’de karbapenem direncinin ¢ogunlukla beta-laktamaz tretimi
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ile iligkili oldugu bildirilmistir. Beta-laktamazlarin iki ana tipi A. baumannii
izolatlarinin hepsinde degilse de c¢ogunda saptanabilir. Bunlar; AmpC tipi
sefalosporinazlar ve OXA-51/69 varyantlar1 ile temsil edilen oksasilinazlardir.
MBL’ler ve “carbapenem hydrolysing oxacillinase”ler (karbapenemleri hidroliz eden
oksasilinzlar-KHO) klavulanat ve tazobaktam inhibisyonuna kars1 direnglidir.
KHO’lerin ¢ogu NaCl inhibisyonuna duyarli iken, MBL'ler in-vitro ortamda EDTA
inhibisyonuna duyarlidir. Laboratuvarda tanimlanmalar1 ig¢in enzimlerin bu
Ozelliklerinden yararlanilabilir. Karbapenemlere kars1 direng baska mekanizmalar ile
de ortaya ¢ikabilir. Ornegin; porin kayb1 veya degisikligi, CarO proteini ve nadiren

PBP’lerin modifikasyonu (50).

1.2.2.1.1. AmpC tipi sefalosporinazlar

Kromozomal AmpC tipi sefalosporinazlarin normal dizeydeki ekspresyonu
genis spektrumlu sefalosporinlerin etkinligini azaltmamaktadir. Bununla birlikte
ISAbal insersiyon sekanslarmin (IS-Elementleri) blaampc geninin 6n kismina
eklenmesi, promotér sekanslar1 saglayarak oOnemli Olgiide beta-laktamaz
ekspresyonunu artirir, ancak karbapenemlere degil, seftazidime kars1 direngle

sonuglanir (14,50).

1.2.2.1.2. Metallo-beta-laktamazlar (MBL)

Bu enzimler monobaktamlar haricindeki tiim beta-laktam antibiyotikleri
hidroliz edebilirler. MBL’lerin bir kismi, 0zellikle cevresel drneklerden izole edilen
baz1 bakterilerde, intrinsik olarak bulunurken bazilar1 sonradan kazanilir. Bugiine

kadar saptanan “kazanilmis” MBL’ler bes grup altinda toplanabilir: IMP-grup, VIM-
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grup, SIM-1, SPM-1 ve GIM-1 enzimleri. Su ana kadar bu gruplarin ilk gl A.
baumannii’de tanimlanmistir. IMP grubu su anda 19 varyant ve yedi filogrup
olusturmaktadir. Ug¢ farkli filogruba ait altt IMP varyantt A. baumannii’de
saptanmustir (66). IMP-4 Avustralya'da bir klinik A. junii izolatinda saptanmustir (47).
Ayrica A. baumannii’de VIM enzimleri ¢ok nadir saptanmistir. IMP ve VIM
varyantlart A. baumannii izolatlarinda ylksek dizeyde karbapenem direncine neden
olurlar. SIM-1 fiireten izolatlarin imipenem MIK degerleri 8-16 mg/L arasindadir
(14,50). MBL Uretiminin karbapenem direncindeki roli, IMP veya VIM enzimleri
ureten izolatlarda E-test teknigi kullanarak kolayca saptanir (66). Bu testi kullanarak,
imipenem MIK’leri tek basma ve EDTA ile birlikte bir agar plak iizerinde
karsilastirilmasi, 4. baumannii’de MBL iiretiminin tanimlamasini saglar. Sadece
sefepim ve sefpirom, daha az bir Olctde piperasilin-tazobaktam, MBL (reticilerine

kars1 bir miktar aktivitelerini koruyabilir (50).

blaive, blavim veya blasim genleri sinif-1 integronlar ile iliskili oldugundan, A.
baumannii’de tamimlanmis MLB-kodlayan genlerin gevresinin genetik analizi gok
benzer yapilar ortaya koymustur. Diger antibiyotik diren¢ gen kasetleriyle birlikte
(cogunlukla aminoglikozid modifiye edici enzimleri kodlayan genler) MBL genleri,
5’-korunmus segment (5°-CS) ile 3°-CS arasina eklenirler, ve gen kasetlerinin bir
pargasini olustururlar. MBL genlerinin plazmid tizerinde olmasi, A. baumannii ve P.
aeruginosa suslar1 arasinda spesifik alanlarda yayilmasmi agiklar, drnegin, Italya ve

Kore (Tablo 3) (14,45,50).
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Tablo 3. A. baumannii’de Kazanilmig Karbapenem-hidrolize edici beta-laktamazlar

B -laktamaz | Ambler | Plazmid cografi kdken
sinifi veya
kromozomal
IMP-1 B Plazmid Japonya, Guney Kore,
Italya
IMP-2 B Plazmid Japonya, Italya
IMP 4 B ? Hong Kong
IMP-5 B ? Portekiz
IMP-6 B ? Brezilya
IMP-11 B ? Japonya
VIM-2 B Plazmid Guney Kore
SIM-1 B ? Gilney Kore
OXA-23 D Plazmid ingiltere, Fransiz
Polinezya’si, Brezilya,
Irak
OXA-24 D kromozomal | ispanya, ABD, Portekiz
OXA-25 D kromozomal | ispanya
OXA-26 D kromozomal | ispanya
OXA-27 D ? Singapur
OXA-40 D kromozomal | Fransa, ispanya,
Portekiz
OXA-58 D Plazmid Fransa, ispanya, italya,
veya Yunanistan, Ingiltere,
kromozomal | Avusturya, Romanya,

Irak, Arjantin, Kuveyt
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1.2.2.1.3. Karbapenemleri hidrolize eden simf-D Beta-laktamazlar (OXA

tipi enzimler)

Smif D oksasilinazlar, oksasilinleri hidrolize eden ve sik rastlanmayan beta-
laktamazlar olup, karbapenemaz aktivitesi gosterenler “karbapenem hidrolize eden
oksasilinazlar” (KHO) olarak adlandirilir. Su ana kadar tanimlanmis olan 120’den
fazla D grubu Dbeta-laktamazdan 45’1 KHO aktivitesi gosterir. Smf-D
oksasillinazlardan olan OXA-51-grup enzimler, ¢ogu A. baumannii tarafindan dogal
olarak Uretilir. Bu enzimler zayif karbapenemaz aktivitesi gosterirler (14,50). Ayrica
karbapenemlere karsi aktivite gosteren ii¢ kazanilmis smif-D oksasilinaz kiimesi
(OXA-23, OXA-58 ve OXA-24) de tanimlanmistir (14,41). Son zamanlarda blaoxa-
104, blaoxa-143, blaoxa-164 ve blaoxa-1s2 gibi yeni smif-D beta-laktamazlar da A.
baumannii’de saptanmustir (32). Ayrica, A. radioresistens blaoxa-23-grup Ve A. lwoffii

blaoxa-134-grup genleri kromozomal olarak tagimaktadirlar.

OXA-211, OXA-213 ve OXA-214 beta-laktamazlar sirasiyla, A. johnsonii, A.
calcoaceticus ve A. haemolyticus 'da tanmimlanmistir. OXA-211, OXA-213 ve OXA-
214 beta-laktamazlari, 4. baumannii’de dogal OXA-51-grup KHO ile, % 53 - % 76
arasinda amino asit benzerligi gosterirler. Bu beta-laktamazlar, cogunlukla penisilin

ve karbapenemler dahil, kendine 6zgu bir hidroliz profili gosterirler (23).

MBL’ler ile karsilastirildiginda, A. baumannii’ de KHO’lar tarafindan
saglanan karbapenem direng seviyesi ¢ok daha disiiktiir. Bu enzimler ile, ozellikle
meropenem hidrolizi her zaman saptanamaz (27). Yapilan bir ¢alismada, blaoxa-23 ve
blaoxa-ss genleri barindiran dogal plazmidler karbapeneme duyarli bir referans A.
baumannii susuna aktarilmis, daha sonra imipenem MIK’inde gosterilen artis, OXA-
23 Uretiminin direncte dnemli bir etkisi oldugunu gostermistir. blaoxa-ss, ayni referans

A. baumannii susunda eksprese edildiginde, bu etkinin daha diisik oldugu
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gozlenmistir. Ayn1 deney, dogal AdeABC disar1 atim (efluks) pompasi sistemini asir1
eksprese eden bir izogenik A. baumannii alict susu kullanilarak tekrarlanmistir.
Ortaya ¢ikan MIK’ler OXA-23’iin karbapenem direncine aracilik etmede 6nemli bir
rol istlendigini onaylamistir. Ancak OXA-58 paradoksal bir bicimde daha diisiik
katk1 gostermistir (50). Buna karsilik, karbapeneme direngli bir A. baumannii
izolatinda kromozomal blaoxa-s0 geninin inaktivasyonu ile imipenem ve meropenem
duyarliliginin tekrar saglanmasi, karbapenem direncinde OXA-40’in 6nemli bir rol
oynadigmi gostermistir (50). Latin Amerika’da yapilan bir ¢alismada, aktif sirkile
suslarin karbapenemaz igerigini daha iyi anlamak ic¢in, Mercy Hastanesi'nde izole
edilmis giincel bir koken koleksiyonunda PCR ve DNA sekanslama yontemleri
kullanarak, 15 karbapenemaz geni arastirilmistir (blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s,
blaoxa-s1-grup, blaoxa-ss-grup, blaamm, blaeic, blapim, blacim, blaime, blakec, blanpwm,
blasim,blasme, blaviv). Bu 15 genden 11°i test edilen izolatlarin higbirinde tespit
edilemezken, Ambler siif B (blaviv ve blapim-1) ve D (blaoxa-51-grup Ve blaoxa-ss-grup)
karbapenemaz genleri saptanmustir. Ilging olarak, izolatlarin % 60’mnda bu genlerin
bir arada bulundugu belirlenmistir. Ayrica, blaoxasigrp Ve blaoxa-ssgrup genleri

Asinetobakter tiirlerinin disinda Enterobacteriaceae iiyelerinde de bulunmustur (35).

1.2.2.1.3.1. OXA-51-grup genler

Bugune kadar yapilan ¢alismalarda blaoxa-s1-grup Beta-laktamazlari kodlayan
genler tim A. baumannii‘lerde kromozomal olarak bulunmustur (8,9,64). Ayrica
OXA-51-grup’in gesitli cografi bolgelerden gelen izolatlardan 18 varyanti
tanimlanmistir (9,14,64). Bu varyantlar arasinda, OXA-51 ve OXA-69 beta-
laktamazlarin karbapenemaz aktiviteleri ayrintili olarak arastiritlmistir. Blaoxa-51/69-grup

genlerinin 6n kisminda ISAbal elemanlarinin varligi, oksasilinazlarin asir1 eksprese
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olmasi1 ve karbapenem duyarliligin azalmasi ile iligkili bulunmustur. ISAbal A.
baumannii’nin dogal blaampc geni ve blaoxa-siee-grup genleri igin promotor dizileri
saglayarak ilgili genlerin eksprese olmasini hizlandirir. ISAbal dizileri A.
baumannii’de son derece etkili oldugundan, blaoxa-s1-grip genlerin 6n kismina bu
promotOr yapilarin eklenmesi karbapenem direncine yol agmakta ya da duyarliligini

azaltmaktadir (14,50).

1.2.2.1.3.2. OXA-23-grup genler

KHO kodlayan bir genin tanimlanmasi ilk kez 1995 yilinda A. baumannii’de
rapor edilmistir. Baslangicta ARI-1 olarak adlandirilan bu enzim, iskogya'da tespit
edilmis ve plazmid Uzerinde oldugu saptanmistir (19,50,53,57). Enzimin genetik ve
biyokimyasal karakterizasyonu sonucu, OXA-23 olarak yeniden adlandirilmis ve
OXA-51/69 ile % 56 amino asit benzerligi gosterdigi belirlenmistir. OXA-23 geni
cogunlukla plazmid iizerinde saptanmistir. OXA-23 ayrica OXA-27, OXA-49 ve
OXA-73’u de igeren bir KHO alt grubun bir temsilcisidir. Bu grubun tim tyeleri A.
baumannii’de saptanmistir (2). Son zamanlarda OXA-73 de A. baumannii’de tespit
edilmistir (45). OXA-27 karbapeneme direncli bir A. baumannii izolatindan
Singapur’da saptanmustir (2), Ala 95 Thr ve Asn 247 Lys substitiisyonlariyla OXA-
23’den farklilik gosterir. OXA-49 ise Cin’de tek bir A. baumannii izolatinda
tamimlanmis, ve Lys 178 Glu substitisyonu ve 222 pozisyonda ek bir Ala grubu ile
OXA-23ten farklilik gosterdigi belirlenmistir (8,9,14,50). Blaoxa-23 geni, 2003 ve
2004 yillarinda Ingiltere'nin hastanelerinde hizla yayilmis olan iki karbapeneme
direngli klonda saptanmistir (63). Baska bir klon Fransa'nin Giineyinde genis bir

alanda tanimlanmistir (50).
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Buna ek olarak, bazit OXA-23 ureticileri Romanya (39), Brezilya (16), Gliney
Kore (31) ve Fransiz Polinezyasi’nda (42) salgin donemlerinde saptanmistir. Ayni
zamanda blaoxa-23, Fransa’da klinik bir Proteus mirabilis izolatinda kromozomal
olarak saptanmustir (7). IS elemanlarinin (ISAbal ve ISAba4 ) blaoxa-23 geninin 6n
kisminda bulunmasi, promotor sekanslar1 saglayarak blaoxa-23’tin ekspresyonunda ve
belki de bu genin bakteriye kazanilma siirecinde rol oynayabilecegini gostermektedir

(50, 52).

1.2.2.1.3.3. OXA-24-grup genler

KHO’lerin OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-72 ve OXA-40’1 igeren ikinci
bir grubu vardir. Bu grubun tim Gyeleri A. baumannii’de gozlenmistir (6,45,53,55).
OXA-51/69 ve OXA-23 ile amino-asit diizeyinde sirasiyla, % 63 ve % 60 benzerlik
gosterir. OXA-26 ilk olarak Belgika’daki bir izolatta gosterilmistir. OXA-40’1mn ise
Ispanya ve Portekiz’deki A. baumannii izolatlarinda yaygin oldugu bildirilmistir
(2,6). Blaoxa-23 ve blaoxa-ss genleri plazmit tizerinde tanimlanmasina ragmen blaoxa-24
grubu KHO’lar sadece kromozom kaynakli gibi goriinmektedir. Bircok izolatta
blaoxa-40 1 gevreleyen dizilerin incelenmesi, insersiyon sekanslari (IS), transposonlar
veya integronlar gibi mobilize elemanlarla iligkili olmadigini1 ortaya koymustur.
Bunun aksine. P. aeruginosa’da oksasilinaz genlerin ¢ogu integron gibi hareketli

genetik yapilar tizerinde bulunmaktadir (50).

1.2.2.1.3.4. OXA-58-grup genler

KHO’lerin tglincii grubu OXA-58, OXA-96 ve OXA-97’yi icermektedir.

Ancak OXA-58 A. baumannii’de saptanmustir (45,55,57). ilk olarak, Fransa’nin
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Toulouse sehrindeki hastanenin yanik tinitesindeki bir salgin sonrasinda karbapeneme
direngli A. baumannii’de tanimlanmistir (26,53). OXA-58’in OXA-51 /69 ile % 59
ve bagka KHO gruplar1 ile % 50 amino-asit benzerligi vardir. Bir dizi epidemiyolojik
arastirma Ispanya, Tiirkiye, Romanya (39), Yunanistan (54), Avusturya, Ingiltere,
Arjantin, Kuveyt (13) ve italya gibi ¢esitli cografi bolgelerden gelen A. baumannii
klinik izolatlarinda blaoxass geni tamimlamigdir. Ayrica son zamanlarda, lrak'ta
yaralanan ABD askeri personelinden izole edilen birgok A. baumannii izolatinda
blaoxass geni saptanmistir (14,50). OXA-58 dUreten coklu karbapenem direncli
klonlara bagl salginlar Yunanistan’nin Atina sehrinde bir hastanenin yogun bakim
iinitesinde (54) ve bir cocuk hastanesinin birkag iinitesinde bildirilmistir. ilging bir
sekilde blaoxa-ss geni Romanya ve Avustralya'da A. junii gibi farkli tiirlerin klinik
izolatlarinda da saptanmustir (39). Non-klonal OXA-58 reticileri ile yapilan birgok
genetik ¢alisma, 1S elemanlarinin blaoxa-ss geninin ekspresyonunda bir rol oynadigini
gostermektedir. Ozellikle 1SAba2, ISAba3 ve 1S18’in de ISAbal gibi, blaoxa-ss
ekspresyonunu arttiran promotor dizileri sagladigi gosterilmistir (52). Ancak, bu IS
elemanlarmin muhtemelen blaoxa-ss in kazanilmast ile ilgili olmadig: belirtilmektedir.
27-bp’lik tekrarlanmig diziler tarafindan, blaoxass genini de iceren bir 5.5 kb’lik
fragmanin  ¢evrelenmis olmasi, blaoxasg’in  kazanilmasinda Dbir homolog

rekombinasyon surecinin rol oynayabilecegini gostermektedir (52).

1.2.2.2. Non-A. baumannii turlerde gorulen OXA genleri

OXA-51-grup genler, A. baumannii’ye 0zgu oksasilinazlar olarak bircok
aragtirmact tarafindan tiir tamimlanmasi ve sus tiplendirmesi amaciyla
kullanilmaktadir. Ancak son zamanlarda OXA-51-grup genlerin mobilize oldugu ve

konjugatif plazmidler araciligi ile diger Asinetobakter tiirlerine yayildig
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gosterilmistir. Blaoxa-s1-grup V€ blaoxa-ss genleri ayrica Enterobacteriaceae tyelerinde
de bulunabilir. Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli izolatlarinda, sirasiyla

blaoxa-s1-grup Ve blaoxa-ss-grup genlerin varligi saptanmistir (35).

Blaoxa2s geni, 2006 yilinda Irlanda Cumhuriyetinde A. pittii’de
(Acinetobacter genomik tir 3) ve 2012 yilinda Giiney Kore ve Tayland’da A.
nosocomialis’de (Acinetobacter genomik tir 13TU) saptanmustir. Blaoxa-s1, 1ISAbal
ile birlikte Tayvan’da karbapeneme direncli bir A. nosocomialis kdkeninde
saptanmistir. Glney Brezilya'nin Porto Alegre kentindeki hastalardan elde edilen bir
dizi non-A. baumannii izolatiyla yapilan bir ¢alismada, ISAbal-blaoxa-23 ve blaoxa-s1
genleri karbapeneme direngli iki A. nosocomialis izolatinda saptanmistir (60).
Tirkiye'de karbapeneme direncli bir K. pneumoniae izolatinda plazmit tizerinde
kodlanan OXA-48 bulunmus ve bu gen icin Shewanella oneidensis’in dogal bir

rezervuar oldugu gosterilmistir (50).
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BOLUM I

2. GEREC ve YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1 Bakteri Kdkenleri

Ege Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Bakteriyoloji Laboratuvari’nda, Ocak-Mart-2012 tarihleri arasinda farkli Klinik
orneklerden izole edilen imipeneme (IMP) duyarli olmayan 76 A. baumannii izolati
calismaya alindi. Kontrol kokeni olarak P. aeruginosa ATCC 27853 kullanildi.
Ayrica, Tebriz tiniversitesi’nden alinan 127 ve 128 numarali A. baumannii kokenleri,
blaoxa-s1 ve blaoxa-23 genleri icin pozitif kontrol olarak kullanildi. Bakteriler ¢aligma

zamanina kadar % 10’luk gliserinli buyyon besiyerinde -80°C’ de saklandi.

2.1.2. Kullanilan Madde ve Malzemeler
A. Besiyerleri
1. Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck)
2. Mueller Hinton Broth (MHB) (Merck)
3. Gliserinli Buyyon (Merck)

4. Eosine Metilen Blue Agar (EMB) (Merck)
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5. Kanli Agar (Blood Agar Base) (Merck)

B. Cozeltiler ve Tamponlar
1. % 0,9 NaCl ¢ozeltisi
2. Fosfat Tamponu (0.1 M)
3. Tris-Borik asit-EDTA (TBE) (1X)
C. Diger Madde ve Malzemeler
1. Imipenem monohydrate (Santa Cruz Biotechnology)
2. Agaroz (Sigma- Aldrich)
3. EDTA (ethylene diamine tetra acetate) (Sigma)
4. Safe view classic (Niikleik asit boyasi) (ABM)
5. dNTP karisimi (25pmol her biri) (Thermo scientific)
6. Hot start Tag DNA polimeraz (5U/ ul , 500 U) (Thermo scientific)
7. Marker (50bp DNA Ladder) (Biolabs)

8. Oligonikleotid Primerler (Metabion International AG)
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Tablo 4. Primer dizileri

Primer

OXA-23-F

OXA-23-R

OXA-51-F

OXA-51-R

OXA-58-F

OXA-58-R

OXA-24-F

OXA-24-R

ERIC - 2

Dizi (5’ — 37)

5-GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA

5-ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT

5-TAATGC TTT GAT CGG CCT TG

5-TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG

5’-AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG

5’-CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC

5-GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA

5-AGT TGA GCG AAAAGG GGATT

5-AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G

2.2. YONTEMLER

Tm

58 °C

54 °C

56 °C

56 °C

58 °C

63 °C

58 °C

56 °C

Saflagtirma

HPLC

HPLC

HPLC

HPLC

HPLC

HPLC

HPLC

HPLC

Baz say!

20

20

20

20

20

20

20

20

22

2.2.1. Mikrodiliisyon Yoéntemiyle Imipenem MiK Degerlerinin

Belirlenmesi

IMP’e duyarli olmayan 76 A. baumannii izolatmin IMP MIK degerleri, CLSI

onerileri dogrultusunda saptandi (43). Bu test i¢in U tabanli 96 kuyucuklu

mikrodiliisyon plaklar1 kullanildi. % 10°luk gliserinli buyyon besiyeri icinde -80°C’de

stoklanan bakterilerden Mueller-Hinton agar besiyerine pasajlanarak 18-24 saat

36°C’de, etlivde inkibe edildi. Bu bakteri kiiltiirinden 0.5 McFarland bulanikligina

esit olacak sekilde direkt koloni siispansiyonu yontemiyle inokulum hazirlanip,
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mikrodiliisyon plagindaki son inokiilum konsantrasyonu 5x 10° CFU /ml olacak
sekilde sulandirim yapildi. Steril plaklara 50 pul Mueller Hinton s1vi besiyeri dagitildi.
Birinci kuyucuklara, membran filtrasyon ile steril edilmis 50 pl stok IMP solisyonu
eklendi ve 12. kuyucuga kadar seri diliisyonlar yapilip, 12. kuyucuktan 50 pl disart
atildi. Bakteri siispansiyonlarindan tim kuyucuklara 50 pl dagitildi. Bu sekilde
IMP’in kuyucuklardaki final konsantrasyonunun 256-0.125 pg/ml, arasinda olmasi
saglandi. Her plakta, besiyeri ve bakteri iireme kontrollerine yer verildi.

Kontrol kékeni olarak P. aeruginosa ATCC 27853 kullanildi. Plaklar 35°C°de 16-20
saat enkiibe edildi. Bu siire sonunda ilireme goriilmeyen en diisiik antibiyotik

konsantrasyonu MiK degeri olarak kabul edildi.

Tablo 5. A. baumannii’de MIK degerlerine gore imipenem duyarlilik siirlart

IMP DUYARLI ORTA DUYARLI DIRENGLI

MiK (ug/ml) <4 8 >16

2.2.2. DNA ekstraksiyonu

Mueller-Hinton agar (Oxoid) besiyerinde bir gece 35 °C’de iireyen
kolonilerden 4-5 tanesi 500 pl steril distile suda siispanse edilip, ardindan kaynar su
banyosunda 10 dakika tutuldu. Standart masa-Ustl santrifijde (Eppendorf-5415C)
10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek elde edilen siipernatant PCR
reaksiyonlarinda kalip olarak kullanildi (37). Tum PCR uygulamalari “Techne-TC-

312 1s1-dongii cihazinda gergeklestirildi.
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2.2.3. IMP Direngli A. baumannii izolatlarinin Klonal

Yakinhklarimin Incelenmesi

IMP’¢ duyarli olmadigi belirlenen 76 A. baumannii izolatinin Klonal

yakinliklari, “Enterobacterial repetitive intergenic consensus — ERIC” dizilerine 6zgii

ERIC-2 primeri kullanilarak PCR ile arastirildi. Bu amagcla, 25 pl’lik PCR karisimi

asagidaki bilesenlerle hazirlandi:

10 x PCR buffer 1x
MgCl, 3
Mix dNTP karigimi 200
ERIC-2 2
Steril distile su 15.2
Hot start Taqg DNA polimeraz 1.5
DNA ekstrakti 2

Uygulanan amplifikasyon protokol:

95 C° - 5dk.

94 C° - 1dk.

40 C° -1 dk. x 35

72 C° - 1dk.

72 C°-10 dk.
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Tiim bantlar1 bire-bir ayn1 olan izolatlar ayni sus (klon), bir veya iki bant
farklilik gosteren izolatlar benzer (klonal iliskili), iki banttan fazla farklilik gosteren
izolatlar ise farkli suslar olarak kabul edildi. S; = nas / (nag + a + b) formuliine gore
hesaplanan “Jaccard” katsayisi esas alinarak, A. baumannii izolatlari igin filogenetik
analizler “MEGA version 4” programi ile yapilip, dendogramlar olusturuldu (59).
[nas = A ve B izolatlarinda ortak olan bant sayisi, a = A izolatinda olup B’de

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

2.2.4. Multipleks PCR ILE OXA-51-grup, OXA-23-grup,

OXA-24-grup ve OXA-58-grup Genlerinin Arastirilmasi

Klonal yakinliklart ERIC-PCR yontemi ile arastirilan 76 A. baumannii
izolatinin, molekiiler olarak 13 farkli klon altinda toplandigi saptanmistir. Her klon ve
alt gruplardan birer temsilci segilerek, bunlarda baslica OXA tipi karbapenemaz
gruplarinin = (OXA-23-grup; OXA-24-grup; OXA-51-grup ve OXA-58-grup)

prevalansi PCR teknigi ile incelenmistir.

Bu amagla, 50 pl’lik PCR karisimi agagidaki bilesenlerle hazirlandi:

10 x PCR buffer 1x

MgCl; 1.75 mM
Mix dNTP karigimi 200 uM
Primer Mix 2000 nM
Steril distile su 29,3 i
Hot start Tag DNA polimeraz 1 U
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DNA ekstrakti 5 pl

Uygulanan amplifikasyon protokoli:
95C°-5dk.

94 C°-25sn.

52 C°-40sn. x 30

72 C° - 50 sn.

72 C° - 6 dk.

2.2.5. OXA-51-grup GENININ ARASTIRILMASI

Her klondan ve subtipten segilen temsilci kokenlerde, kontrol amaciyla sadece
OXA-51 grubuna 6zgii primerler ile PCR yapildi. Ayrica, multipleks PCR ile OXA-
51 geni saptanan kokenlerde dizi analizi i¢in {irlinli cogaltmak amaciyla da OXA-51

PCR tekrarlandi.

Bu amagla, 50 pl’lik PCR karigimi agsagidaki bilesenlerle hazirlandi:

10 x PCR buffer 1x

MgCl, 1.75 mM
Mix dNTP karisimi 200 uM
F-Primer-OXA-51 500 nM
R-Primer-OXA-51 500 nM
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Steril distile su 332
Hot start Taqg DNA polimeraz 15 U

DNA ekstrakt 5 pl

Uygulanan amplifikasyon protokoli:
95 C° - 5 dk.

95C°-1dk.

50 C° - 1 dk. x 30

72 C° -1 dk.

72 C° - 10 dk.

2.2.6. OXA-23-grup GENININ ARASTIRILMASI

Her klondan ve subtipten seg¢ilen temsilci kdkenlerde, kontrol amaciyla sadece
OXA-23 grubuna 6zgii primerler ile PCR yapildi. Ayrica, multipleks PCR ile OXA-
23 geni saptanan kokenlerde dizi analizi igin tiriinii gogaltmak amaciyla da OXA-23

PCR tekrarlandi.

Bu amagla, 50 pl’lik PCR karisimi agsagidaki bilesenlerle hazirlandi:

10 x PCR buffer 1x
MgCl; 1.75 mM
Mix dNTP karisimi 200 uM
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F-Primer-OXA-23 500 nM

R-Primer-OXA-23 500 nM
Steril distile su 332 ul
Hot start Taqg DNA polimeraz 15 U
DNA ekstrakti 5 pl

Uygulanan amplifikasyon protokol:
95 C° - 5 dk.

95 C° - 1 dk.

50 C° -1 dk. x 30

72 C° -1 dk.

72 C° - 10 dk.

2.2.7. OXA-58-grup GENININ ARASTIRILMASI

Her klondan ve subtipten segilen temsilci kokenlerde, kontrol amaciyla sadece
OXA-58 grubuna 6zgii primerler ile PCR yapildi. Ayrica, multipleks PCR ile OXA-
58 geni saptanan kokenlerde dizi analizi igin {iriinii ¢cogaltmak amaciyla da OXA-58

PCR tekrarlandi.
Bu amagla, 50 ul’lik PCR karisimi asagidaki bilesenlerle hazirlandi:

10 x PCR buffer 1x
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MgCl, 1.75 mM

Mix dNTP karigimi 200 uM
F-Primer-OXA-24 500 nM
R-Primer-OXA-24 500 nM
Steril distile su 33.3 ul
Hot start Taqg DNA polimeraz 1 U
DNA ekstrakti 5 pl

Uygulanan amplifikasyon protokoli:
95C°-5dk.

95C°-1dk.

50 C° - 1 dk. x 30

72 C° -1 dk.

72 C° - 10 dk.

2.2.8. OXA-24-grup GENININ ARASTIRILMASI

Her klondan ve subtipten secilen temsilci kokenlerde, kontrol amaciyla sadece

OXA-24 grubuna 6zgii primerler ile PCR yapildi.
Bu amagla, 50 ul’lik PCR karisimi asagidaki bilesenlerle hazirlandi:

10 x PCR buffer 1x
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MgCl, 1.75

Mix dNTP karisimi 200
F-Primer-OXA-58 500
R-Primer-OXA-58 500
Steril distile su 33.2
Hot start Taqg DNA polimeraz 1.5
DNA ekstrakti )

Uygulanan amplifikasyon protokoli:

95 C° - 5dk.

95 C° - 1dk.

50 C° - 1 dk. x 30

72 C° - 1dk.

72 C° - 10 dk.

2.2.9. Elektroforez

PCR drunlerinin degerlendirilmesi igin elektroforez yapildi. Bunun igin 1X
TBE icinde % 1,5 agaroz jel hazirlandi. 100 ml agaroz igine safe view (abm)
cozeltisinden 6,5 pl eklendi ve jel kasetine uygun taraklar yerlestirdikten sonra
dokuldu, 10 dakika donmaya birakildi. PCR iriinleri jel yiikleme bufferi ile 1/6

oraninda (2 pl jel yiikleme buffer + 10 pl PCR {irlinii ) karistirilarak her bir kuyucuga
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12 ul, bir kuyucuga da 50 bp DNA Ladder olacak sekilde jele yiklendi. Jel 1X TBE

icinde 100 V uygulanarak 40 dakika yuratuldu.

Sonuglar “Vilber Lourmat fusion FX-7” cihaz1 ile incelendi. Bant
blylklikleri DNA Ladder ile karsilastirildi ve OXA-51 icin 353 bp, OXA-23 i¢in
501 bp , OXA-24 igin 246 bp ve OXA-58 icin 599 bp biiyiikliigiinde bant izlenmesi

bu genlerin varlig: igin bir isaret olarak degerlendirildi.

2.2.10. DNA Dizi Analizi

PCR iiriinlerinde ¢ift yonlii DNA dizi analizi yaptirildi (Macrogen Inc., Seoul,
Korea). Elde edilen dizi analizi sonuglari hem niikleotid hem de aminoasit diizeyinde,
National Center for Biotechnology Information (NCBI) ve European Bioinformatics
Institute (EBI)’nin web tabanli servisleri kullanilarak referans dizilerle (blaoxa-23,
blaoxas: Ve blaoxass igin sirasiyla; CP001182, AJ309734 ve AY665723)

karsilastirildi.
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BOLUM 111
3. BULGULAR

3.1 IMP MIK Degerleri

IMP’e duyarli olmayan 76 A. baumannii izolatinin IMP MIK degerleri, CLSI
onerileri dogrultusunda mikrodiliisyon yontemiyle belirlendi. Kokenlerden 72’sinin
(% 94.74) imipeneme direngli (MiK>16 pg/ml), dérdiiniin (% 5.26) ise orta duyali
(MIK=8 pg/ml) oldugu saptandi. incelenen A. baumannii izolatlariin IMP MIiK

degerleri Tablo 6 *da goriilmektedir.

Tablo 6. A. baumannii kdkenlerine ait IMP MIK sonugclar:

izolat 4 22 28 18 4
sayisi

(toplam:76 A. baumannii kokeni)

3.2. A. baumannii Kékenlerinin Klonal Tliskisi

Imipenem duyarli olmayan toplam 76 A. baumannii izolatinin klonal
yakinliklari, ERIC dizilerine 6zgli ERIC-2 primeri kullanilarak PCR ile arastirildi.
Incelenen kokenlerde, biiyiikliikleri 250 bp ile 1350 bp arasinda degisen, 3 ile 9 adet
bant olustugu gozlendi. A. baumannii izolatlarinin hepsinde 300 bp, izolatlarin %
93.42’sinde (71/76) 550 bp ve izolatlarin % 92,1’inde (70/76) 500 bp biiyiikliigiinde

bantlar belirlendi (Sekil-2).
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Sekil 2 . Bazi1 A. baumannii suslarinin ERIC PCR sonucu olusan bant paternleri (M:

Marker, - : Negatif kontrol)

ERIC-PCR ile elde edilen bant paternlerine gore, incelenen suslarin yedi ana
grup (I — VII) ve 13 farkli klon (A-M) altinda toplandig1 belirlendi (Sekil 3). “A”
klonu, 40 tiyesi ile en biiyiik klondu (tiim izolatlarin % 52.631). Bu klon igerisinde 3
subtip (A1-A3) tespit edildi. Al subtipi 26 Uyesi ile A klonunun en biyik subtipi
olup, tiim suslar1 % 100 bant profil benzerligi gosterdi. A2 (8 iiyeli) subtipinde 108
nolu izolatin, A3 subtipinde ise 13 nolu izolatin disinda tiim suslar, kendi aralarinda

% 100 bant profil benzerligi gosterdi.

“A” klonu diginda, 9 iiyeli “B” klonu (Blve B2 subtipleri), 14 iiyeli “C”
klonu, ikiger tiyeli “G”, “K” ve “L” klonlar1 tespit edildi. “B” klonu igerisinde
degerlendirilen 9 susun altis1 ve C klonunun tiim tiyeleri, kendi aralarinda % 100 bant

profil benzerligi gosterdi. Ayrica tek tiyeli 7 klon (D, E, F, H, I, J ve M) belirlendi
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Sekil 3. A. baumannii izolatlarinin dendogrami ( I-VII : Ana gruplar, A — M : Klonlar)
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3.3. KHO Genlerinin Varhginin Saptanmasi

ERIC-PCR ile belirlenen tiim klonlardan, subtipler de dahil olacak sekilde
birer temsilci alinarak, toplam 22 bakteride temel KHO gruplarinin (OXA-51, OXA-
23, OXA-24 ve OXA-58) varligt multipleks PCR ile arastirildi. Multipleks PCR
sonuglarina gore, incelenen izolatlarin tamaminda blaoxa-s1-grup geni tespit edildi. K ve
L klonlar1 hari¢ diger klonlarin temsilcilerinde (18 temsilci sus) blaoxa-23-grup
pozitifligi saptanmis olup, tiim kokenler dikkate alindiginda 72 bakteri susuna (%
94.74) karsilik gelmekteydi. K ve L klonlarin1 olusturan dort (% 5.26) kokende ise

blaoxa-ss-grup geni belirlendi (Sekil 4). blaoxa-24-grup genine higbir izolatta rastlanmadi.

12 13 17 26 27 33 34 35 40 50 53 55 58 62 68 75 80 81 89 101 108 121 =

o @mw 599 bp

Sekil 4. Her klon ve subtipi temsil eden 22 A. baumannii izolatinda multipleks PCR
urtnlerinin jel goruntasi. (M: 50 bp Marker, - : Negatif kontrol, OXA-51: 353 bp,

OXA-23: 501 bp, OXA-58: 599 bp)
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Multipleks PCR ile elde edilen sonuglarin dogrulanmasi amaciyla, her klondan
ve subtipten secilen temsilci kdkenlerde, her bir KHO grubuna (OXA-23, OXA-24,
OXA-51 ve OXA-58) 6zgii primerler ile PCR yapildi. Multipleks PCR sonuglariyla
uyumlu bir sekilde; blaoxa-2s-grup, blaoxa-si-grup Ve blaoxass-grup genlerine ait PCR

tiriinleri elde edildi (sekil 5 ve 6).

PCR drdnlerinin ¢ift yonlii DNA dizi analiziyle de bu genlerin varhigi
dogrulandi. blaoxa-23-grup , Ve blaoxass-grup’a ait dizi analizi sonuglar1 hem nikleotid
hem de aminoasit diizeyinde ilgili referans dizilerle % 100 uyumlu bulundu. blaoxa-s:-
grup’@ ait PCR drdnlerinin dizi analizinde ise referans dizilerle % 97-99 uyum
belirlendi ve s6z konusu drinlerin OXA-51 grubundan bir enzime ait oldugu

sonucuna varildi.

M 27 68 75 80 89 101 10812112 34 50 51 55 81 34 35 64 81 -

23:: Il:g = = oa01 |)p B upeea— | l)p
350 bp — — —— — — —— 353 )

200 bp —

Sekil 5. Klon ve subtipleri temsil eden bazi kokenlerde, sadece blaoxa-23 (501 bp),
blaoxa-s1 ( 353 bp) ve blaoxa-ss' € (599 bp) 6zgu primerler ile elde edilen PCR drdinleri

(M: 50 bp Marker, - : Negatif kontrol)
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Sekil 6. K (34, 62) ve L (35, 81) klonlarin1 temsil eden kokenlerde blaoxa-ss € 6zgi

primerler ile elde edilen PCR drtnleri (M: 50bp Marker, - : Negatif kontrol)

Blaoxa-ss-grup geni, sadece altinci ana grubu olusturan K (34, 62) ve L (35, 81)
klonlarinin tiim iiyelerinde saptandi. Blaoxa-23-grup geni ise K ve L klonlar1 harig, tiim

klonlardan segilen temsilci suslarda belirendi.
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BOLUM VI

4. TARTISMA

Karbapenemler klinik olarak en etkili beta-laktam antibiyotiklerden olup,
direncli gram negatif patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla
kullanilmaktadirlar. Karbapenemler disindaki tiim beta-laktam antibiyotiklere direnc
gelisimine neden olan genisletilmis spektrumlu beta-laktamaz genlerini barindiran
bakteriyel patojenlerin artan yaygimligi, kabapenem ailesinin 6énemini ve 0Ozellikle
hastane ortaminda kullanimin1 son on yil i¢inde ciddi oranda artmistir.
Karbapenemlerin artan kullanimi ile olusan pozitif se¢im baskisi, sik kargilasilan
gram-negatif hastane patojenlerinde karbapenem direncinin ortaya ¢ikmasi ve
yayginlagsmasi ile sonuglanmistir (35). Metallo-enzimler 6zellikle Dogu Asya'da, yerel
olarak yaygin olsa da, molekiiler D sinifina ait karbapenemazlar (KHO enzimleri) A.
baumannii izolatlarindaki karbapenem direnciden sorumlu olan ana mekanizma

olarak kabul edilmektedir (67).

Calismamizda incelenen 76 A. baumannii izolatinin MIK degerleri 8-128
ng/ml arasinda belirlendi. Blaoxa2sgrp genler pozitif bulunan izolatlarm MIK
degerleri 8-128 pg/ml arasindayken, blaoxa-ss-grup genler saptanan tiim izolatlarin MIK
degerleri 64 pg/ml’di. ERIC-PCR teknigi Asinetobakter tirlerinin genetik
karakterizasyonu igin iyi sonuclar veren, diisiik maliyetli ve hizli bir yontemdir (20).
Calismamizda ERIC-PCR sonuglarina gore hazirlanan dendogramda 13 klonun varlig:
belirlendi. Bunlar arasinda 40 Uyeli (tum kokenlerin % 52.63’1) “A” klonu en buyuk
klon olup, 9 iiyeli “B” klonu ve 14 iiyeli “C” klonu ile birlikte I. ana grubu olusturdu.

Bu baskin grubun disinda kalan izolatlar, diger bir¢ok kiigiik klon altinda toplanmisti.
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Tiirkiye’de yapilan bir ¢ok ¢alisma KHO saptanan A. baumannii kokenlerinin
tedavi merkezlerinde ¢ogunlukla klonal olarak iligkili bir dagilim gosterdigini ortaya
koymaktadir. Ornegin, Tiirkiye’de iki biiyilk merkezden izole edilen karbapenem
direncli A. baumannii kokenlerinde OXA-tipi karbapenemaz varligi ile klonal
iligkinin arastirildig1 bir ¢alismada, direncin her iki merkezde de biiyiik dl¢iide klonal
yayilim gosteren suslara bagli oldugu bildirilmistir (25). Yedi yillik bir siirecte, CID
A. baumannii izolatlarinda “repetitive extragenic palindromic sequence-based PCR”
(rep-PCR) yontemiyle molekiiler yakinliklarin ve karbapenemaz aktivitesindeki
oksasilinazlarin arastirildigr bir caligmada, incelenen 100 sustan 62’sinin, 13 ana
paternden birine dahil oldugu belirtilmistir (22). En ¢ok Uyesi olan klonlarda 9-10
susun bulundugu bu calismada, CID A. baumannii sorununun uzun siireden beri
varligin1 siirdiiren birka¢ farkli klondan kaynaklandigi sonucuna varilmistir.
Hacettepe Universitesi'nde yapilan bir calismada, hastanenin cesitli birimlerinden
izole edilen 51 CID Acinetobacter spp. kokeni ERIC-PCR ile tiplendirilmis ve 15
farkli patern saptanmistir. Bu direngli Asinetobakter suslar1 arasinda 32’si (% 62.7) A.
baumannii olarak tanimlanmistir (33). Bu ¢alismada CID A. baumannii izolatlar1 8
klonu olustururken, ¢alismamizda 13 klon saptanmistir. Yine s6z konusu ¢alismada A.
baumannii kokenlerinin ¢ogunlugu bir klonda (F klonu = 17 sus) toplanmis, geri
kalan kokenler diger kiiciik klonlara dagilmistir. Calismamizda da buna benzer bir

dagilim s6z konusudur.

Yapilan uluslararas1 bir degerlendirmede, belli bazi klonlarin (Uluslararasi
klonlar I-111), CID ve imipenem duyarli olmayan A. baumannii izolatlarinin diinya
genelinde yayginlagsmasinda rol oynadigi, ve bunlarin siklikla KHO enzimlerini
tasidigr rapor edilmistir (32). Brezilya’nin Porto Alegre sehrinde 2006 - 2007 yillari

arasinda bes hastaneden 274 Acinetobacter spp. ¢alismaya alinmistir. Bu ¢alismada
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izolatlarin % 84’ (n=230) OXA-51-grup genini tasidigi i¢in A. baumannii izolati
olarak tanimlanmustir. izolatlarmn % 62’sinde blaoxa-2s-grp geni tespit edilmis, ve
bunlarin % 98’inin karbapenemlere direncli oldugu saptamistir. Blaoxa-23 pozitif CID
Asinetobakter tirlerinin molekdler tiplendirilmesi icin ERIC-PCR kullanilmig ve 25
izolatin tek ERIC-PCR profili sergiledigi, geriye kalan 124 izolatin 30 farkli klona
ayrildig1 belirtilmistir (toplam 55 klon). En buyik klonda dort farkli hastaneye ait 9
Asinetobakter izolat1 gosterilmistir (20). Bu ¢alismadaki klon sayisinin fazla olmasi,
kokenlerin bes farkli hastaneden toplanmasi ve bir yillik toplama siiresi ile
aciklanabilir. Ayrica, bu ¢alismada tiim klonlarda OXA-23 geni bulunurken, bizim
calismamizda iki kiclk klon haricindeki tim klonlardan secilen temsilcilerde bu gen
g0zlenmistir. Brezilya’daki ¢alismanin bulgularina gére bes OXA-51 negatif kokende

OXA-23 saptanmasi da ilging bir veridir.

Chuang ve ark. Tayvan’da yaptiklar1 bir ¢alismada, 151 A. calcoaceticus - A.
baumannii (ACB) kompleks izolatinda (134 A. buamannii, 12 A. pittii , 5 A
nosocomialis) “Pulsed field gel electrophoresis” — (PFGE) analizi ile 75 pulsotip
saptamiglardir (12). Bu c¢alismadaki 75 pulsotipten 3 ana pulsotip (4, 5 ve 7
pulsotipleri) 51 A. baumannii izolati igerirken, c¢alismamizdaki A. baumannii
izolatlarinin 63’1 ( % 82.9) birbiriyle konal olarak iliskiliydi. Tayvan’daki ¢alismada
tim A. baumannii kokenlerinde ve bir A. nosocomialis kokeninde OXA-51 geni, ug A.
baumannii kokeninde OXA-24, iki A. baumannii kdkeninde OXA-23, ve bir A. pittii
kokeninde hem OXA-23 hem de OXA-58 tespit edilmistir. Calismamizda saptanan
blaoxa-23-grup pozitif izolatlarin orami (% 94.74’¢ karsilik gelmektedir) Tayvan’daki

calismadan fazladir.

Calismamizda blaoxa-sigrup tim klonlarda saptanirken, blaoxa-23-grip K ve L
klonlar1 hari¢ tiim klon ve subtiplerin temsilcilerinde tespit edildi. Blaoxa-ss-grup 1€
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sadece K ve L klonlarmnin tiim tyelerinde (toplam 4 sus) saptandi. Yapilan bir
caligmada, Istanbul ve Ankara’dan 2006 yilinda toplanan karbapeneme direncli 44 A.
baumannii izolatindan 26’sinda (% 59.1) blaoxa-23-grup multipleks PCR ile saptanmis
olup, bu kokenlerin 25’inin tek bir merkeze (Istanbul) ait oldugu bildirilmistir (25).
Bu veri merkezler arasinda KHO genlerinin oranlarinin ¢ok farkli olabilecegini ortaya
koymas1 acisindan énemlidir. Sakarya Universitesi’nde yapilan bir ¢alismada, 2008-
2011 tarihleri arasinda 13 iiniversite ve devlet hastanesinden toplam 834 A. baumannii
klinik izolatinda multipleks ger¢ek zamanli PCR (qPCR) yontemi ile KHO genleri
arastirilmistir  (15). Incelenen izolatlarin tiimiinde blaoxas1 grubu enzimler
saptanirken, hicbir izolatta blaoxa-2s-grup bulunamamistir. Karbapeneme direncli
izolatlarda blaoxa-23 ve blaoxass grubu enzim pozitiflikleri, sirasiyla, % 74.4 ve %
17.3 olarak tespit edilmistir. Yirmi bes izolat hem blaoxa-23-grup hem de blaoxa-ss-grup
gen pozitifligi gostermistir. Calismamizin sonuglari, Tiirkiye genelinde yapilan bu
calismanin sonuglari ile uyum ig¢indedir. Bizim calismamizda da blaoxas1 grubu
genler tim izolatlarda gosterilmig, higbir izolatta blaoxa24 grubu gen tespit
edilememis, ayrica blaoxa-23 grubu gen tespit edilen kokenlerin orani blaoxa-ss-grup
tespit edilenlerden daha fazla bulunmustur. Ancak bizim ¢alismamizda hicbir kokende
OXA-58 ve OXA-23’c¢ birlikte rastlanmamigtir. Meric M. ve arkadaslarinin
gergeklestirdigi bir baska caligmada, bir {niversite hastanesinin yogun bakim
unitesinde 2005-2006 yillar1 arasindaki salgin siirecinde izole edilen imipenem
direngli 97 A. baumannii izolatinda, ISAbal ile iliskili blaoxa-23-grup pozitifligi tespit
edilmistir (40). Ayrica bu ¢alismada PFGE yontemi ve plazmit analizi ile, bizim
hastanemizde oldugu gibi, blaoxa-23grup iCeren imipenem direncli ~ A. baumannii

izolatlarinin klonal bir yayilim gosterdigi ortaya konmustur.
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Blaoxa-23-grup Ureten karbapeneme direngli A. baumannii izolatlar1 birgok
ulkede saptanmig olup, bu genin diinya ¢apinda yaygin oldugu diisiiniilmektedir (41).
Nowak P. ve ark. Polonya’da kabapeneme direngli izolatlari multipleks PCR ile
tarayarak % 47.11’inde OXA-23-grup geni tanimlamiglardir (45). Sohrabi N. ve ark.
yaptiklari ¢calismada, PCR ile imipenem direngli izolatlarin % 88.7’sinde blaoxa-23-grup
geni tespit etmislerdir (57). Tebriz’de yapilan bu ¢alismada elde edilen yiiksek oran,
bizim calismamizdaki sonuclar ile benzerlik tasimaktadir. Daha diisiik oranlarda
blaoxa-23-grup rapor edilen ¢alismalar da vardir. Ornegin Tayvan’da Chuang ve ark.
tarafindan yapilan bir calismada, 151 A. calcoaceticuse - A. baumannii (ACB)
kompleks izolati arasindan (134 A. buamannii, 12 A. pittii , 5 A. nosocomialis) 26
karbapeneme direngli A. baumannii saptanmistir. Bu 26 susun da sadece 2’sinde (%
7.7) OXA-23 geni tamimlanmigtir (12). Tayvan’da elde edilen OXA-23 oram

calismamizda ve birgok tilkeden bildirilen oranlardan oldukga diistiktiir.

Calismamiz kapsaminda incelenen hicbir izolatta blaoxa22 grubu gene
rastlanmamistir. Kulah C. ve ark. Zonguldak Karaelmas Universitesinde (Bilent
Ecevit Universitesi) yaptiklar1 calismada, 145 karbapeneme direncli A. baumannii
izolatindan higbirinde OXA-24 geni tespit etmemislerdir (34). Turkiye genelinde
yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada da higbir OXA-24 pozitif sus saptanmamustir (15).
Tiirkiye’de ilk kez Dokuz Eyliil Universitesi’nde yapilan bir ¢alismada, acil servis
izolatlarinda OXA-24/40 grubuna ait bir varyant (OXA-72) multipleks PCR ile tespit
edilmistir. Bu c¢alismada bildirilen OXA-24/40-grup pozitif izolatlarin 2012-2013
yillarinda yogun bakim tinitesinde bir salgina neden olduklar1 ortaya ¢ikmistir. Ancak
bu genin kromozomal veya plazmid yerlesimi arastirilmamistir (46). Bu ¢alismalarin
sonuclar, blaoxa-2sgrip genlerin  Tirkiye’de henlz yaygin olmadigimi  ancak

prevalanslarmin dikkatle izlenmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Ispanya, Fransa,
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Italya, Polonya, Hirvatistan, ABD, Cin ve Giiney Kore gibi pek cok merkezde

saptanan blaoxa-2s440 grubu enzimlerin iilkemizde de yayilma potansiyeli vardir (45,

55,57).

Tiirkiye’deki alt1 merkezden toplam 72 Acinetobacter spp. izolatinin
degerlendirildigi bir calismada, bes farkli merkezden 10 kokende blaoxa-ss-grup geni
tespit edilmistir (65). Blaoxass-grup pozitif bu 10 kokenden, ayn1 merkezden izole
edilmis olan ikisinde, bir OXA-51 alleli olan OXA-86 varlig1 da bildirilmistir. Gir, D.
ve arkadaslarmin gergeklestirdigi bir ¢alismada, Istanbul ve Ankara’daki iki
merkezden izole edilen toplam 44 karbapeneme direncli A. baumannii izolatindan
18’inde (% 40.9) blaoxa-ss-grup saptanmustir (25). Ayni ¢alismada bu pozitif bulunan 18
kokenden 17’sinin tek bir merkezden izole edildigi ve tek bir klona ait olduklar1 da
belirlenmistir. TUrkiye genelinde 13 merkezin katildigi ve toplam 834 A. baumannii
klinik izolatinin incelendigi bir baska ¢alismada blaoxa-ss-grup pozitiflik oran1 % 17.3
olarak bulunmustur (15). Tim bu ¢alismalarin gosterdigi gibi Tirkiye’deki
merkezlerde blaoxassgrup oranlart gesitlilik gostermektedir. Bizim ¢aligmamizda
blaoxa-ss-grup, sadece K ve L klonlarinin iiyelerinde (toplam 4 izolat, % 5.26)

saptanmis olup, diger ¢alismalardaki oranlardan daha diisiik oldugu gozlenmistir.

Blaoxa-ss-grup diinya genelinde bir ¢ok farkli merkezden izole edilen klinik A.
baumannii kokenlerinde bildirilmistir (50). Ispanya’da Ruiz ve ark. PCR ile 83
imipeneme direncli A. baumannii izolatindan % 20’sinde blaoxa-ssgrup saptamiglardir
(55). Tayvan’da yapilan ve Ulkedeki bircok merkezden toplanan 151 ACB kompleks
izolatinda PCR ile KHO genlerinin tarandigi bir calismada, sadece bir A. pittii
izolatinda blaoxassgrup saptanirken, higbir A. baumannii izolatinda bu gen
belirlenememistir (12). Baska bir ¢alismada Sohrabi N. ve ark. Tebriz’de, imipeneme
direncli 62 A. baumannii izolatindan % 3,2’sinde blaoxa-ss-grup tespit etmislerdir (57).
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Bu calismalar, diinyada da merkezler arasinda OXA-58 grubu enzim prevalanslarinin

bliylik farkliliklar gosterebilecegine isaret etmektedir.
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BOLUM V

5. SONUC VE ONERILER

Hastane enfeksiyonlarina yol acan bakterilerde antibiyotiklere direng gelisimi
gindemde olan 6nemli bir konudur. A. baumannii nozokomiyal ve firsat¢i bir patojen
olarak farkli antibiyotik gruplara hizla direng gelistirebilmektedir. Karbapenemler, A.
baumannii enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in tercih edilen antibiyotiklerdendir. Ancak bu
bakterilerde karbapenem direncinin yiliksek orana ulagmasi, bakterinin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirmaktadir. A. baumannii kokenlerinde ortaya ¢ikan
karbapenem direncinde, karbapenemaz niteligindeki D-sinifi beta-laktamazlar (KHO)
onemli rol oynamaktadir. OXA-58-grup , OXA-23-grup ve OXA-24-grup genler igin
diinyanin birc¢ok iilkesinde farkli sonuglar bildirilmis olup, 6zellikle OXA-58 geninin
diinya capinda yaygin oldugu anlasilmaktadir. OXA-58-grup ve OXA-23-grup
genleri, Tiirkiye’de yaygin olarak farkli bolge ve sehirlerden izole edilmistir. OXA-
24-grup genler ise bazi iilkelerde yaygin olmasina ragmen Tiirkiye’de sadece Dokuz
Eyliil Universitesi’nde 2012-2013’de goriilen bir salginda izole edilmistir. Son
zamanlarda KHO genleri ve yeni varyantlart A. baumannii digindaki bakteri tiirlerinde
de ortaya ¢ikmaktadir. Bundan dolayr KHO genlerinin yayginlig1r ve ¢esitliligi de

giderek artmaktadir.

Calismamizda imipeneme duyarli olmayan A. baumannii izolatlarinda genis
bir yelpazede MIK degerleri (8-128 pg/ml) saptanmustir. Bu kokenlerin klonal
iliskileri ERIC-PCR ile arastirilmis, ve olusturulan dendogramda 13 farkli klon

belirlenmistir. Bunlardan A klonu Ug¢ subtip ve 40 Uyesi ile en buyik klon olurken, B
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klonu 9 iiyeli, C klonu 14 iiyeli ve G, K ve L iki iiyeli klonlar olarak saptanmislardir.
Ayrica tek iiyeli 7 klon (D, E, F, H, I, J ve M) tespit edilmistir. Tiim klonlarin
temsilcilerinde OXA-51-grup genler belirlenmis, OXA-23-grup genler ise K ve L
klonlar1 disindaki diger klonlarda gézlenmistir. OXA-58- grup genler sadece K ve L
klonlarma ait dort izolatta bulunmustur. TUm bu sonuglar bir arada
degerlendirildiginde; ¢alisma kapsaminda incelenen 76 IMP direngli A. baumannii
izolatindan 40 tanesinin ayni1 klonun iiyesi olmasi, bu bakterilerin hastanemizde
cogunlukla klonal bir yayilim gosterdigine isaret etmektedir. Tiim klon temsilcilerinde
blaoxa-s1-grup geninin ve iki kiigiik klon disindaki diger klonlarda blaoxa-23-grup geninin
saptanmis olmasi, incelenen A. baumannii kokenlerindeki IMP direncinden
cogunlukla bu iki KHO grubunun sorumlu oldugunu gostermektedir. Ayrica ikiser

uyeli iki klonda blaoxa-ss-grup varligi da ortaya konmustur.

Genel olarak A. baumannii enfeksiyonlarinin uygun tedavisi i¢in 6rneklerin
hizli bir sekilde laboratuvarda tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testlerinin
yapilmast 6nem tasimaktadir. Cikan sonuglara gore uygun bir tedavi diizenlenmelidir.
Karbapenem direncgli A. baumannii kokenlerinin neden oldugu enfeksiyonlarda tedavi
secenekleri son derece kisithdir. Cogu zaman kolistin tek secenek olarak kalmakta ve
yan etkileri sorun olusturabilmektedir. Duyarli bulunmasi durumunda netilmisin gibi
aminoglikozitlerin de dahil oldugu kombinasyon tedavileri sz konusu olabilmektedir.
Tedavi i¢in yeni stratejilerin gelistirilmesine ihtiyag vardir. Son zamanlarda A.
baumannii izolatlarinin neden oldugu enfeksiyonlarda molekiiler tedavi Uzerinde
durulmaktadir. Ornegin; bakterisidal gen transfer terapisi, “cathelicidin”ler, radyo-
immuno terapi, ve nano-partikil teknolojisi. Ancak bu tedavi yontemleri sadece

deneysel agsamadadir.
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Karbapenem direngli A. baumannii kokenlerinin hastanede yayginlagmasini
onlemek i¢in enfeksiyon kontrol énlemleri sik1 bir sekilde uygulanmali ve galisan tiim
personele bu konuda egitim verilip, gerekli uyarilar yapilmalidir. Hastaneler ve
merkezler arasinda hasta sevkinde de enfeksiyon kontroliine dikkat edilmeli, bilgi
aktarimi saglikli bir sekilde saglanmalidir. Yine ayni kapsamda, yatan hastalar ile
ilgilenen refakatciler bilgilendirilmeli, yakinlarinin ziyaretleri sinirlandirilmalidir.
Tedavi merkezlerinde antibiyotik duyarlilik paternlerinin izlenmesi ve molekiiler
epidemiyolojik calismalarin yapilmasi, A. baumannii gibi patojenlere karsi gerekli

Onlemlerin zamaninda alinmasi igin sarttir.
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BOLUM VI

OZET

Klinik Acinetobacter baumannii Izolatlarinda Karbapenem Direncine Yol

Acan Smif-D Beta-Laktamazlarin Arastirilmasi

Acinetobacter baumannii hastane kaynakli enfeksiyonlarin en 6nemli etkenleri
arasinda yer almaktadir. Karbapenem grubu antibiyotikler Asinetobakter tiirlerinin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilmakta ve bunun sonucunda
bu antibiyotiklere diren¢ gelismektedir. Asinetobakter tlrlerinde karbapenem
direncinde rol oynayan baslica mekanizma, karbapenem hidrolize eden
oksasilinazlarin (KHO) iiretimidir. Ege Universitesi Hastanesi’nden izole edilen
imipeneme duyarli olmayan 76 A. baumannii izolatinin imipenem Minimum Inhibitor
Konsantrasyon (MIK) degerleri mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Bu
izolatlarmin klonal iliskileri ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)-
PCR yontemi ile degerlendirilmis ve baslica KHO gruplarinin (OXA-23-grup; OXA-
24-grup; OXA-51-grup ve OXA-58-grup) varligt multipleks PCR teknigi ile
arastirllmistir. Calismamiz kapsaminda incelenen A. baumannii izolatlarinin ERIC-
PCR paternlerine gore 13 farkli klona ayrildig1 gozlenmistir. Bunlardan A klonu {i¢
subtip ve 40 uyesi ile en blyuk klon olurken, B klonunun 9, C klonunun 14, G, K ve
L klonlarinin ikiger iiyesi oldugu saptanmisdir. Ayrica tek tiyeli 7 klon (D, E, F, H, 1, J
ve M) tespit edilmistir. Tim klonlarin temsilcilerinde blaoxa-s1-grup belirlenmis, blaoxa-
23grup Ise K ve L klonlar1 digindaki diger klonlarda gozlenmistir. Blaoxa-ss-grup Sadece
K ve L klonlarina ait dort izolatta bulunurken, incelenen higbir kdkende blaoxa-24-

grup’a rastlanmamustir. Molekdler tiplendirme sonuglari, ¢alismaya alinan imipenem
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direncli A. baumannii kokenlerinin ¢ogunun klonal olarak iligkili oldugunu ortaya
koymustur. Tim Kklon temsilcilerinde blaoxa-sigrup ve iki kiigiik klon digindaki diger
klonlarda blaoxa-23-grup Saptanmis olmasi, incelenen A. baumannii kokenlerindeki IMP
direncinden cogunlukla bu iki KHO grubunun sorumlu oldugunu gostermektedir.
Calismamizda ayrica iki kiigik klonun Uyesi olan dort kokende blaoxa-ss-grup varhigi da

gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, ERIC-PCR, karbapenemaz, OXA
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ABSTRACT

Investigation of Class-D Beta-lactamases Causing Carbapenem Resistance

in Clinical Acinetobacter baumannii Isolates

Acinetobacter baumannii is an important causative agent of nosocomial
infections. Carbapenems have been frequently used in the treatment of infections
caused by Acinetobacter spp., and as a result, resistance has been developed to these
antibiotics. The primary mechanism involved in carbapenem resistance in
Acinetobacter spp. is the production of carbapenem-hydrolysing oxacillinases (CHO).
Minimum inhibitory concentration (MIC) values of 76 imipenem non-susceptible A.
baumannii strains isolated from Ege University Hospital were determined by
microdilution method. The clonal relationship of the isolates was analyzed by
“Enterobacterial repetitive intergenic consensus” (ERIC)-PCR and the presence of
CHO major groups (OXA-23; OXA-24; OXA-51 and OXA-58 groups) was
investigated by multiplex PCR technique. According to ERIC-PCR patterns, A.
baumannii isolates examined in our study were distributed in 13 different clones.

Clone A was the largest clone with three subtypes and 40 members. Clone B and
clone C included, 9 and 14 members, respectively. Clone G, K and L had two
members each. Additionally, seven clones (D, E, F, H, I, J and M) included only one

member each, were detected. Blaoxa-sigroup Was found in representatives of all the
clones, blaoxa-23group Was observed in representatives of all clones other than the
clone K and L. While blaoxa-ss-group Was detected only in four members of clone K

and L, blaoxa-24-group Was not encountered in any of the examined strains. Molecular
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fingerprinting revealed that most of the imipenem resistant A. baumannii strains were
clonally related. Detection of blaoxa-s1-group in representatives of all clones and blaoxa-
23-group 1N representatives of all but two small clones indicated that, these two CHO
were mostly responsible for the imipenem resistance of the examined A. baumannii
strains. In our study, the presence of blaoxa-ssgrup Was also shown in four strains

which were the members of two small clones.

Key words: Acinetobacter baumannii, ERIC-PCR, carbapenemase, OXA
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