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KARBAPENEM DIRENCLI Acinetobacter baumannii KLINIK IZZOLATLARINDA
DIRENC GENLERININ MOLEKULER YONTEMLERLE ARASTIRILMASI
(Ytksek Lisans Tezi)

Hiiseyin Burak OZCELIK

AMASYA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
May1s 2019

OZET

En Onemli hastane enfeksiyon etkenlerinden Acinetobacter baumannii, Gram negatif, aerobik,
nonfermentatif, cogunlukla yogun bakim {initelerinde salginlara neden olan, 6zellikle son yillarda
coklu antibiyotik direnci 6zelligiyle tedavide zorluklar olusturan firsat¢i bir patojendir. Diinya
capinda giderek artan direng oranlariyla rapor edilen karbapenemler, Acinetobacter baumannii
tedavisinde kullanilan B-laktamazlar grubunun Onemli temsilcilerindendir. Acinetobacter
baumannii, karbapenem direncinden sorumlu en yaygin OXA tipi (OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve
OXA-58) gen ailesine sahiptir. Calismada, T.C. Saglik Bakanligi Amasya Universitesi Sabuncuoglu
Serefeddin Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde yogun bakim servisinde tedavi goren hastalardan
Haziran 2017 — Ocak 2018 tarihleri arasinda toplanan solunum yolu 6rneklerinden elde edilen
Acinetobacter baumannii izolatlari1 VITEK-2 cihazi ile tanimlandiktan sonra bu o&rneklerde
mikrobiyolojik ve molekiiler analizler gergeklestirildi. Yapilan disk diflizyon ve minimum
inhibisyon konsantrasyon (MIK) testleri sonrasi karbapenem direngli suslarin, seftazidim,
siprofloksasin, levofloksasin, amikasin, gentamisin, tetrasiklin, tigesiklin ve Kkolistin
antibiyotiklerine direng profilleri belirlendi. Karbapenem direncinden sorumlu OXA-23, OXA-24,
OXA-51 ve OXA-58 genlerinin anlatimlart da RT-PZR (ters transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu) ve gercek zamanli PZR yontemleri ile incelendi. Tanimlanan 50 Acinetobacter
baumannii izolati, imipenem, meropenem, sefepim, seftazidim ve siprofloksasine %2100,
levofloksasine %94, amikasine %68, gentamisine %78, tetrasikline %88 ve tigesikline %6 oraninda
direngli bulundu. Tiim 6rneklerin kolistine duyarli oldugu ve ¢oklu antibiyotik direnci gosterdigi
tespit edildi. Molekiiler analizler sonucunda izolatlarin tiimiinde sadece OXA-23 ve OXA-51
genlerinin anlatim yaptig1 belirlendi. Bu c¢alisma, RT-PZR ve gercek zamanli PZR yontemi ile
Acinetobacter baumannii’de OXA genlerinin arastirildigi bolgemizdeki ilk raporlardan biridir. Elde
edilen bulgularin ampirik tedavilere katki saglamasi beklenmektedir.
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INVESTIGATION INTO CLINICAL ISOLATES OF RESISTANCE GENES IN
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ABSTRACT

Acinetobacter baumannii, one of the most important infectious agents spread in hospitals, is an
opportunistic, Gram-negative, aerobic, and nonfermentative pathogen that causes outbreaks often
in intensive care units, causing difficulties in treatments due to multiple antibiotic resistance
characteristics. Carbapenems reported with increasing resistance rates worldwide are significant
representatives of the group [B-lactamases that are used in the treatment of Acinetobacter
baumannii. Acinetobacter baumannii has the most common type of OXA gene family (OXA-23,
OXA-24, OXA-51 and OXA-58) responsible for carbapenem resistance. In this study, Acinetobacter
baumannii isolates collected from the respiratory tract samples obtained from the patients receiving
treatment between June 2017 and January 2018 at the intensive care unit in T. C. Ministry of
Health Amasya University Sabuncuoglu Serefeddin Training and Research Hospital were
identified by VITEK-2 device and microbiological with molecular analyses were performed in
collected samples. Resistance profiles of carbapenem resistant strains against to ceftazidime,
ciprofloxacin, levofloxacin, amikacin, gentamicin, tetracycline, tigecycline and colistin antibiotics
were determined by disk diffusion and minimum inhibition concentration (MIC) tests. The
expressions of OXA-23, OXA-24, OXA-51, and OXA-58 genes responsible for carbapenem
resistance, were investigated by RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction) and
real-time PCR methods. Identified 50 Acinetobacter baumannii isolates were found to be 100%
resistant to imipenem, meropenem, cefepim, ceftazidime and ciprofloxacin, 94% for levofloxacin,
68% for amikacin, 78% for gentamicin, 88% for tetracycline and 6% for tigecycline. It was
detected that all samples are susceptible to colistin and showed multiple antibiotic resistance. As a
result of molecular analyses, it was determined that the expressions of only OXA-23 and OXA-51
genes in all isolates. This study is one of the first reports in our region where OXA genes are
investigated in Acinetobacter baumannii by RT-PCR and real-time PCR method. The obtained
findings are expected to contribute to empirical treatments.
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1. GIRIS

Hastane enfeksiyonlari, hastane kalig stiresinde (20 kat) ve maliyet artmasinda (5 kat) rol
oynarken, mortaliteyi de ciddi oranda artirir. Yapilan calismalara gore enfeksiyonlarin en
az lgte biri Onlenebilir hastane enfeksiyonlaridir. Yiiksek morbidite, mortalite ve artan
tedavi maliyetlerine sebep olan bu enfeksiyonlardan korunmaya yonelik tedbirlerin
alimmasi ve her kurumun kendi i¢inde enfeksiyon kontrol programini olusturmasi zorunlu
olmaktadir. Ozellikle bagisiklik sistemi zayif olan hastalarda (yenidogan, prematiire
bebekler, kanser ve AIDS hastalari, yasli hastalar gibi) 6limlere yol agabilmektedir.
Bircok farkli iilkede yapilan ¢alismada hastaneye yatis1 yapilan hastalarda %3,1 - %14,1

oraninda degisen hastane enfeksiyonu gelistigi belirlenmistir (Hanci, 2010).

Acinetobacter baumannii, cins ig¢inde enfeksiyonlarla en sik iligkili insan patojenidir.
Ozellikle bagisiklik sistemi zayif hastalarda bu firsat¢1 patojen oldukca yiiksek morbidite
ve mortaliteye sebep olan enfeksiyonlara yol acabilir. Bu bakteriler, firsat¢1 patojenlerden
olup, o6zellikle solunum yolu, iiriner sistem ve yaralarda enfeksiyonlara sebep olur ve
sepsis etkenidir. Genis spektrumlu antibiyotik kullanan, cerrahi operasyon gegirmis veya
mekanik solunum altindaki hastalar, bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar igin
yiksek risk altindadir. Karbapenemleri de igerecek sekilde g¢oklu antibiyotik direnci
gostermesi nedeniyle hastanede yatan hastalarda nozokomiyal yara ve akciger
enfeksiyonlart 6nemli bir sorun haline gelmistir (Murray, Rosenthal ve Pfaller, 2016).
Acinetobacter baumannii’ye bagli gelisen hastane kaynakli pndmoni ciddi ve hayati tehdit
eden bir enfeksiyondur. Hastanede kalis siliresinin uzamasi, mekanik ventilasyona uzun
stireli maruz kalma ve daha Onceden antibiyotik kullanimi, Acinetobacter baumannii’ye

bagl ventilator iligkili pnodmoni riskini arttiran faktorlerdir (Luna ve Aruj, 2007).

Mortalitesi yiiksek enfeksiyonlara neden olan Acinetobacter baumannii’nin kullanilan
bir¢ok antibiyotige direngli olmasi oldukg¢a biiyiik bir sorundur (Goi¢-Barisi¢ ve Tonki¢,
2009). Karbapenemler ¢oklu ila¢ direngli Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarinda
tercih edilen ilk antibiyotiklerdendir. Kazanilmis karbapenem direnci siklikla OXA-tipi
karbapenemazlar ile iligkilidir. OXA-23, OXA-24, OXA-58 tip sinif D karbapenemazlarin
ve dogal oksasilinaz olan OXA-51 gen anlatimlarinin artmasi1 Acinetobacter baumannii’de

kazanilmis karbapenem direncinden sorumludur (Wang ve digerleri, 2007).



Son yillarda karbapenem direngli Acinetobacter baumannii izolatlarinin yayginlagmamasi
icin uluslararas: stratejilerin gelistirilmesi glindeme gelmistir. Bu amagla Diinya Saglik
Orgiitii saglik kuruluslarinda siirveyans ¢alismalarinin yapilmasinin énemini vurgulamistir

(Say Coskun, 2018).

Bu ¢alismada;

e T.C. Saglik Bakanligi Amasya Universitesi Sabuncuoglu Serefeddin Egitim ve
Arastirma Hastanesi’'nin yogun bakim servisinde tedavi goéren hastalardan
Haziran 2017 — Ocak 2018 tarihleri arasinda toplanan solunum yolu sivi &rneklerinde
iremis Acinetobacter baumannii izolatlarmin VITEK-2 otomotize sistemle
tanimlanmasi,

e Bu orneklerden antibiyotik direng profilinin tespiti i¢in karbapenem direncli izolatlarin
sec¢ilmesi,

e Tespit edilen karbapenem direngli izolatlarda antibiyotik duyarlilik testleri uygulanarak
sefepim, seftazidim, siprofloksasin, levoflosasin, amikasin, gentamisin, tetrasiklin,
tigesiklin ve kolistin etken maddelerinin direng profilinin saptanmasi,

e Karbapenem direncine sahip klinik izolatlarda OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58
gen anlatimlarinin, kalitatif ve kantitatif olarak sirasiyla RT-PZR (ters transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu) ve ger¢ek zamanli PZR yontemleri kullanilarak

belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hastane Enfeksiyonu

Hastane enfeksiyonu latince nosos (hastalik), komeion (tedavi) ve nosokomeion (hastane)
sozcliklerinden tiiretilen “nozokomiyal enfeksiyon” olarak belirtilmektedir (Pearson,
2009). Aynm1 zamanda ‘“hastanede edinilen enfeksiyon” olarak belirtilse de 11.08.2005
tarihli Resmi Gazete’de yayimlanarak yiiriirliige giren Yatakli Tedavi Kurumlari
Enfeksiyon Kontrol Yo6netmeligi’nde “Yatakli tedavi kurumlarinda saglik hizmetleri ile
iligkili olarak gelisen tiim enfeksiyonlar” seklinde tanimlanmistir. Fakat literatiirde ve
uygulamada, farkli nedenlerle hastaneye yatan bir hastada, hastaneye basvurdugunda
inkiibasyon déneminde olmayan ve hastaneye yatistan 48 ila 72 saat gectikten sonra veya
hasta taburcu olduktan sonra 10 giin i¢inde ortaya ¢ikabilen enfeksiyonlar olarak

tanimlanmaktadir (Aydin, 2013).

Bir enfeksiyonun hastane enfeksiyonu olup olmadigina; klinik gdzlem, laboratuvar
sonuglari, hasta kayitlarinin degerlendirilmesi ve diger destekleyici bulgular dikkate
alinarak karar verilmektedir. Hastaneye yatmadan once gelisen enfeksiyonlar ve bu
enfeksiyonlarin komplikasyonlari, hastaneye yatildiginda kulugka déneminde olan veya
dogumda plasenta yoluyla gecen enfeksiyonlar hastane enfeksiyonu degildir (Doganay,

2004).

1950°li yillarda Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde hastanelerde stafilokok
enfeksiyonlarinin ve bu bakterinin penisiline diren¢ kazanmasi saglik c¢alisanlar1 igin
onemli bir sorun olmaya baslamistir. Bunun iizerine 1958 yilinda ABD’de her hastanede
Hastane Enfeksiyonlar1 Kontrol Komitesi (HEKK) olusturulmasinin  gerekliligi
belirtilmistir. Daha sonra “Centers for Disease Control” (CDC) tarafindan pilot ¢alismalar
baglatilmigtir. Bunu izleyen “Comprehensive Hospital Infections Project” (CHIP) ve
“National Nosocomial Infections Study” (NNIS) ile temel kavramlar belirlenmis, hastane

enfeksiyonlariin 6nemi ortaya konulmustur (Toreci, 1997; Akhan ve Hayran, 1997).

Hastane kaynakli enfeksiyonlar hasta giivenligi ile ilgili islemlerde biiyiik sorunlara neden

olmaktadir. ABD’de hastane kaynakli enfeksiyonlar, 6liim nedenleri arasinda 6. sirada yer



almaktadir ve yaklasik 99 000 6liimle sonuglanmistir (Peleg ve Hooper, 2010). Cagimizin
en 6nemli sorunlarindan biri olmakla beraber hastaneye yatan her 100 kisiden servislere
gore degismekle birlikte 3 ila 10 arasinda degisen kisinin iyilesmesi beklenirken
hastalanmasi, hastanede kalis siiresinin uzamasi, tedavi maliyetinin katlanarak artmasi, bir
kisminin dliimle yiiz ylize gelmesi ve hatta can kayiplarinin yasanmasi sorunun ciddiyetini
gostermektedir (Giinaydin, Esen, Sani¢, ve Leblebicioglu, 2002). Hastane kaynakli
enfeksiyonlar 6zellikle yogun bakim iinitelerinde hasta giivenligi ile ilgili problemlerinin

basinda yer alir (Alp ve Damani, 2015).

Hastane enfeksiyonlari, yaklasik hastane kalis siiresinde (20 kat) ve maliyet artmasinda (5
kat) rol oynarken 6zelikle de mortaliteyi arttirmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, en az {igte
birinin onlenebilir hastane enfeksiyonlar1 oldugu belirtilmistir. Yiiksek morbidite, mortalite
ve artan tedavi maliyetlerine sebep olan bu enfeksiyonlardan korunmaya yonelik
tedbirlerin alinmasi ve her kurumun kendi icinde enfeksiyon kontrol programini
olusturmast zorunlu olmaktadir. Ozellikle bagisiklik sistemi zayif olan hastalarda
(yenidogan, prematiire bebekler, kanser ve AIDS hastalar1, yagli hastalar gibi) 6liimlere yol
acabilmektedir. Bircok farkli tlkelerde yapilan caligmada hastaneye yatis1 yapilan
hastalarda %3,1 - %14,1 oraninda degisen hastane enfeksiyonu gelistigi belirlenmistir
(Hanci, 2010).

Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore hastanelerde yatan her on hastadan birinde
hastane enfeksiyonu gelismektedir. 1980°li yillarin baslarindan itibaren ABD’de yatan
hastalarin %5 - %6’sinda ortaya ¢ikmakla beraber toplam hastane enfeksiyonu vaka sayisi
yilda 2,1 milyondur. Hastane enfeksiyonuna bagli 6lim sayis1 ise yilda yaklagik 90 000
civarindadir. Ingiltere’de her yil ortalama 100 000 hastane enfeksiyonu vakasi goriilmekle
birlikte 6liimlerin %]1’inin (yaklasik 5 000) dogrudan, %3 liniin ise dolayl olarak hastane
enfeksiyonlar1 ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Ulkemizde ise hastane enfeksiyonu
onemli bir problem olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Verilere ulasim asamasinda sikintilar
olmakla birlikte Tirkiye’de hastane enfeksiyonu oraninin %S5 ile %15 arasinda oldugu

kabul edilmektedir (Sayistay Raporu, 2007).

En 6nemli hastane enfeksiyon etkeni olarak kabul edilen Acinetobacter baumannii, ¢oklu
ilag direnci nedeniyle lilkemizde de son yillarda tekrar 6nem kazanmistir (Asik, 2011).

Giderek artan karbapenem direnci ve 6zellikle yogun bakim iinitelerinde salginlara neden



olmasi1 sebebiyle tedavi agisindan ciddi sorunlara yol agmaktadir (Sieniawski, Kaczka,

Rucinska, Gagis ve Pomorski, 2013).

2.2. Acinetobacter baumannii Genel Ozellikleri

“Acinetobacter” ismi, hareketsiz basil demektir ve Yunanca’da ‘“hareketsiz” anlamina
gelen “akinetos” sozcligiinden iretilmistir (Howard, O’Donoghue, Feeney ve Sleator,
2012). Acinetobacter baumannii, fermentasyon yapma yetenegi olmayan, hareket etmeyen,
oksidaz negatif ve katalaz pozitif bir mikroorganizmadir. Mikroskopik olarak Gram negatif
basil, kokobasil veya diplokok seklinde goriilen bu mikroorganizmalar, bazen yeni ekilmis
kiilttir plaklarinda Gram pozitif olarak da goriilebilmektedirler (Resim 2.1). Acinetobacter
cinsi bakteriler, tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlarinda ¢ogunlukla tercih edilen %5 koyun
kanli agar, triptik soy agar ve McConkey besi yerlerinde kolaylikla iireyebilirler. Koyun

kanli agarda 0,5 mm — 2 mm arasi ¢aplarda, seffaf veya opak, zeminden kabarik koloniler

olustururlar (Winn ve digerleri, 2006).
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Resim 2.1. Eozin metilen blue (EMB) agarda Acinetobacter baumannii

Giintimiizde Acinetobacter cinsinin iiyeleri olarak tanimlanan tiirler, zaman iginde birgok
taksonomik degisiklige ugramstir. Ik kez 1911 yilinda Beijerinck tarafindan, topraktan
izole edildigi bilinen ve Micrococcus calcoaceticus olarak isimlendirilen bu bakteri
giinlimiize kadar en az 15 farkli isimle anilmistir. En iyi bilinenleri Bacterium anitratum,
Herellea vaginicola / Mima polymorpha, Achromobacter, Alcaligenes, Micrococcus
calcoaceticus, B5W, Moraxella glucidolytica ve Moraxella lwoffii 'dir. Yapilan taksonomik



calismalar 1s18inda Acinetobacter cinsi glinimiizde Moraxellacea ailesi iginde yer
almaktadir (Holt, Sneath, Staley, Williams ve Stanley,1994; Bergogne-Berezin ve Towner,
1996).

Acinetibacter nosocomialis ve Acinetobacter pittii hastane kaynakli enfeksiyonlarda
siklikla karsimiza ¢ikmaktadir. Buna karsin, Acinetobacter calcoaceticus ¢ok az klinik
onem arz eden gevresel bir patojendir. Acinetobacter baumannii ile birlikte bu dort tiir,
biyokimyasal olarak ayirt edilemez ve klinik uygulamada ‘“Acinetobacter baumannii
kompleksi”, “Acinetobacter baumannii calcoaceticus” veya sadece “Acinetobacter
baumannii” olarak bir araya toplanir. Acinetobacter baumannii, antibiyotiklere daha
direngli olup yiiksek mortalite ile iliskilendirilmektedir (Chuang ve digerleri, 2011,
Sieniawski ve digerleri, 2013). Calismada “Acinetobacter baumannii kompleksi” ifadesi

yerine “Acinetobacter baumannii” terimi kullanildi.

2.3. Acinetobacter baumannii Enfeksiyonlari

Acinetobacter baumannii, cins iginde enfeksiyonlarla en sik iligkili insan patojenidir.
Ozellikle bagisiklik sistemi zayif hastalarda bu firsatc1 patojen oldukea yiiksek morbidite
ve mortaliteye sebep olan enfeksiyonlara yol agabilir. Bu firsatgr patojen, ozellikle
solunum yolu, {iriner sistem ve yara bolgelerinde enfeksiyonlara sebep olur ve sepsis
etkenidir. Genis spektrumlu antibiyotik kullanan, cerrahi operasyon gegirmis veya mekanik
solunum altindaki hastalar, Acinetobacter enfeksiyonlar ic¢in yiiksek risk altindadir.
Karbapenemleri de igerecek sekilde coklu ilag direnci gostermesi nedeniyle hastanede
yatan hastalarda nozokomiyal yara ve akciger enfeksiyonlari onemli bir sorun haline
gelmistir (Murray ve digerleri, 2016). Acinetobacter baumannii’ye bagli gelisen hastane
kaynakli pndmoni ciddi ve hayati tehdit eden bir enfeksiyondur. Hastanede kalis siiresinin
uzamasl, mekanik ventilasyona uzun siireli maruz kalma ve daha Onceden antibiyotik
kullanimi, Acinetobacter baumannii’ye bagh ventilator iligkili pndmoni riskini arttiran
faktorlerdir (Luna ve Aruj, 2007).

Acinetobacter cinsi bakterilerle kolonizasyon ve enfeksiyonu kolaylastiran risk faktorleri
arasinda; malignite, yanik, gecirilmis cerrahi operasyon, uzun siire yogun bakim {initesinde
kalma, uzun siire mekanik ventilatore bagli kalma, idrar sondasi, trakeostomi varligi, uzun

stireli antibiyotik kullanimi, damar i¢i kateterizasyon, enteral beslenme, travmatik yaralar,



bagisiklik sisteminin baskilanmasi ve konagin yasit bulunmaktadir (Tasova ve digerleri,

1999; Garnacho-Montero ve digerleri, 2005; Lolans, Rice, Munoz-Price ve Quinn, 2006).

Saglik personelinin yetersiz kisisel hijyenleri ve ellerinde bulunan bakteri kolonizasyonu
nozokomiyal salginlarin yasanmasinda belirleyici etkenler arasindadir (Peleg, Seifert, ve
Paterson, 2008). Kontamine olmus ventilatorler ile birlikte solunum cihazlar1 da salgmin

baslamasina neden olabilecek diger faktorlerdendir (Luna ve Aruj, 2007).

2.4. Acinetobacter baumannii’de Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari

Acinetobacter baumannii antibiyotik direncinin hizla gelistigi bir tiirdiir. Bu direng
tedavide ciddi sorunlara yol acan bir problemdir. Ozellikle hasta sirkiilasyonu ve
antibiyotik kullanim1 yiiksek olan yogun bakim {initelerinde 6nemli bir sorundur (Saltoglu,
2007; Sieniawski ve digerleri, 2013). Acinetobacter enfeksiyonlarinin tedavisinde
genellikle karbapenemler, {iglincii ve dordiincii kusak sefalosporinler, B-laktam—f-laktamaz
inhibitér kombinasyonlari, kombinasyonla veya tek basina aminoglikozitler, kinolonlar,
kloramfenikol, rifampisin, trimetoprim-siilfametoksazol, doksisiklin ve kolistin kullanilan
etkili antimikrobiyal ajanlardir (Bergogne-Berezin ve Towner, 1996; Schreckenberger,
Daneshvar, Weyant ve Hollis, 2007). Ancak Acinetobacter enfeksiyonlarinda gelisen
direng¢ nedeniyle tedavi segenekleri kisitlanmaktadir. Karbapenemler, sulbaktam, tigesiklin
ve kolistin en etkili antibiyotiklerdir. Diren¢ sorunu nedeniyle kolistine olan ilgi artmstir.
Kolistin kullanimu ile ilgili basarili sonuglar bildirilmekle birlikte bu ilagla klinik deneyim
siirlidir. Kolistin dahil tiim ilaglara direngli suslar “panrezistan” olarak adlandirilmistir
(Saltoglu, 2007).

Bakterilerin antibiyotiklere kars1 gosterdigi direng mekanizmalari;

1. Hiicredeki antibiyotik miktarinin azaltilmasi (dis membran gegirgenliginin azaltilmasi,
i¢ membrandan gegisin engellenmesi, aktif atim pompasi),

2. Tlacin hedefinde degisiklik olusturulmasi (mutasyon ve enzimatik degisiklik),

3. Sentezlenen enzimle ilacin inaktive edilmesi,

4. Antibiyotikten etkilenmeyen farkli bir metabolik yol kullanilmasi seklinde dort ana
baslik altinda toplanabilir (Rice, Sahm ve Bonomo, 2011).



Bir bakteri yukarida sayilan mekanizmalardan birden fazlasin1i aym1 anda kullanarak
antibiyotiklere ¢oklu direngli hale gelebilmektedir (Rice ve digerleri, 2011).
Antibiyotiklere ¢oklu direng gosteren Acinetobacter baumannii izolatlarinin hizli sekilde
ortaya c¢ikisi, bu bakterinin antibiyotik kullanimina bagli olusan baskilayici ortam
kosullarina hizla uyum saglama yetenegininin sonucudur (Peleg ve digerleri, 2008).
Fransa’da yapilan ¢aligmada direncli ve duyarli suslarin genom dizilerini karsilastirarak,
direngli olan suslarda 45 gen kiimesi iceren 86 kb’lik “direng adasi” bulundugunu
belirtilmistir. Dizi benzerligi ve filogenetik test analizleri sonuglarina bakildiginda, direngli
susun genlerinin Pseudomonas, Salmonella veya Escherichia bakterilerinden elde ettigi

belirlenmistir (Fournier ve digerleri 2006).

2.5. Acinetobacter baumannii Enfeksiyonlarinda Kullanilan Antibiyotikler

2.5.1. Karbapenemler

Imipenem ve meropenem giiniimiizde kullanimda olan iki karbapenem tiirevidir.
Karbapenemler kimyasal olarak sentetik ya da yar1 sentetik [-laktam tiirevi
antibiyotiklerdir. Penisilinlerden farkli olarak, C1 atomuna bir kiikiirt atomu buna da bir
tiazolidin halkast baglanmistir. C2 ve C3 atomlarinda doymamis baglar vardir.
6-transhidroksimetil grubunun varlig1 birgok B-laktamaz tiiriine kars1 molekiiliin direncini
saglar. Karbapenemler, basta penisilin baglayan protein (PBP) 2 olmak iizere PBP1A,
PBP1B, PBP3, PBP4 ve PBP5’c baglanarak hiicre duvar sentezini engeller (Chambers,
2000).

Imipenem, bir B-laktam halkas: igerir, penisilin ve sefalosporinlerden farkli olarak o-
halkasindaki siilfiir atomunda metilen vardir. Bu yap1 bakteri hiicresindeki hedef
proteinlere baglanmasini arttirir. Bunun sonucunda etki alan1 genisler ve antibakteriyel
giicii artar. Molekiil agirhigr diistiktiir, bu yiizden bakterinin hiicre membranindan girisi
kolay olur. B-laktam halkasinda bulunan hidroksimetil yan zinciri pB-laktamazlara
dayaniklilig1 saglar. Penem halkasinda bulunan alkil tiyo yan zinciri ise molekiiliin
Pseudomonas aeruginosa’ya etkinligini saglamaktadir. Meropenem, Gram negatif

mikroorganizmalara kars1 imipenemden daha etkilidir (Chambers, 2000).



Karbapenemler tiim antibiyotikler igerisinde en genis spektrumlu gruptur. Gram negatif
basiller ve Gram negatif koklar, Gram pozitif koklar ve anaeroblar iizerine etkilidirler.
Diger B-laktam antibiyotiklerde post-antibiyotik etki sadece Gram pozitif bakteriler de
goriiliirken, imipenemin hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler igin post-
antibiyotik etkisi saptanmistir. Bu farkin nedeni, imipenemin PBP2 (Penisilin Baglayan
Protein 2)’ ye de baglanarak bakterilerde sferoblast formasyonu olusturmasidir (Chambers,
2000).

2.5.2. Sefalosporinler

Cephalosporium tiiri mantarlardan elde edilen ii¢ aktif fermentasyon iirliniiniin biri olan
sefalosporin-C tiirevi ilaglardir. Birinci kusak sefalosporinler Gram pozitif koklara ¢ok
etkilidirler. Ikinci kusak sefalosporinler Gram negatif bakterilere, dzellikle Proteus ve
Enterobacter iizerine biraz daha fazla etkilidirler. Ugiincii kusak sefalosporinler
Enterobacter lere ikinci kusaktan daha fazla etkilidirler. Organizmaya dagilimlart birinci
ve ikinci kusak sefalosporinlerden iyidir (Dokmeci, 1992). Calismada ii¢lincii kusagi

temsilen seftazidim ve dordiincii kusagi temsilen sefepim kullanildi.

Seftazidim, aminotiazolil grubu yar1 sentetik {igiincii kusak bir sefalosporindir. Viicut
stvilarinda dagilimi iyidir, antipsddomonal etkinligi 6n plandadir ve duyarli Acinetobacter
enfeksiyonlarinda kullanilabilir. Ancak son yillarda yapilan c¢aligmalarda yiiksek direng
oranlari bildirilmistir (Tlinger, Cavusoglu, Korkmaz, 2005; Beris ve digerleri, 2016).

Sefepim dordiincli kusak yari sentetik, sindirim yolu dis1 kullanima uygun cift iyonik
karakterde aminotiazolil sefalosporindir. Aminotiazolil grubunun varligi Gram negatif
etkinligi ve pB-laktamazlara direnci saglayan bir 6zelliktir. Uglincii karbon atomunda
N-metilpirolidin bulunmasi da Gram negatif hiicre duvarindan gegebilme ve B-laktamaz
direnci 6zelligi saglar. Pseudomonas kokenleri de dahil tim Gram negatif basillere, Gram
pozitif koklara ve anaeroblara karsi etkilidir. Gram pozitif koklara karsi etkisi ii¢lincii
kusak sefalosporinlerden fazla, ikinci kusak sefalosporinlerden azdir. Tip 1 kromozomal
B-laktamazlardan daha az etkilenmesi nedeni ile Gram negatif enterik basillere liglincii
kusak sefalosporinlerden daha etkilidir (Cakir, 2004).
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2.5.3. Kinolonlar

Kinolonlar, konsantrasyona bagimli bakterisidal etkiye sahip antibiyotiklerdir. Bakterilerde
DNA replikasyonu icin gerekli olan iki topoizomeraz (DNA giraz ve topoizomeraz IV) ile
etkilesime girerek DNA sentezini durdururlar. DNA giraz, iki GyrA ve iki GyrB alt
birimlerinden olusan tetramerik bir enzim olup GyrA ve GyrB 11 genlerinden kodlanir.
Topoizomeraz 1V’de, ParC ve ParE alt birimlerinden olusmaktadir. Florokinolonlarin
Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerdeki enzim hedefleri farklidir. Gram negatif
bakterilerde birincil hedef DNA giraz, Gram pozitif bakterilerde ise topoizomeraz IV tiir
(Mandell, 2000).

Kinolonlar sentez edildikleri siraya gore Cizelge 2.1°de gosterildigi gibi dort gruba ayrilir.

Cizelge 2.1. Kinolon gruplar1 (Van Bambeke, Michot, Van Eldere ve Tulkens, 2005)

1. Kusak Kinolonlar | Nalidiksik Asit, Oksolinik asit, Sinoksasin Piromidik asit

Siprofloksasin, Ofloksasin, Pefloksasin, Norfloksasin,

2o Ll ol b Enoksasin, Fleroksasin.

3. Kusak Kinolonlar | Levofloksasin, Grepafloksasin, Sparfloksasin, Travofloksasin.

4. Kusak Kinolonlar | Moksifloksasin, Gatifloksasin, Gemifloksasin.

Ofloksasin ve siprofloksasin, enterik bakterilerin yani sira Acinetobacter spp. tiirlerine de
etkilidir. Direngli Acinetobacter enfeksiyonlarinda kombine tedavide siprofloksasin
siklikla kullanilan bir ajandir. Acinetobacter tiirlerine karsi, 1988°li yillara kadar oldukga
etkili olan florokinolonlarin giiniimiizde direngli kokenleri 6n plandadir (Arda ve Ulusoy,
2008).

2.5.4. Aminoglikozidler

Aminoglikozidler, Streptomyces ve Micromonospora cinsi baktrilerden elde edilen dogal
ya da yari1 sentetik bakterisidal etkili antibiyotiklerdir (Willke Topgu, Soyletir ve Doganay,
2002). Etkilerini mRNA’daki kodonlarin okunusunu azaltarak ve tRNA antikodonlarindaki

bilginin ribozomlarda yanlis okunmasi ile proteinlerin yanlis kodlanmasina yol agarak
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gosterirler. Bu etki sonrasi bakteride protein sentezi durur. Protein sentezinin sonlanmasi
icin streptomisin ribozomun 30S alt birimine baglanirken diger aminoglikozidler hem 30S
hem de 50S alt birimlerine baglanir. Aminoglikozidler bakterilerin dis membranlarindaki
porin kanallarindan periplazmik araliga difiizyonla girer. Ancak bakteri sitoplazmik
membranini gecebilmeleri enerji ve oksijene bagimli aktif transport mekanizmasi ile

olmaktadir (Gilbert, Das ve Foley, 1997).

Diger pek c¢ok patojen grubuna gore, Acinetobacter tiirlerinde aminoglikozid direnci daha
yiiksektir. 16S rRNA metil transferazlardan o&zellikle yiiksek diizey aminoglikozid
direncini saglayan armA’nin tiretimi ile ilgili farkl iilkelerde (Cin, Gliney Kore, Vietnam,
Japonya, Norveg, Italya) birgok calisma yapilmaktadir (Zhou, 2009; Brigante ve digerleri,
2012). armA geninin Tnl1548 transpozonu {izerinde bulundugu gosterilmis, genin yatay
olarak, heniiz bilinmeyen bir kaynaktan edinildigi diistiniilmiistiir (Doi, Adams, Yamane ve
Paterson, 2007). Bununla beraber, armA kodlayan genin OXA-23 iireten Acinetobacter
baumannii suslarinda bulundugu, ancak her iki diren¢ geninin tek bir plazmid tizerinde

fiziksel olarak baglantili olmadig: belirtilmektedir (Brigante ve digerleri, 2012).

2.5.5. Tetrasiklinler

1950°1i yillardan bu yana kullanilan tetrasiklinler genis spektrumlu antibiyotiklerdir.
Tetrasiklinlerin antibakteriyel etkilerinin yaninda Onemli antienflamatuvar aktivite
gosterdikleri de bilinmektedir. Tigesiklin tetrasiklinlerin en yeni iiyesidir. Yeni
semisentetik glisilsiklin olan bu antibiyotik ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir.
Gram negatif, Gram pozitif, atipik ve anaerob mikroorganizmalar ile antibiyotik direngli
bakterilere etkilidir. Diger tetrasiklinlere benzer antibakteriyel aktivitesine karsin
tetrasiklin direngli organizmalara kars1 daha etkilidir. Tigesiklin karmagsik deri ve yumusak
doku enfeksiyonlari, karmasik intraabdominal enfeksiyonlar ve toplum kdokenli

pnomonilerde genelde iyi tolere edilir, glivenli ve etkilidir (Tasova, 2010).

Tetrasiklinler, ribozomun 30S alt birime baglanip protein sentezininin inhibisyonuna yol
acarak bakteriyostatik etki gosteren bilesiklerdir. Tetrasikline direng; atim pompasi,
ribozomal koruyucu proteinler veya enzimler ile ilacin inaktive edilmesiyle olusabilir.
Gram negatif bakterilerde tetrasiklin direnci i¢in tetA’dan tetE’ye kadar farkli genler

tanimlanmistir. Bu genlerden bazilar1 atim pompasinda rol alan proteinleri, bazilar1 ise
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ribozomal koruyucu proteinleri kodlamaktadir. Bu genlerin genellikle plazmid veya
transpozonla iligkili oldugu ifade edilmis olup Acinetobacter tiirleri i¢in de bu genel

kuralin gegerliligi s6z konusudur (Huys ve digerleri, 2005).

Tigesiklin; aerobik Gram pozitif, Gram negatif ve anaerob patojenlere karsi etkinlik
gosterir. Ayn1 zamanda Pseudomonas spp., Proteus spp. ve Morganella spp. harig
tetrasiklinlere efluks (disa atim) veya ribozomal baglanma iinitesinde degisiklik yoluyla
direng gelistirmis tiim mikroorganizmalara etkilidir. Ayrica tigesiklin, karbapenemaz

iireten Acinetobacter izolatlarina karsi etkili bulunmustur (Calik ve Akova, 2007).

Tigesiklin, genis spektrumlu ve ribozomlar iizerine tetrasiklinlerle ayni baglanma
bolgesine sahip olmasina karsin tetrasiklinler i¢in sozii edilen diren¢ mekanizmalarindan
etkilenmemektedir. Tigesiklin bu mekanizmalarin ¢ogunluguna direng gosterecek sekilde
tasarlanmigtir, ancak Acinetobacter baumannii'deki Ade tipi atim pompalar1 tarafindan,
ozellikle de bu pompalarin gen anlatimlar1 arttiginda, hiicre disina atilmaya egilimlidir

(Coyne, Courvalin ve Périchon, 2011).

2.5.6. Polimiksinler

Polimiksinler polipeptid katyonik antibiyotiklerdir. Bu simifta kolistin (polimiksin E) ve
polimiksin B tanimlanmustir. 1940’11 yillarda tanimlanan bu ilag ciddi toksisitesi nedeni ile
kullanim dis1 kalmustir. iki kolistin formu ticari olarak kullanimdadir. 1993’te sadece
kolistine duyarli Gram negatif suslarin bildirilmesi tekrar bu ilaca ilgiyi arttirmigtir
(Saltoglu, 2007).

Yapilan caligmalarda intravendz olarak kolistin ve polimiksin B’nin bakteremi, pnémoni,
deri yumusak doku enfeksiyonlari, {iriner sistem gibi farkli alanlarda enfeksiyonu olan
hastalarda kullanilabilecegi onerilmistir. Polimiksinlerin intratekal ya da intraventrikuler
kullaniminin yarari ¢oklu ilag direngli Gram negatif bakterilerin neden oldugu santral sinir
sistemi (SSS) enfeksiyonlari i¢in bildirilmistir. Kan beyin bariyerini de gegmesi nedenti ile

de SSS enfeksiyonlarinda tercih edilmektedir (Saltoglu, 2007).

Son yillarda izlenen ¢oklu ilag direnci bulunan Gram negatif bakteriler (6zellikle

Pseudomonas spp. ve Acinetobacter spp.) ile olusan enfeksiyonlarin sikliginda artis ve



13

tedavilerinde yasanan sorunlar polimiksinleri tekrar giindeme getirmistir. Klinikte, ¢oklu
ilag direnci bulunan bakteriler (Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae) ile olusan enfeksiyonlarda ve 6zellikle de kolistin disindaki diger
antibiyotiklere diren¢ varliginda kullanilmasi onerilmektedir (Li, 2005; Turgut, 2017;
Bayraktar, Duman ve Duman, 2018).

Coklu ilag direnci olan Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas aeruginosa
enfeksiyonlarinda son zamanlarda yeniden giindeme gelmis ve tedavide kullanima tekrar
baslanmistir. Coklu ilag direnci olan Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas
aeruginosa tiirlerinin neden oldugu nozokomiyal pnomonilerde kolistine klinik yanit
oranlart %25 - %73,3 arasinda degismektedir (Akalin, 2007). Ancak yakin zamanda
yapilan calismalarda kolistine karsi diren¢ de rapor edilmistir (Gales, Jones ve Sader,

2006; Beris ve digerleri, 2016).

2.6. Acinetobacter baumannii’de OXA Tip Karbapenemazlar

OXA enzimlerini kodlayan genler temel olarak dort ana gruba ayrilmaktadir ve kodladiklari
enzimler de genler ile ayn1 ismi tagimaktadir. Bu genler; OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve
OXA-58°dir.

2.6.1. OXA-23

Ilk olarak 1985 yilinda Iskogya’dan imipeneme direngli bir Acinetobacter baumannii
izolatinda tanimlanmistir ve ARI-1 (Acinetobacter resistant to imipenem) olarak
isimlendirilmistir (Paton, Miles, Hood ve Amyes, 1993). Daha sonra bu enzim OXA-23
olarak isimlendirilmistir (Poirel ve Nordmann, 2006a). Thayland’da ilk defa 2009 yilinda
yapilan bir ¢alismada; 13 klinik izolatta OXA-23 geninin varligi rapor edilmistir (Niumsup,
Boonkerd, Tansawai ve Tiloklurs, 2009). OXA-23 geni Acinetobacter baumannii’de diinya
capinda karbapenem direnci saglamaktadir. OXA-23 geninin, OXA-27 ve OXA-49 olarak
alt gruplart bulunmaktadir. Cin’de Acinetobacter baumannii’de OXA-49 geni identifiye
edilmistir (Poirel ve Nordmann, 2006a).
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2.6.2. OXA-24

OXA-24; OXA-25, OXA-26 ve OXA-40 alt gruplarmni icermektedir. Ispanya’da karbapenem
direngli Acinetobacter baumannii’de OXA-24 ve OXA-25 varyantlar1 bildirilmistir (Poirel
ve Nordmann, 2006a). OXA-40/24 genleri G+C igerigi %33,9 - %34,3 arasinda degisirken,
Acinetobacter baumannii genomuna ait orandan farklidir ve bu enzim ailesinin baska bir

tirden evrimlestigi diisiiniilmektedir (Bergogne-Berezin ve Towner, 1996).

2.6.3. OXA-51

Acinetobacter baumannii’de kromozomda lokalize olabilen OXA-51 B-laktamazi, ¢ok
diisiik seviyede oksasilinaz tiretmektedir (Poirel ve Nordmann, 2006a). Kaynagi ne olursa
olsun OXA-51 enzim kiimesi iiyeleri Acinetobacter baumannii’nin hemen hemen tiim
izolatlarinda dogal yap1 olmasina karsin diger Acinetobacter tiirlerinde bulunmaz (Mussi,
Limansky ve Viale, 2005). Bu enzimlerin siklikla diger kiimelere ait kazanilmis OXA-tipi
enzimlerle kombine olarak bulundugu belirtilmis ve belirli sartlar altinda karbapenem

direncinde en azindan sinerjik rolii olabilecegi ifade edilmistir (Woodford ve digerleri,
2006).

2.6.4. OXA-58

OXA-58; ilk olarak Fransa’da salgin sirasinda tanimlanmistir (Poirel ve Nordmann, 2006a).
OXA-58 enzimi, diger Acinetobacter tiirlerinde de bulunabilmektedir. Bu tiirlerde de
genellikle plazmit kokenlidir fakat kromozomal lokasyon da bildirilmistir (Bogaerts ve
digerleri, 2006; Poirel ve digerleri, 2006b). blaOXA-58 geninin G+C igerigi %37,4- %37,5
arasindadir ki bu oran Acinetobacter baumannii genom igeriginin altinda kalmaktadir
(Bergogne-Berezin ve Towner, 1996). OXA-58 enziminin etkisi ile goriillen direng;
Tiirkiye, Ispanya, Romanya, Kuveyt, Italya, Arjantin, Avusturya, Ingiltere gibi gesitli
cografik bolgelerde yayilim gostermektedir. Acinetobacter junii’de bulunan OXA-58 ve
IMP-4 B-laktamazlar birlikte karbapenemaz aktivitesi gostermektedir. OXA-23 ve OXA-58
genleri genellikle plazmidden izole edilmektedir (Poirel ve Nordmann, 2006a).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Acinetobacter baumannii klinik izolatlari

T.C. Saghk Bakanligit Amasya Universitesi Sabuncuoglu Serefeddin Egitim ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gesitli servislerden gelen numunelerden galisma

i¢in uygun olan Acinetobacter baumannii 6rnekleri kullanildi.

3.1.2. izolatlarin toplanmasi

T.C. Saglik Bakanligi Amasya Universitesi Sabuncuoglu Serefeddin Egitim ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Haziran 2017 — Ocak 2018 tarihleri arasinda
yogun bakim servislerinden gelen aspirasyon ile steril sartlarda alinan solunum yolu
numuneleri ¢alismaya dahil edildi. Bu numuneler hazir olarak tedarik edilen %5 koyun
kanli agar (RTA) ve EMB agar (RTA) besi yerlerine, biyogiivenlik kabin (Niive) igerisinde
seyreltme yontemi ile ekildi. Ayrica ayni hastaya ait tekrarlayan numunelerden sadece bir

tanesi ¢alismaya alindi.

3.1.3. izolatlarin tanimlanmasi

Ekimi yapilan numuneler, 37°C’de 24 saat etiivde (Niive) bekletildikten sonra her iki besi
yerinde de tireyen ve Gram negatif oldugu tahmin edilen bakteriler degerlendirildi.
Izolatlarin tamimlanmasinda gerekli goriildiigiinde gram boyama teknigi, oksidaz ve
katalaz testleri gerceklestirildi. Bu klinik izolatlar, VITEK-2 (Biomerieux) cihazina uygun
kartlar kullanilarak yiiklendi. Cihazin Acinetobacter baumannii olarak tanimladigi

numuneler etiketlenip ¢calismada kullanilmak {izere saklandi.



16

3.1.4. izolatlarimin stoklanmasi

Her bir izolat i¢in iki kopya olacak sekilde tarih, servis, yas, cinsiyet gibi numune bilgileri

kaydedilerek stok tiiplerine inokiile edildi. Bir kopya -80°C’de (Panasonic), diger kopya ise
caligmalarda kullanilmak iizere -20°C’de (Arcelik) stokland: (Resim 3.1).

Resim 3.1. Omeklerin toplanmasi ve stoklanmas1

Stok tiipleri hazirlanisi

Steril 2 mI’lik stok saklama cryo tiiplerinin her birine 1 ml %20 gliserol (Merck) igeren
Brain Heart Infusion Besi yeri (Merck) hazirlandi. 37 gr toz besi yeri 1 It distile su

igerisinde ¢oziilerek tiiplere dagitildi ve otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.

Stok canlandirma

-80°C’lik (Panasonic) dondurucuda bulunan stok bakteriler, -20°C’de (Arcelik) 2 saat
bekletildikten sonra oda sicakliginda ¢oziinmesi saglandi. Sonra hizli sekilde Mueller-
Hinton agar (MHA) (RTA) besi yerine seyreltme ekimi yapilip 24 saat 37°C’de inkiibasyon
icin etiive (Niive) konuldu.
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3.2. Mikrobiyolojik Yontemler

3.2.1. Disk difiizyon

Steril salin su (Biomerieux) i¢inde 0,5 McFarland bulanikliga ayarlanan suslarin, MHA
dokiilmiis petrilere yayma yontemi uygulanarak ekimi yapildi. Oxoid marka, imipenem (10
ug), meropenem (10 pg), sefepim (30 pg), seftazidim (30 pg), siprofloksasin (5 pg),
levofloksasin (5 pg), amikasin (30 pg), gentamisin (10 ug), tetrasiklin (30 pg), tigesiklin
(15 pg) ve kolistin (10 pg) antibiyotik diskleri Kirby Bauer disk difiizyon yontemine gore
caligmaya dahil edildi. Sonuglar CLSI (2016) kriterlerine goére degerlendirildi. CLSI
kriterlerinde bulunmayan tigesiklin i¢in inhibisyon zon ¢ap1 <12 mm ise direngli, >16 mm
ise duyarli (Galani ve digerleri, 2008), kolistin i¢in inhibisyon zon ¢aplar1 <12 mm ise
direngli, >14 mm ise duyarli (Jones ve digerleri, 2007) olarak kabul edildi. Escherichia
coli ATCC 25922 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 kontrol susu kullanildi.

Mueller-Hinton agar hazirlanisi

Besi yeri hazirlamak tizere hassas terazide (Precisa) 34 gr tartilan besi yeri erlen igerisine
konuldu ve iizerine 1 It su eklendi. Pamuk ya da aliiminyum folya ile kapatilan erlenler,
121°C’de 15 dk otoklavda (Niive) steril edildi. Su banyosunda bir miktar (47°C - 50°C’ye)
sogutulan agarli besi yeri 90 mm c¢apindaki petrilere (Isolab) 18 ml - 20 ml yani yaklasik
kalinligi en az 3 mm olacak sekilde dokiildii. Bu islem aseptik kosullarda bek alevi

kullanilarak yapild1 ve petriler oda sicakliginda donmalari igin bekletildi.

3.2.2. Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) belirlenmesi

Bir giin oncesinde Mueller-Hinton agarda seyreltme ekimi ile canlandirilmis stok
numunelerden bir kag¢ koloni alinip, 5 ml Mueller-Hinton broth igeren steril cam tiiplere
inokiile edildi. Bu tiipler 37°C’de ¢alkalamali su banyosu i¢inde 18 saat inkiibasyona
birakildi. Mueller-Hinton broth iginde 0,5 McFarland bulanikliga ayarlanan numunelerden
400 pl, daha onceden hazirlanmis 60 ml’lik Mueller-Hinton broth besi yerine inokiile
edildi. Hafif bir ¢alkalama hareketinden sonra hazirlanan steril tiiplerin her birine 1000 pl
olacak sekilde eklendi. Ardindan ilk tiipe 900 pl daha ilave edildi. 0.04 gram tartilan

antibiyotiklerin toz formlar1 1 ml steril saf su i¢inde homojen olana kadar karistirildi. Her
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bir numune ig¢in ilk tiipe 100 pl eklendi ve ilk tiipiin hacmi 2000 pl’ye tamamlandiktan
sonra 1000 ul’lik seri diliisyonlart yapildi. Tiipler etiketlendi ve 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin tiiplerde liremenin olup olmadigi kontrol edilerek,

iiremenin olmadig1 son tiip belirlendi ve MIK degeri olarak kabul edildi.

Mueller-Hinton broth hazirlanisi

S1vi mikrodiliisyon yontemi i¢in Mueller-Hinton broth (MHB) (Merck) besi yeri kullanildu.
1 1t’ye 21 gr olacak sekilde toz besi yerinden hassas terazi (Precisa) ile tartim yapilip,
tizerine saf su eklenmis erlenler, manyetik karistirici ile homojen hale gelene kadar
karistirildi ve agzi pamuk ya da aliiminyum folya ile kapatilip 12°C’de 15 dk otoklavda
(Niive) steril edildi.

Karbapenem direngli Acinetobacter baumannii izolatlarinin antibiyotik direng profili
belirlendikten sonra molekiiler analizler gergeklestirildi. Bu amagla 6rneklerin total RNA
izolasyonlar1 yapildi ve OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58 genleri RT-PZR yo6ntemi
ile belirlendi.

3.3. Molekiiler Yontemler

3.3.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in -80°C’de stok halde bulunan bakterilerin Tryptic Soy Agar
(Merck) besi yerine ekimi yapildi. 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra 5 ml’lik
Tryptic Soy Broth (Merck) besi yerine birkag koloni inokiile edilip 37°C’de logaritmik
faza ulagsmalar1 saglandi. Total RNA izolasyonu, “Thermo Scientific GeneJET RNA

Purification” kiti ile protokoliine uygun olarak gergeklestirildi.

On hazirlik olarak “wash buffer 1” e 10 ml %100’liik etanol eklenerek son hacim 50
ml’ye tamamlandi. “Wash buffer 2” ’ye’de 39 ml etanol eklenerek son hacminin 62 ml
olmasi saglandi. 0,4 mg/ml lizozim igeren TE (Tris-EDTA) tamponu hazirlandi. Protokole
gore her 1 ml “lysis buffer” i¢in 20 ul B-merkaptoetanol eklenmesi gerektigi i¢in, 7,5 ml

“lysis buffer” igine 150 pul B- merkaptoetanol eklendi ve ¢calismada kullanildi.
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Protokole gore;

e 1,5 ml bakteri kiiltiirii, 1,5 ml’lik santriflij tiipine aktarildi. 12000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edildi ve siipernatant atilip, olugan pellet kullanildu.

e 100 pl taze hazirlanmis 0,4 mg/ml lizozim igeren TE tamponu eklendi. Tiip hafifce ters
diiz edilerek karistirildi.

e Siispanse edilen hiicreler 25°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

e Tipiin igine B- merkaptoetanol eklenmis “lysis buffer” ’dan 300 ul eklendi ve tiip
homojen bir karisim elde edilene kadar dikkatli sekilde vorteks kullanilarak karistirildi.

e %100’lik 180 pl etanol eklendi ve pipetaj yapildi.

e Tip igindeki karisimdan 700 pl alimarak “Genejet RNA Purification Column” ’a
aktarildu.

¢ Bu kolon 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiinde biriken s1v1 atild1 ve
kolon yeni steril 2 mI’lik toplama tiipiine yerlestirildi.

e “Wash buffer 1” *den 700 pl kolon igine aktarild1 ve kolonla birlikte tiip 12000 rpm’de
1 dakika santrifiij edildi. Kolondan toplama tiipiine akan sivi atild1 ve ayn1 tiip tekrar
kolon altina yerlestirildi.

e “Wash buffer 2” ’den kolona 600 pl eklendi ve 12000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
Toplama tiipiinde biriken siv1 atild1 ve kolon tiipe tekrar yerlestirildi.

e Tekrar “wash buffer 2 *den 250 pl kolona eklendi ve 12000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edildi. Kolon steril yeni bir 1,5 ml’lik tlipe aktarildi.

e Son olarak 50 pl “nuclease free water” eklendi ve 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij

yapildi. Kolon atilarak toplama tiiplinde kalan s1v1 -20°C’de saklandi.

3.3.2. Total RNA saflik degeri dl¢iimii

Total RNA izolasyonundan sonra RNA’nin saflik degeri ve kantitatif analiz 6l¢iimii igin
uDrop cihazi (Thermo) kullamildi. izole edilen total RNA &rneklerinden 2 pl alinarak
uDrop plakast (Thermo) iizerine damlatildi ve cihaza yerlestirildi. RNA o6rneklerinin
260/280 nm absorbsiyon oranlari okunarak saflik diizeyleri ve miktarlar1 pg/mL olarak

belirlendi.
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3.3.3. Komplementer DNA sentezi

Calismada total RNA 6l¢iim sonuglarina goére hesaplama yapilip, ortalama 1 pg - 2 pg total
RNA kullanildi. cDNA (komplementer DNA) sentezi i¢in Thermo marka cDNA sentez
kitinin 6nerdigi yonteme gore 20 pl’lik tiiplerde Cizelge 3.1°de verilen sarf malzemeler

kullanilarak karisim hazirlandi.

Cizlge 3.1. cDNA reaksiyon karigiminin hazirlanmasi

Kullanilan Malzeme Miktar
10X dsDNase Buffer 1 ul
dsDNase 1l
Kalip RNA 7 ul
Su 1 ul
Toplam 10 pl

37°C’de 2 dk inkiibasyon ardindan,

5X Reaction Mix 4 ul
Maxima Enzyme Mix 2 ul
Su 4 ul
Toplam 20 pl

Tim uygulamalar buz iizerinde ¢alisildi. Thermal Cycler cihazi (Thermo) Cizelge 3.2’ye
gore programlandi. Elde edilen cDNA 6rnekleri kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Cizelge 3.2. Thermal cycler cihazi programi

Sicakhik Siire
25°C’de 10 dk
50°C’de 15 dk
85°C’de 5dk




3.3.4. Primerlerin sulandirilmasi
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Asagida Cizelge 3.3’de gosterilen primerler (Thermo) 100 uM olacak sekilde steril

“nuclease free water” ile sulandirilarak hazirland1 ve -20°C’de stoklar depolandi.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan primer dizileri (Huang, Cash, Chahine, Nikolich ve

Craft, 2012)
Genler Primer Dizisi 2k . Lo e
Uzunlugu No
OXA23-F GACACTAGGAGAAGCCATGAAG
116 be HM772981.1
OXA23-R CAGCATTACCGAAACCAATACG
OXA 24 -F GATGACCTTGCACATAACCG
151 bg AJ239129.2
OXA 24 -R CAGTCAACCAACCTACCTGTG
OXAbB1-F TGTCTAAGGAAGTGAAGCGTG
112 be CP001182.1
OXA51-R AACTGTGCCTCTTGCTGAG
OXAD58-F AAGATTTTACTTTGGGCGAAGC
141 be CP000864.1

OXA58-R CAACTTCCGTGCCTATTTGC

3.3.5. Sicaklik optimizasyonu

OXA genlerine (OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58) oOzgii primerlerin baglanma

sicakliklarmin belirlenmesi i¢in farkli sicakliklarda optimizasyon denemeleri yapilarak en

uygun deger tespit edildi. Her gen i¢in 40°C ile 51°C araliginda gradient PZR (Thermo)

yapilarak genlerin baglanma sicakliklar1 belirlendi.
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Optimizasyonda kontrol susu olarak Acinetobacter baumannii klinik izolati kullanildu.
Cizelge 3.4 optimizasyonda kullanilan PZR bilesenlerini, Cizelge 3.5 ise sicaklik

optimizasyonunda kullanilan PZR kosullarin1 géstermektedir.

Cizelge 3.4. Sicaklik optimizasyonunda kullanilan PZR bilesenleri

Kullanilan Malzeme Miktar
Dream Tag PCR Master Mix (2X) 10 ul
“Forward” Primer (10 pM) 2ul
“Reverse” Primer (10 pM) 2 ul
Kalip DNA (cDNA) 3ul
Su 3ul
Toplam 20 pl

Cizelge 3.5. Sicaklik optimizasyonunda kullanilan PZR Kosullar

Sicakhik Siire Dongii
95°C 3dk 1
95°C 30sn

40°C - 51°C 30 sn 30
72°C 2 dk
72°C 7 dk 1

Sicaklik optimizasyonu icin agaroz jel elektroforezi

Hazirlanan PZR iiriinlerinin bant biiyiikliigii agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilarak
gortintiileme cihazinda belirlendi. 100 ml 1X TBE ¢6zeltisi igerisinde %1°lik agaroz jel
hazirlandi. PZR firiinleri 5 pl ylikleme tamponu ile karistirilarak jel kuyularina 20 pl olacak
sekilde yiiklendi. Olusan bantlarin molekiiler biiyiikliikleri goriintiileme cihazinda 50 bg
DNA markir1 “DNA Ladder Plus” kullanilarak belirlendi. 120 voltta 1 saat 45 dakika akim
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uygulandi. Jel 1 pg/ml etidyum bromiir (Sigma) igeren ¢ozelti kullanilarak 10 dakika

boyandiktan sonra goriintiilenme cihazinda (Vilber Lourmat) fotograflari ¢ekildi.

3.3.6. RT-PZR protokolii

RT-PZR; izole edilen RNA molekiillerinin revers transkriptaz enzimi yardimiyla cDNA
sentezini gergeklestirmesi sonucu, gen anlatiminin analizlerinin yapilabildigi kisa stirede
sonug veren hassas bir yontemdir. Bu yontemle ¢ok az miktarda RNA ile olusan mesajlar
saptanabilir (Okutucu ve Pehlivan, 2003). Bu amagla elde edilen cDNA o6rnekleri kalip
olarak kullanilarak toplam hacim 20 pl olacak sekilde 0,2 ml’lik tiiplerde Cizelge 3.6’da
gosterildigi gibi PZR bilesenleri hazirlandi. Tipler Cizelge 3.7°de belirtildigi sekilde
programlanan PZR Cihazina (Thermo) yerlestirildi.

Cizelge 3.6. RT-PZR bilesenleri

Kullamlan Malzeme Miktar
Dream Tag PCR Master Mix (2X) 10 pl
“Forward” Primer (10 pM) 2 ul
“Reverse” Primer (10 uM) 2ul
Kalip DNA (cDNA) 3ul
Su 3ul
Toplam 20 pl
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Cizelge 3.7. RT-PZR Kosullari

Sicakhik Siire Dongii
95°C 3dk 1
95°C 30 sn
43°C 30sn 30
72°C 2 dk
72°C 7 dk 1

RT-PZR agaroz jel elektroforezi

Hazirlanan RT-PZR iiriinlerinin bant biiytikligli agaroz jel elektroforezi ydntemi
kullanilarak goriintiileme cihazinda belirlendi. 100 ml 1X TBE ¢dzeltisi igerisinde %1°1ik
agaroz jel hazirlandi. PZR iiriinleri 2 pl yiikleme tamponu ile karistirilarak jel kuyularina
10 pl olacak sekilde yiiklendi. 120 voltta 1 saat 45 dakika akim uygulandi. Jel 1 pg/ml
etidyum bromiir (Sigma) igeren ¢ozelti kullanilarak 10 dakika boyandiktan sonra
goriintiilenme cihazinda fotograflar1 ¢ekildi. Olusan bantlarin molekiiler biyiiklikleri
gorlintiileme cihazinda 50 b¢ DNA markirt “DNA Ladder Plus” kullanilarak belirlendi. Bu
caligmada, nicel olarak OXA-tipi genlerin anlatimia bakildiktan sonra daha hassas olan

gercek zamanli PZR yontemi kullanilarak da gen anlatimlari analiz edildi.

3.3.7. Gerg¢ek zamanh PZR ile gen anlatimlarinin belirlenmesi

Gergek zamanli PZR, etken mikroorganizmalarin molekiiler tiplendirilmesi ve gen anlatim
miktarinin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir (Nadkarni, Martin, Jacques ve Hunter,
2002). Uygulama alanlar1 her gecen giin genisleyen bu yontem, antibiyotik direncinin
erken belirlenmesine de imkan vermektedir. Son yillarda hastane enfeksiyonlarina neden
olan direng etkenlerinin erken tanisi i¢in ¢ok sayida ticari kit iiretilmis ve kullanima
sunulmustur (Cantarelli ve digerleri, 2011; Renwick, Holmes ve Templeton, 2013). OXA-
tipi gen anlatim miktarlarinin belirlenmesi ig¢in “Thermo Scientific Maxima SYBR Green
gPCR Master Mix” ticari kiti kullanilmis ve firmanmn 6nerdigi protokol uygulanmustir.
Cizelge 3.8’de verilen miktarlar kullanilarak toplam hacim 10 pl olacak sekilde bilesenler

hazirland1 ve Cizelge 3.9’da verilen protokol kosullar1 uygulandi.
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Cizelge 3.8. Gergek zamanli PZR bilesenleri

Kullanilan Malzeme Miktar
SYBR Green gPZR Master Mix (2X) Sul
“Forward” Primer (10 uM) 0,5 ul
“Reverse” Primer (10 uM) 0,5 ul
Kalip DNA (cDNA) 1wl
Su 3ul
Toplam 10 pl

Cizelge 3.9. Ger¢ek zamanli PZR kosullari

Sicakhik Siire Dongii

50°C 2 dk

1
95°C 10 dk
95°C 15 sn
43°C 30 sn

40
72°C 30 sn
72°C 7 dk

Erime egrisi analizi ve agaroz jel elektroforezi

Reaksiyon sonrasi iiriinlerin 6zgiilliiglinii dogrulamak igin gercek zamanli PZR cihazinda
erime egrisi analizi yapildi. Her 1 saniyede 0,2°C’lik sicaklik artig1 60°C - 95°C’ye kadar
yavas yavas ylikselir, artan sicakliga bagl olarak ¢ift sarmal zincirler ayrilmaya baglar ve
floresans 1s1ma miktarinda azalma olur. Bu asamada belirli araliklarla tlipteki floresans
miktar1 Ol¢iiliir. Erime egrisi analizi ile her amplikonun Tm (melting temperature - erime

sicaklig1) derecesi saptanir ve primer dimer olusup olusmadig izlenir.
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Erime egrisi analizlerini dogrulamak igin gercek zamanli PZR cihazina yiiklenen
iirlinlerinin bant biiyiikligli agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilarak goriintiilendi. 100
ml 1X TBE c¢ozeltisi icerisinde %1°lik agaroz jel hazirlandi. PZR iiriinleri 2 pl yilikleme
tamponu ile karistirilarak jel kuyularma 10 pl olacak sekilde yiiklendi. 120 voltta 1 saat 45
dakika akim uygulandi. Jel 1 pg/ml etidyum bromiir iceren ¢ozelti kullanilarak 10 dakika
boyandiktan sonra goriintiilenme cihazinda fotograflari ¢ekildi. Olusan bantlarin molekiiler

biiyiikliiklerini goriintiilemede 50 b¢ DNA markir1 “DNA Ladder Plus” kullanildu.

3.3.8. Gen anlattiminin kantitatif analizi

Izolatlara ait OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58 genlerinin kantitatif anlatim analizleri
gercek zamanli PZR yontemi kullanilarak analiz edildi. Her gen ve her 6rnek i¢in Ct
(Cycle threshold) degerleri, 1s1ma degerinin artmaya basladigi dongiiyii belirtmektedir.
Gen anlatimlarinin belirlenmesi igin her bir gen i¢in her bir 6rnekte belirlenen o gene ait Ct
degeri referans gen Ct degerinden c¢ikarildi ve ACt hedef hesaplandi. Sonraki agamada
AACt degerinin elde etmek i¢in ACt hedef - ACt kontrol formiilii kullanild1 (Livak ve
Schmittgen, 2001).
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4. BULGULAR

4.1. Toplanacak Numunelerin Belirlenmesi

T.C. Saghk Bakanligit Amasya Universitesi Sabuncuoglu Serefeddin Egitim ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na 2010 — 2017 wyillar1 arasinda gonderilen
numuneler ile ilgili retrospektif ¢alismada (Ozgelik ve Idil, 2018) elde edilen veriler
1s1ginda Acinetobacter baumannii’nin en ¢ok yogun bakim tinitelerinden (%82) gonderilen
solunum yolu numunelerinde (%60) tanimlandigi tespit edilmistir. Calismaya bu

dogrultuda devam edildi.

4.2. izolatlarin Tammlanmasi

T.C. Saglik Bakanligi Amasya Universitesi Sabuncuoglu Serefeddin Egitim ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Haziran 2017 — Ocak 2018 tarihleri arasinda
yogun bakim servislerinden gelen aspirasyon ile steril sartlarda alinan solunum yolu
numuneleri, %5 koyun kanli agar ve EMB besi yerlerine, biyogiivenlik kabin (Niive)
icerisinde seyreltme yontemi ile ekildi. Bu numuneler 37°C’de 24 saat etiivde (Niive)
bekletildikten sonra her iki besi yerinde de iireyen ve Gram negatif oldugu tahmin edilen
bakteriler degerlendirildi. Stipheli durumlarda gram boyama (Gram negatif), oksidaz
(negatif) ve katalaz (pozitif) testleri de uygulandi. Yapilan gozlemler ve test sonuglarindan
sonra Acinetobacter baumannii oldugu disiiniilen koloniler VITEK-2 (Biomerieux)
cihazina uygun Kkartlar kullanilarak yiiklendi. 24 saat sonunda cihazin Acinetobacter
baumannii olarak tanimladigi numuneler etiketlenip ¢aligmada kullanilmak iizere -20°C ve

-80°C’de stoklandu.

4.3. Disk Difiizyon Sonuclar:

Calismadaki suslar, MHA’l1 petrilere yayma yontemi ile ekildikten sonra, imipenem (10
ng), meropenem (10 pg), sefepim (30 pg), seftazidim (30 pg), siprofloksasin (5 pg),
levofloksasin (5 pg), amikasin (30 pg), gentamisin (10 pg), tetrasiklin (30 pg), tigesiklin
(15 pg) ve kolistin (10 pg) antibiyotik diskleri Kirby Bauer disk difiizyon yontemine goére
petrilere yerlestirildi ve petriler 37°C’de 20-24 saat inkiibasyona birakildi. Sonuglar CLSI
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kriterlerine gore degerlendirildi. CLSI kriterlerinde bulunmayan tigesiklin i¢in inhibisyon
zon ¢ap1 <12 mm ise direngli, >16 mm ise duyarli (Galani ve digerleri, 2008), kolistin i¢in
inhibisyon zon ¢aplar1 <12 mm ise direngli, >14 mm ise duyarli (Jones ve digerleri, 2007)
olarak kabul edildi. Kullanilan siir degerleri Cizelge 4.1°de verilmektedir. Petrilerde
olusan zon ¢aplari mm cinsinden oOlglim yapilarak sonuglari Cizelge 4.2°de
gosterilmektedir. Resim 4.1’de MHA besi yerine yayma ekimi yapilmis Acinetobacter
buamannii’nin disk difiizyon testi sonrast olusan zon c¢aplarina Ornek petri
gosterilmektedir. Calismada Escherichia coli ATCC 25922 ve Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 kontrol susu kullanildi.

Cizelge 4.1. Disk Diflizyon Sinir Degerleri (CLSI, 2016)

mm
Antibiyotikler
R S

Imipenem <18 >22
Meropenem <14 >18
Sefepim <14 > 18
Seftazidim <14 > 18
Siprofloksasin <15 >21
Levofloksasin <13 >17
Amikasin <14 >17
Gentamisin <12 > 15
Tetrasiklin <11 >15
Tigesiklin* <12 >16
Kolistin** <12 >14

* (Galani ve digerleri, 2008)
** (Jones ve digerleri, 2007)
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Resim 4.1. Disk difiizyon zon ¢aplari

4.4, Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) Sonuglar

Yapilan disk difiizyon testleri sonrasi tiim klinik izolatlarin ayn1 antibiyotikler kullanilarak,
minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 belirlendi. Seri diliisyon sonrasi 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilan tiipler, ertesi giin kontrol edildi ve iiremenin olmadig: son tiip MIK
degeri olarak kabul edildi (Resim 4 .2). MIK degerleri Cizelge 4.3’de gosterilmistir.

Resim 4.2. MiK belirlenmesi

4.5. izolatlarin Direnc Profili

Yapilan disk difiizyon sonuglar1 ile MIK degerlerinin karsilastirilmasinda uyumsuzluga

rastlanmamis olup elde edilen direng profili Cizelge 4.4’de gosterilmistir.



Cizelge 4.2. Disk diflizyon 6lgiimleri (mm)

30

Ornekler IMP MEM FEP CAZ CIP LEV AK GN TE TGC CT
1 4 0 0 0 0 9 0 0 0 20 15
2 10 9 9 0 0 9 0 0 0 14 19
3 16 11 14 0 0 11 0 20 13 16 17
4 11 10 10 0 0 10 0 0 0 15 22
5 16 14 15 12 0 0 10 0 10 13 18
6 10 10 0 0 0 11 0 0 0 14 21
7 14 11 18 0 0 11 0 0 0 19 15
8 4 9 9 0 0 10 0 0 0 16 15
9 4 0 0 0 9 12 0 0 0 20 15
10 15 11 12 0 0 9 17 10 0 15 21
11 12 12 0 0 0 0 18 0 0 13 20
12 10 10 0 0 0 10 0 0 11 14 20
13 14 13 14 0 0 12 18 0 0 13 19
14 13 10 11 0 0 12 0 0 0 15 18
15 15 14 14 0 0 11 0 0 0 15 16
16 13 12 12 0 0 10 18 0 0 14 20
17 14 10 15 13 0 15 18 20 16 17 15
18 14 12 12 0 0 11 0 0 0 15 16
19 12 10 0 0 0 12 0 0 9 14 17
20 13 14 11 8 0 0 0 17 0 16 16
21 11 10 14 0 0 11 0 0 0 15 20
22 10 10 0 0 0 11 0 0 0 15 20
23 10 10 0 0 0 11 0 0 0 15 20
24 10 10 0 0 0 11 0 0 0 15 20
25 10 10 0 0 0 11 18 0 0 17 15

IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, FEP: Sefepim, CAZ: Seftazidim, CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, AK: Amikasin,

GN: Gentamisin, TE: Tetrasiklin, TGC: Tigesiklin, CT: Kolistin




Cizelge 4.2. (devam) Disk difiizyon 6l¢iimleri (mm)

31

Ornekler IMP MEM FEP CAZ CIP LEV AK GN TE TGC CT
26 10 10 0 0 0 15 18 16 16 17 20
27 10 10 0 0 0 11 0 0 0 15 20
28 10 10 0 0 0 11 0 0 0 17 20
29 10 10 0 0 0 12 0 0 10 15 19
30 10 10 0 0 0 10 0 19 13 20 18
31 10 10 0 0 0 10 0 0 0 15 20
32 10 10 0 0 0 10 0 0 0 13 18
33 11 11 0 0 0 10 17 0 0 13 17
34 10 10 10 10 0 12 20 22 0 22 16
35 12 12 0 0 6 10 22 11 10 13 16
36 10 0 10 10 0 11 20 22 0 25 16
37 10 10 0 0 0 9 18 13 0 25 16
38 10 9 9 0 0 0 0 10 0 13 15
39 11 11 16 0 0 9 0 0 0 10 15
40 11 10 9 0 0 9 9 0 0 17 15
41 4 9 9 13 0 12 18 20 13 21 14
42 10 9 0 0 0 10 0 0 0 13 17
43 10 9 10 0 0 10 0 0 0 14 20
44 10 10 0 0 0 10 0 0 0 16 16
45 11 10 11 14 0 15 18 20 16 20 16
46 11 10 10 0 0 0 0 0 0 11 18
47 11 10 12 0 0 10 0 0 0 15 22
48 11 10 0 0 0 0 9 0 0 10 15
49 13 12 13 10 0 9 22 20 0 16 15
50 10 10 0 0 0 10 18 0 0 18 20

IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, FEP: Sefepim, CAZ: Seftazidim, CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, AK: Amikasin,

GN: Gentamisin, TE: Tetrasiklin, TGC: Tigesiklin, CT: Kolistin




Cizelge 4.3. MIK degerleri (ug/mL)

32

Ornekler IMP MEM FEP CAZ CIP LEV AK GN TE TGC CT
1 125 125 62,5 125 15,625 15,625 125 31,25 62,5 1,953125 | 0,244141
2 31,25 125 62,5 125 15,625 15,625 250 31,25 125 3,90625 | 0,244141
3 62,5 62,5 31,25 62,5 15,625 15,625 250 3,90625 7,825 1,953125 | 0,244141
4 31,25 62,5 62,5 125 15,625 15,625 250 31,25 125 3,90625 | 0,244141
5 62,5 31,25 62,5 125 15,625 15,625 125 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
6 31,25 62,5 62,5 125 31,25 15,625 125 31,25 125 3,90625 | 0,244141
7 62,5 62,5 62,5 125 15,625 15,625 125 31,25 125 1,953125 | 0,244141
8 125 125 62,5 125 15,625 15,625 125 31,25 125 1,953125 | 0,244141
9 125 125 31,25 62,5 7,8125 15,625 125 31,25 125 1,953125 | 0,244141
10 62,5 62,5 62,5 125 15,625 15,625 7,8125 15,625 125 3,90625 | 0,244141
11 62,5 31,25 62,5 125 15,625 15,625 3,90625 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
12 62,5 62,5 62,5 125 31,25 15,625 125 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
13 62,5 31,25 62,5 125 31,25 15,625 3,90625 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
14 62,5 62,5 62,5 125 31,25 15,625 125 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
15 62,5 31,25 62,5 125 31,25 15,625 250 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
16 62,5 31,25 62,5 125 15,625 15,625 3,90625 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
17 62,5 62,5 31,25 62,5 15,625 3,90625 15,625 3,90625 | 3,90625 | 1,953125 | 0,244141
18 62,5 31,25 31,25 62,5 15,625 15,625 250 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
19 62,5 62,5 62,5 125 15,625 15,625 250 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
20 62,5 31,25 31,25 62,5 15,625 15,625 125 3,90625 62,5 1,953125 | 0,244141
21 62,5 62,5 62,5 125 15,625 15,625 125 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
22 62,5 62,5 62,5 125 15,625 15,625 125 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
23 62,5 62,5 62,5 125 15,625 15,625 125 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
24 62,5 62,5 62,5 125 15,625 15,625 125 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
25 62,5 62,5 62,5 125 15,625 15,625 7,8125 31,25 62,5 1,953125 | 0,244141

IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, FEP: Sefepim, CAZ: Seftazidim, CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, AK: Amikasin,
GN: Gentamisin, TE: Tetrasiklin, TGC: Tigesiklin, CT: Kolistin




Cizelge 4.3. (devam) MIK degerleri (ng/mL)
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Ornekler IMP MEM FEP CAZ CIP LEV AK GN TE TGC CT
26 62,5 62,5 31,25 62,5 15,625 3,90625 15,625 3,90625 | 3,90625 | 1,953125 | 0,244141
27 62,5 62,5 62,5 125 31,25 15,625 125 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
28 62,5 62,5 62,5 125 31,25 15,625 250 31,25 62,5 1,953125 | 0,244141
29 62,5 62,5 62,5 125 15,625 15,625 250 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
30 31,25 62,5 31,25 62,5 15,625 15,625 250 3,90625 7,825 1,953125 | 0,244141
31 31,25 62,5 62,5 125 15,625 15,625 250 31,25 125 3,90625 | 0,244141
32 31,25 62,5 62,5 125 15,625 15,625 125 31,25 125 3,90625 | 0,244141
33 31,25 62,5 31,25 62,5 15,625 15,625 7,8125 31,25 125 3,90625 | 0,244141
34 31,25 62,5 125 250 15,625 15,625 3,90625 | 3,90625 125 1,953125 | 0,244141
35 31,25 31,25 125 250 7,8125 15,625 7,8125 15,625 62,5 3,90625 | 0,244141
36 31,25 125 125 250 15,625 15,625 3,90625 | 3,90625 125 1,953125 | 0,244141
37 31,25 62,5 125 250 15,625 15,625 3,90625 7,8125 125 1,953125 | 0,244141
38 31,25 125 125 250 15,625 15,625 125 15,625 125 3,90625 | 0,244141
39 31,25 62,5 31,25 62,5 15,625 15,625 125 31,25 125 15,625 | 0,244141
40 31,25 62,5 125 250 15,625 15,625 125 31,25 62,5 1,953125 | 0,244141
41 125 125 125 250 15,625 15,625 15,625 3,90625 7,825 1,953125 | 0,244141
42 31,25 125 125 250 31,25 15,625 125 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
43 31,25 125 62,5 125 31,25 15,625 250 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
44 31,25 62,5 125 250 31,25 15,625 250 31,25 62,5 1,953125 | 0,244141
45 31,25 62,5 31,25 62,5 15,625 3,90625 15,625 3,90625 | 3,90625 | 1,953125 | 0,244141
46 31,25 62,5 125 250 15,625 15,625 250 31,25 62,5 15,625 | 0,244141
47 31,25 62,5 125 250 15,625 15,625 250 31,25 62,5 3,90625 | 0,244141
48 31,25 62,5 31,25 62,5 15,625 15,625 125 31,25 62,5 15,625 | 0,244141
49 31,25 31,25 62,5 125 15,625 15,625 3,90625 | 3,90625 62,5 1,953125 | 0,244141
50 31,25 62,5 62,5 125 15,625 15,625 7,8125 31,25 62,5 1,953125 | 0,244141

IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, FEP: Sefepim, CAZ: Seftazidim, CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, AK: Amikasin,
GN: Gentamisin, TE: Tetrasiklin, TGC: Tigesiklin, CT: Kolistin




34

CT

TGC

TE

GN

Cizelge 4.4. Direng profili

Ornekler

AK

LEV

CIP

CAZ

FEP

MEM

IMP

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24

25
IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, FEP: Sefepim, CAZ: Seftazidim, CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, AK: Amikasin,

GN: Gentamisin, TE: Tetrasiklin, TGC: Tigesiklin, CT: Kolistin
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CT

TGC

TE

GN

Cizelge 4.4. (devam) Direng profili

Ornekler

AK

LEV

CIP

CAZ

FEP

MEM

IMP

26
27

28
29
30
31

32

33
34

35
36

37

38

39

40
41

42

43
44
45
46
47

48

49

50
IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, FEP: Sefepim, CAZ: Seftazidim, CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, AK: Amikasin,

GN: Gentamisin, TE: Tetrasiklin, TGC: Tigesiklin, CT: Kolistin
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Bu degerlendirmelere gore Acinetobacter baumannii izolatlari; imipenem, meropenem,
sefepim, seftazidim ve siprofloksasine %2100 direngli bulunurken, levofloksasine %94,
amikasine %68, gentamisine %78, tetrasikline %88 ve tigesikline %6 oraninda direngli
bulundu. Kolistin ise tim orneklerde duyarli tespit edildi. Caligmaya dahil edilen 50

izolatin tamaminda ¢oklu antibiyotik direnci belirlendi. Caligilan tiim antibiyotilerin direng
profilleri Sekil 4.1 — 4.11°de verildi.

Imipenem

= Duyarli
® Orta Duyarli

= Direngli

Sekil 4.1. Izolatlarda imipenem igin diren¢ dagilimi



Meropenem

= Duyarl
® Orta Duyarli

® Direncli

Sekil 4.2. Izolatlarda meropenem igin direng dagilimi

Sefepim

= Duyarl
® Orta Duyarli

® Direncli

Sekil 4.3. Izolatlarda sefepim igin direng dagilimi
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Seftazidim

= Duyarl
® Orta Duyarli

® Direncli

Sekil 4.4. Izolatlarda seftazidim icin diren¢ dagilimi

Siprofloksasin

= Duyarl
® Orta Duyarli

® Direncli

Sekil 4.5. 1zolatlarda siprofloksasin i¢in diren¢ dagilimi
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Levofloksasin

= Duyarl
® Orta Duyarli

® Direncli

Sekil 4.6. Izolatlarda levofloksasin igin direng dagilim1

Amikasin

= Duyarl
® Orta Duyarli

® Direncli

Sekil 4.7. 1zolatlarda amikasin i¢in diren¢ dagilim1
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Gentamisin

= Duyarl
® Orta Duyarli

® Direncli

Sekil 4.8. Izolatlarda gentamisin igin direng dagilimi

Tetrasiklin

= Duyarl
® Orta Duyarli

® Direncli

Sekil 4.9. Izolatlarda tetrasiklin igin direng¢ dagilim1
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Tigesiklin

= Duyarl
® Orta Duyarli

® Direncli

Sekil 4.10. Izolatlarda tigesiklin i¢in direng dagilimi

Kolistin

= Duyarl
® Orta Duyarli

® Direncli

Sekil 4.11. izolatlarda kolistin i¢in diren¢ dagilim1
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4.6. Total RNA Miktar1 ve Saflig1

Suslardan “Thermo Scientific GeneJET RNA Purification” kiti ile protokoliine uygun
olarak total RNA izolasyonu gerceklestirildi. Acinetobacter baumannii izolatlarindan elde
edilen total RNA’larin saflif1 ve konsantrasyonu pDrop cihazinda 260 nm’de 6l¢iildii ve
tim degerler Cizelge 4.5°de gosterildi. Genel olarak yiiksek saflikta total RNA’lara ait
niikleik asit/protein orani 1,8 - 2,1 arasindadir. Elde edilen total RNA 6rnekleri bu aralikta

tespit edildi.



Cizelge 4.5. Total RNA miktar1 ve safligi

43

Ornekler Konsantrasyon Saflik Ornekler Konsantrasyon Saflik
(ng/mL) (260 / 280) (ng/mL) (260 / 280)

1 555,8 2,123 26 1295 2,121
2 501,4 2,126 27 406,4 2,101
3 401,5 2,12 28 967 2,128
4 352,5 2,128 29 345,9 2,099
5 321 2,139 30 131,2 2,155
6 620,2 2,115 31 2418 1,192
7 262,7 2,143 32 229,3 2,171
8 117,6 2,142 33 360 2,064
9 922,9 2,102 34 93,8 2,074
10 352,4 2,127 35 134,5 2,102
11 444.8 2,091 36 105,7 2,077
12 1240 2,124 37 273,4 2,114
13 370 2,107 38 575,8 2,12
14 521,2 2,098 39 225 2,103
15 197,9 2,094 40 341,8 2,08
16 271,6 2,104 41 599,2 2,115
17 278,6 2,117 42 349,6 2,082
18 1447 2,084 43 340,8 2,106
19 2419 1,191 44 229,6 2,09
20 1115 2,116 45 607,4 2,106
21 256,8 2,065 46 567,5 2,114
22 1035 2,118 47 457,3 2,2
23 1021 2,135 48 414,2 2,112
24 5954 2,115 49 129,6 2,057
25 477,2 2,115 50 388,2 2,12
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4.7. Sicaklik Optimizasyonu

OXA genlerine (OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58) o6zgii primerlerin baglanma
sicakliklarinin belirlenmesi igin farkli sicakliklarda optimizasyon denemeleri yapildi.

Gradient sistemli PZR cihaz1 40°C - 51°C derece araliginda programlandi (Resim 4.3).

—
' Temperat .

Resim 4.3. PZR cihaz1 sicaklik optimsyon prokoh’i

Agaroz jel elektroforez calismasi sonrasinda, goriintiileme cihazi kullanilarak yapilan
degerlendirmelerde kullandigimiz OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58 genleri igin en
uygun sicakligin 43°C oldugu saptandi.

4.8. RT-PZR Sonuglari

Optimizasyon ¢alismalari ile her gen baglanma sicakligi belirlendikten sonra RT-PZR
asamasina gecildi. RT-PZR sonucu elde edilen PZR iiriinleri, %1 agaroz jele yiiklendi.
Elektroforez islemi sonrasi goriintiileme cihazindan elde edilen resimlerde de goriildiigi
gibi orneklerin tamaminda OXA-23 (116 bg) ve OXA-51 (112 bg) geni bulunurken, OXA-
24 (151 bg) ve OXA-58 (141 bg) genlerinin bulunmadigi belirlendi. Tiim 6rnekler jele
yiiklenmistir. Orneklerden temsilen beser tanesinin goriintiisi Resim 4.4 — 4.7°de

verilmistir.
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116 bg

Resim 4.4. OXA-23 jel goriintiisi
(PK: OXA-23 pozitif kontrol, NK: negatif kontrol, 1-5: 6nekler, b¢: baz ¢ifti)

Resim 4.5. OXA-51 jel goriintiist
(PK: OXA-51 pozitif kontrol, NK: negatif kontrol, 1-5: 6rnekler, bg: baz ¢ifti)
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Resim 4.6. OXA-24 jel goriintiisi
(PK: OXA-24 pozitif kontrol, NK: negatif kontrol, 1-5: 6rnekler, b¢: baz gifti)

Resim 4.7. OXA-58 jel goriintiisi
(PK: OXA-58 pozitif kontrol, NK: negatif kontrol, 1-5: 6rnekler, bg: baz ¢ifti)

Sekillerde temsilen bes 6rnek ile ilgili bilgiler bulunmaktadir. Cizelge 4.6’da ise klinik

izolatlardaki OXA gen bdlgelerinin anlatimu ile ilgili bilgiler yer almaktadir.



Cizelge 4.6. OXA gen bolgelerinin dagilimlari
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Ornck | OXA- | OXA- [ OXA- [ OXA- 5 [ OXA- | OXA- | OXA- [ OXA-
23 | 24 | 51 | 58 23 | 24 | 51 | 58
1 + - + - 26 + - + -
2 + - + - 27 + - + -
3 + - + - 28 + ; + ]
4 + - + - 29 + - + -
S + - + - 30 + - + -
6 + - + - 31 + - + _
! + - + - 32 + - + -
8 it - + - 33 + g + -
9 + - + - 34 + - + ]
10 + - + - 35 + - + -
11 + F + - 36 + ’ + -
12 4 - + - 37 + - + ]
13 + - + - 38 + - + -
14 + - + - 39 + - + -
15 + - + - 40 + - + -
16 + - + - 41 + - + -
17 + - + - 42 + - + ;
18 + - + - 43 + - + -
19 + - + - 44 + - + ]
20 + - + - 45 + - + -
21 + - + - 46 + - + -
22 + - + - 47 + - + -
23 + - + - 48 + - + -
24 + - + - 49 + - + -
25 + - + - 50 + - + -
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4.9. Gercek Zamanh PZR Sonuclari

RT-PZR ile genlerin anlatimina bakild1 ve Cizelge 4.6’da sonuglar var/yok (+/-) seklinde
verildi. Daha sonra gergeklestirilen ger¢ek zamanli PZR analizlerinde ise ¢alismanin ii¢
tekrarlt gerceklestirilmesine karsin bu genlere ait Ct degerlerinde anlamli bir fark
bulunamadi (Cizelge 4.7). Gergek zamanli PZR sonuglarmin anlamli bir fark
vermemesinin sebebi, Huang ve digerleri (2012)’nin yaptiklar1 ¢alismada da belirtigi gibi
Gram negatif bakterilerde karbapenem direngliligini hizli bir sekilde tanimlayan mevcut
bir gergek zamanli PZR yonteminin bulunamayisi olarak agiklanabilir. Acinetobacter’ler
icin geleneksel PZR ya da gercek zamanli PZR kullanarak simif D B-laktamaz tespiti i¢in
de birgok yontem gelistirilmektedir (Woodford ve digerleri, 2006). Buna karsin her bir
yontemin kendine 6zgii farkliliklar1 bulundugu i¢in (kullanilan genlerin farkliligi, her bir
genin baglanma sicakliklarinin farkli olmasi veya cins igindeki tiirlerin farkliligi gibi)

standardize edilmis bir yontem yok denebilir.



Cizelge 4.7. Gergek zamanli PZR Ct degerleri
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Genler OXA-23 OXA-24 OXA-51 OXA-58
Ornekler 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3.
Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar
Referans 35,67 35,70 35,69 38,09 38,78 38,44 36,65 32,49 34,57 35,64 36,67 36,16
1 37,19 17,44 27,32 533 4,06 4,70 26,52 26,69 26,61 3,15 4,91 4,03
2 30,50 18,82 24,66 2,96 3,25 3,11 30,37 28,83 29,60 2,54 4,76 3,65
3 21,21 18,75 19,98 573 39,30 22,52 28,91 25,33 27,12 4,38 NaN 4,18
4 18,51 18,30 18,41 NaN NaN NaN 25,54 26,92 26,23 4,98 16,23 10,61
5 27,37 18,56 22,97 4,04 6,49 5,27 31,01 30,67 30,84 3,36 6,26 4,81
6 26,43 16,99 21,71 6,00 10,63 8,63 27,74 26,59 27,17 NaN 6,67 6,01
7 23,76 19,05 21,41 38,54 NaN 38,99 23,92 24,59 24,26 36,15 37,21 36,68
8 39,47 17,61 28,54 4,22 5,02 4,62 29,50 29,94 29,72 3,80 531 4,56
9 31,59 19,23 2541 741 6,62 7,02 23,98 27,45 25,72 6,09 7,89 6,99
10 24,50 18,85 21,68 5,80 5,02 541 27,01 28,37 27,37 3,38 4,82 4,10
11 3,09 18,21 10,65 313 3,63 3,38 28,72 28,69 28,71 2,69 3,37 3,03
12 20,02 19,38 19,70 7,21 4,90 6,06 26,22 28,48 27,35 3,54 5,30 4,42
13 25,58 18,37 21,98 6,07 4,60 5,34 26,97 25,85 26,41 3,16 5,14 4,15
14 19,81 17,83 18,82 4,16 3,12 3,64 28,59 28,14 28,37 2,46 3,04 2,75
15 22,95 18,70 20,83 7,83 23,24 15,54 22,63 24,26 23,45 6,60 NaN 6,23
16 18,54 18,33 18,44 11,12 6,82 8,97 25,57 26,12 25,85 6,44 7,19 6,82
17 20,76 17,36 19,06 491 6,24 5,58 29,11 28,39 28,75 16,62 4,84 10,73
18 19,36 19,41 19,39 NaN 38,74 38,78 21,69 22,47 22,08 NaN 35,53 35,03
19 3,39 3,29 3,34 4,87 3,20 4,04 28,14 29,94 28,69 3,28 4,09 3,69
20 16,60 18,03 17,32 3,92 5,84 4,88 28,31 30,90 29,61 3,98 547 4,73
21 19,01 19,20 19,11 NaN 39,87 39,71 28,01 28,75 28,38 38,97 NaN 38,11
22 34,60 18,77 26,69 3,25 4,03 3,64 30,95 31,21 31,01 2,87 7,46 517
23 17,57 17,99 17,78 3,86 4,52 4,19 39,18 37,64 38,99 4,61 4,28 4,45
24 20,09 18,57 19,33 3,29 3,88 3,59 28,88 33,11 31,00 2,98 4,20 3,59
25 22,21 17,79 20,00 5,33 4,53 4,93 28,73 28,32 28,53 3,26 5,10 4,18




Cizelge 4.7. (devam) Gergek zamanli PZR Ct degerleri
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Genler OXA-23 OXA-24 OXA-51 OXA-58
Ornekler 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3.
Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar | Tekrar
Referans 35,67 35,70 35,69 38,09 38,78 38,44 36,65 32,49 34,57 35,64 36,67 36,16
26 17,03 17,21 17,12 3,04 3,66 3,35 28,50 26,47 27,49 2,81 3,79 3,30
27 16,75 19,03 17,89 4,28 4,22 4,25 24,34 27,33 25,84 37,47 NaN 37,78
28 16,71 16,20 16,46 6,33 5,92 6,13 25,02 29,44 27,23 3,34 4,15 3,75
29 17,45 17,91 17,68 4,40 5,86 513 23,13 24,55 23,84 4,87 13,48 9,18
30 17,34 17,90 17,62 39,82 NaN 39,72 24,56 25,65 2511 36,24 36,61 36,43
31 17,58 17,83 17,71 5,48 12,61 9,05 23,35 24,70 24,03 5,29 NaN 5,66
32 19,22 19,23 19,23 4,49 5,74 5,12 24,83 26,60 25,72 NaN 7,10 7,90
33 18,23 17,95 18,09 11,64 NaN 11,55 25,09 26,34 25,72 39,60 NaN 39,52
34 18,45 18,15 18,30 NaN NaN NaN 21,84 22,91 22,38 35,75 37,80 36,78
35 17,89 18,21 18,05 30,54 37,83 34,19 23,97 24,75 24,36 33,64 34,82 34,23
36 19,13 19,35 19,24 NaN 11,51 11,01 24,34 26,58 25,46 38,25 NaN 39,29
37 22,24 18,96 20,60 3,04 9,39 6,22 39,72 32,02 35,87 3,06 13,71 8,39
38 18,55 17,84 18,20 4,22 37,30 20,76 26,28 30,01 28,15 431 6,91 5,61
39 20,24 18,15 19,20 3,87 5,40 4,64 27,88 28 27,88 3,20 28,80 16,00
40 25,60 18,47 22,04 6,17 3,75 4,96 27,54 29,46 28,50 6,77 6,49 6,63
41 20,17 17,16 18,67 3,09 3,68 3,39 26,56 28,72 27,64 2,91 13,86 8,39
42 22,37 22,95 22,66 NaN NaN NaN 36,81 35,13 36,10 NaN NaN NaN
43 20,54 21,08 20,81 NaN NaN NaN 37,86 31,12 34,49 NaN NaN NaN
44 21,65 23,19 22,42 16,68 NaN 16,32 26,69 24,26 25,33 NaN 36,20 36,58
45 25,29 29,07 27,18 19,32 NaN 19,17 27,45 28,37 26,98 31,03 NaN 30,84
46 22,78 24,26 23,52 NaN NaN NaN 26,92 26,12 28,83 23,09 NaN 23,48
47 23,35 23,27 23,31 32,17 37,27 34,72 30,67 28,39 25,85 NaN NaN NaN
48 20,75 22,28 21,52 NaN NaN NaN 33,68 34,20 34,98 NaN NaN NaN
49 16,60 18,03 17,32 3,92 584 4,88 28,31 30,90 29,61 3,98 547 4,73
50 25,60 18,47 22,04 6,17 3,75 4,96 27,54 29,46 28,50 6,77 6,49 6,63
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Gergek zamanli PZR ¢alismasindan elde edilen erime egrilerinde Sekil 4.12 ve Sekil
4.13’de verildigi gibi birden fazla pik degeri goriintiilendi. Erime egrisi analizi sonrasi
tirtinlerin agaroz jel elektroforezi ile goriintillenmesi ile elde edilen bant profillerinde 6zgiil

olmayan baglanma ve primer-dimer olusumu gézlendi.

2700
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Sekil 4.12. OXA-23 ve OXA-24 genine ait erime egrisi analizi
(RFU: Rolatif Floresan Birimi)

Sicaklik (°C)

Sekil 4.13. OXA-51 ve OXA-58 genine ait erime egrisi analizi
(RFU: Rolatif Floresan Birimi)
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5. TARTISMA

Acinetobacter baumannii, ilk kez 1911 yilinda Hollandali mikrobiyolog Beijerinck
tarafindan izole edilmistir. Onceleri Micrococcus calcoaceticus olarak tanimlansa da 43 yil
sonra Yunanca’da “akinetos”, hareketsiz anlamina gelen Acinetobacter, Achromobacter
cinsindeki hareketli organizmalardan ayirt edilerek Brisou ve Prevot tarafindan

tanimlanmistir (Brisou ve Prevot, 1954).

Acinetobacter baumannii, zorunlu aerobik, pleomorfik, katalaz pozitif, oksidaz negatif,
hareketsiz, non-fermentatif Gram negatif basildir. Saprofit olarak her yerde bulunabilecegi
gibi dogada ve hastane ortaminda da bulunur. Mekanik solunum cihazlar1 gibi kuru

olmayan yiizeylerde ve deri gibi kuru yiizeylerde de yasayabilir (Gordon ve Wareham,
2010).

Diinya genelinde hastane kaynakli enfeksiyonlarin en Onemli nedenlerinden biri
Acinetobacter baumannii enfeksiyonlaridir. Cok diisik nem oranlarinda dahi
yasayabilmesi ve ylizey temizleyicilere gosterdigi direng gibi sebeplerle hastane i¢i birgok

alanda uzun siire canliligin1 koruyabilirler (Forbes, Sahm ve Weissfeld, 2013).

Bir firsatg1 patojen olan Acinetobacter baumannii, o6zellikle bagisiklik sistemi zayif
hastalarda oldukga yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olur. Acinetobacter baumannii,
solunum yolu, iiriner sistem ve yaralarda enfeksiyonlara yol acar ve sepsise de neden olur.
Genis spektrumlu antibiyotik kullanan, cerrahi operasyon geg¢irmis veya mekanik solunum
altindaki hastalar, Acinetobacter enfeksiyonlar i¢in yiiksek risk altindadir. Karbapenemleri
de icerecek sekilde coklu antibiyotik direnci géstermesi nedeniyle 6nemli bir sorun haline

gelmistir (Murray ve digerleri, 2016).

Acinetobacter baumannii suslarinin klinik 6rneklere dagilim oranlan ile ilgili yapilan
caligmalarda genellikle ilk sirayr solunum kiiltiirii 6rnekleri almakta olup, kan, yara ve
idrar 6rnekleri bu suslarin en sik izole edildikleri diger 6rneklerdir (Erol, Yazgi, Aktafi ve
Ozkurt, 2002; Giil ve digerleri, 2008; Giilhan, Nergiz, Mese, Ozekinci ve Atmaca, 2009;
Iraz, Ceylan ve Akkoyunlu, 2012; Ozgelik ve Idil, 2018). Villers ve digerleri (2009),

Acinetobacter suslarinin siklikla solunum sistemi, {liriner sistem, yara ve kan dolagim yolu
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enfeksiyonuna neden olduklarini ortaya koymustur. Yaptiklar1 ¢alismada Cetin, Kaya,
Tetik ve Aridogan (2006), 129 Acinetobacter baumannii susunu c¢ogunlukla yogun
bakimlardan gonderilmis olan kan kiiltiirlerinden ve solunum 6rneklerinden izole etmistir.
Ayrica Balci, Bitirgen, Kandemir, Aribas ve Erayman (2010), yaptiklar1 g¢alsmada,

Acinetobacter suglarini en sik solunum sistemi ve yara materyalinden elde etmislerdir.

Erben, Kiremit¢i ve Ozgiines (2006), en sik sus izole edilen servisin %38 ile
Anesteziyoloji ve Reanimasyon Yogun Bakim Unitesi oldugunu bildirmislerdir. Ozdemir,
Erayman, Giindem, Baykan ve Baysal (2009), 217 Acinetobacter susunu en fazla yogun
bakim tinitesinden izole etmislerdir. Balct ve digerleri (2010), Acinetobacter suslarinin en

sik izole edildigi servisin %63 ile yogun bakim {initesi oldugunu bildirmislerdir.

Calismanin yapildigi, T.C. Saglik Bakanligi Amasya Universitesi Sabuncuoglu Serefeddin
Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na 2010 — 2017 yillar1 arast
gonderilen ve Acinetobacter baumannii iiremesi olan numunelerin, %82’sinin yogun
bakim iinitelerinden geldigi, %60’ min da solunum yolu numuneleri oldugu belirlenmistir

(Ozgelik ve Idil, 2018).

Elde edilen veriler 15181nda; T.C. Saglik Bakanligi Amasya Universitesi Sabuncuoglu
Serefeddin Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Haziran 2017 —
Ocak 2018 tarihleri arasinda yogun bakim servislerinden gelen, aspirasyon ile steril
sartlarda alinan solunum yolu numunelerinden iiretilen bakteriler VITEK-2 cihazina uygun
kartlar kullanilarak yiiklendi, Acinetobacter baumannii olarak tanimlanan izolatlar

calismaya dahil edildi.

Coklu antibiyotik direnci, mikroorganizmalarin en az ii¢ farkli antibiyotik grubuna direncli
olmalari ile tanimlanmaktadir (Magiorakos ve digerleri, 2012). Acinetobacter baumannii
enfeksiyonlarmin tedavisinde en 6nemli problem ise ¢oklu antibiyotik direncine sahip
bakteri izolatlarinin artmasi, bunun yamisira tedavide kullanilacak antibiyotik
segeneklerinin de giderek azalmasidir (Bergogne-Berezin ve Towner, 1996; Kwon ve
digerleri, 2007).

Calismada kullanilan tiim Acinetobacter baumannii 6rneklerinin  ¢oklu antibiyotik

direncine sahip oldugu gozlendi. Bu c¢oklu dirence sahip Acinetobacter baumannii
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suslarinin neden oldugu enfeksiyonlar saglik kuruluglarinin ciddi bir sorunu haline
gelmistir. Yogun ve uygunsuz antibiyotik kullaniminin da bu sorunun hizli biiylimesinin

baslica nedeni oldugu diisiintilmektedir.

Karbapenemler, Acinetobacter baumannii’nin neden oldugu enfeksiyonlarda tercih
edilebilen ilaglardan olmasina karsin son yillarda diinyada karbapenem direngli izolatlarin
sayisinda artis gozlenmektedir. Ozdemir ve digerleri (2009)’nin iilkemizde yaptif1
calismada; Acinetobacter baumannii izolatinin imipenem direncini %70 olarak
bildirmisglerdir. Aral, Dogan ve Pak6z (2010)’iin ¢aligmalarinda ise imipenem %72 direngli
bulunmustur. Iraz ve digerleri (2012)’nin ¢alismalarinda; imipenem igin direng orani ise
%92°dir. Samsun Ondokuz May1s Universitesi Tip Fakiiltesi’nde yapilan bir ¢alismada ise
imipeneme %79 oraninda diren¢ saptamislardir (Sezgin, 2012). Bu ¢alismaya dahil edilen

tiim numuneler imipeneme direnglidir.

Acinetobacter baumannii i¢in 2005 yilinda Gazi ve digerleri (2005) meropeneme %36,3
oraninda diren¢ tespit etmislerdir. 2009 yilinda Bacakoglu ve digerleri (2009)’nin
caligmasinda meropenem direnci %55 olarak saptamistir. Yakin zamanda tlkemizde
karbapenem direncinin %100 oldugu c¢alismalar mevcuttur (Kizilarslanoglu, Ergoniil,
Cetinkaya-Sardan ve Akova, 2018). Bu caligmada ise imipenemde oldugu gibi tiim

izolatlar meropeneme de direnglidir.

2006 yilinda, Ozer, Tatman-Otkun, Memis ve Otkun (2006) sefalosporin grubuna %94
direng tespit etmislerdir. 2006 yilinda da Bayram ve Balci (2006) %100 seftazidim
direncini bildirmistir. Mansur, Kuzucu, Ersoy ve Yetkin (2009) seftazidim ve sefepim i¢in
%94 direng¢ saptamislardir. 2012 yilinda ise Iraz ve digerleri (2012) seftazidim i¢in %94
sefepim i¢in %93 direng bildirmislerdir. Calismada sefalosporin grubu 3. kusagi temsilen
seftazidim, 4. kusagi temsilen sefepim kullanildi ve karbapenem grubunda oldugu gibi
sefalosporin grubunda da daha 6nce yapilan calismalara benzer olarak yiiksek oranda

direng tespit edildi.

Ozdemir ve digerleri (2009) siprofloksasin igin %86, Aral ve digerleri (2010) levofloksasin
icin %91 diren¢ bildirmislerdir. 2012 yilinda Iraz ve digerleri (2012) ise %92
siprofloksasin direnci bildirmislerdir. Samsun’da yapilan g¢aligmada siprofloksasin ve

levofloksasin direngleri benzer oranlarda (%83) tespit edilmistir (Sezgin, 2012). Yapilan
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calismada, levofloksasine, diger c¢alismalara benzer olarak %94 direng tespit edilirken,
siprofloksasine onceki c¢aligmalardan farkli olarak %100 diren¢ bulundu. Bu dirence,

hastanede yogun siprofloksasin kullaniminin sebep olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismada aminoglikozid grubu antibiyotiklerini temsilen gentamisin ve amikasin direnci
incelendi. Ozer ve digerleri (2006) yogun bakim iinitelerinden izole edilen Acinetobacter
spp. suslarinda hem amikasin hem de gentamisin direncini %94 olarak saptamislardir.
Kuscu ve digerleri (2009) ise, Acinetobacter spp. suslarinda direng oranini amikasin igin
%87, gentamisin igin %97 olarak bulmuslardir. Oziinel, Boyacioglu, Giireser ve Taylan-
Ozkan (2014) Corum’da yaptig1 arastirmada ise gentamisin ve amikasin i¢in %77 ve %71
oraninda direng¢ gozlemistir. Yapilan bu ¢alismada ise literatiire benzer olarak gentamisin

icin %78, amikasin i¢in %68 direng tespit edildi.

Tetrasiklin i¢in yapilan ¢aligmalarda 2009 yilinda Mansur ve digerleri (2009) %86 direng
tespit ederken, Atasoy, Karakege, Terzi ve Ciftci (2014) %65 direng belirlemistir. Giir
Vural ve Durupinar (2016)’mn c¢alismalarinda ise %72 direng gozlemlemislerdir. Bu

calismada da %88 gibi yiiksek oranda tetrasikline direng bulundu.

Tigesiklin, Tiirkiye’de 2008 yilinda klinik kullanima giren, tetrasikline yapisal benzerlik
gosteren glisilsiklin grubu genis spektrumlu bir antibiyotik olup, karbapenemlere direngli
Acinetobacter suslarinda tercih edilebilecek bir antibiyotiktir (Unlii, Vardar-Unlii,

Yagmuroglu ve Yildirim, 2009).

Zer, Akin ve Namiduru (2007) yaymladiklar1 ¢alismalarinda yogun bakim iinitelerinden
izole edilen ¢oklu antibiyotik direngli Acinetobacter baumannii suslarinda tigesiklin
direncini %19 olarak bildirirken, Kuscu ve digerleri (2009) 2007 - 2009 yillar1 arasinda
yine yogun bakim {initelerinden izole edilen Acinetobacter suslarinda tigesiklin direncini
%S5, Kurtoglu ve digerleri (2011) ise 2009 - 2010 yillarinda yatan hastalarda %12 ve %21
olarak rapor etmislerdir. Bu c¢aligmada tespit edilen %6 oraninda tigesiklin direnci diger

caligmalar ile uyumludur.

Coklu antibiyotik direngli Acinetobacter suslarinin artmasiyla yeniden glindeme gelen
kolistin, Acinetobacter baumannii enfeksiyon etmeni olan hastaliklarin tedavisinde dnemli

bir yere sahiptir. 2009 yilinda Acinetobacter suslarindaki diren¢ durumunu arastiran
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Ozdemir ve digerleri (2009), 2013 yilinda Goziitok ve digerleri (2013), 2014 yilinda ise
Altunok ve Kog (2014) kolistin direnci bildirmemislerdir. Her ne kadar bu ¢alismada da
kolistin direnci gozlenmemis olsa da, 2009 yilinda Mansur ve digerleri (2009) %9, 2010
yilinda da Kurtoglu ve digerleri (2011)’nin %5’lik kolistin direnci bulmalar1 dikkat
cekicidir.

Calismadan elde edilen veriler degerlendirildiginde; ¢alismaya dahil edilen 50 izolatin
tamaminda imipenem, meropenem, sefebim, seftazidim ve siprofloksasin etken maddeleri

%100 direngli bulundu ve tiim izolatlarda ¢oklu antibiyotik direnci belirlendi.

Acinetobacter baumannii’de karbapenemlere direng bir ka¢ farkli yol ile olabilir.
Bunlardan bazilar1, karbapenemaz iiretimi, dis membran porinlerinin kaybi, atim pompalari
ile ilgili genlerin anlatimlarmin fazla olmasi, PBP modifikasyonu olarak siralanabilir.
Ancak dogal veya kazanilmig yolla karbapenemaz iiretimi sunucunda gelisen direng,
Acinetobacter baumannii’de en 6nemli diren¢ mekanizmasidir. Acinetobacter baumannii
diisiik diizeyde dogal olarak kromozomal kodlanmig OXA-51 karbapenemaz iiretir (Turton
ve digerleri, 2006; Figueiredo, Poirel, Papa, Koulourida ve Nordmann, 2009; Zarrilli,
Giannouli, Tomasone, Triassi ve Tsakris, 2009; Huang, Cash, Chahine, Nikolich ve Craft,
2012).

Acinetobacter baumannii’de karbapenemaz aktivitesi olan en yaygin B-laktamaz grubu,
siklikla bu tiirler igin 6zel olan karbapenem hidroliz eden simif D B-laktamazlardir. Bu
grupta OXA-23, OXA-24 ve OXA-58 ile temsil edilen, kromozomal ya da plazmid aktariml
¢ ana kazanilmis karbapenem hidrolize eden smif D oksasilinaz gen kiimesi
tamimlanmistir. Ayrica OXA-51 tip dogal oksasilinazin fazla tretimi de kazanilmig

karbapenem direncine sebep olmaktadir (Poirel ve Nordmann, 2006a).

Acinetobacter baumannii’de dogal oksasilinazlar olan OXA-51 benzeri B-laktamazlar
kodlayan genler tiim Acinetobacter baumannii izolatlarinda bulunmaktadir. Bu enzimlerin
karbapenemleri hidroliz etmek i¢in fazlaca iiretilmesi karbapenemlere direnci artirmakla
sonuglanmaktadir. Yapilan ¢alisgmalarda OXA-51 geninin tiim Acinetobacter baumannii
izolatlarinda bulunabilecegi, sadece asir1 gen anlatiminin karbapenem direncinden sorumlu
olabilecegi belirtilmistir (Huang, Cash, Chahine, Nikolich ve Craft, 2012). Calismadaki
orneklerin tamaminda OXA-51 gen bdlgesi tespit edildi. Ulkemizde yapilan calismalarda
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da Acinetobacter baumannii izolatlarinda OXA-51 gen bdlgesi saptanmustir (Giiglii
Uskiidar, 2011; Ulugam, Bayramoglu, Tosun, Kaklikkaya ve Aydin, 2012; Ciftci ve
digerleri. 2013; Keyik, Arslan, Tiirk, Seyhan ve Findik, 2014).

Ulkemizde yapilan farkli calismalarda OXA-23 geni de degisen oranlarda saptanmustir. Bir
cogunun ortak 6zelligi OXA-23 genini baskin olarak saptanmig olmasidir. Bu ¢alismalarda
farkli merkezlerin farkli oranlar bildirdigi ve 6zellikle son yillarda OXA-23 gen bdlgesinin
goriilme sikliginin arttig belirtilmektedir (Giir, Korten, Unal, Deshpande ve Castanheira,
2008; Ergin, Hascelik ve Eser, 2013; Ciftci ve digerleri, 2013). Yapilan ¢aligmada tiim
orneklerde OXA-23 geni tespit edilerek bu veriler ile uyumlu bulundu.

Tayvan (Yang ve digerleri, 2010), Cin (Wang ve digerleri, 2007), Kore (Park, Son, Bae ve
Jeong, 2005) disinda pek ¢ok iilkede bildirimi yapilan karbapenem direncinden sorumlu
OXA-58 geni lilkemizde yapilan galismalarda yaklasik %13 oraninda tespit edilirken,
bolgesel farkliliklar goze carpmakla birlikte, yillar icinde OXA-58 geninin saptanmasinda
azalma s6z konusu olmustur. Ozellikle 2011 yili izolatlar1 arasinda OXA-58 gen
pozitifliginin %6.1°e gerilemistir (Ciftci ve digerleri, 2013). Ulkemizde yapilan diger bir
calismada 2009 - 2011 yillar1 arasinda OXA-23 gen yogunlugu OXA-58’den yiiksek
bulunmustur (Sar1 ve Giilay, 2012). 2012’de sunulan ¢alismalarda 2004 - 2009 yillar
arasinda OXA-58 gen bolgesinde artma olmustur. Ama 2008- 2010 arasinda OXA-58 gen
bolgesinde azalma gozlenmistir (Ergin ve digerleri, 2012). Bu ¢alismada oldugu gibi
bolgemize yakin olan ve yine Samsun Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi’nde 2013
yilinda yapilan ¢alismada da OXA-58 gen bolgesine rastlanmamistir (Gir Vural ve
Durupinar, 2016).

Ulkemizde OXA-24 gen bdlgesinin galisildigi, 2006 yilinda Vahaboglu ve digerleri
(2006)’nin, 2013 yhinda Ciftci ve digerleri (2013)’nin, 2014 yilinda Keyik ve digerleri
(2014)’nin ve son olarak Giir Vural ve Durupinar (2016)’1n ¢alismalarinda OXA-24 gen
bolgesi tespit edilememistir. Hacettepe Universitesi i¢ hastaliklar1 yogun bakim servisinde
yapilan PZR ¢aligmasinda da OXA-24 geni bulunamamistir (Kizilarslanoglu ve digerleri,
2018). Ayn1 sonu¢ bu galismada da gozlenmis ve orneklerde OXA-24 gen bolgesi tespit

edilmemistir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

6.1. Sonuclar

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de son yillarda artan yogun antibiyotik kullanimi ile
tedavide karsilasilan en Onemli sorunlardan birisi de bakterilerin antibiyotiklere karsi
gostermis oldugu direngtir. Acinetobacter baumannii’nin hastane ortaminda hemen her
yiizeyde canliligin1 korumasi ve hizla artan direng profili tedavi segeneklerini giderek

kisitlamaktadir.

Bu amagla Haziran 2017 — Ocak 2018 tarihleri arasinda T.C. Saglik Bakanligi Amasya
Universitesi Sabuncuoglu Serefeddin Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji

Laboratuvarina gelen numunelerden uygun 50 6rnek ¢alismaya dahil edildi.

Bu calisma bolgemizde RT-PZR ve ger¢cek zamanli PZR yontemi ile Acinetobacter

baumannii’de OXA genlerinin arastirildigi ilk ¢alismalardandir.

e Yapilan ¢alismada, Acinetobacter baumannii klinik izolatlarinin en ¢ok yogun bakim
servislerinden gelen solunum numunelerinde bulundugu tespit edildi.

e Calismaya dahil edilen imipenem, meropenem, sefepim, seftazidim ve siprofloksasin
antibiyotiklerine %100 direngli bulundu.

e Levofloksasine %94, amikasine %68, gentamisine %78, tetrasikline %88 ve tigesikline
%6 direng tespit edildi.

e Tiim 6rneklerde kolistin duyarliligi gozlendi.

e Calismadaki tiim Acinetobacter baumannii orneklerinin g¢oklu antibiyotik direnci
gosterdigi belirlendi.

e Literatiir calismalar1 ile uyumlu olarak OXA-23 ve OXA-51 genleri tiim orneklerde
belirlenirken, OXA-24 ve OXA-58 genlerine rastlanmadi.
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6.2. Oneriler

6.2.1. Arastirma sonuclarina dayah oneriler

Coklu dirence sahip Acinetobacter baumannii suslarinin neden oldugu enfeksiyonlar saglik
kuruluslarinin ciddi bir sorunu haline gelmistir. Yogun ve uygunsuz antibiyotik kullanimi

yerine akilct antibiyotik kullanimi desteklenmelidir.

Yapilan ¢aligmanin, yogun antibiyotik kullaniminin bakterilerde direng gelisimine neden

oldugunu gostermesi yoniiyle, tedavi seceneklerine katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Hastane i¢i enfeksiyon gecis yollar tespit edilmeli ve ilgili personellerin egitimlerine

hassasiyet gosterilmelidir.

6.2.2. Ileride yapilabilecek arastirmalara yonelik oneriler

Calismada kullanilan klinik izolatlarin klonal yakinliklarinin incelenip, benzerliklerine
gore gecis yollar1 PFGE (Pulsed-Field jel elektroforez) gibi molekiiler tiplendirme

yontemleri ile arastirilabilir.

Kolistinin uygulanan tedavilerde az segenekten biri olmasi diren¢ gelisimine neden
olabileceginden, ciddi enfeksiyonlara sebep olan bu izolatlarin olusumunun genetik

temelleri belirlenebilir.

T.C. Saghk Bakanligit Amasya Universitesi Sabuncuoglu Serefeddin Egitim ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan elde edilen izolatlar ile direnglilik/duyarlilik
frekansinin belirlenmesi, kullanilan ampirik tedavilere yon vermesi ve ozellikle iilke

ekonomisine katki saglamasi agisindan dnemlidir.
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