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OZET

KARBAPENEM D IRENGL 1 ACINETOBACTER BAUMANII KL INIK
IZOLATLARINDA SINIF D BETA LAKTAMAZ VARLI  GININ
ARASTIRILMASI
Acinetobacter baumanaerobik, gram negatif, glukozu fermente etmegegunlukla
yogun bakim uUnitelerinde meydana gelen infeksiyon ieldgnda siklikla yer alan
firsatci bir patojendir. Son yillarda.baumannii’ye artan ilginin bglica nedenlerinden
biri salginlar ve ¢gul ilaca direncli sglarin (MDR) ortaya ¢ikmasina yol acan direng
belirleyicilerini kazanma ve biriktirme yetegiae olan gilimidir.

Karbepenemle’cinetobacter baumanniiedavisinde kullanilan beta laktam
grubu 6nemli ajanlardirAcinetobacter tirlerinde karbapenem direnci dinya ¢apinda
giderek artan oranlarda rapor edilmekte ve sgatkte olan antimikrobiyal direncin
habercisi olmaktadir.Acinetobacter turlerinin karbapenem diren¢ mekanizmalari
arasinda en yaygin olani OXA-tipi enzimlerdik.baumannii OXA-23 ve tlrevleri,
OXA-24 ve tiurevleri, OXA-51 ve turevleri ve OXA-58arak 0zetlenebilecek 4 farkli
karbapenemleri hidrolize edebilen enzim ailesierébilmektedir

Calisma kapsamina eg#li klinik orneklerden soyutlanan 100 karbapenem
direncli A. baumanniiklinik izolati dahil edildi. VITEK2 sistemi (bioM&ux, ABD)
ile izolatlar tir dizeyinde tanimlandi ve antimiiyal duyarlilik testleri yapildi.
Imipenem ve meropenemin NK degerleri CLSI onerileri dgrultusunda sivi
mikrodilisyon yontemi ilesaptandi.Antimikrobiyal duyarhlik sonuclarina gére tim
izolatlar piperasilin, sefepim ve seftazidime dgenbulunmutur. Calsmadaki A.
baumanniiklinik izolatlarinin tamami kolistine duyarli gidmektedir.izolatlarda OXA
karbapenemazlardan oldmaoxa-23, blaoxa-24, blaoxas1, blaoxass gen bodlgelerinin
varligi PCR ile argtirildi. izolatlarin tamamind&.baumanii ye 6zgii olanblaoxas:
pozitif bulundu. izolatlarin %93’ iindeblapxa2s pozitif bulunurken,blapgxa.24 ve
blapxass gen bdlgelerine ise saptanmadi.

Calismamiz sonucunda karbapenem direncinin; OXA-5Hd&gal oksasilinazin
asiri Uretimi sonucu ve OXA-23 enzim geninden kayaaklbilecgi; bunun yaninda
diger diren¢ mekanizmalarinin ileri c¢ahalarda incelenmesinin  gerekdili
dUstnaimistar

Anahtar Sozcikler: Acinetobacter baumannikarbapenem, oksasilinazlar

XI



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE PRESENCE OF CLASS D BETA-LACTA MASES
iN CLINICAL ISOLATES OF CARBAPENEM-RES iSTANT
ACINETOBACTER BAUMANNII

Acinetobacter baumaniiis an aerobic, gram negative and non-glucose
fermenting opportunistic pathogen that is frequemtssociated with outbreaks most
often occur in intensive care units. One of themraasons for the growing interest in
A. baumanniiin recent years is outbreaks and its tendenchdaability of acquisition
and accumulating of resistance determinants tlzat te the emergence of multidrug-
resistant (MDR) strains.

Carbapenems are beta-lactam agents that are umsethei treatment of
Acinetobacter baumanninfections. Carbapenem resistanceAicinetobacterspecies
has been increasingly reported throughout the warld has been the indicator of
emerging antimicrobial resistance. The most commuoechanism of carbapenem
resistance in Acinetobacter species is OXA-typeyeres. A.baumanniican produce
four different families of enzymes including OXA-2and its derivatives, OXA-24 and
its derivatives, OXA-51 and its derivatives and OX8 that can hydrolyze
carbapenems.

One hundred clinical isolates of carbapenemasisA. baumannii isolated
from various clinical specimens were included ia study. Isolates were identified and
their antibiotic susceptibility testing was perfathby VITEK 2 system (bioMerieux,
USA). Imipenem and meropenem MIC values were datebty broth microdilution
method according to the recommendations of CLSI.

All isolates were found to be resistant to pipgliac cefepime and ceftazidime
in the antibiotic susceptibility tests. AN. baumanniiclinical isolates in the study were
susceptible to colistin. The presence of OXA cadm@masesblaoxa-23, blaoxa-24,
blaoxas1, blaoxass gene regions was invesitigated by PCRbaumanii specific
blapxasiwas found to be positive in all of the isolates.iM/hblapxa.23 was positive in
93% of the isolatedlaoxa-24 Ve blaoxa-ss gene regions weren't detected.

As conclusion of the study, we suggest that cabam resistance may occur as
a result of the overproduction of OXA-51 type natwxacillinase and the presence of

Xl



OXA-23 gene, in addition, further studies are neette invesitgate other resistance
mechanisms.

Keywords: Acinetobacter baumannii,carbapenem, oxacillinases
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1.GIRIS VE AMAC

Acinetobacter baumannihastane kaynakli ve bazen toplumdan kazagilmi
infeksiyonlarin etkeni olarak son on yilda 6nemd@ms gram negatif bir kokobasildir
(Kempf ve Rolain, 2011). 1960’ yillarda patojexsinin oldukca diiik olmasi
nedeniyle Kklinik 6rneklerden izole ediffinde g6z ardi edilmgi olsa da, ginimuizde
A.baumanniidzellikle Yogun Bakim Uniteleri (YBU)'nde en 6énemli patojenlendeiri
olmustur (Kempf ve Rolain, 2011).

Nozokomiyal A.baumannii enfeksiyonlari, kritik hastalarda ventilator sKili
pnomoni, bakteriyemi, yara infeksiyonlari ve nozokgal menenijit; toplumdan
kazanilmg infeksiyonlari ise, olgan dsi durumlarda bgica pnémoni ve yara
enfeksiyonlarindan obur (Kempf ve Rolain, 2011)A.baumanniiinfeksiyonlari igin
predispozan faktdrler; antibiyotik tedavisi, majerrahi, yaniklar, immuinsupresyon,
invaziv arag varf ve 6zellikle mekanik ventilasyondur (Kempf vel&n, 2011).

Son yillardaA.baumannii'ye artan ilginin bglica nedenlerinden biri salginlar ve
cogul ilaca direncli sglarin (MDR) ortaya cikmasina yol acan direnc beiitilerini
kazanma ve biriktirme yetepme olan gilimidir (Kempf ve Rolain, 2011). Bu
organizmanin hastane cevresinde uzun siyayghilme Ozelki, genetik fleksibilitesi
ve yuksek uyum yetefie karbapenemleri de iceren bir ¢ok antimikrobiahina
direncli MDR A. baumannisularinin 6zellikle son bir ka¢g yilda hizh ve gldba
yayilliminin nedeni olmyiur (Kempf ve Rolain, 2011 }YBU’nde A.baumannii klinik
izolatlarinin %30'dan fazlasi siklikla fluorokinollar ve karbapenemleri iceren en az
uc antibiyotik sinifina direnclidir (Kempf ve Roigi2011 ).

Acinetobacter turlerinde karbapenem direnci dinya capinda gikdemean
oranlarda rapor edilmekte ve getiekte olan antimikrobiyal direncinin habercisi
olmaktadir (Wang ve ark., 2007). Surveyanssgadilari karbapenem direncli izolatlarin
oraninin son on yilda Avrupa, Kuzey Amerika ve ihaamerika’da kademeli olarak
arttigini gostermektedir (Zarrili ve ark., 2009). Karbape direncli A.baumannii
salginlari Turkiye'nin de iginde bulungu bir cok Avrupa, Ortadfu, Kuzey Amerika
ve Latin Amerika, Uzak Dgu ve Kuzey Afrika tlkelerinde farkli @pafik b6lgelerden
dokimante edilmgtir (Zarrili ve ark., 2009). Gunumizde artik karbapm direncli
A.baumannii,antibiyotik tedavisi icin seceneklerin sinirli @s nedeniyle dnemli bir

saslik sorunu olarak kabul edilmektedir.



Karbapenemler ¢oklu ilaca direnéibaumanniiinfeksiyonlarinda tercih edilen
antibiyotiklerdir. Kazanilmy karbapenem direnci siklikla IMP-, VIM- ve SIM-tipi
metallo-beta-laktamazlar (MBL) ya da OXA-tipi kagemamazlar (OTK) ile ikilidir.
OXA-23, OXA-24, OXA-58 tip sinif D karbapenamazlee dgial oksasilinaz (OXA-
51)in airi Uretimi A.baumannide kazanilmy karbapenem direncinden sorumludur
(Wang ve ark., 2007).

Bu calsmada hastanemiz servislerinden izole edilen kambam direncli
A.baumannii izolatlarinda OXA tipi Sinif D Beta Laktamazlarinragiriimasi

amaclanmytir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Acinetobacter Cinsi Bakteriler

2.1.1 Taksonomi ve Tarihce

Acinetobactertirleri ilk kez 1911 yilinda Beijerinck tarafindan topraktaole
edilmis ve Micrococcus calco-aceticuslarak isimlendirilmg, 1939 yilinda DeBord’un
gram negatif kokobasilleri Uretral 6rnekten izolmesiyle tanimlanngtir (Munoz-Price
ve Weinstein, 2008; ASM pres 2003; Bahar ve Es®8 Gunumize kadar 15’'in
tzerinde farkh jenerik isimle adlandirilghardir. Bunlardan bazilariBacterium
anitratum, Herellea Vaginicola/Mima polymorphadchromobacter, Alcaligenes,
Micrococcus calcoaceticus, B5W, Moraxeligucidolytica ve Moraxella Iwoffiidir.
Taksonomik cabmalar sonucu Acinetobacter cinsi gunuamizde Moraxellg,
Psychrobacterve ilgili diger cinslerle birlikte Moraxellaceae ailesi iginde yer
almaktadir (Berezin ve Towner, 1996).

Deoksiribontkleik asit (DNA) benzerlikleri temeliarak yapilan ¢caimalarda
Acinetobacter calcoaceticus, A.baumannih.haemolyticus, A.junii, A.johnsonii,
A.lwoffii, A.radiorezistens, A.schindleri, A.ursingile birlikte 19'dan fazla tir
belirlenmitir. Bu yedi turden dordl birbirlerine ¢ok yakin daoklarindan A.
calcoaceticus-A.baumannii kompleksi olarakta kabul edilmektedirler. Klinik
laboratuarda DNA gruplarini fenotipik testlerle rayiletmek guc¢ oldgundan,
Acinetobactertirleri sakkarolitik ve asakkarolitik olarak ineeimsitir. Glikozu okside
eden, hemolitik olmayan slarin bir ¢gu A. baumannii glikoz negatif hemolitik
olmayanlar A. Iwoffii, hemolitik olanlar iseA. haemolyticusolarak tanimlannstir
(Schreckenberger ve ark.,2003; Bahar ve Esen, 28@#umanni, A.calcoaceticue
A.lwoffii, klinik literatiirde sik rapor edileAcinetobacterturleridir (Munoz-Price ve
Weinstein, 2008). Tum bu turler icerisinde en sskdnemli klinik tablolara yol acan tur
A. baumannidir (Bergogone-Berezin ve Towner, 1996).

Amerikan Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezinin (@as for Disease Control
and Prevention (CDC) siniflamasina ga@einetobactertirleri nonfermentatif gram
negatif basiller icerisinde CDC Grup EO -5, CDC @BNO -1 veBordetellaturleri ile

birlikte oksidaz negatif grup icerisinde yer alir{&chreckenberger ve ark., 2003).



2.1.2 Mikrobiyolojik ve Metabolik Ozellikler

Acinetobactercinsi bakteriler; nonfermentatif, oksidaz negakiftalaz pozitif,
indol negatif, hareketsiz, nitratlari redikte eterey35-37°C’de Uremeyi seven, kesin
aerop Ureyen gram negatif mikroorganizmalardir @abe Esen, 2008). Flajellalar
yoktur, fimbrialari vardir. Ugsekerli demirli besiyeri (TSI) ve oksidatif fermetifa
besiyerinde asit olturmazlar (Bergogone-Berezin ve Towner, 1996; Bdst2005;
Towner, 1998). Her biri 1-1,5 x 1,5-24m Oolcilerinde, bazen zor dekolorize olup
siklikla ciftler halinde yerlgm gdsterirler. Acinetobacterttrleri 6zellikle kan kalttr
siselerinden hazirlanan direkt yaymalarda gram-poxitk goriinimuinde olabilirler.
Secici olmayan agarda, sabit Ureme fazinda kokbfmasnu predominans gosterirken,
sivi besiyerinde erken Ureme doneminde veya hiarkarchda aktif antimikrobiyal

ajanlari iceren plaklarda siklikla basil formundiirler.
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Sekil 1. Isik mikroskobundacinetobacteigoruntisi

Acinetobactekolonileri dizgiin, opak vEnterobacteriaceaailesinin tyelerine
gore daha kucuk kolonilerdir. Bir cokssMac Conkey agarda renksiz veya hafif pembe
renkte koloniler olgturur. Bazi sglar daha zor Urer ve kanli garda ortasi delik kibdon
meydana gelir. Bu koloniler sivi besiyerinde Uregetar (Schreckenberger ve ark.,
2003).
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Sekil 2. Kanli agard#@cinetobacterkolonileri

Enterobakterilerden anaerobikartlarda Grememesi ve nitratlari reduikte
etmemesi ile kolayca ayrilabilir. Klinik drneklemidgzole etmek igin segici—ayirtici
besiyerleri gelitirilmistir. Safra tuzlarigeker ve bromkrezol moru iceren Herelea agar,
Holton’s agar, Leeds Acinetobacter Medium bu amé&gléanilabilir. Bakterileri, dgki
gibi kontamine 6rneklerden izole etmek icin tek karbon ve enerji kaymga nitrojen
kayna olarak amonyum veya nitrat tuzlari iceren pH 580 olan sivi mineral
besiyerine inokile ederek izole etmek mumktndiefeBin ve Towner; 1996; Jawad,
1994).

TUr duzeyinde ayrimda glukoza oksidatif etki, hemeke 44°C’de Ureyebilme
genelde yeterli olmaktadiA.baumanniihemoliz yapmayarak, glukozu oksitleyerek ve
44°C’de Ureyebilme yetegeile kolayca dgerlerinden ayirt edilebilir. Glukoz negatif
kokenlerden hemoliz yapmayad.lwoffi, hemoliz yapan A.haemolyticus olarak
adlandirlir.A.johnsoniidiger turlerden 37°C’de Ureyememesi nedeni ile aylitebilir
(Bahar ve Esen, 2008; Bergogone-Berezin ve Towlr896; Weaver ve Actis, 1994).

Klasik yontemlerin dynda otomotize sistemlerled@cinetobactederde tur
ayrimi  yapilabilmektedir. Fakat molekiler yontemlen duyarli metotlardir.
Bakteriyosin ve faj tiplendirme, protein profili,emtiplendirme, multilokus enzim
elektroforez ile tipleme, PZR, ribotipleme, Pulda@dld Gel Electrophoresis yontemleri

de kullanilabilir ( Berezin ve Towner, 1996).



2.1.3 Patogenez ve Virtlans Faktorleri

Son yillarda yapilan ¢amalar, A.baumanninin daha direncli ve virilan hale
gelerek temel nozokomiyal tehdit eturdusunu gostermektedir. A.baumannii
enfeksiyonlarinin 6nlenmesi ve tedavisindesayean zorluklar; bakterinin hastane
ortaminda ve tibbi cihazlarda kisith skdlar altinda bile ygayabilme ve yaygin
antibiyotik  direnci  gektirebilme  yetenginden  kaynaklanmaktadir. Farkli
mekanizmalar ile birgcok antibiyotik grubuna fadirenc geltirebilen A.baumannide
ortaya cikan bu direng, umulmadik fenotipik ve dijik degisikliklere neden
olabilmektedir (Towner2009).A.baumanninin insan sgligl icin 6nemi ortadadir ve
bakteri tarafindan eksprese edilen virtlans mekaaiarinin dgasinin anlgimasi
gerekmektedirPotansiyel virilans etmenleri arasinda;

a-Hucre Yizey Ozellikleri; Genel olarak bakteriterytizey Ozellikleri ve
arunleri konak dokularinda hasara neden olup, anfeklarin patogenezinde onemli
rol oynamaktadir Acinetobactercinsindeki lipopolisakkarid O antijeni, yapisindak
tekrarlayan deoksiamineekerler ve bu polimerlerin gondaki yapisal dallanmalar
nedeniyle hidrofobik 6zellik gostermektedir. Baktén hicrelere hidrofobik ylzey
bilesenleri aracigiyla tutundgu gosterilmgtir. Bu tutunmada ince fimbria ve
polisakkarid kapsul benzeri yapilarda rol almaktattieni yapilan ¢agmalarda K1
kapsul yapisinin 6nemli bir virtlans faktori aiduwurgulanmaktadir (fik, 2011).

b-Litik/Toksik Bilesik Uretimi; Casu A.baumanniiizolati, yapisi ve antijenik
Ozellikleri iyi bilinen caitli lipopolisakkaridler (LPS) tretmektedir. Bu ydgrin, serum
direnci, kon&n endotoksine kar immin yanitt ve klinik semptomlar ile gkili
virllans faktorleri olabilegg dustunilmektedir (Pantophlet, 2008). g@r bir virtlans
Ozelligide ekstraselller enzim Uretebilme yet@de. Bu enzimler lipid yikimina neden
olurlar. Ayrica bir calsmada da,A.baumanniitarafindan salgilanan dimembran
vezikillerinin, konak hicre uzerinde sitotoksik iaiké gosteren bir protein (outer
membrane protein A; OmpA) iceiisaptanmy ve bu proteininin 6nemli bir virilans
faktort old@gu ifade edilmgtir (Asik, 2011).

c-Dokulara Yampma ve Hasar Okiurma; Bakterinin intraselller alaninda
lokalize olmy, uzun, ince ve mannoza direncli polisakkarid firalar aracilgiyla
dokulara yapma gerceklgmektedir. A.baumannii OmpA (AbOmpA), 38 kDa
molekiler &irhgina sahip bir yizey proteini olup kicik maddelegecsinde rol



almaktadir. Daha 6nceden Omp38 olarak adlandilanprotein, A.baumanninin
epitelyal hiicrelere yagmasindan ve invazyonundan sorumludugikA2011).

d-Biyofilm Olusumu;A. baumanninin biyofilm olusturmasi, hastane ortaminda
ve aygitlarin ylizeyinde uzun sire canli kalabilnmesleniyle, 6zellikle kateter kaynakli
infeksiyonlarda onemli bir virtlans faktoradar. BiyYm olusturma ozellgi hastane
ortaminda uzun sidre canli kalmasini glamasinin  yanisira, bakteriyi bazi
antimikrobiyal ajanlara kar da korumaktadir (Can ve ark., 2008).oaumanninin
abiyotik ylzeylerde biyofilm olgturmasinda temel bienin, bakterinin hicresel bir
komponenti olan ve hiicrenin ¢evresine yawlomun filamanlar oldgu gosterilmgtir.
Bakterinin hareketli olmamasi, bu filamanlarin, gytere sikica yagabilen tip-I pililer
olma olasilgini guclendirmgtir. Diger bakterilerde tutunma Ozdini inceleyen
calismalarda, bakteri ve ylzey arasinda gmli bglantilardan bakteride ofan
ekzopolimerik yapilarin okiurulmasi, pili ve flajella gibi uzantilarin sorumblduysu
gOsterilmitir (Tomaras ve ark., 2009).

e-Demir Kazanim Mekanizmalari;Konakta varlgini  strdirmek icin
mikroorganizmalar, dnct demir molekdllerini kullaanyeteneklerini ortaya koyar ve
bunu da, yuksek afiniteli demir kazanim sistemlergksprese ederek dar.
A.baumanniiizolatlari, farkli demir kaynaklarini kullanabilmgetengine ve konga
kolonize olmay! sglayan bg&msiz demir kazanim sistemine sahiptir. Bu balderil
demir kazanim kapasitelerindeki farkdgu gore siderofor aracili ve/veya hemin kazanim
fonksiyonlarini eksprese etmektedirs( 2011).

f- “Quorum Sensing” (QS); Bir bakterinin patogenezin gerekli olarsartlardan
biri, yeni cevreye uyum gamak ve cevreden gelen uyaranlar algilayarak tyani
gelistirmektir. “Minimum popilasyon birimini algilama” larak ifade edilen QS
mekanizmasi, bakterinin etrafindaki populasyogwudugunu saptamasina yarayan bir
sistem olup, bakteri bu bilgiyi bircok genin regéifanunu kontrol etmekte kullanir. Bu
sistem sayesinde bakteri davedanni koordine ederek besin kaynaklarina adaptasyo
gelistirir, ayni besin icin yagan dger bakterilere kar savaabilir, enfeksiyon sirasinda
virllans faktorlerinin regulasyonu sonucu kgmaimmun yanitindan kacabilir @,
2011).

g-Hastane Ortaminda galim; Bir bakteriyel patojenin, sinirli besin

kosullarinda ve kuru yilizeylerde gayabilme yeteng, dogal ve tibbi cevrelerde canli



kalarak yayllmasina yardimci olmaktadir. Bu durumktérinin, hastane cihaz ve
ekipmanlarindaki kolonizasyonun uzun sireli olmasyol agmakta ve salginlarin
ortaya ciksl ile sonuclanabilmektedirA.baumanninin, tibbi cihazlar, yatakilte ve
yastiklar, eldivenler, elektrikli ekipmanlar ve libgiysiler gibi abiyotik ylzeylerde
gunlerce hatta haftalarcaggema yeteng@ne sahiptir (Towner ve ark., 2009). Bu veriler,
Ozellikle digskin hastalar arasinda meydana gelen nozokomiyabingaida
A.baumanninin hastane ortamindaki inatc¢igaliminin dnemini ortaya koymaktadir
(Urban ve ark., 2003; Fournier ve ark., 2006). Bekin gens antibiyotik direncine
sahip olabilmesinin yani sira gl ve nozokomiyal cevrelerde uzun stre canli

kalabilme yeteng, enfeksiyonun kontroliini ve tedavisini gtglemektedir.

2.1.4 Epidemiyoloji

Bir bakteriyel patojenin, sinirh besin ¢wlarinda ve kuru vyizeylerde
yasayabilme yeteng, dogal ve tibbi cevrelerde canl kalarak yayillmasinadyaci
olmaktadir. Bu durum bakterinin, hastane cihaz kipreanlarindaki kolonizasyonun
uzun sureli olmasina yol agmakta ve salginlariayartciksi ile sonuglanabilmektedir.
Diger mikroorganizmalarla kiyaslargnda Acinetobactertirleri kuruluza dayanikli
olmalari, farkl 1s1 ve pH derecelerindesggabilme o6zellikleri ile cansiz ylzeylerde
gunlerce canliliklarini surdurebilmektedirler. g2ala toprak, su ve yiyeceklerde saprofit
olarak serbest yayabilmektedirler (Berezin ve Towner, 199@&)inetobactertirleri
insan derisinin dgal konakgisi olarak benimsenmekte ve 0Ozellikle 1sédg sirasinda
hastanede yatan hastalarda %25’e varan yuksekaodartiaiyicilik saptanmaktadir. Bu
durum en ¢ok hastane personelinde derideki kagonciliga baglanmaktadir (Bahar ve
Esen, 2008; Allen ve Hartman, 2009.baumannii tibbi cihazlar, yatakilte ve
yastiklar, eldivenler, elektrikli ekipmanlar ve hibgiysiler gibi abiyotik ylzeylerde
gunlerce hatta haftalarcaggana yetengine sahiptir (Towner, 2009).

Yogun bakim Unitelerinde 6zellikle ventilasyon uygwdarhastalarda, solunum
sisteminde tayicihgin yiksek oranda ar#hi ve salginlara yol agh gosterilmstir.
Ozellikle yosun bakim unitelerinde yatan hastalarigkdarinda coklu ilag direngli
Acinetobactertirleri izole edilm§ ve trakeostomili hastalarin %45’'inde kolonizasyon
saptanmytir (Bahar ve Esen, 2008; Schreckenberger ve 2803). Ozellikle YBU'de

degisik risk faktorleri bu duruma etkili olmaktadir. Abtyotik tedavisi, cerrahi gigim,



yabanci cisim uygulamalari, mekanik ventilasyoryrusiire YBU'de ya#i ile birlikte
kolonize olan bakteriler risk faktorlerinden bamdar Schreckenberger ve ark., 2003).
Son yirmi yilda Acinetobacterenfeksiyonlari 1liman iklimlerde giderek yaygisda

ortak bir nozokomiyal sorun haline gektii (Munoz-Price ve Weinstein, 2008).

2.1.5AcinetobacterEnfeksiyonlari

2.1.5.1 Pnémoni

YBU’de nozokomiyal pulmoner infeksiyon salginlaresigli arastirmacilar
tarafindan rapor edilmektedir ve bunlarirgipda ventilator kaynakli pnémoniler ilk
sirayl almaktadir.Yayinlanmbirgok argtirmaya gore nozokomiyal pndmonilerin %3-
12'sini Acinetobacteter 6zellikle de A. baumanniiolusturmaktadir. Alt solunum
yollarinda Acinetobacterkolonizasyonu veya pndmoni glmasinda ilerlemsi yas,
kronik akcger hastaliklari, immunsupresyon, cerrahisgimier, gastrik ve endotrakeal
tup kullanimi gibirisk faktorleri rol oynamaktadi¥entilator kaynakliAcinetobacter
nozokomiyal pnémonisi olan hastalarda 6lim orani0%3'dir. Bu infeksiyonlarin
prognozuP. aeruginosadisindaki dger Gram negatiflerle okan pnémonilerden ¢ok
daha girdir (Lortholary ve Fagon 1995; Pennington 19¥BU’den yayihm ventilator
ekipmanlari, eldivenler, kolonize @& personeli ve kontamine olrguparenteral
nutrisyon soltisyonlarina penmstir. Nozokomiyal Acinetobacter pnémonisinde
siklikla multilober tutulum, kavitasyon, plevraliefyon ve bronkoplevral fistil ojumu

gozlenmgtir (Allen ve Hartmann, 2009).

2.1.5.2. Bakteriyemi

Acinetobacter bakteriyemisi siklikla pndémoni ve damar ici kateter
kullanimindan sonra geéin enfeksiyonlara sekonder gatiektedir. Uriner sistem
kateterizasyonu, yaralar, deri ve abdominal enjekdar daha az siklikla kaynak
olusturur (Allen ve Hartmann, 2009).

Acinetobacteiile gelisen bakteriyemi insidansi % 8,4’lUn Uzerinde bilduekte
ve en sik hastaneye yati ikinci haftasinda gelmektedir. En sik rastlanan tor
A.baumannidir. Polimikrobiyal veya tek bmna bakteriyemilere neden olabilir.
Mortalite %17-46 arasinda bildiriimekle birlikteplpmikrobiyal olgularda mortalitenin
arttigl, A.baumannii disindaki turlerde ise Klinik tablonun daha hafif sayigi



vurgulanmaktadir (Allen ve Hartmann, 2009). Berem Towner, 1996). Gercgek
bakteriyemi, yank kan kdlturt alma tekginden kaynaklanan deri
kontaminasyonundan ayirt edilmelidir (Allen ve Haainn, 2009).

Yetiskinlerde en buyidk grubu immin sistemi baskilannyesli hastalar
olusturur. Malignensiler, travma ve yanik en yaygin dspozan faktorler olarak
gorulmektedir. Yenidganlar ikinci 6nemli hasta grubunu eturur. Septisemi igin risk
faktorleri digik dggum airligl, mekanik ventilasyon, dncesinde antibiyotik kallai
ve yeni d@an konvilsiyonlarinin vagh olarak tanimlanngtir (Berezin ve Towner,
1996). Septiksok, bakteriyemili hastalarin %30’'unda gorilebilmexkt (Allen ve
Hartmann, 2009).

2.1.5.3. Menenijit

Primer menenijitli sporadik vakalar bildiriimesineagmen 0zellikle beyin
cerrahisi uygulamalarindan sonra, travma, lombenkgiyon, ventrikilografi ve
miyelografi sonrasi gelen sekonder menenjit olgulari baskin form olarak
saptanmaktadir (Berezin ve Towner, 1996cinetobacter turleri ile gelsen
nozokomiyal menenjit olgularinda beyin omurilik v bulgulari purilan menenjit
Ozelligindedir. Klinik bulgu olarak siklikla konvulsiyonevmental durumda bozulma
gozlenirken, ense segilinispeten daha geri planda saptanan bulgudur.rikéidastomi,
serebrospinal sivi kaga beyin-omuriliksivisi fisttlleri, beginden uzun sireli tutulan
ventrikuler kateterler ve bu hastalarinkgldyogun bakim tnitelerindesa1 antibiyotik
kullanimi siklikla kagilasilan risk faktorlerdendir. Mortalite orani %20-2T7asinda
bildiriimektedir (Berezin ve Towner, 1996; Allen ¥artman, 2009; Gantz ve Tkatch
1999).

2.1.5.4. Uriner Sistem Enfeksiyonlari

Genellikle immun sistemi baskilangniyasli, surekli triner kateteri olan ve
yogun bakim Unitelerinde yatan hastalarda gortilmekt&dostatik gegleme nedeniyle
kateter kullanimina kg olarak hastalarin %80’i erkektir. Unutulmamatidi Uriner
kateter tarlyan hastalardan izole edilen hAcinetobactergercek enfeksiyon etkeni
olmayabilir ve kolonizasyonu g6z ardi etmemek geréRerezin ve Towner, 1996;
Basustaglu ve Ozyurt, 1998).
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2.1.5.5. Yumyak Doku Enfeksiyonlari

Travmatik yaralar, yanik, cerrahi insizyon bolgeledamar ici kateter
uygulamalari, basiklik sisteminin baskilanmasi §feca risk faktorlerini olgturur
(Berezin ve Towner, 1996). Damar ici kateter yesidatinetobacterkaynakli selltlit
gelisebilir ve katererin uzakfairiimasiyla enfeksiyon iyilgeebilmektedir. Travmatik
yaralar, yaniklar ve postoperatif insizyonkacinetobactertirleri ile kolonize olabilir
(Allen ve Hartman, 2009).

2.1.5.6. Dger Enfeksiyonlar

Acinetobacterenfeksiyonu vicudun g#li bolgelerinde olgabilir.Konjonktivit,
endoftalmit, yumsgak lens kontaminasyonu sonucunda korneal Ulserasyen
perforasyon bildirilmgtir. Prostetik kapak endokarditi, osteomiyelit,riartpankreas ve
karacger absesi rapor edilgtir (Allen ve Hartman, 2009). Ayrica periton diyali
perkutan transhepatik kolanjiografi, perkitan safranaji sonrasi enfeksiyon geln
olgular bildirilmistir (Bahar ve Esen, 2008). Devamli peritoneal dzyabnrasi gejen
peritonit vakalarinin ggu diyalizi sonlandirmaya gerek kalmadan antibiyoééavisine

cevap vermektedir (Vallez ve ark., 1991).

2.1.6AcinetobacterEnfeksiyonlarinin Tedavisi

A. baumanniiantimikrobiyal direncin hizla geligi bir bakteridir. Bu direnc
tedavide ciddi sonuclara yol acan bir problemdizelikle hasta sirkilasyonu ve
antimikrobiyal kullanimi yiiksek olan YBU'lerinde kia énemli sorundur (Sakhi,
2007).

Acinetobacterenfeksiyonlarinin tedavisinde genellikle karbapelee, Gclincu
ve dordincu ksak sefalosporinler, R-laktam—R3-laktamaz inhibit@mkinasyonlari,
kombinasyonla veya tek fiaa aminoglikozitler, kinolonlar, kloramfenikol fampisin,
trimetoprim-silfametoksazol, doksisiklin ve kolmstkullanilan etkili antimikrobiyal
ajanlardir (Berezin ve Towner, 1996; Schreckenlbrerge ark., 2007). Ancak
Acinetobacter enfeksiyonlarinda direnc nedeniyle tedavi secemekknirhdir.
Karbapenemler, sulbaktam, kolistin ve tigesiklin etkili antibiyotiklerdir. Direng
sorunu nedeniyle kolistine olan ilgi arghr. Kolistin kullanimi ile ilgili baarih
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sonugclar bildiriimekle birlikte bu ilagla klinik aeyim sinirlidir. Kolistin dahil tim
ilaclara direncli sglar panrezistan olarak adlandiriitr (Saltglu, 2007).

Bakterinin tedavi esnasinda hizla direnc gieébilme olasilgl ve tedavide
yeterince bgari s@lanamamasi nedeniyle kombinasyon tedavileri dnekbedir. En
sik tercih edilen kombinasyon, dik diren¢ oranlari ve in vitrginerji gostermesinden
dolayr imipenem+aminoglikozid, seftazidim+aminogitkd veya florokinolon,
imipenem+siprofloksasin, sefoperozon+sulbakt&embinasyonlaridir (Marques ve
ark., 1997).

Cogul ilag direncgliA. baumanniihin neden oldgu enfeksiyonlarin tedavisgin
yapilanin vitro ¢calismalarda polimiksin B veya kolistin+imipenenyaeaifampin veya
azitromisin; polimiksin veya kolistin+imipenem+nfgin; rifampin+azitromisin;
sulbaktam+rifampin veya azitromisin veya kinolonmdmnasyonlarinin kullanimi tek
basina kullanima gore etkiyi gestirdigi gosterilmgtir (Rahal, 2006; Appleman ve ark.,
2000).

Tigesiklin bazi ¢gul ilaca direncliA. baumanniiizolatlarina kapn in vitro ve
klinik olarak aktif olan yeni glisiklin antibiyotiir, fakat son zamanlarda tigesikline

karsi da direng rapor edilrgtir (Munoz-Price ve Weinstein, 2008).

2.1.7  Acinetobacter Enfeksiyonlarinin Tedavisinde Killanilan
Antibiyotikler

2.1.7.1 Beta-laktamaz inhibitorleri ile kombine antbiyotikler:

Beta-laktamazlar yapisal olarak PBP’lere benzerlge beta-laktam
antibiyotikleri hidrolize ederek etkisiz kilarlaPratikte beta-laktamaz inhibitorleri
olarak klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktamakulir. Bunlar antibakteriyel etkileri
zayif beta-laktam molekulleridir. Bu (¢ molekildestd-laktamaz inhibisyonunda
benzer yollari kullanir ve irreversible inhibitétacak davranir. Yalniz bu inhibitorler
Enterobacter cloacae, Morganella morganii, Pseudoas aeruginosa ve
Acinetobacter swlarinda bulunan kromozomal beta-laktamazlari inhieédemez,
plazmid kokenli enzimleri inhibe eder. Sulbaktamgedierinden farkli olarak,
Acinetobacter turleri Uzerinde antibakteriyel etki gOsterir ve ullmktam
kombinasyonlarina bu bakterilerin duyarlliklar kgék bulunur. Bu bilgklerle
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(sulbaktam-ampisilin  ve sulbaktam-sefoperazon) gokdirengli Acinetobacter
enfeksiyonlarinin tedavisinde yiksek#a bildiriimektedir (Vahabgiu, 2008).

a) Ampisilin-sulbaktam: Ampisilin ile beta-laktamahibitéri olan sulbaktamin
kombinasyonudur ve 2:1 oraninda ampisilin ve subak icerir. Yapisal olarak
bakterilerin hiicre duvar sentezinde rol alan disakkpeptidlerin karboksi terminali ile
benzerlik gdsterir. Bu benzerlik nedeniyle penmsibglayan proteinlere Rganarak
hiicre duvar sentezi inhibisyonu yaparak, baktealsidtki gosterir. Ampisiline
sulbaktam eklenmesi, dar spektrumlu ve glemis spektrumlu beta-laktamaz yapan ve
ampisiline direncli olan gram-negatif, gram-pozitfe anaerop bakterilere kar
etkinligini arttirir (Leblebiciglu, 2004).

Sulbaktam, 1-1 didioksi penisilanik asit-stlfondiYiapisal ve farmakokinetik
Ozellikleriyle ampisiline benzer; serum yari émril-1.3 saattir (Vahalyu, 2003).
Sulbaktam, gram negatif bakterilerde PBP2'ygl®aarak inhibisyona yol acar. Bu
Ozellik tek baina antibakteriyel etkinke yol acmamakla birlikte penisilin veya
sefalosporinlerle kombine edifginde antibakteriyel etkingin gliclenmesine neden
olmaktadir (Williams, 1997).

Ampisilin aminopenisilinler grubunda yer alan b&tktam bir antibiyotiktir.
Yapisal olarak bakterilerin hiicre duvar sentezimde alan disakkarid peptidlerin
karboksi terminali ile benzerlik gésterir. Bu berigdenedeniyle PBP’lere kiganarak
hiicre duvar sentezini durdurur. Oral kullanimdaopgrarlanimi dgiktdr, oral alimi
takiben %30-55'i emilir. Ampisilinin vicut sivilarda dgilimi oldukca iyidir.
Yarilanma 6mri 1-2 saat, plazma proteinleringldiama orani %20’dirintraventz
uygulamadan 1 saat sonra serum konsantrasyonu b#&g@i@ye ulsir; erigkin dozu 6
saatte bir uygulanir. Beta-laktamaz salgilayan grespatif bakterilere kar etkinligi
yoktur. Bu nedenle bir beta-laktamaz inhibitortktembine edilmg ticari formu bu tip
infeksiyonlarda kullanilir (D6kme$a2003).

b) Sefaperazon-sulbaktam: Sefoperazon bir uctncgakkisefalosporindir.
Digerlerinden farkli olarak antipsddomonal etki gastéBeta-laktamaz sentezlemeyen
enterik gram-negatifler vé®.aeruginosaya kasi yuksek etkinlik gosterir. Ozellikle
enterik gram-negatif mikroorganizmalarin vé.aeruginosanin beta-laktamaz
uretimiyle sefoperazonun etkipini belirgin derecede azaltmasinin éniine ge¢cmek ici

sefoperazon sulbaktam ile kombine edilerek kullanisunulmstur. Ulkemizde
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sefoperazon ve sulbaktam kombinasyonu, icindeli@tken maddenin de 1’'er gramini
iceren 1:1 kombinasyongeklinde bulunmaktadir. Sefoperazon, sulbaktam deline
edildikten sonra beta-laktamaz Ureten pek cok noikganizmaya kar yeniden etkin
hale gecer (Akova, 2006).

Acinetobacterturlerine kagl sulbaktamla sefaperozonun 1:1 oraninda kombine
formu oldukcga etkilidir (Williams, 1997). Turk Artiotik Direng Grubu tarafindan 9
merkezin katilimi ile gercelkden bir calgmada 716 bakteri kullaniimive E-test
yontemi ile in vitro sefaperazon—sulbaktam duyskihl tespit edilmgtir. Bu calsmada
Acinetobacteizolatlarina en etkili antibiyotiklerin sefaperazsulbaktam ve imipenem
oldugu saptannstir (Pfaller ve ark. 1999). Aygun ve ark. Cerray@dip Fakultesi
yogun bakim Unitesinden hastane infeksiyonu etkenraklaizole edilen 50A.
baumannii izolatinin disk difizyon yontemi ile antibiyotik garhliklarini
saptamylardir. Sefaperazon-sulbaktam (%80) netilmisindemra ikinci en etkili
antibiyotik olarak saptanmtir (Aygun ve ark., 2002).

Sefoperazon-sulbaktam sadece parenteral yolla rkbtla Bu iki ajanin
kombinasyon biciminde kullaniminin tek tek kullatanndan farkl farmakokinetik
Ozelliklere sahip olmagi saptanmgtir. Sefoperazon-sulbaktamin dokularagitian:
oldukca iyidir. Sefoperazon gonlukla safra yoluyla atildi icin safra kesesi iginde ve
kese duvarinda yuksek §anluklarda bulunur. Sefoperazon-sulbaktam inflamasy
varhiginda bile beyin omurilik sivisina tedavi ediciggmluklarda gecmez. Gunluk doz
normalde 12 saat arayla verilen 2 g sefoperazomalikagelecek bicimdedir. Ciddi

enfeksiyonlarda bu miktar 4 grama kadar c¢ikariapilkova, 2006).

2.1.7.2 Antipsédomonal penisilinler:

Karboksi penisilinler (karbenisilin ve tikarsilinje Ureidopenisilinler (azlosilin,
mezlosilin ve piperasilin) olmak Uzere iki grubaridyar. Aminopenisilinlerle
karsilastirildiginda etkinlikleri gram negatif basiller Gzerine ddiazladir. Bakteri hiicre
duvar sentezinin son basagma inhibe ederek etki ederler. Bunlar icerisindgepasilin
ve tikarsilinin beta-laktam inhibitorlii kombinasytan Acinetobacterizolatlarina kagi
etkinlik gostermektedir.

Piperasilin ile bir beta-laktamaz inhibitori olamzébaktam 8/1 oraninda

kombine edilerek kullanilir. Tikarsilin etkifgi ise klavulonik asitle artar.
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Tikarsilin/klavulonik asit 15/1 oraninda kombineilecek kullanilir (Cakir, 2004).
Tikarsilin ile karbenisilinin etkisi benzerdir, faktikarsilinin etkin dozu daha gliikttr
(D6kmeci, 1992).

2.1.7.3. Sefalosporinler

Bu grupta yer alan antibiyotikler hiicre duvar seimeée rol oynayan PBP’lere
baglanarak sentezi bozarlar ve dozdargibesiz olarak bakterisidal etki gosterirler.
Sefalosporinler dért lgak altinda siniflandirilirlar. Birinci kaktan dordincu kaga
gidildikce Gram negatif etkinlikte asti gorilmektedir. Ozellikle uUglincti  kak
sefalosporinlerden sefaperazonun sulbaktamla kasiponu, seftazidim ve dordincu
kusak sefalosporinlerden sefepifitinetobacteinfeksiyonlarinda etkilidirler (Yildirim,
2006).

Seftazidim, aminotiazolil grubu yari sentetik biinct kgak sefalosporindir.
Tam vucut sivilarinda g@imi oldukca iyidir. Antipsoédomonal etkirgi 6n plandadir.
Duyarli Acinetobacterinfeksiyonlarinda kullanilabilir. Ancak son yillaadyapilan
calismalarda yuksek direng oranlari bildirilgtir (TUnger ve ark., 2005).

Sefepim dordincu lgak yari sentetik, parenteral kullanima uygun gfinik
karakterde aminotiazolil sefalosporindir. Aminotéik grubunun varlgl Gram negatif
etkinligi ve beta-laktamazlara direncigiayan bir 6zelliktir. Uglincti karbon atomunda
N-metilpirolidin bulunmasi da Gram negatif hiicrevdundan gecebilme ve beta-
laktamaz direnci 6zefli saglar. Pseudomonagdkenleri de dahil tim Gram negatif
comaklara, Gram pozitif koklara ve anaeroplarasikatkilidir. Gram pozitif koklara
karsi etkisi tgctinci kgak sefalosporinlerden fazla, ikincigak sefalosporinlerden azdir.
Tip 1 kromozomal betalaktamazlardandaha az etkigsnimmedeni ile Gram negatif

enterik basillere t¢incu kak sefalosporinlerden daha etkilidir (Cakir, 2004).

2.1.7.4 Karbapenemler

Karbapenemler en ganspektruma sahip beta-laktam grubu antibiyotikleipo
hem enterik hem de nonenterik gram negatif comakkoldar, gram pozitif koklar,
anaerop bakteriler tzerine etkindirler. Ortak barbdapenem molekdll iceren yari
sentetik beta laktam tirevi antibiyotiklerdir. Pshimnlerden farkli olarak C1 atomuna

bir kuklrt atomu buna da bir tiazolidin halkasiglammstir. C2 ve C3 atomlarinda
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doymams baglar vardir. 6-transhidroksimetil grubunun varlibirgcok beta-laktamaz
turine kagi molekdlin direncini sdar. Karbapenemler gm PBP2 olmak Uzere,
PBP1A, PBP1B, PBP3, PBP4 ve PBP5'glhaarak hiicre duvar sentezini engellerler
(Cakir, 2008).

Geng spektrumlar ile birlikte AmpC ve gefemis spektrumlu beta-laktamaz
enzimlerine kan direncli olmalari ve induklenmi bakteri topluluklarinda AmpC
mutantlarin secimine meydan vermemesi karbapenemimstinlik sglamaktadir.
Imipenem ve meropenemden sonra (i¢ yeni tiye dahatlamdirilarak klinik kullanima
verilmistir. Bunlar; ertapenem, doripenem ve faropenemdir.

Imipenemin plazma yarilanma 6mrii yakka 1l saattir. Serum proteinlerine
baglanma orani %10-20 arasindadir, vicut sivilarimalada iyidir. Klinik kullanimda
imipenem/silastatin intraven6z inflizyseklinde 6 saatte bir 500 mg olarak uygulanir.

Plazmada dokan imipenemin 9%50-70'1 vicutta molekiler gigklige
ugramadan bobrek yolu ile atilir. Bu nedenle bobredtmezlginde doz ayari
gerekmektedir (Usluer ve Unal, 2004).

Meropenem genellikle sekiz saat arayla keklinde uygulanir. Meropenem de
imipenem gibi bobrekler yoluyla ve genellikle gilgneden atilir. Bu nedenle bdbrek
yetmezliklerinde doz ayarlanmasina gerek vardir.

Karbapenemler bircok plazmid kokenli beta-laktamdizanclidir. Kromozomal
beta laktamazlarin kuvvetli indukleyicisidirler. ko metalloenzimlere duyarhdirlar.
Karbapenemler, TEM ve SVH tip beta laktamazlard&ici{mond Sykes Tip 3) ve
Richmond Sykes Tip 1 enzimlerden klinik diizeydeletkmezler (Cakir, 2008).

2.11.3.1. Kinolonlar

DNA sentezini direkt olarak inhibe eden tek antirolkiyal gruptur. Kinolonlar
bakterilerde DNA replikasyonu icin gerekli olan DNfaz (topoizomeraz Il) ve
topoizomeraz IV enzimleri ile etkgane girer. Dolayisiyla DNA’nin replikasyonu ve
RNA-polimeraz enziminin DNA'ya khdanarak mRNA olgturmasi engellenir ve
nikleik asit sentezi durur. Etkileri konsantrasydwagmli bakterisidaldir. Genel olarak
Gram-negatif bakteriyel aktivite DNA giraz, Gramzid bakteriyel aktivite ise
topoizomeraz 1V inhibisyonu ile gkilidir (Arda ve Ulusoy, 2008).

Kinolonlar sentez edildikleri siraya gére dort gaudyrilirlar:
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1.Kusak kinolonlar: Nalidiksik asit

2.Kusak kinolonlar: Siprofloksasin, ofloksasin, pefloksg norfloksasin,
enoksasin, fleroksasin.

3.Kusak kinolonlar: Levofloksasin, grepafloksasin, sfmk$asin, travofloksasin.

4.Kusak kinolonlar: Moksifloksasin, gatifloksasin, gefoksasin.
Ofloksasin ve siprofloksasin, enterik bakterileygni siraAcinetobacter sppttrlerine
de etkilidir. Direncli Acinetobacterinfeksiyonlarinda kombine tedavide siprofloksasin
siklikla kullanilan bir ajandirAcinetobacterturlerine kagi, 1988'li yillara kadar
oldukca etkili olan florokinolonlarin ginimuzde ehcli kokenleri 6n plandadir (Gdir,
2008).

2.1.7.6 Aminoglikozidler

Aminoglikozidler, Streptomycexe Micromonosporacinsi mantarlardan elde
edilen dgal yada vyari sentetik bakterisidal etkili antibikterdir. Etkilerini
MmRNA’'daki kodonlarin okungunu azaltarak ve tRNA antikodonlarindaki bilginin
ribozomlarda yanyi okunmasi ile proteinlerin yagli kodlanmasina yol acarak
gosterirler.  Bunun sonucunda bakteri protein sentspnlanir. Bu etkinin
gerceklgebilmesi icin streptomisin ribozomal 30S alt binmai b&lanirken dger
aminoglikozidler hem 30S hem de 50S alt birimlerbgglanirlar. Aminoglikozidler
bakterilerin d¢ membranlarindaki porin kanallarindan periplazmi&hga diftizyonla
girer, ancak bakteri sitoplazmik membranini gegeéléri enerji ve oksijene ganli
aktif transport mekanizmasi ile olmaktadir. Blem Energy-Depent Phase 1 (EDP) ve
EDP 2 olmak Uzere iki fazda gercefite Diger protein sentezini inhibe eden
antibiyotikler bakteriyostatik etki gosterirken aroglikozidlerin  bakterisid etki
gostermesinin transport esnasinda hiicre membranieldder olismasina ve sonucta
hiicre duvar gecirger@inin bozulmasina kg oldugu distinilmektedir (Gilbert, 2000) .
Aminoglikozidler P. aeruginosabasta olmak Uzere gram negatif aerop bakterilere
etkilidir. Gram pozitif bakterilere etkinlikleri & kisithdir. Acinetobacteterin klinik

izolatlarinin arasinda aminoglikozid direnci yaydym(Shakil ve ark., 2008
2.1.7.7 Tigesiklin

Bir minosiklin tiirevi olan tigesiklin, Amerikarila¢ ve Gida Dairesi (FDA)
tarafindan onaylanan glisilsiklin grubundan ilk iamntotiktir. Tigesiklin (GAR 936)
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tetrasiklin grubundan minosiklinin semisentetik raka turetiimesi ile olgan geng
spektrumlu bir antibiyotiktir. Glisiklin grubununki tGyesidir. Tetrasiklinlerin temel
cekirdesindeki 9 pozisyonunda yapilan N-alkil-glisilamidoodifikasyonu bu yeni
molekile ¢ok genibir antibakteriyel spektrum ve tetrasikline diremgkanizmalarina
kargi dayaniklihk sglamaktadir (Esen, 2008).

Tigesiklin de tetrasiklinler gibi bakteri ribozomiain 30S alt Unitlerine
baglanarak protein sentezini elongasyon baganda inhibe ederler. Béanma noktasi
tetrasiklinlerden farkli oldgu icin Tet(M) proteininden etkilenmez ve tetragikdire
gore beg kat daha guclu olarak planir (Calik ve Akova, 2007).

Tigesiklin aerobik gram-pozitif, gram-negatif ve a@mop patojenlere kar
etkinlik gosterir. Ayni zamandBseudomonas sppProteus sppve Morganella spp.
hari¢c tetrasiklinlere efluks veya ribozomal glEnma Unitesinde ggsiklik yoluyla
direng gelgtirmis tim mikroorganizmalara etkilidir. Ayrica tigesiklikarbapenemaz
UretenAcinetobacteiizolatlarina kag etkili bulunmuytur (Calik ve Akova, 2007).

2.1.7.8 Polimiksinler

Polimiksinler polipeptid katyonik antibiyotiklerdir Bu sinifta kolistin
(polimiksin E) ve polimiksin B tanimlangtir. 1940’1 yillarda tanimlanan bu ila¢ ciddi
toksisitesi nedeni ile kullanim @i kalmstir. 1ki kolistin formu ticari olarak
kullanimdadir. Kolistin sulfat genellikle topikal eya oral selektif barsak
dekontaminasyonu ve kolistimetat sodyum parentgodia kullanilir. 1993’te sadece
kolistine duyarl gram negatif slar bildiriimesi tekrar bu ilaca ilgiyi arttirngtir. Son
calismalarda i.v kolistin ve polimiksin B’nin bakterenpnémoni, deri yumgak doku
infeksiyonlari, driner sistem gibi farkli alanlardanfeksiyonu olan hastalarda
kullanilabilecgi onerilmistir. Polimiksinlerin intratekal ya da intraventrilen
kullaniminin  yarari multidrug rezistan gram nega®¥SS infeksiyonlari icin
bildirilmi stir. Kan beyin bariyerini de ge¢mesi nedeni ile 88S infeksiyonlarinda
kullaniimistir (Saltgslu, 2007).

Kolistinin hedefi bakteri hiicre membranidir. Katifohir peptid olan kolistin ile
gram-negatif bakterilerin gmembranindaki anyonik LPS molekulleri elektrogtati
iliskiye girerler ve hicre membraninda dizengeliyol acarlar. Kolistin, LPS

molekdllerini stabil halde tutan magnezyum ve Kaleiun yerini dgistirerek dg
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membranda bozulmaya ve g permeabilite bozukpu bakterinin 6limine neden
olur. Ek olarak kolistin gucli endotoksin aktivitge direkt antibakteriyel etki de
gosterir (Akalin, 2007).

Kolistin ciddi yan etkileri, nefrotoksisite, nordsisite ve néromuskuler blokaj
nedeni ile kullanimi sorunlu bir antimikrobiyaldiilk olarak direncli Acinetobacter
enfeksiyonlarinda yara yerine topikal olarak kullemstir. Direncli infeksiyonlarda
2.55 milyon Unite/kg/gun i.v yolla, maksimum 300 'emckadar, iki ya da 3 doza
bolunerek kullanimi Onerilir. Renal yetersizlikteozd azaltiimasina gerek vardir.
Hastalarin %58’inde iyi klinik sonug alingtir. Diger tedavi segeneklerinin kalmgdi
durumlarda kolistin hastayi yakin izlemesutu ile dnerilebilmektedir. Kolistin dahil
tum ilaclara direncli sgar panrezistan olarak adlandiriktr (Saltglu, 2007).

Kolistin, Acinetobactertirleri, P.aeruginosa Klebsiella ttrleri, Enterobacter
turleri, Escherichia coliSalmonellatdrleri, Shigellatirleri, Citrobacterttrleri, Yersinia
pseudotuberculosjs Morganella morganii ve Haemophilus influenzaga karsi
bakterisidal etki gosterirStenotrophomonas maltophiliaislarina da etkili oldgu
gosterilmitir. Gram negatif bakterilerde mutasyon ya da aammin yolu ile bu
antibiyotige kagi direng gelgebilmektedir (Falagas, 2005).

Son yillarda ¢ok ilaca direngh.baumanniive P.aeruginosaenfeksiyonlarinda
yeniden giindeme gelstir ve tedavide kullanilingtir. Cok ilaca direncliP.aeruginosa
veya A.baumanninin neden oldgu nozokomiyal pndmonilerde kolistine klinik yanit
oranlari % 25-73.3 arasindagtgmektedir (Akalin, 2007).

Direncli A.baumannii infeksiyonlarinda kombinasydedavileri onerilmgtir.
Polimiksin B veya kolistinin  rifampin, imipenem va&y azitromisinle;
rifampin+azitromisin;sulbaktam-+rifampin, azitrommisi veya bir kinolon ve de
polimiksin B’nin rifampin ve imipenemle c¢li komiasyonunun tek Rkama

kullanimina gore etkiyi d@stirdigi gosterilmitir (Saltgslu, 2007).

2.1.8AcinetobacterTurlerinde Antibiyotik Direnci ve Mekanizmalari

A.baumannii izolatlarina bal infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
antimikrobiyal ajanlara kar giderek artan diren¢ tum dinyada d@dugibi tlkemizde
de o6nemli bir sgik sorunu haline gelngiir (Demirtirk ve Demirdal, 2004).

Gunumuzde izolatlarin buyuk bir kismi aminopeniddr, treidopenisilinler, gegi
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spektrumlu sefalosporinler, go aminoglikozidler, kinolonlar, kloramfenikol ve
tetrasiklinler gibi sik kullanilan antibakteriyeljaalara direnclidir. Son yillarda
Acinetobacteturlerinde ortaya ¢ikan coklu ilag direncil{@ Acinetobacteinfeksiyon-
larinin tedavisinde karbapenemlerin (imipenem, penem) ygun kullanimina neden
olmustur. Ancak, gunumuizdeAcinetobacter klinik izolatlarinda yuksek oranda
karbapenem direnci tim dinyadan bildirilmekte, bemlatlar da tum geleneksel
antibiyotik ajanlara direncli bulunmaktadir (Goi@ vionkic, 2009).A. baumannii

izolatlarinin antibiyotik diren¢ mekanizmalari taldl'de 6zetlennstir.

Tablo 1: A. baumanninin sahip oldgu antibiyotik diren¢ mekanizmalar (Ciftci ve

Asik, 2011)

Antibiyotik/Direng mekanizmas Grup /Gen Antibiyotik / Direng mekanizmasi Grup,/Gen
Beta-laktamlar igin Aminoglikozidler icin
Beta-laktamaz Enzimatik yikim
Dogal Asetltransferaz AAC2, 36
Smnuf A /sik gdriilen ampC (ADC1-7) SAT-2
VEB-1,-2 Miikleotidiltransferaz ANT-2,-3
PER-1,-2 Fosfotransferaz APH(3)-L, -I1-IIL-TV
TEM-92,-115 APH{3"}-1
SHV-5,-12 Efluks pompasi adeABC
CTH-M-2- adeM
Siruf A /nadir gériilen SCO-1 1es rDNA metiltransferaz arm#
Karbapenemaz Kinolonlar i¢in
Sinuf D ok=asilinaz OXA-51 benzeri DINA giraz /topoizomeraz gyrA /parC
OXA-23 Efluks pompas1 adeABC
OXA-24 adeM
OXA-27 abeS5
OXA-A7 Kloramfenikol igin
OXA-40 Efluks pompasi adeABC
ONXA-58 benzeri adelJK
Metallo-beta-laktamaz VIM cmlA
M craf
SIM abeS5
Sinif A karbapenemaz GES-11 Trimetoprim/sulfametoksazol igin
Dig membran proteinleri car() Efluks pompas1 adeABC
HMP-AB adelJK
33-36 kDa protein Dehidrofolat sentetaz sul-1-1I
43 kDa protein Dehidrofolat reduktaz folA
Efluks pompas1 adeABC Makrolitler igin
PBIP2 degisimi Efluks pompasi adeM
Tetrasiklinler i¢in Glisilsiklin icin
tetA, tetB Efluks pompasi adeABC
Efluks pompas1 adeABC Polimiksin igin prrAB
Ribozomal hedef degisimi tethvl Rifampisin i¢in arr-2
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2.1.8.1 Beta-Laktam Antibiyotikler

Beta-laktam antibiyotiklere ka@rdireng Gic mekanizma ile gghbilmektedir
(Clark ve ark., 2004; Cisneros ve Rodriguez, 2002).

1- Beta-laktamaz Uretimi.

2- Beta-laktam antibiyogin hiicre igine giginin azalmasi.

3- Penisilin Bglayan Proteinlerde (PBP) gigiklik.

2.2.8.1.2. Beta-laktamaz Uretimi
Acinetobactekdkenlerinde beta-laktam antibiyotiklere aplan direng buyuk
Olciide beta-laktamaz uretimineghdir. Betalaktamazlarin sentezi kromozom, plazmid

veya transpozon kontrolindedir (Bou ve ark., 20@sneros ve Rodriguez, 2002).

2.2.8.1.3 Kromozomal Beta-laktamazlar

Sefalosporinaz aktivitesi gosteren enzimicinetobacterkdkenlerindeki en
onemli kromozomal beta-laktamazlardi’A. baumannii izolatlarinin  %98'inde
sefalosporinaz aktivitesi olgu gosterilmgtir (Clark ve ark., 2004). Kromozomal
sefalosporinazlardan olan AmpC’nin v@rlibeta-laktamlara kar direngte dnemli bir
rol oynamaktadir (Clark ve ark., 2004).

2.2.8.1.4 Plazmid Aracilgl ile Sentezlenen Beta-laktamazlar

TEM-1, TEM-2 gibi plazmid aracili beta-laktamazlgenisilinleri inaktive
etmekte ancak sefalosporinleri etkilememektedirafCl ve ark., 2004). Ambler
sinifamasina goére A sinifinda bulunan PER-1 ve MEEBnzimleri Genilemis
Spektrumlu  Beta-Laktamaz (GSBL) aktivitesi goOstettag penisilin = ve
sefalosporinlerin her ikisini de etkileyebilmektefferrara, 2006). B sinifinda yer alan,
Metallo-Beta-Laktamaz  (MBL)  aktivitesi gdsteren  veplazmid aracih
karbapenemazlardan olan IMP ve VIM ise aztreonagindaki tim beta-laktam
antibiyotikleri hidroliz edebilme yetegigdedir (Ferrara, 2006; Clark ve ark., 2004).

2.2.8.1.58-laktam Antibiyoti gin Hiicre igine Girisinin Azalmasi

Beta-laktam antibiyotikler gram-negatif bakterilerdoulunan di membran

proteini (Outer Membran Protein (OMP)) adi veril@oyrin proteinlerinin olgturdusu
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porlar araciglyla hticre icerisine gegmektedirler. (Lanbaran,130@orin proteinlerinin
sayisini dgistiren mutasyonlar beta-laktam antibiyotiklere dgegelsimine neden
olabilmektedir (Lanbaran, 2001).

2.2.8.1.6 Penisilin Bglayan Proteinlerde Desisiklik

Penisilin bglayan proteinlerdeki dgsiklikler kromozomal mutasyonlara pia
olarak ug¢ farkli mekanizma ile meydana gelebilmékt@_anbaran, 2001).

1. Beta-laktam antibiyagte PBP'lerin afinitesinin azalmasi.

2. PBP sayisinda azalma.

3.Beta-laktam antibiyotiklere dik afinite gosteren yeni PBP' lerin
sentezlenmesi; beta-laktamlara gadirencte 6nemli bir rol oynamaktadir (Ferrara,
2006; Clark ve ark., 2004).

2.1.8.1 Aminoglikozidler

Acinetobactetirlerinde aminoglikozid direnci @oinlukla aminoglikozid modi-
fiye edici enzimlerin Uretiminden kaynaklanixcinetobactettrlerinde asetiltransferaz,
adenil-transferaz ve fosfotransferaz olarak tammamaaminoglikozid modifiye edici
enzimlerin tumunun vag gosterilmgtir. Ayrica Acinetobacter haemolyticu iliskili
genomik gruplarin dgal N-asetil-transferazlarin sentezi nedeniylegalo olarak
aminoglikozidlere direncli oldtu vurgulanmgtir. Aminoglikozid direncinin dier
mekanizmalarinin, hedef ribozomal proteirgidilikleri ve aminoglikozidlerin hicre
icine tginimi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Gordon ve Vareham, 2001; Shi ve ark.,
2005).

Aminoglikozid direng genlerAcinetobactetttirlerinde bulunan sinif 1 integron
yapisinin bir parcasi olan gen kasetleridkcinetobactertirlerinde aminoglikozid
direnc genlerinin yayiliminin plazmidlerin ve tragogonlarin transferini de iceren
¢esitli genetik mekanizmalarla gercektesi gosterilmitir. Ayrica direngten sorumlu
genlerin ve aminoglikozid modifiye edici enzimle@yni zamanda ger Gram negatif
bakteri cinslerinde de bulungu, bu genlerin ve enzimlerin spesifik olmgadi

vurgulanmgtir (Nemec ve ark., 2005).
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2.1.8.2 Kinolonlar

1990’'a kadar kinolonlarAcinetobacterturlerine kagl oldukca iyi aktivite
gostermgler ancak daha sonra klinik izolatlar bu antibilgre hizla direng
gelistirmislerdir. Diger Gram negatif bakterilerde olglw gibi, enzimleri kodlayan ve
kromozoma lokalize genleri kodlayan alanda meydgeken mutasyonunun neden
oldugu direng; siklikla DNA giraz (topoizomeraz Il) vey@poizomeraz IV'in yapisal
degisikli gini icerir. DNA giraz sirasiylgyrAve gyrB genleri tarafindan kodlanan iki A
subdniti ve iki B sublnitinden odur. Benzegekilde topoizomeraz 1V de sirasiyparC
ve parE genleri tarafindan kodlanan iki subinitten solu A.baumannide en sik
karsilasilan kinolon direnci mutasyon tipgyrAnin 83. kodonunda Ser yerine Leu
desisimidir ve siprofloksasinin NK degerinin >4 mg/L olmasina neden olur.
Siprofloksasine yiiksek direng (M >64 mg/L) genelliklegyrA ve parC genlerinde
ciftli mutasyon gerektirirparCdeki en sik mutasyon dparCnin 80. kodonunda Ser
yerine Leu dgisimidir. izolatlar arasinda direncteki minor aigmler ilag
permeabilitesinde ve/veya efluks pompasini etkilegesisikliklerin sonucu da olabilir
(Lee ve ark., 2005; Vila ve ark., 1993).

2.1.8.3 Tetrasiklin ve Dger Antibiyotikler

Tetrasiklin direncli bakteriler genellikle efluk®mpasi veya ribozomal koruma
sistemi olarak adlandirilan iki farkl diren¢ mekanasindan birini eksprese eder. Gram
negatif bakterilerde tetrasiklin direnci icitetAdan tetEye kadar farkli genler
tanimlanmgtir. Bu genlerin genellikle plazmid veya transpdzoiiskili oldugu ifade
edilmis olup Acinetobacterturleri icin de bu genel kuralin gecedilisdz konusudur.
Diger Gram negatif bakterilerde olglw gibi, A.baumanniiklinik izolatlarinda en sik
rastlanan tetrasiklin diren¢ genleetA ve tetBdir. Ek olarak bu genler genellikle non-
spesifik efluks pompasi geadeBile kombine olarak bulunurlar (Huys ve ark., 2005).

Glisilsiklin grubu yeni bir ajan olan tigesiklin g8 spektrumlu ve ribozomlar
Uzerine tetrasiklinlerle ayni penma bélgesine sahip olmasin&men tetrasiklinler
icin s6zlU edilen direnc mekanizmalarindan etkilemmltedir. Ancak son ddénem
yayinlarda tigesiklin icin de % 10 diuzeylerine vadarenc bildiriimeye bgamistir. S6z
konusu direncin kayrga hakkinda hentiz bir bilgi bulunmamaktadir.
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2.2. KARBAPENEM DIiRENCI

2.2.1Acinetobacter baumannide Karbapenem Direng Mekanizmalari

Acinetobactertirlerinde karbapenemleri de iceren betalaktambgyatiiklere
karsi direncin temel mekanizmasi kromozom ya da plazitasichfindan kodlanan
betalaktamaz Uretiminin sonucudur. Beta-laktamazi@ve olarak porin dgsimi ve
penisilin bglayici proteinlerin (PBP) modifikasyonu sonucu @&l olgabilir.

2.2.1.1. Betalaktamazlar

2.2.1.2. OXA Tipi Karbapenemazlar

Sinif D oksasilinazlar oksasilinleri hidrolize edee sik rastlanmayan beta-
laktamazlar olup karbapenem hidrolize eden oksesilar (KHO) olarak adlandirilir.
Gunumuzde 120'den fazla D grubu beta-laktamaz t@mmms olup bunlardan 45
kadari KHO aktivitesi gosterirler (Walther ve Hoj$3006).A.baumanniitirleri zayif
karbapenemaz aktivitesi gosteren OXA-51 benzerinerkiimesine ait dgal sinif D
oksasillinaz dretir. Buna ek olarak, karbapenemlé&mssi aktivite gosteren (¢
kazanilmg sinif D oksasilinaz kimesi de tanimlagmi MBL sinifi ile
karsilastirildiginda bu enzimlerin karbapenemlere skaridrolitik etkinliginin oldukc¢a
disUk oldysu vurgulanmgtir (Woodford ve ark., 2006). Bu 6zellik taninmatarzor bir
hale getirebilir. Bu tipin karbapenem hidroliz edsmif D B-laktamazlari (CHDL)
siklikla Acinetobacter baumanrdgie identifiye edilmektedir (Poirel ve Nordmann,
2006).

Karbapenem hidroliz eden sinif P-laktamaz (CHDL) kodlayan bir genin
belirlenmesi ilk defa 1995'décinetobacter baumanrdie raporlanmgtir. Baglangicta
ARI-1 olarak adlandirilan bu enzidskogya'da identifiye edilngtir ve plazmid ile
kodlandgl bulunmytur.Enzimin genetik ve biyokimyasal incelenmesakiben OXA-
23 olarak adlandiriingtir (Donald ve ark., 1995). OXA-23A.baumannide dazal
olarak bulunan OXA-51 benzeri enzimlerle % 56 amasit benzerfiine sahip olup,
KHO'larin ilk temsilcisidir (Brown ve Amyes, 2006Paha sonra Singapur'dan OXA-
27 bildirilmigtir (Afzal-Shah ve ark., 2001). OXA-27'nin OXA-2&h sirasiyla,
DBL95 ve 247 pozisyonlarinda Thr/Ala ve Asn/Lys ydesisimi ile ayrldig
gosterilmitir (Poirel ve Nordmann, 2006). OXA-49 ise Cin’deek karbapenem-
direncli bir Acinetobacter baumannizolatinda identifiye edilmgtir ve OXA-23’'den

DBL 178 pozisyonunda Glu yerine Lys ge¢cmesi ve OB2 pozisyonunda ek bir Ala
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rezidd’si ile ayrilir ( Poirel ve Nordmann, 2006)aoxa-23 geni, 2003 ve 2004 yillarinda
Ingiltere’de hastanelerde hizla yayilan iki karbamendirencli klonda ve Giiney
Fransa’nin gewibir alaninda identifiye edilen ger bir klonda belirlenngtir. (Turton
ve ark., 2005). Ek olarak, bazi OXA-23 dureticilegalginlar sirasinda Romanya,
Brezilya, Guney Kore ve Fransiz Polinezya'sindanifige edilmistir (Marque ve ark.,
2005). Dikkat cekici birsekilde, blapxa-23 ayrica, Fransa’dan biProteus mirabilis
klinik izolatinda kromozomal olarak lokalize hiekilde identifiye edilmgtir ( Bonnet
ve ark., 2002)

Calismalarda 1S4 ailesine alSAbalin her zamanblapxa23 genine yakin bir
bolgede yer algyn gosterilmgtir (Turton ve ark., 2006). Bu durunmiSAbalin
dizenleyici rol oynagani ve blaOXA-23in ekspresyonunda ve muhtemelen
kazaniimasinda kilit rol algini disindurmigtir. Benzersekilde 1S982 ailesine ait
ISAbadin de ISAbalgibi blapxa-23'e@ yakin bir bolgede yer algh bildirilmis, rolu
hakkinda bilgi verilmezken 6nemi vurgulargtm (Poirel ve Nordmann, 2006).

Kazaniims ikinci kime KHO’lar OXA-24, OXA-25, OXA-26 ve OXAHD'|
icerir. Bu enzimler OXA-23 ile % 60 ve OXA-51 endan ile % 62 oraninda amino
asit benzerfii gostermgtir (Poirel ve Nordmann, 2006). Bu kimedeki enenm pek
¢cogu birbirinin yakin varyanti gibi gorinmektedir. OX26 ilk bata Belcika'daki bir
izolatta gosterilmgtir (Shah ve ark., 2001). OXA-40’iispanya ve Portekiz'deld.bau-
manniiizolatlarinda yaygin oldtu bildirilmistir (Da Silva ve ark., 2004).

Kazanilmg KHO Uc¢linct potansiyel kiimesi ilk olarak Fransasdatanan OXA-
58'dir. OXA-58, OXA-51 dgal enzim kiimesi ile % 59 benzeihe sahiptir (Poirel ve
ark., 2005). OXA-58 tipi enzimler tum dunyada farkbgrafi bolgelerde saptangtir
(Poirel ve Nordmann, 2006). OXA-58inA.baumannide eksprese oldiunda
karbapenemlere duyarfili azaltip, air ekspresyon durumunda da yuksek karbapenem
direncine yol ac¢fii bildirilmistir (Poirel ve Nordmann , 2006).

KHO’larin orijini veya muhtemel kazanim mekaniznralde ilgili cok fazla
bilgi bulunmamaktadir. Bazi tirlerde OXA-23 ve O)o8: kodlayan genlerin plazmid
tarafindan da kodlangl, poliklonal olarak yayildii gosterilmgtir (Merkier ve ark.,
2008, Poirel ve ark., 2005). Ancak bugiine kalleinetobactede tanimlanan OXA-24
KHO’larin kromozomal olarak kodlangh gozlenmgtir. Pek cok sgtan elde edilen

OXA-40 sekans analizlerinde gen bdlgesinin harékgtlya da aktarimi ile ilgili delil
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bulunamamytir. OXA-58 her zaman olmasa da genellikle ekspyeapda rol oynayan
IS elementlerince cevrelengtir (Poirel ve ark., 2005). S6z konusu IS elemeirtie
OXA-58 geninin kazaniimasinda etkili olglu disintilmemigtir. Ancak Fransa’da izole
edilen bir sgun OXA-58 geni analizinde 27-bp uzuplinda tekrarlayan bir DNA
fragmanina sahip olgu gosterilmg ve bu fragmanin rekombinasyon sirecinde rol
oynayabilecgi ifade edilmitir (Poirel ve Nordmann, 2006).

OXA-51 benzeri beta laktamazl#.baumanniitirleri tarafindan Uretilen ve
dogal beta-laktamaz olan bu enzim kimesi sinif D dkeaglardan biridir. Bu d@al
grup, bilinen dger oksasilinazlardan farklh olarak % 63’e varan ranasit homolojisi
gosteren bir enzim kimesi gturur. OXA-51 geni dizi analizleri ger major OXA
enzim kumeleri ile kaflastirildiginda sinif D motiflerden bariz farkhliklar gosteri
Cesitli cografik bolgelerdesu ana kadar en az 18 OXA-51 varyanti saptann{iTurton
ve ark., 2006Vahaboglu ve ark., 2006). Bu varyantlar 1-15 amasda modifikasyonu
ile birbirinden ayrilir. Ancak bu enzimlerin timiéyaf karbapenemaz aktivite gosterir
ve ampisilinden daha zayif substrat olan sefalorldiric sefalosporinlerin hicbirisi bu
enzimlerle hidrolize olmaz. Bu genler veshili enzimlerin ekspresyon seviyesinin
disUk olduysu goérilmektedir A.baumanniiOXA-51 enzim kimesi uyelerinden sadece
OXA-69 karbapenemler dahil tim beta-laktamlarardite etkin rol oynamaktadir. Ek
olarakA.baumannilOXA-51 benzeri enzim analizleri, tim izolatlardoxas1 benzeri
gen bulunmasina gmen sadectSAbalile komsu olanblapxa-s1 benzeri genleri tayan
suslarin karbapenem direncli oldunu gostermgiir (Turton ve ark., 2006). Bu nedenle
ISAbal blgxa-s1icin dizenleyici gibi gorunmektedir.

OXA-51 benzeri enzim kimesinin genomik kagndalen bilinmemektedir.
Muhtemelen antibiyotik Ureten toprak mikroorganizanama kagi direnc mekanizmasi
olarak veya bilinmeyen organizmalardan kaynaklaknpmozoma integre olngtur.
Kaynazl ne olursa olsun OXA-51 enzim kiimesi Uyekbaumanninin hemen hemen
tum izolatlarinda dgal yapi olmasina ganen dger Acinetobactettirlerinde bulunmaz
(Merkie ve Centron, 2006). Bu enzimlerin siklikigel kiimelere ait kazanilgjmOXA-
tipi enzimlerle kombine olarak bulungu ve belirli sartlar altinda karbapenem
direncinde en azindan sinerjik roli olabilgic&ne surulmétir (Woodford ve ark.,
2006). Acinetobacter’ deOXA tipi karbapenemazlarin altfamilyalatablo 2’ de
Ozetlenmgtir (Poirel ve Nordmann , 2006; Higgins ve ark.1@DNowak ve ark., 2012).
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Tablo II: OXA-tipi karbapenemazlar

Enzim Altfamilyasi OXA uyeleri

OXA-23 (ARI1) OXA-23
OXA-27
OXA-49

OXA-24 OXA-24
OXA-25
OXA-26
OXA-40
OXA-72

OXA-51 OXA-64-71
OXA-75-78
OXA-83-84
OXA-86-89
OXA-91-92
OXA-94-95

OXA-58 OXA-58
OXA-96
OXA-97

OXA-164

2.2.1.3. Metallobetalaktamazlar

Gunumize kadar kazanilgibes MBLs grubu identifiye edilmitir. (IMP, VIM,
SIM, SPM, GIM ve GSO). Bunlardan IMP, VIM, SIM veS® Acinetobactetirlerinin
Klinik izolatlarinda bildirilmgtir. Halen, IMP grubu yedi filogrupta kiimelenymi9
varyanttan olgmaktadir. Acinetobacter baumannii’de (g farkh ditaba ait alti IMP
varyanti identifye edilmitir (Poirel ve Nordmann , 2006). IMP-1 Italya’dapbnya’da
ve GulneyKore'de, IMP-2 Italya’da ve Japonya’da, HfiPHong Kong'ta, IMP-5
Portekiz’de, IMP-6 Brazilya'da, ve IMP-11 Japonya’dEk olarak, Avustralya’da bir
Acinetobacter juniiklinik izolatinda IMP-4 identifiye edilngtir. Dikkat cekici bir
sekilde, VIM enzimleri Acinetobacter baumannii’dek¢oadiren identifiye edilnstir,
sadece VIM enzimlerininP. aeruginosave Enterobacteriaceae ‘da yaygin @du

bilinen Gilney Kore'de VIM-2 raporlangtir. SIM-1 sadece Giiney Kore'den
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Acinetobacter baumanrdie raporlanmgtir, ki bunun Ulke genelinde yaygin olma
ihtimali vardir(Lee ve ark., 2010)Acinetobacteiizolatlarinda IMP ve VIM varyantlari
karbapenem (>32 mg/L) ve @ir beta-laktam antibiyotiklere (aztreonam hari¢jska
glcla hidrolitik etkinlge sahip olup yiksek dizeyde dirence neden olugévl-1
Ureten izolatlar ilging olarak karbapenemler ici®16 mg/L) digik dizey MK
degerine sahiptirler. Beta-laktamlar arasinda sadedepsn ve sefpirom ve daha az
miktarda piperasilin-tazobaktam MBL Ureten slasa kasl aktiviteye sahiptir.
A.baumannideki MBL-kodlayan genlerin DNA sekans analizl&@alMP, blaVIM ve
blaSIM genlerinin sinif 1 integron yapilarinin korungriablgeler arasina eklengngen
kasetleri olarak bulundguwnu ortaya koymgtur. MBL-kodlayan gen kasetlerinin
genellikle dger antibiyotik diren¢ kasetleriyle, 6zellikle amgiikozidleri modifiye

eden enzimleri kodlayanlarlagkili oldugu da dgunulebilir.

2.2.1.3. D$ membran proteinlerindeki (OMP) degisiklikler

A.baumannide karbapenem direnci ile gkili 33-36 kDa’lik OMP 2005 yilinda
klonlanmg ve dizi analizi yapilmtir. Bu veri ile OMP’nin amino asit dizisinin ve
iceriginin diger Gram negatif bakterilerdeki ile benzer ddugosterilmgtir. Bunun
nedeni olarak da ger Gram negatif bakterilerde olgiwm gibi, A. baumannide
OMP’nin yuksek glisin icegi, sistein reziduleri tamamasi, negatif yukli olmasi, ihmli
hidrofobik rezidulerinin yoklgu, 33-36 kDa'lik OMP fonksiyonel protein analizlée
gosterilen transmembran, membran ve hicre yuzegipterinin benzerfii sayilabilir
(Tomas ve ark., 2007).

Konuyla ilgili calismalar, saptanabilir karbapenemaz aktivitesi gostgen
Acinetobacterklinik izolatlarinda 20-kDa’luk OMP kaybinin imipem direnci ile
iliskili oldugunu gosternstir (Limansky ve ark., 2002)Imipenem ve meropenem
direnci CarO adi verilen isiyla gigebilen 25-29 kDa'luk OMP kaybi ile de
ili skilendirilmistir (Siroyve ark., 2005). Karbapenem direncinin @groteinine ekle-
nen rekombinant genler aragilile bozulmasi sonrasi alwgu gézlenmg ve CarO’nun
A.baumanniiigerisine karbapenem akiile ilgili oldugu hipotezi ortaya atilngtir. ilgi
ceken dger bir gercek desu ana kadar elde edilen verilerin incelenmesi i@
homologlarinin  sadeceAcinetobacter, Moraxellave Psychrobacter cinslerinde

bulund@gunun saptanmasidir (Mussi ve ark., 2002).
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Son olarak A.baumanninin ayni zamandaP.aeruginosalaki karbapenem
direnci ile iliskili oldugu bilinen 43-kDa’luk D2 porin homofiuna (OprD) sahip oldiu
gosterilmitir (Dupont ve ark., 2005).

2.2.1.4. Penisilin-bglayici proteinler (PBP)

Calismalarda penisilin kdayici proteinlerdeki d#sikli gin A.baumannide de
beta-laktam direnci ile gkili oldugu gosterilmgtir. Karbapenem direncinin agtarildigi
calismalarda; direncli mutard.baumanniiswlarinin 24-kDa’luk PBP’yi airi Urettigi,
ayni zamanda duyarh dar ile kasilastirlldiginda bakterinin sahip ol@u diger alti
PBP’nin direngli mutant siarca daha djilkk dizeylerde eksprese edfdbildirilmi stir
(Gehrlein, 1991)imipeneme direncli ve duyam.baumanniizolatlarina ait PBP’lerin
sulbaktam, klavulanik asit ve tazobaktamgskisinin argtirildigi calsmada; beta-
laktamaz inhibitorlerinin timindn imipeneme duyazblatlarin PBP’lerine bhdandgi
gOsterilmitir (Urban ve ark.1995). Bu g6zlemA.baumanniye karsi beta-laktamaz
inhibitorlerinin in-vitro d@al antimikrobiyal 6zelliklerinin agiklanmasinda glanci
olabilir seklinde yorumlanmgtir. Ancak halen klinik kullanim i¢in formule ediigmve

in-vivo etkinlik gosteren mevcut formilasyon sadeuatbaktam gibi gorinmektedir.

2.3. Karbapenemazlarin Saptanmasi

Karbapenemleri hidrolize eden enzimler, karbapenenmie diger beta-
laktamlar1 hidrolize etmek acisindan farkli nitédik olan c¢agitli enzimlerden
olusmaktadir. KPC, OXA ve MBL’ler plazmit, integron wenspozonlar gibi hareketli
elementler Gzerinde bulunduklarindan dolayi, dirgagilimini sinirlamak ve tedaviye
yon vermek amaciyla karbapenem diren¢ tiplerinin tinru mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda tespit edilmesi gerekmektd€@rbapenemazlarin identifikasyonu
icin ¢sesitli fenotipik yontemler geltirilmistir ve bu testler bu enzimlerin spesifik
inhibitorleri kullanilarak belirlenebilmektedir. Retipik testlerin klinik laboratuvarlarda
rutin olarak hizli ve dgru olarak uygulanmasi klinik ve epidemiyolojik aard
onemlidir (Akta, 2012).

Modifiye Hodge Testi (MHT): MHT testi Enterobacteriaceaeailesinde
karbapenem grubu antibiyotikler i¢cin saptanan em@mn icin >2 mg/L, imipenem,

meropenem icin NK degeri 2-4 mg/L ise KPC tipi karbapenemaz aktivitesini
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belirlemek igin tarama testi olarak kullaniimaklalikte, diger karbapenemazlardan
ayirimini yapamamaktad(CLSI, 2012). Bu test KPC, OXA ve MBL enzimlerinin
hepsini birden tespit edebilmesi nedeniyle oldukgéanish bir yontemdir.

KPC tipi karbapenemazlarin tespiti icin inhibitddaak boronik asit (3
aminofenil boronik asit), metallo-beta-laktamaaziatespiti icin etilen diamin tetraasetik
asit (EDTA) ya da dipikolinik asidin inhibitor olak kullaniimasi dnerilmekted{Giske
ve ark., 2011). NDM-1'de ger MBL enzimleri gibi EDTA ile inhibe edilir (Bonnive
ark., 2012). E-test, kombine disk sinerji testi &eagisk sinerji testleri, bu enzimlerin
EDTA ya da 2-merkaptopropionik asit (2-MPA) gibi taleselatorler varlginda inhibe
olma 6zellginden faydalanarak getirilmi stir.

OXA enziminlerini tespit eden guvengli onaylanmg ve standardize edilmi
fenotipik bir test ginimuize kadar gélilememistir. Bu enzimler ancak PCR gibi
molekiler yontemler kullanilarak tespit edilebilnedkr (Aktas, 2011).

Karbapenemazlarin tesbit edilmesinde genotipik e@er de kullaniimaktadir.
Genotipik yontemlerin fenotipik yéntemlere gore ddyigl daha yuksektir. Bakterinin
karbapenemaz genistsup tasimadgini, enzimi ve tipini PCR yontemi ile saptamak
olasidir. DNA problar kullanilarak da bu direncnigzi tesbit edilebilir (Figueiredo,
2011; Poirel ve ark., 2010). Molekuler yontemleahin standardi ise dizi analizi,

protein analizi ve klonlama yontemleridir (Figueiog 2011).

2.4. Tiplendirme Yontemleri

Tiplendirme yontemleri b#ica; hastalardaki epidemiyolojik gkilerin ortaya
konulmasi,reaktivasyonun reinfeksiyondan ayirt reddi ve salgin agairmalarinda
epidemik sglarin kaynginin ve yayihim yolunun belirlenmesi, hastane vplumsal
kaynakli infeksiyonlarinbelirlenmesi, direncli saish tanimlanmasi ve yaygiginin
belirlenmesi ve infeksiyon etkenlerinin yayilliminelilenmesi gibi amaclarla
kullaniimaktadir. Bu amagla kullanilanbircok femaki ve genotipik tiplendirme
yontemi bulunmaktadir (Berezin ve Towner, 1996pldmndirme yontemleri standartize
edilmis, duyarlh ve 06zgul olmali ayrica tum tiplendirmestemlerinin tekrar
edilebilirligi, ayrim guci, uygulama ve gerlendirme kolayk belirlenmg olmalidir
(Andrei ve Zervos, 2006). Ayrim gucu epidemiyolopkarak ilskisiz izolatlari ayirt

etme kabiliyeti olarak tanimlanmaktadir (Singh vk.,a2006). Fenotipik yontemlerle
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karsilastirildiginda molekuler yontemlerin ayrim gicu daha yiksek# bircok tire
uygulanabilme avantaji geamaktadir (Andrei ve Zervos, 2006; Singh ve a&R06).

2.4.1. Fenotipik Yontemler

Mikroorganizmalar arasindakigkiyi belirlemede bircok farkli fenotipik metod
kullanilabilmektedir. Ancak genellikle fenotipik noglarin tekrarlanabilirfi,
tiplendirme yeteng ve ayrim giicu yetersizdir (Prashanth ve Badrin2@®5).

- Antibiyotiplendirme

- Serotiplendirme

- Biyotiplendirme

- Bakteriofaj tiplendirme

- Bakteriyosin tiplendirme

- Multilokus enzim elektroforezi

- Hucresel proteinlerin poliakrilamid jel elektroéai

- Immunoblot fingerprinting

2.4.1.1. Antibiyotiplendirme

izolatlarin benzerliklerine gére gruplandirmak veed¢ gel§imini tespit etmek
amaciyla kullaniimaktadir. Genellikle minimal inhdr konsantrasyon (MIK) ve disk
diftizyon zon dgerleri kullaniimaktadir (Towner, 1998)iplendirme icin antibiyogram
sonuclarinin dier yontemlerle ve epidemiyolojik verilerle birliktdezerlendirilmesi
gerekmektedir.Bazen benzer olmayanlauayni antibiyogram profilini gosterirken,
bazen de infeksiyon ataklari sirasinda duyarlihéfifferi degismektedir (Berezin ve
Towner, 1996).

2.4.1.2. Serotiplendirme

Bakterilerin ytzeyindeki antijenleri onlara spdsifiantikorlari kullanarak
belirlemeye dayanan tiplendirme yodntemidir. Antiseun elde edilme gugdii ve
farkli metodlar arasindaki standardizasyon probdeimhedeniyle dgeri disuktir
(Andrei ve Zervos, 2006, Singh ve ark., 2006). Bstesn hastane kaynakli salgin
calismalar icin umut vericidir fakat yiun emek gerektirmektedir. (Seifert ve ark.,
1994).
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2.4.1.3. Biyotiplendirme

Bakterilerin farkh besiyerlerindeki Ureme kabiltlexinin ve biyokimyasal
Ozelliklerinin kullanildg! tiplendirme yontemidir. Gen ekspresyonundalkgitiikten
ve rastlantisal mutasyonlarin  mikroorganizmanin oloiygk  6zelliklerini
degistirebilmesinden dolayr ayrim giicti zayiftir (Singhark., 2006). Ozellikle hastane
infeksiyonu salginlarinda az sayida biyotip bulusm@edeniyle biyotiplemenin ayirt

etme yeteng@ yetersiz bulunmaktadir (Seifert ve ark., 1994).

2.4.1.4. Bakteriosin Tiplendirme

DNA-DNA hibridizasyon teknii ile birlikte calsildiginda klinik olarak onemli
Acinetobacterswlarinin tiplendirilmesinde yararli bir tiplendirmgntemi olmaktadir
(Berezin ve Towner, 1991). Bakteriyofaj tiplendimlea daha az zahmetlidir ve
serotiplendirme antibiyotiplendirme veya biyotiptirmeyle birlikte epidemiyolojik
calismalarda kullanilabilmektedir (Andrei ve Zervos, BRO

2.4.1.5. Bakteriyofaj Tiplendirme

Zahmetli ve tekrarlanabiligs  disuk  bir yontem olmasi ve
standardizasyonundakiproblemler metodun kullaninsimirlandirmaktadir (Singh ve
ark., 2006).

2.4.1.6. Multilokus enzim elektroforezi

Cok sayidaki hucresel enzimin elektoforetik akésiyle iliskilidir ve tir
identifikasyonuicin faydali bir teknik olarak gierlendiriimektedir (Berezin ve Towner,
1996).

2.4.1.7. Hucresel proteinlerin poliakrilamid jel ekktroforezi

Acinetobactertirleri ile ilgili epidemiyolojik ve taksonomik ¢cgimalarda hem
hiicre duvar proteini hem de tim hicre proteirtetianiimistir (Berezin ve Towner,
1996). Huicre duvari proteinlerinin  sodyum dodezililfat poliakrilamid jel
elektroforezindeki analizinde epidemiyolojik olardkskili suslarda benzer profiller
bulunurken, ilskisiz sylarda farkhliklar gozlennstir. Bu yontem hastane salginlarinda

ve endemik ataklarda {1 ile uygulanabilmektedir (Dijkshoorn ve ark.,819.
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2.4.2. Molekuler Yontemler

Molekuler tekniklere ilgi her gecen gin artmakta vefeksiyonlarin
epidemiyolojik aratirmalarina artan bir oranda dahil edilmektedi(ndrei ve Zervos,
2006).

I. Nukleik asit temelli ybntemler

Plasmid profilleri

Restriction fragment length polymorphism (RFLP)

Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)

Segmented RNA gel electrophoresis

Ribosomal RNA gel electrophoresis

Multilocus sequence typing (MLST)

ll. PZR temelli yontemler

Hedefi bilinen tekrarlayan sekanslar

Enterobacterial Repetitiviatergenic Consensus Sequences (ERIC)

Repetitive Extragenic Palindromic Sequences (REP)

Double Repetitive Element (DRE)

Insertional Sequence (IS)

Polymorphic Guanine/Cytosine-Rich Repetitive Segasi{PGRS)

Randomly amplified polymorphic DNA (RAPD)

Arbitrary Primed PZR (AP-PZR)

Amplified fragment length polymorphism (AFLP)

2.4.2.1. Plasmid profili

Acinetobacter turlerinin tiplendiriimesinde kolay ve hizli birsekilde
uygulanmaktadir. Acinetobacter turlerinde c¢eitli sayr ve bulyuklukte plazmid
bulunmaktadir. Ojer turlerde plazmid saptanmaz ik&n calcoaceticus- A. baumannii
complexicindeki 13 tirde 1-4 adet plazmid bulungtur (Berezin ve Towner, 1996).
Benzer plazmid profilli sglar plazmid DNA’larinin restriksiyon enzimlerle
parcalanmasi veyaaretli problarla hibridizasyonu sonrasi farkli dbilmektedir.
Plazmid tiplendirmesi epidemiyolojik camnalarda oldukc¢a yararli olmasinin yani sira
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ek molekiler yontemlerle desteklepiside daha da faydali olabilmektedir (Kropec ve
ark., 1991).

2.4.2.2. Dgisken Alanl (Pulsed Field) Jel Elektroforezi

Agaroz icine gomula haldeki bakteriden, yapisallibliigt bozulmadan elde
edilen kromozomun, restriiksiyon enzim (RE) ile kessonucu olgan profilinin
belirlenmesi esasina dayanir. 10-800 kb arasindmluga sahip parcalar etkin bir
sekilde goc ettiriimekte ve sonucta yaklas-20 farkl yapida restriksiyon enzim profili
ortaya ¢ikmaktadir (Durmaz, 2001). Makro-restriksiyendoniikleaz enzimleriyl2o
olusturulmus kromozomal DNA parcalarinin, PFGE ile gyimimasindan elde edilen DNA
parmak izi, birgcok bakterinin klonagkisini analiz etmede yaygin olarak kullanilan rafes

yontemdir (Durmaz, 2007).

2.4.2.3. Multilokiis Sekans Tipleme (MLST)

Mikroorganizmalarin tiplendirilmesi igin yiksek @eede ayirt edici bir
yontemdir ve Kklinik olarak ©6nemli bakteriyel patojerin epidemiyolojik
karakterizasyonu icin Bariyla uygulanmaktadir. MLST multilokus enzim elefbrez
ile ayni prensiplerden temel almaktadir fakat direlarak protein kodlayan yapisal
genlerin internal fragmanlarinin DNA sekansskastirmasina dayanmaktadir. Hayati
fonksiyonlari olan proteinleri kodlayan gen bdlgelsecilmektedir (Bartual ve ark.,
2005).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Calsma grubu

Ocak 2011-Haziran 2011 tarihleri arasinda Ondokuzyis! Universitesi Tip
Fakultesi Hastanesi Tip Laboratuvarlari Mikrobiyol®@6limu Bakteriyoloji Alt
disiplin Laboratuvari’'na gonderilen g Kklinik Orneklerden izole edilen tekrari

olmayan karbapenem direncli 18Gaumanniizolati calsmaya dahil edildi.

3.2izolatlarin Tanimlanmasi ve Antibiyotik Duyarlilikla rinin Belirlenmesi

Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen klinik 6rkier %5 koyun kanh agar ve
Eozin Metilen Blue agar (EMB) besiyerlerine ekildiB- 24 saat inklilbasyonun ardindan
besiyerlerinde saf kolonjeklinde Ureyen, Gram negatif, aerob, hareketsiglokiok
veya kokobasil morfolojisinde, katalaz pozitif, akaz negatif, glukoz ve laktoz
fermentasyonu yapmayan bakterilécinetobacter siphesiyle ileri identifikasyon
testlerine alindiizolatlarin tir diizeyinde tanimlanmasi ve antibkaduyarliliklari
VITEK2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize sistkullanilarak belirlendi.
Duyarhlik testleri sonuclari CLSI M100-S21 starttirna gore duyarli (S), ara duyarl
(I) ve direncli (R) olarak kategorize edildi Balter ¢calsma zamanina kadar -80°C’de

%10’luk gliserinli buyyon besiyeri icerisinde sakth.

3.3 imipenem ve Meropenem Duyarliginin Standart Sivi Mikrodiliisyon

Yontemi ile Belirlenmesi

Testte CLSI M100-S21' in onerileri gaultusunda katyon ayarli Mueller-
Hinton-Buyyon (KAMHB) ve U tabanli 96 kuyucuklu gdiar kullanildi. Kontrol s
olarak E.coli ATCC 25922 kullanildi. Cajmada kullanilarimipenem (Merck&Colnc,
ABD) ve Meropenem (AstraZenica, ABD) dretici firmad temin edildi.imipenem
distile su, Meropenem DMSO ile ctzllerek 4096 pdiknstok cozeltileri hazirlandi.
Mikrodilisyon duyarlilik testlerinde, imipenem ve meropeneminugalbozulabilme
olasiliklari nedeniyle her caina icin plaklar yeniden hazirlandi. Plaklarda ilk
konsantrasyon 256 pg/ml, son konsantrasyon 0.5 lugamak sekilde stok solusyon
dilue edildi. 4096 pg/ml olarak hazirlginiz antibiyotik stok solliisyonu, besiyeri ve
bakteri siispansiyonu ile de 4 kat diluegattiz g6z 6ntuinde bulundurularak MHB ile

1/3 dilte edilerek konsantrasyon 256 pg/ml'ygidildi. Steril U tabanh MIK planin
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tum kuyucuklarina KAMHB besiyerinden 100 plgaaldi. Daha sonra 2 numarali
sutundaki kuyucuklara 256 pg/ml antibiyotik icereesiyerinden 100 pl konulup seri
dilisyon yapildi. Antibiyotik konulmayan 1 numaraiitundaki kuyucuklar bakteri
ureme kontrolu (pozitif kontrol) olarak kullanildseri dilisyonda 11. kuyuga kadar
gelindi. 12 numarali sttundaki kuyucuklar negatdnttol olarak belirlendi igin
dilisyon yapilmadi.

CLSI onerileri dgrultusunda 24 saatlik bakteri kilttrindeki kolordlen 0.5
McFarland bulanikfiina it olacak sekilde bakteri siispansiyonu hazirlanip, 1/100
oraninda dilie edildi. Her yatay siraya ayri biktea stspansiyonundan 100'gr 11.
kuyucuyza kadar eklendiPlaklarin ilk yatay sirasina kontrolssuolarakE.coli ATCC
25922'den hazirlanan stspansiyondan 100 pl konwdiroplaklar 35 +2°C’'de 24
saat inkibe edildi ve gozle Greme gorilmeyen egiikdiantibiyotik konsantrasyonlari
MIK olarak saptandi. Sonuglar CLSI M100-S21’ e gdagedendirildi.

Imipenem ve meropenem icirz16 ug/ml direncli, < 4 pg/ml duyarh olarak
kabul edilmgtir. Standart sgun imipenem ve meropenem icin CLSI'in ongrdviiK
degerleri sirasiyla 0.06-0.25 ve 0.008-0.06/ml’dir ve calsma siresince bu derler
arasinda kalngtir.

3.4 OXA Karbapenemazlarin PCR Yodntemiyle Aratiriimasi

3.4.1 Acinetobacter Baumanniizolatlarindan DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu yapilacak klinik ve pozitif koatr swlari bir gin
oncesinden saklama stoklarindan MHA plaklarina jtzasé. Ureyen saf kolonilerden
Invitrogen PureLink Genomic DNA Kit'i kullanilarak rétici firmanin onerileri
dogrultusunda gsagidakisekilde DNA ekstraksiyonu yapildi (Invitrogen Usdanual,
2007).

1.2 x1@ gram negatif bakteri Giriinii 180 PureLink Genomic Digestion Buffer
ile sispanse edildi. 2d proteinaz K eklenerek vortekslendi.

0]
2.Karsim 55 C de 4sa arasinda inkiibe edildi. Hicreler ¢cozum&adar arada
bir vortekslendi.
3.Lizata 20ul RNase A eklenerek vorteklendi ve oda sigakbla 2 dk inkibe
edildi.
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4.200 ul  Genomic Lysis/Binding Buffer eklenerek homojemrikim elde
edinceye kadar vorteklendi.

5.Lizata 200ul %96-100 etil alkol eklenerek, homojen solusyddeeedilene
kadar 5 dk vorteklendi. Binding DNAsamasina ilerlendi.

6.Lizat Spin kolon koleksiyon tiiplerine alindi.

7.10000x G’ de 1 dk santrifij edildi. Spin kolonkamlarak temiz bir
mikrosantrifij tipdne alindi.

8.DNA yikama gaamasina gegcildi.

9.500ul 1.yikama bufferi kolona eklendi.

10.10000x G’ de 1 dk santriftj edildi. Spin kolonkarilarak temiz bir
mikrosantrifij tipdne alindi.

11.500ul 2.yikama bufferi kolona eklendi.

12. Firmanin oOnerileri dgultusunda santrifij cihazinin maksimum hizi olan
20000%x G’ de oda sicakinda 3 dk santriflj edildi. Spin kolon c¢ikarilarsteril DNAse
ve RNAse icermeyen mikrosantrifij tipune alindi.

13.Eluting DNA aamasina gecildi.

14.Kolona 150ul Genomic Elution Buffer eklendi. Oda sicahda 1 dk
inkiibe edildi.

15.Firmanin Onerileri dgrultusunda santrifij cihazinin maksimum hizi olan
20000x G’ de oda sicakinda 1 dk santriftij edildi. Kolon kismi ¢ikarilipildi. Tapde

kalan kisim saflgirilmis genomic DNA iceriyordu.

3.4.2 PZR Yontemi

Calismada Woodford ve ark.nin ¢ghasi referans alinardkaoxa-23, blaoxa-24,
blaoxas1, blaoxass gen bolgelerinin multiplex PCR ile calmasi planlannstir
(Woodford ve ark., 2006). Ancak yapilan magnezyulorik ve is1 optimizasyon
calismalarinda olumlu sonug¢ alinamamasi nedenbyxa23, blaoxa-24, blaoxa-si,
blapxass gen bolgelerinin ayri ayri cglimasina karar verilngiir. PCR calmasinda
blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxass gen bdlgelerini tadigl bilinen sylardan DNA
ekstraksiyonu yapilarak pozitif kontrol olarak larildi. Kullanilan sglar Tablo liI'de

sunulmuytur
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Tablo Il : Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan gar

Sus Tasidigl gen
A. baumannii blaoxa-23 ve blaoxa-s1
A. baumannii blaoxa-s1 ve blaoxa-ss
A. baumannii blaoxa-24

3.4.2.1 OXA Karbapenemazlarin PZR Yontemiyle Aragtiriimasinda

Kullanilan Primerler

PZR’de blapxa-23, blaoxa-24, blaoxas1, blaoxass gen bolgelerinin ggaltilmasi
icin gerekli primer ciftleri Tablo 1V’de sunulngtur.

Tablo IV : Calismada Kullanilan Primer Ciftle{Woodford et al., 2006).

Primer adi Primer dizisi (5>3) Baz Cifti (bp)

5-GATCGGATTGGAGAACCAGA-3
blaoxa-23 5-ATTTCTGACCGCATTTCCAT-3 501bp

5-GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA-3

blaoxa-24 246bp
5-AGTTGAGCGAAAAGGGGATT -3

5-TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3
blaoxa-s1 353bp
5-TGGATTGCACTTCATCTTGG-3

5-AAGTATTGGGGCTTGTCTG-3
blao)(A_5g 599bp
5-CCCCTCTGCGCTCTACATAC-3

3.4.2.2 PZR Reaksiyon Kagimi

PCR’de blapxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss gen bolgelerinin ggaltilmasi
icin gerekli reaksiyon kagimi (master mix) Gugli'nin ¢amasindaki igerik referans

alinarak, bizim cagmamiza uyarlanmgiir ve Tablo V'de sunulmgur (Gugli 2011).
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Her reaksiyona pozitif kontrol olaraklaoxa-23, blaoxa-24, blaoxas1, blaoxass gen
bdlgelerini icerenA.baumanniisuisu eklendi. Ayrica her reaksiyona, kalip DNA yerine

steril distile suyun kullanilgh, bir negatif kontrol de eklendi.

Tablo V : b|ao>(A.23, b|ao>(A.24, b|ao>(A.51, b|ao>(A.53 gen b('jlgelerinin PZR'de
cogaltiimasi icin kullanilan reaksiyon kami.

10X PCR buffer 5ul
40 mM dNTP 0.25ul

100mM MgCh 2ul

0.5l primer (50 pmoil) 1w
0,2ul

TagDNA polymerase (5Ujl)

dHO 38.581

Kalip DNA 3ul

Toplam 50ul

3.4.2.3 Amplifikasyon

Hazirlanan reaksiyon karmi ‘Thermal cycler’ (Sanyo DNA Amplifies MIR-D40,
Japan) cihazina yuklendi \@aoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss gen bdlgelerinin
amplifikasyonu icin sirasiyla Tablo VI-IX' daki pgoamlar kullanildi (Woodford ve
ark., 2006).

Tablo VI: blapxa-23 Gen Bolgesinin PCR Metodundaki Sicaklik Donguleri
940C’de 5 dakika (6n denatirasyon}——  1gibn
940C’de 25 saniye (hedef DNA denatiirasyonu)
550C’de 40 saniye (primer g@nmasi) 30 dbéngu
720C’de 50 saniye (primer uzamasi)

720C’de 6 dakika (son uzama) —>  Ohgli
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Tablo VII:  blapxa-24 Gen Bolgesinin PCR Metodundaki Sicaklik Dénguleri
940C’de 5 dakika (6n denatirasyom}——  1gibn
940C’de 25 saniye (hedef DNA denatiirasyonu)
570C’de 40 saniye (primer g@nmasi) 30 dongu
720C’de 50 saniye (primer uzamasi)

720C’de 6 dakika (son uzama) @ —> Ohgli

Tablo VIII:  blapxa-s1 Gen Bdlgesinin PCR Metodundaki Sicaklik Dongtleri
94OC’de 5 dakika (6n denatirasyom}——  1gibn
940C’de 25 saniye (hedef DNA denatiirasyonu)
520C’de 40 saniye (primer g@nmasi) 30 dongu
720C’de 50 saniye (primer uzamasi)

720C’de 6 dakika (son uzama) @ —> Ohgli

Tablo IX: blapxa-ss Gen Bolgesinin PCR Metodundaki Sicaklik Donguleri
94OC’de 5 dakika (6n denatirasyom}———  1gibn
94OC’de 25 saniye (hedef DNA denatiirasyonu)
5500’de 40 saniye (primer anmasi) 30 dongu
720C’de 50 saniye (primer uzamasi)

720C’de 6 dakika (son uzama) @ —> Ohgli

3.4.2.4. PCR Urunlerinin Analizi

PCR urint DNA'larin (amplikonlarin) tespiti icin DNjel elektroforezi kullanildr.
Agaroz konsantrasyonu %1,5 olagakilde 1X TBE tamponu ile agaroz jel hazirlandi.
Mikrodalga firinda eritilen agaroz, yatay elektna® jel kabina dokuldi ve gomaya
birakildi. Ilk agaroz jel kuyucguna “Promega 100 bp DNA Ladder Plus” veya
“Promega 100 bp DNA Ladder” belirteclerinden i0eklendi. ikinci kuyucusa pozitif
kontrol syu amplikonu, geri kalan kuyucuklara ise sirasiylbnik izolatlarin
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amplikonlarindan 1Qul, 2 pl 6X ytukleme tamponu ile kattirilarak uygulandi. 1 saat
suresince 120 V elektirik akimi altinda molekilevybtlarina gére DNA bantlar
ayristirildi. 5 ug/ml etidyum bromid iceren distile suda 20 dakighljoyandi. Jel U.V.
Isigl altinda Bio-Rad Gel Doc XR cihazi ile goruntilenmg Quantity One yazilimi
kullanilarak goruntuler kaydedildi. Beklenen yefdNA bandi saptanan 6rnekler PCR
pozitif olarak kaydedildi.
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4. BULGULAR

4.1.A. baumanni izolatlarinin izole Edildigi Materyallerin Da gilimi

Calismada csitli klinik 6rneklerden izole edilen100 A. baumann izolati
kullanildi. Bu izolatlarir38 (%38)‘i trakeal aspirat 6rneklerindety, (%17) ‘si balgam,
14 (%14) ‘G kan, 14%14) ‘Uidrar, 4 (%4) ‘U yara, 3 (%3) ‘éksud;, 3 (%3) ‘U akinti
ve 7 (%7) ’si degssitli Klinik 6rneklerden (bse ameliyat materyaliBOS gibi) izole
edildi. Laboratuarimiza goénderilen materyallerdezolé ettgimiz A. baumannii

izolatlarinin materyal dalimi sekil 3de gortulmektedir.

Materyaller

39 3% 7

B TAK

B BALGAM

= IDRAR

H KAN

B YARA

m EKSUDA
AKINTI
DIGER*

. J

Sekil 3: Hastalardan gonderilen materyallerirgdemi
*: 2 sUranti 1 abse, 1 katater, 1 mayi, 1 BAplevral siv,.

4.2.A. baumanni izolatlarinin Gonderildi gi Servislerin Dagihmi
Laboratuvarimiza gelen materyallerin kliniklere g@gailimi TabloX ve Sekil
4'de sunulmytur. Laboratuvarimiza mateallerin blyuk bolimu yogun bakim

unitesinetn gonderilmgtir. Bunugogus hastaliklari ve dahiliyservisleri izlemgtir.
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Tablo X: Gonderilen Materyallerin Servislere Goregilani

KL INIK SAYI %
Yogun bakim unite: 28 28
Gogus hastalikla 13 13
Dahiliye 12 12
Beyin cerrat 8 8
Genel cerral 5 5
Uroloji 5 5
Hematoloj 4 4
Noroloji 4 4
Onkoloji 4 4
Enfeksiyon 3 3
Cocuk ygun bakin 3 3
Plastik cerral 2 2
Yenidasan ygun bakin 2 2
Cocuk sgh g 1 1
Diger * 6 6

* . Cocuk cerrahi 1Kardiyoloji 1, Kulak burun bgaz 1,Koroner ygun bakin 1,
Kalp Damar cerrahisi,lortopedi 1

30%

25%

20%

15%

10%

5%

0%

\\‘\\\

Klinikler

® Yogun bakim Unitesi
B GOgus hastaliklari
m Dahiliye
m Beyin cerrahi
m Genel cerrahi
m Uroloji
®m Hematoloji
m Noroloji
Onkoloji
m Enfeksiyon
m Cocuk yogun bakim
Plastik cerrahi

Yenidogan yogun bakim

Cocuk saghgi
Diger*

J

Sekil 4: Gonderilen materyallerin servislere gorgidiani
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4.3. A. baumanniiizolatlarinin Antibiyotik Duyarhliklari

4.3.1.A. baumannii izolatlarinin VITEK2 Sistemiyle Saptanan Antibiyotik

Duyarhliklari

Calismaya alinan karbapenem direnglibaumanniklinik izolatlarinin VITEK2
sistemi (bioMerieux, ABD) ile yapilan antimikrolalyduyarlilik sonuclari Tablo XI' de
verilmistir. Tabloda da goruldiil gibi tim izolatlar piperasilin, sefepim ve seithme
direncli bulunmytur. CalsmadakiA. baumanniiklinik izolatlarinin  tamami kolistine

duyarli gérinmektedir.

Tablo XI: A. baumanniizolatlarinin VITEK2 sistemi ile saptanan antingkiyal

duyarlilik sonuclari

Antibiyotik Duyarh Ara Direngli
duyarh

% % %

amikasin 27 11 62
sefepim* _ _ 100
seftazidim* _ _ 100
siprofloksasin 1 _ 99

kolistin** 100 _ _
gentamisin 38 _ 62
levofloksasin 2 8 90
imipenem* _ _ 100
meropenem* _ _ 100
piperasilin* - _ 100
piperasilin-tazobaktam 1 _ 99
tetrasiklin 16 12 72
trimetoprim-sulfametoksazol 27 _ 73

*.Izolatlarin tumu direnclidir. **izolatlarin tamami duyarlidir.

4.3.2 A. baumanniiizolatlarinin Sivi mikrodiliisyon ve VITEK2 Sistemiyle

Saptanan Antibiyotik Duyarhliklar

CLSI Onerileri dg@rultusunda Sivi mikrodilisyon yontemi ile elde edil
imipenem ve meropenem duyarhlik sonuclarinin  VIZEKbioMerieux, ABD)

sistemiyle elde edilen sonuclarla &éastiriimasi tablo Xl * de verilmyitir. CLSI
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tarafindan verilen NK yorumlama standartlarpg/mL ) imipenem ve meropenem igin
< 4 duyarh (S), 8 ara duyarli (I), ve16 direncli (R) dir. Sivi mikrodilisyon yontemi
ile ara duyarli bulunan izolatlar direncli kabuliledstir (Fillaux ve ark., 2006). Buna

gore batln izolatlar imipenem ve meropeneme dirdngunmutur.

Tablo Xll: A. baumanniiizolatlarinda VITEK2 Sistemi ve Sivi Mikrodilisyon

Yontemiile Elde Edilenimipenem ve Meropenem Duyarlilik Sonugclari

Izolat VITEK2 Sivi izolat VITEK2 Sivi
Numarasi | SISTEMI* Mikrodilisyon | Numarasi SISTEMI* Mikrodilisyon
IMP | MER | IMP | MER IMP |[MER |IMP  MER

1 216 | 216 64 64 26 216 216 16 32
2 216 216 16 32 27 216 216 16 32
3 216 216 32 32 28 216 216 32 64
4 216 216 64 64 29 216 216 32 128
5 216 216 128 64 30 216 216 32 128
6 216 216 64 128 31 216 216 32 128
7 216 216 64 32 32 216 216 16 64
8 216 216 64 32 33 216 216 16 32
9 216 216 64 32 34 216 216 32 64
10 >16 216 32 32 35 >16 >16 32 32
11 216 216 32 32 36 >16 >16 32 64
12 216 >16 16 64 37 >16 >16 32 64
13 216 216 16 32 38 >16 >16 16 32
14 216 216 16 16 39 >16 >16 16 32
15 216 216 32 64 40 >16 >16 16 32
16 216 216 32 64 41 >16 >16 16 64
17 216 216 16 16 42 >16 >16 32 64
18 216 216 32 32 43 >16 >16 32 64
19 216 216 32 128 44 >16 >16 16 128
20 216 216 16 64 45 >16 >16 32 32
21 216 216 32 32 46 >16 >16 16 32
22 216 216 32 64 47 216 216 16 8
23 216 216 32 32 48 216 216 16 16
24 216 216 32 32 49 216 216 16 16
25 216 216 32 64 50 216 216 16 16

45



Izolat VITEK2 Sivi Izolat VITEK2 Sivi
Numarasi | SISTEMI* Mikrodilisyon | Numarasi SISTEMI* Mikrodilisyon
IMP | MER | IMP | MER IMP |MER |IMP  MER
51 216 216 16 16 76 >16 >16 16 32
52 216 216 32 32 77 >16 >16 32 64
53 216 216 64 32 78 >16 >16 16 32
54 216 216 16 16 79 >16 >16 16 32
55 216 216 32 32 80 216 216 256 256
56 216 216 16 32 81 216 216 16 128
57 216 216 16 8* 82 216 216 16 16
58 216 216 16 16 83 216 216 16 64
59 216 216 16 16 84 216 216 32 64
60 216 216 32 16 85 216 216 32 64
61 216 216 32 32 86 216 216 8* 16
62 216 216 16 32 87 216 216 16 32
63 216 216 16 32 88 216 216 16 32
64 216 216 32 32 89 216 216 16 16
65 216 216 8* 32 a0 216 216 32 64
66 216 216 8* 16 91 216 216 16 32
67 216 >16 32 32 92 >16 >16 64 64
68 >16 216 32 64 93 >16 >16 64 64
69 216 216 16 32 94 >16 >16 64 64
70 216 >16 8* 32 95 >16 >16 16 32
71 216 216 64 64 96 >16 >16 32 64
72 216 216 32 64 97 >16 >16 64 64
73 216 216 16 16 98 >16 >16 16 32
74 216 216 64 64 929 >16 >16 64 64
75 216 216 32 64 100 >16 >16 16 64

*. Ara duyarl sglar direncli kabul edilmtir.

**: VITEK 2 sistemi saptanan en yiksekiKidegeri 216 dir.
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4.4. Karbapenem DirencliA.baumannii izolatlarinin PZR’de blaogxa.23, blaoxa-

24, blaoxa-s1, blaoxa-ss  Gen Bdlgelerinin Amplifikasyonu

Karbapenem dirench.baumannizolatinin PZR’lerinde tim reaksiyonlarda pozitif
kontrol olarak kullanilarblapxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss gen bolgelerine ait
bandlarda goruntt saptandi. Her reaksiyon soneds gon kuyucuklarina eklenen
negatif kontrollerin hi¢birinde bant gdzlenmedi.OlKarbapenem direncgli A.baumanni

izolatinin PZR’de, blapxa-23, blaoxa-24, blaoxasi, blaoxass gen bolgelerinin tespit
edildigi jel goruntuleriSekil 5-8’ de sunulmgtur.

Ladder PC P51 P52 P53 PS4 HNS1 HS2 HNS53 NS4 NS5 NC

Sekil 5. blapxa-23 gen bolgesinin PZR sonrasi jel gorintisu
Ladder: Promega 100 bp DNA Ladder Plus PS 1-4tP&is NS 1-5: Negatif Sy
PC:blapgxa-23 pozitif A.baumannNC:Negatif Kontrol.

a7



500 bp
353 bp

100 bp

Ladder PC NS1 NS2 RNS3 HNS4 NS5 NS6 NS7 NS8 NS9O NC

Sekil 6. blapxa-24 gen bdlgesinin PZR sonrasi jel goruntisi
Ladder: Promega 100 bp DNA Ladder Plus PS:PE&WINS1-9: Negatif Sy
PCblapxa-24 pozitif A.baumannNC:Negatif Kontrol

Ladder PC P51 P52 P53 P54 P55 P56 PS7 PS8 PSO HNC

Sekil 7. blapxa-s1 gen bélgesinin PZR sonrasi jel goéruntisu
Ladder: Promega 100 bp DNA Ladder Plus PS1-9:P&i§ NS: Negatif Sg
PC:blapxa-s1 pozitif A.baumannNC:Negatif Kontrol
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Ladder PC NS1 HNS2 NS3 NS4 NS5 NS6 NS7 HNSS NS9 NC

Sekil 8. blapxa-ss gen bolgesinin PZR sonrasi jel gorintisu
Ladder: Promega 100 bp DNA Ladder Plus PS:PE&WINS1-9: Negatif Sy

PC:blapgxa-ss pozitif A.baumanniNC:Negatif Kontrol

4.4.1 Karbapenem Direncli A.baumannii izolatlarinda PZR ile saptanan

blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss Gen Bolgelerinin Dgilimi
Calismaya dahil edilen 100 karbapenem direncli A.baumarwiatinin yapilan

PZR'lerinde, izolatlarin tumiindelaoxa.s1 gen bélgesi pozitif bulunddzolatlarin PZR

sonugclarl Tablo XlII'de sunulmtur.
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Tablo XllI: OXA Tipi Karbapenemazlarin @dimlari

Sus | OXA51 | OXA23 | OXA58 | OXA24 | Sus | OXA51 | OXA23 | OXA58 | OXA24
No No
1 + + - - 26 + + -
2 + + - - 27 + + -
3 + + - - 28 + + -
4 + + - - 29 + + -
5 + + - - 30 + + B
6 + + - - 31 + + B
7 + + - - 32 + + -
8 + + - - 33 + + B
9 + + - - 34 + + B
10 + + - - 35 + + -
11 + + - - 36 + + -
12 + + - - 37 + + -
13 + + - - 38 + -
14 + + - - 39 + + -
15 + + - - 40 + + -
16 + + - - 41 + + -
17 + + - - 42 + + -
18 + + - - 43 + + -
19 + + - - a4 + + -
20 + + - - 45 + + -
21 + + - - 46 + + -
22 + + - - 47 + + -
23 + - - - 48 + + -
24 + + - - 49 + + -
25 + - - - 50 + + -
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Tablo XllI: OXA Tipi Karbapenemazlarin @dimlari

Sus | OXA51 | OXA23 | OXA58 | OXA24 | Sus | OXA51 | OXA23 | OXA58 | OXA24
No No
51 + - - - 76 + + -
52 + - - - 77 + + -
53 + + - - 78 + + -
54 + + - - 79 + + -
55 + + - - 80 + + -
56 + + - - 81 + + -
57 + + - - 82 + - -
58 + + - - 83 + + -
59 + + - - 84 + + -
60 + + - - 85 + + -
61 + + - - 86 + + -
62 + + - - 87 + - B
63 + + - - 88 + + -
64 + + - - 89 + + -
65 + + - - 90 + + -
66 + + - - 91 + + -
67 + + - - 92 + + -
68 + + - 93 + + -
69 + + - 94 + ¥ -
70 + + - - 95 + + -
71 + + - - 96 + + -
72 + + - - 97 + + -
73 + + - - 98 + + -
74 + + - - 99 + + -
75 + + - - 100 + + -
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PCR ile izolatlarin hepsindadaoxa-s1 gen bolgesi saptandi. 93 izolati@aoxa-23
gen bolgesi saptanirkehlaoxa-24 Ve blaoxa-ss gen bolgesi hicbir izolatta saptanmadi.

OXA Tipi karbapenemazlarin pozitiflik oranlari TlatXIV’ de sunulmutur.

Tablo XIV: OXA Tipi Karbapenemazlarin Pozitiflik Oranlari

Enzim Say! (%)
OXA-51 100
OXA-23 93
OXA-23 ve OXA-51 93
OXA-24

OXA-58
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5. TARTISMA

Acinetobacter baumannienfeksiyonlari, dinya genelinde hastane kaynakli
enfeksiyonlarin en énemli nedenlerinden biridirrluga ve dezenfektanlara gostegidi
diren¢c nedeniyle; hastane ylzeylerinde ve tibbiaddgrda uzun sire cangini
koruyabilmesi, karbapenem direnci dahil olmak Uzeoklu antibiyotik direncinin
giderek artan oranlarda kaniza cikmasi ve Ozellikle gon bakim birimlerinde
salginlara yol acabilmes. baumanninin surekli gindemde olan bir patojen olmasina
neden olmaktadir.

Acinetobacter baumannii 6zellikle hastane kaynakli infeksiyonlarda, Kklinik
orneklerden en fazla izole edilen turdur (Schrebleeger ve ark., 2007). Hastane
kaynakli enfeksiyonlar, siklikla endotrakeal tipyaetrakeostomilere I3 olarak
solunum sistemini, Uriner sistemi ve vyara Yyerinitntakta, septisemiye kadar
ilerlemektedir. Ek olarak ayaktan devamli peritdnégaliz peritoniti, endokardit,
menenjit, osteomiyelit, artrit, korneal perforasyde bildirilmistir (Bergogone-Berezin
ve Towner, 1996). Acinetobacter tirlerinin 6zeklikiogzun bakim Unitelerinde yatmakta
olan hastalarda ventilator gkili pnédmonilerde giderek artan sayilarda etkenrakta
gosterildgi rapor edilmektedir. Risk faktorleri, antibiyotitedavisi ve/veya cerrahi
girisim, yabanci cisim uygulamalari, mekanik ventilasygogun bakim Unitesinde
yatis olmakla birlikte klinik izolatlar enfeksiyon etkenlmaktan ziyade kolonize olan
bakterilerdir (Bergogone-Berezin ve Towner, 1996).

Acinetobacterswlarinin izole edildii 6rneklerin d@himi ¢esitli calismalarda
farkhliklar gostermektedir. Colpan ve ark.nin Aark’da yaptiklari ¢ajmada A.
baumanniiizolatlari en sik trakeal aspirat, (%36.1), ikistklikta kan (%25), tc¢lncu
siklikta idrar (%22.2) o6rneklerinde tespit edgtimi (Colpan ve ark., 2002). Yavuz ve
ark. yapmg olduklari calgmadaA. baumanniizolatlarini %27 ile en sik trakeal aspirat,
%21 ile ikinci siklikta idrar, %16 ile uglncu skin balgam orneklerinden elde
etmislerdir (Yavuz ve ark., 2006). Zer ve ark. gaialarindaA. baumanniiizolatlarini
en sik trakeal aspirat (%45.16), ikinci sikliktanK&14.51) ve tclncu siklikta yara yeri
(%11.29) materyalinden izole etgtardir (Zer ve ark., 2007). Gilhan ve ark.’nin
calismasinda ise izolatlarin %3'U trakeal aspirat, %i2kes, %40’ yara ve %24°0 idrar
orneklerinden olgmaktadir (Gulhan ve ark., 2009). Gatamizda izolatlarimizin izole

edildigi drnekler arasinda ilk sirayi trakeal aspirat (%8Brken kan kultarleri (%17)
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ikinci, balgam oOrnekleri (%14) ise uglnci sirada genaktadir. Acinetobactetturleri
siklikla mekanik ventilatérlii hastalarda solunumstesini infeksiyonlarina yol
acmaktadir. CajmamizdaA. baumanninin yiksek oranda trakeal aspirattan izole
edilmesinin ventilator ekipmanlarindaki kolonizasgd&li olabilecegi disuntlmistir.
Calsmamizda Abaumanniiizolatlarinin servislere gore gimi incelendginde,
100 A. baumanniiizolatinin en fazla ygun bakim unitesinden izole edigi ikinci
sirada g@us hastaliklari klirgi, Gclncl sirada ise dahiliye Kkigmin yer aldgi
gorulmektedir. Cetin ve ark. yaptiklar gahada, 129A. baumanniisussunun en sik
yogun bakimlardan ve ikinci siklikla beyin cerrahisnitésinden izole edildini
belirtmislerdir (Cetin ve ark., 2006). Ozdemir ve ark. 245 baumanniisusunu en sik
olarak reaminasyon yon bakimdan ve ikinci siklikta ise gis hastaliklar ygun
bakim Unitesinden izole etgiérdir (Ozdemir ve ark., 2009). Aral ve ark.'ninpglari
calismada 130A. Baumanniswsu en sik ygun bakim, ikinci siklikta gocuk hastaliklar
ve ucuncu sikhkta cerrahi kliniklerinden elde efleridir (Aral ve ark., 2010). Caima
grubumuz bu yonuyle g@erlendirildiginde, dger calgmalarla uyumlu bulunmgbur.
Mikroorganizmalarin ¢ veya Uzerinde farkli antitix gurubuna direncli
olmalari ¢oklu antibiyotik direnci olarak tanimlaaktadir (Magiorakos ve ark., 2011).
Acinetobacter baumanniénfeksiyonlarinin tedavisinde en 6nemli problem @i®
kokenlerin izole edilme oranlarinda artma ve tedavikullanilacak antibiyotik
seceneklerindeki azalmadir (Bergogne-Berezin veneswl996; Kwon ve ark., 2007).
Arastirmamiz  boyunca incelegimiz  Acinetobacter kdkenlerinin  tamaminin
antibiyotiklere ¢gul direncli oldgu belirlenmitir. CID olan A. baumanniisuslari ile
olusan enfeksiyonlar ik kuruluslarinin ciddi bir sorunu haline gelgtir. Bu sorunun
hizli bayimesinin bgica nedeni ygun ve uygunsuz antibiyotik kullanimidir.
Aztreonam ve 3. Iak sefalosporinlerin kullaniminin karbapenem dilieng
Acinetobactertirlerinde arya neden oldgu bulunmy ve direncli tirlerin yayilimini
azaltmak icin antibiyotik kullaniminin azaltilmaserilmistir (Manikal ve ark., 2000).
Zarilli ve ark. calgmalarinda direncliA. baumanniikdkenlerinin epidemik duruma
gelmesi ile bu grup antibiyotiklerin gon kullaniminin paralel oldwunu
gOstermglerdir (Zarrili ve ark., 2004). {D swlarin sirekli olarak antibiyotiklere direng
gelistirmeleri sadece bir tek antimikrobiyal ajana duiyatan ve giderek mevcut tim

ilaclara direncli olan “pandrugresistance” (PDRplatlarin ortaya ¢ikmasina neden
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olmustur. Antimikrobiyallere kayi olan diren¢ sorunu mortalite ve morbiditeyi
artirmakta ve buna ilaveten ciddi ekonomik kayplaeden olmaktadir. PDR klinik
izolatlarin siklgl, bu izolatlarla ilkili enfeksiyonlarin tedavi secenekleri, mortalite
morbidite oranlarina gkin veriler klinik ve halk sglig1 acisindan buyik 6neme sahiptir
(Falagas, 2007). Bu yuzden, hem ulkemizde hem der dilkelerdeAcinetobacter
spp.’nin antimikrobiyallere kar direnc dgiliminin tespiti 6nemlidir.

Yaptigimiz calsmada karbapenem diren@i.baumanniiizolatlarinda kolistine
%100, piperasilin tazobaktama %1, tetrasikline %ttBnetoprim silfometaksazole
%17, levofloksasine %28, siprofloksasine % 1, gaigae % 38 ve amikasine % 22
oraninda duyarlilik saptangtw. Ulkemizde yapilan bir ¢caimada 215A. baumannii
izolatinin imipenem duyarlgi %30, amikasin duyarlgi %24, gentamisin duyarlgh
%18, siprofloksasin duyarl@i %14, seftazidim duyarlg %11, piperasilin tazobaktam
duyarliligi %10, sefepim duyarlgi %7'dir (Ozdemir ve ark., 2009). Aral ve ark.
calismalarinda imipenemi %28 duyarlilik ile en etkili tinyotik bulmular ve
seftazidime % 8, levofloksasine % 9, trimetoprintfametoksazole % 15, gentamisine
%15, amikasine % 19 duyarhlik bildirgherdir (Aral ve ark., 2009). Iraz ve ark.’nin
calismalarinda 143A. baumannii izolatinin imipenem duyarlgi %8, amikasin
duyarliligi %31, gentamisin duyarlg %46, siprofloksasin duyarlg %8, seftazidim
duyarliligi %6, piperasilin tazobaktam duyathh%7, sefepim duyarlgn %7°dir (Iraz
ve ark., 2012). Hastanemizde Sezgin’in 2012 yiligdptgl calsmadaA.baumannii
izolatlarinda kolistine %100, imipeneme %21, mermpee %22.3, piperasilin
tazobaktama %15.7, piperasiline %8.5, tetrasikling17.1, trimetoprim
sulfometaksazole %24.3, levofloksasine %17.1, fipksasine % 17.7, gentamisine
%22.3, seftazidime %14.5, sefepime %14.5 ve ammka8b32.2 oraninda duyarlilik
saptamglardir (Sezgin, 2012). Bu veriler hastanemizdeki t&emizdeki azalngi
duyarlihlk sorununu ortaya koymaktadir.

KarbapenemlerA. baumanniinin neden oldgu infeksiyonlarin tedavisinde
tercih edilen ilaglardir. Ancak son yillarda diungalarbapenem direncli izolatlarin
sayisinda arfi gbzlenmektedir. Acinetobactertirlerinde karbapenem direnc oranlari
ulkelere ve cgrafi bolgelere gore farkliik gdstermektedir. 11 rApa ulkesinden
(Belgika, Bulgaristan, Rusya, Tirkiye, Cek Cumbhetiy isvec, Almanya,italya,
Ingiltere, Polonya vésvicre) 37 merkez 1997-2000 yillari arasinda MYSBBX(Yillik

55



Meropenem Duyarlilk Test Bilgisinin Toplanmasi) ogramina katilngtir. A.
baumanniinin antibiyotik duyarlilik raporlarina gore Turleybu camaya gore en
yiksek diren¢ seviyesine sahip olup oitalya ve Ingiltere takip etmektedir. Bu
calismada Turkiye'de ortalama diren¢ orani %35 olarakiteedilmitir (Turner ve ark.,
2003). 2000-2003 yillar arasindaki MYSTIC gaiasinda tUlkemizdeki meropenem ve
imipenem direng oranlari sirasiyla %42 ve %48 bulugtur (Korten ve ark., 2007).
2004 yilinda Karsligil ve ark.’nin yagt bir calsmada Acinetobacter suslarinin
imipenem direnci %9.6 oraninda, 2009 yilinda Oz&kin"in yaptigl calsmada %53.5
oraninda, Kirkgdz' Un calmasinda ise %98 olarak saptagtmi( Karshgil ve ark,
2004; Ozgur Akin ve ark., 2009; Kirkgoz, 2011). 20de Sezgin’in yapg calsmada
imipeneme %79, meropeneme %72.7 oraninda direnigndmak oldukca yiksek bir
artis gozlenmgtir (Sezgin, 2012). Maalesef, Turkiye'de vesel Ulkelerde bu direng
oranlari son yillarda giderek artmaktadir.

A. baumanii de karbapenemlere diren¢ ggiine neden olanbir c¢ok
mekanizma vardirKarbapenem direncinde etkili olan mekanizmalankoaomal ya da
plazmid aktarimh karbepenemazlarg anembran proteinlerinde kayip, CarO geninin
yoklugu, penisilin bglayict proteinlerin  modifikasyonu, efflux sistemleolarak
siralanabilir. (Zarrili ve ark., 2009). Karbepenatmencli A. baumanii‘de direncgten
sorumlu en 6nemli mekanizma karbepenem hidrolizenebeta laktamazlardiA.
baumanii de simdiye kadar bir cok karbapenem hidrolize eden bektéamaz tespit
edilmistir. Bunlardan metallo beta laktamazlar (VIM, SINMP) dinyanin bazi
bdlgelerinde sporadik olarak bildirilgtir ve classl integron ile gkilendirilmistir
(Zarrili ve ark. 2009).Acinetobacter baumanruie karbapenemaz aktivitesi olan en
yaygin beta laktamaz grubu,gmlukla bu tirler icin spesifik olan karbapenemrabiit
eden sinif B-laktamazlardir (Poirel ve Nordmann, 2006). Bupgablapxa-23, blapxa-
24140 V€ blapxass ile temsil edilen, kromozamal ya da plazmid aktéritig ana
kazanilmg karbepenem hidrolize eden sinif D oksasilinaz k@mesi tanimlanstir.
Ayrica OXA-51 tip dgal oksasilinazin @ri Gretimi de kazanilngi karbapenem
direncine neden olmaktadir (Poirel ve NordmannQ&20

OXA tipi karbapenemazlarin ilk grubu olan OXA-23 9B yilinda rapor
edilmistir (Scaife ve ark., 1995)ingiltere hastanelerinde 2003-2004 yillarinda hizla

yayilan blapxa23 genine sahip iki karbapanem direncli klon saptatim(Poirel ve
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Nordmann , 2006). Romanya, Brezilya, Giliney Kordkansiz Polinezyasinda OXA-
23 karbapenemaz Uretekcinetobactersuslarina bg&li nozokomiyal salginlar rapor
edilmistir (Poirel ve Nordmann, 2006hlapxa-23 cogunlukla Asya ulkelerinde tespit
edilmis olmakla birlikte Gliney Amerika ve Avrupa’dan dddoilmistir ( Zarrili ve
ark., 2009). Meric ve arkaglari Ekim 2005-Ekim 2006 zaman diliminde YBU'dd0Op
olan ve OXA-23 enzimi UreteAcinetobacter baumannswlariyla meydana gelen bir
salgin bildirmglerdir (Meri¢ ve ark., 2006).

OXA tipi karbapenemazlarin ikinci grubu olan OXA-2k olarakispanya’ da
tespit edilmgtir. Bu izolatlarda yuksek dizey karbapenem diresaptanmtir (Poirel
ve Nordman, 2006)blapxa-2s, blaoxa-26ve blaoxa-40; blaoxa-24 ailesine aittir.blagxa-24
pozitif izolatlar siklikla ispanya,Portekiz ve Asya’ dan bildiriimekle birliktéran,
Belcika, Cek Cumhuriyeti ve Amerika’ da da saptagtmi( Zarrili ve ark., 2009).
Bizim calsmamizda blaoxaz4 varligi saptanmadi.Ulkemizde yapilan benzer
calismalarda dablapxa-24 varligi saptanmangtir. (Sari ve Giulay, 2010; ¢, 2011;
Ozen, 2012; Ulugcam ve ark., 2012,; Merdan ve &K12).

Diger grup bir grup olan OXA-58se ilk olarak Fransa'da tespit ediknwe
yanik Unitesinde bir salgina neden oftow. Caitli epidemiyolojik ¢calsmalarda klinik
orneklerdekiA. baumanniiswslarindablapgxa-ss geni gosterilmgtir. Bu ¢calsmalar farkh
cografi bolgelerden Iepanya, Tirkiye, Romanya, Bulgaristan, Avusturimgiltere,
Arjantin ve Kuveyt'den ) bildirilmgtir (Poirel ve Nordmann , 2006). Bulgaristan’da da
bir yogun bakim Unitesinde karbapenem direncli ve OXA-58tén klonlara b
nozokomiyal bir salgin rapor edilgtir (Poirel ve Nordmann , 2006). Ulkemizde ise
Kilah ve arkadgdari karbapenem direncli garin yaptg bir salginda izolatlarin % 78
‘de blapxa-ss tipi oksasilinaz tespit etrglerdir (Kilah ve ark., 2006). Guc¢li 2006-2011
yillari arasinda yapil calsmada blapxass tasityan izolatlarin oranini %18 olarak
saptamgtir (Gugl, 2012). Telli ve ark. ise ¢gnalarinda izolatlarin %12 ‘nddapxa-ss
varhigini tespit etmilerdir (Telli ve ark, 2012). Ulkemizde gi#li calismalardablaoxass
varhgl saptanngtir (Sari ve Giulay, 2012; ¢k, 2011). Bizim cakmamizda
izolatlarimizdablapxa-ss gen bolgesi saptanmagtir. Benzersekilde Nowak ve ark. 104
karbapenem dirench. baumanniizolatindablapxa-ss gen boélgesi tespit etmesgterdir
(Nowak ve ark., 2012).
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Acinetobacter baumannide dgsal oksasilinazlar olamlapxa-s1 benzeri beta-
laktamazlari kodlayan genler bugtne kadarsgah tim Acinetobacter baumannii
izolatlarinda kromozomal yedienlidir. Diger ilging 6zellik ise dgal olarak meydana
gelen OXA-51/69-benzeri oksasilinazlarin bazilariniretimi ve Acinetobacter
baumanniide karbapenem direnci arasinda biglaatinin kurulmasidir. Bu enzimlerin
karbapenemleri hidroliz etmek igin goreceli olaralyif becerilerine @&men, bu
oksasilinazlarin bazersia eksprese edilebilegegosterilmitir, bu da karbapenemlere
duyarlihkta azalmayla sonuclanmaktadir. Bu dursaxlece I8bal ile konmsu olan
blaoxa-s165-b€nzeri genleri tayan izolatlarda gozlenstir. ISAbal iliskili genlerin
ekpresyonunu kuvvetlendiren promoter sekanslarglagabilir. Muhtemelen bu
promoter sekanslarAcinetobacter baumanrdie airi derecede etkindir, bdéylece
ISAbalin blapxasi-benzeri genlere insersiyonu karbapenem direncivétya en
azindan azalmngiduyarliliginin dgru bir mekanizmasini temsil edebilir. OXA-51/69
dretiminin karbapenemlerin direnci Uzerine olani®tk daha kesin tespit edebilmek
icin ileri calismalara ihtiyac vardir. Calmamizda izolatlarimizin hepsinde bla OXA-51
gen bolgesi tespit edildi. Ulkemizden yapilan biokc¢calsmada A. Baumannii
izolatlarinda blapxa-s1 gen boélgesi saptangtr (Gigld, 2011; Aik, 2011; Telli ve ark.,
2012 ; Ulucam ve ark., 2012).

OXA turlerinin yayllmasi yillara gore farkliliklagostermgtir. blaoxa-23 genleri
son yillarda dier OXA genlerinden daha fazla bildirilgtir. Mendes ve arkagkrinin
calismasinda; Acinetobacter izolatlarinda Asya Pasifitgesinde 2006-2007 yillari
arasindablapxa-23 tastyan izolatlarin orani %70.4 ikeblapxa-24 Ve blapxa-ss daha az
yaygin olarak raporlarslardir, D’Arezzo ve arkaddari italya da 2005-2009 arasinda
A.baumanni izolatlari arasinda karbapenem direacijiskili izolatlarin %71’'nde
blapxa23 Ve %22.8" deblapxa-ss varligini tespit etmilerdir (D’Arezzo ve ark., 2011)
Bu veriler 2004-2005 verileri ile kafastirildigindablagxa-ss tasityan izolatlarin buyik
Olciide azalmy gortlmektedir flapxa-ss tasiyan izolatlar 2004-2005’ de %80.7 iken
2005-2009'da %22.8 olarak raporlastim). Bununla birlikte blapxa-23 gen bolgesi
2008 de yaygin olmy ve bundan sonrdlapxass gen bolgesi ile tamamen yer
degistirmistir (D’Arezzo ve ark., 2011). Gur ve arkatiEinin 2000-2006 arasinda
yaptiklari camada, Ankara bolgesine ait izolatlarda %94.4 oablagxa-ss pozitif

saptanmy iken, istanbul’ dan gelen izolatlardblapxa2s pozitiflik orani %94.4
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olmustur. Ergin ve arkadgarinin calgmalarinda salgin g A.baumanniizolatlari
arasindablaoxa-23 (%31) veblapxa-ss (%24) genlerinin yayllmasi yillara géregigne
gostermgtir. 2004-2009 arasindalaoxa-ss gen bolgesinde artma olgtur. Ama 2008-
2010 arasinddlaoxa-23 genleri yaygin olmgtur ve bundan sonrBlapxa.ss~ in yerine
gecmitir (Ergin ve ark., 2012). Sari ve Gulay 2000-2Q4Har arasinda karbapenem
direncli A.baumanniizolatlarinin %52.8’indeblapxa-ss benzeri gen bélgesi bulurken,
%40.2'sindebla OXA-23 benzeri gen bolgesi saptatardir (Sari ve Gilay, 2012). Bu
iki gen bdlgesinin yillara gére gaaminin ise deisiklik gosterdigi goralmustir. Haoxa-

sg gen bolgesi cajmayi kapsayan tum yillarda pozitifdir. Ancllkapxa-2z gen bolgesi
pozitifligi 2004 yilindan itibaren gorulmeye ¢l@anmstir. 2009-2011 yillari arasinda
blapxa-23 prevalansiblapxass den daha yuksek bulungtur (Sari ve Gillay, 2012).
Epidemiyolojik calsmalar tamamlanmamplmakla birlikte bu prevalans gigikli ginin
ture ait klon dgisiminden kaynaklanga disunilmektedir (Sari ve Gulay, 2012).Bizim
verilerimiz diinya ¢apindalapxa-23 kokenlerinin ortaya ¢iki ile uyumludur.

Bu calsmada, A. baumanniye 06zgu olan blapxas: gen bdolgesisuslarin
hepsinde pozitif bulunmygtur. Karbapenem direncli slardablapxa-23 orant % 93 dur.
Suslarin %93’Undeblapgxa-23 Ve blapxas: gen bolgeleri birlikte bulunmaktadir. Yedi
karbapenem direncli sta blapxa-s1 hari¢ dger gen kiimeleri tespit edilemeytii. OXA
tipi karbapenemazlarin yaygigiiile beta-laktam antibiyotiklere kardirencin yuksek
seviyede olmasi dikkat cekicidir.

Bu calsmada ve dier llkelerdeki caymalarda OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve
OXA-58 enzimlerinin varinin ya da bu enzimlerin beraber bulunmasinin kzebem
direncine veya ila¢ duyarlg@inin azalmasina neden offlutespit edilmgtir. Bunlarin
disinda karbapenemlere karazalan duyarhfiin penisilin bglayici protein ve
porinlerin modifikasyonuyla veya AdeABC efluks sgistinin artmasi gibi sekonder
diren¢ mekanizmalariyla Bentili olabilecgi ve desisik mekanizmalarin karlikli
etkilesimlerinin  A.baumanniile yuksek seviyede karbapenem direncine sebep
olabilecgi dikkate alinarak daha ileri catnalarda bu mekanizmalarin olup olmadin
incelenmesi uygundur (Zarrili ve ark., 2009).

Sonug olarak bizim ¢aimamizda PZR ile oksasilinaz enzimlerinden OXA-23,
OXA-24, OXA-51 ve OXA-58 argirllmis ve tim izolatlarda OXA-51 pozitif, OXA-24

ve OXA-58 enzimleri ise negatif olarak bulungtur. Bu bulgular dgrultusunda
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karbapenemaz direncinin; OXA-51 tip g oksasilinazingr tretimi ile iligkili olarak
ve OXA-23 enzim geninden kaynaklanabilgiogistnulmstar.
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. SONUCLAR

. Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiltesi Hastariegi Laboratuvarlari
Mikrobiyoloji Bolumu Bakteriyoloji Alt disiplin Lalwratuvari'na Ocak
2011-Haziran 2011 tarihleri arasinda gonderilesitlceklinik 6rneklerden
izole edilen tekrari olmayan karbapenem diren@ A.baumanniiizolati

calismaya dahil edilngtir.

. A.baumanniiizolatlarinin en sik izole edilgii 6rnek tiru %38 ile trakeal

aspirat olup, onu %17 ile balgam ve %14 ile karekleri takip etmitir.

. A.baumannii izolatlarinin buyldk bolimi ymn bakim dnitesinden
Unitesinden (%28) gonderilgtir. Bunu g@us hastaliklari (%13), ve dahiliye

servisleri (%12) izlenstir.

. Calsmamizdaki karbapenem direngh. baumanniiklinik izolatlarinin
tamami kolistine duyarli; piperasilin, sefepim wveftazidime ise direncli

bulunmutur.

. Calsmada OXA tipi karbapenemazlar PCR yontemiyle stamémistir.
blapxa-s1 gen bdlgesiA. baumanniiklinik izolatlarinin timindeplapgxa-23
gen bolgesi ise, izolatlarin %93’ inde saptatimiblaoxa-24 Ve blaoxa-ss gen

bdlgeleri ise hicbir izolatta saptanmatm.

. OXA tipi karbapenemazlar ile ilgili olarak cginamizda elde efiimiz
bulgular, karbapenem direncinin; OXA-51 tip gdo oksasilinazin gri
dretiminin bir sonucu ve OXA-23 enzim geni ilgkili olabilecezi; bunun
yaninda dier diren¢ mekanizmalarinin da ileri gahalarda incelenmesinin

gerekliligi dustundlmgtar.
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