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I-GIRiS

Nonfermentatif Gram negatif bakterilerden Acinetobacter tiirleri, 1980’11
yillardan bu yana hastanelerin yogun bakim {initelerinde infeksiyonlara neden
olmakta ve bu bakterilerde goriilen antibiyotik direnci tedavide sorun
yaratmaktadir. Ulkemizde de Acinetobacter tiirleri ile meydana gelen yogun
bakim infeksiyonlar1 dikkat g¢ekici boyutlara ulasmis, es zamanli olarak artan

antibiyotik direnci de endise verici bir hal almistir (1,2).

Bu bakteriler ¢esitli mekanizmalar araciligi ile birgok antibiyotige coklu
direng gosterebilmektedir. Gram negatif bakterilerde oldugu gibi Acinetobacter
tiirleri arasinda da karbapenemleri de igceren beta laktam antibiyotiklere direng
gelisimi agisindan, en sik karsilagilan ve sorun yaratan durum beta laktamaz
yapimidir. Gliniimiize kadar tanimlanan 400’1 askin beta laktamaz enzimlerine

her gecen giin yenileri eklenmektedir (3).

Karbapenem direngli Acinetobacter tiirlerinin pek ¢ogunun bu enzimlerden
biri olan ve karbapenem hidrolize edebilen OXA tiiri beta laktamazlara sahip
oldugu bildirilmektedir. OXA tiirli beta laktamaz {ireten Acinetobacter suslarinin
cogunun sadece karbapenemlere degil, klinikte yaygin kullanimi olan diger tim
antibiyotiklere direncli oldugu ifade edilmektedir (4). Ayrica bu suslar, yogun
bakim {nitelerinde klonal yayilim gosterebilmesi, yogun bakim iinitelerindeki
cihazlar ve saglik personelinin elleri araciligiyla iinitedeki diger hastalara
bulasarak epidemi boyutunda infeksiyonlara yol acabilmesi nedeniyle &nem

arzetmektedirler (3).

Calismamiz ile hastanemizde saptanan Acinetobacter baumannii
izolatlarinin antibiyotik diren¢ oranlarinin saptanmasi, hastanemizde klinik
kullaninmi yaygin olan karbapenemlere direncin belirlenerek karbapenem
direncinden siklikla sorumlu olan OXA tipi beta-laktamaz varliginin belirlenmesi;
ve diren¢ genlerinin molekiiler yontemlerle arastirilarak OXA gruplarinin

belirlenmesi amag¢lanmustir.



II-GENEL BIiLGILER

2.1. TAKSONOMI VE TARIHCE

Giiniimiize kadar bir¢ok taksonomik degisiklige ugrayan Acinetobacter
tiirleri ilk kez Martinus Willem Beijerinck tarafindan 1911 yilinda topraktan izole
edilmis ve Micrococcus calco-aceticus olarak isimlendirilmistir (5). Gliniimiize
kadar Mima polymorpha, Achromobacter, Bacterium anitratum, Herellea
vaginicola, Alcaligenes, Morexella Iwoffii gibi farkli isimler almis, yapisal ve
biyokimyasal o6zellikleri ile smiflandirilmalari olduk¢a karmagik siireclerden
gecmistir (5,6). Bergey’in Sistematik Bakteriyoloji kitabinda Acinetobacter cinsi,
Acinetobacter calcoaceticus adinda tek tiir olarak Neisseriaceae ailesi iginde
simiflandirilmigtir (7). Taksonomik c¢alismalar sonucunda Acinetobacter cinsi
Moraxella, Psychrobacter ve iligkili diger cinslerle birlikte Moraxellaceae ailesi

icinde yer almistir (7).

Deoksiribo niikleik asit (DNA) benzerlikleri temel alinarak yapilan
caligmalarda son bes yilda on yeni tiir eklenmesiyle birlikte 33 genomik tiir
tanimlanmistir (4). Ancak tiirlerden 4. Iwoffii ve genomic species 9, 13BJ ve
14TU, A. junii ve A. grimontii’nin birbirinin ayni oldugu saptanmis ve toplam 30
genomik tiir tanimlanmistir (4). Tirlerden 18’ine 6zel isimler verilirken diger
genomik tiirler isimlendirilmemistir (Tablo 1) Fenotipik 6zellikler kullanilarak
genomik tiirler 1, 2, 3 ve 13’1 ayirt etmek zor oldugundan 4. calcoaceticus - A.
baumannii kompleks terimi kullanilmaktadir (8). Tim bu tiirler arasinda

insanlarda en sik infeksiyonlara yol acan etken A. baumannii’dir (8).



Tablo 1. Acinetobacter cinsinin glinlimiize dek tanimlanan genomik tiirleri

Tiir ad1 Genomik tiir ~ Referans sus Caligmalardaki ana kaynak Referans
A. calcoaceticus ATCC 23055T Toprak, insan 6rnekleri 9,10
A. baumannii ATCC 19606T Insan klinik &rnekleri 9,10
A. haemolyticus ATCC 17906T Insan klinik drnekleri 9,10
A. junii ATCC 17908T Insan klinik 6rnekleri 9,10
A. johnsonii ATCC 17909T Insan - hayvan 6rnekleri 9,10
A. lwoffii ATCC15309T Insan 6rnekleri 9,10
Insan klinik ornekleri,
A. radioresistens IAM 13186T 9,10,11
toprak, pamuk
A. ursingii LMG 19575T Insan klinik drnekleri 12
A. schindleri LMG 19576T Insan klinik drnekleri 12
A. parvus LMG 21765T Insan klinik 6rnekleri 13
A. bouvetii DSM 14964T Camur 14
A. baylyi DSM 14961T Camur 14
A. towneri DSM 14962T Camur 14
A. tandoi DSM 14970T Camur 14
A. grimontii DSM 14968T Camur 14
A. tjernbergiae DSM 14971T Camur 14
A. gerneri DSM 14967T Camur 14
A. venetianus ATCC 31012 Deniz suyu 15
3 ATCC 19004 Insan klinik &rnekleri 9,10
6 ATCC 17979 Insan 6rnekleri 9,10
10 ATCC 17924 Insan 6rnekleri 9,10
11 ATCC 11171 Insan klinik drnekleri 9,10
13BJ, 14TU ATCC 17905 Insan klinik 6rnekleri 10,16
14BJ CCUG 14816 Insan klinik drnekleri 16
15BJ SEIP 23.78 Insan 6rnekleri 16
16 ATCC 17988 Insan &rnekleri 16
17 SEIP Ac 87.314 Insan klinik drnekleri 16
13TU ATCC 17903 Insan klinik drnekleri 10
15TU 151a Insan 6rnekleri 10
1ve3 .
10095 Insan klinik 6rnekleri 17
arasinda
13TU’ya .
10090 Insan klinik 6rnekleri 17

yakin




2.2. MORFOLOJIK, METABOLIK VE KULTUR OZELLIKLERI

Acinetobacter tiirleri zorunlu aerob, Gram negatif kokobasil goriiniimiinde,
oksidaz negatif, hareketsiz, indol negatif, genellikle nitrat negatif ve
nonfermentatif basillerden olusmaktadir. Her biri 1-1,5x1,5-2,5 um boyutlarinda,
bazen zor dekolorize olup, siklikla ¢iftler halinde bulunmaktadir (7). Pozitif kan
kiiltiir sigelerinden hazirlanan direkt yaymalarda Gram pozitif kok goriinlimiinde
olabilecegi bildirilmistir (18). Sec¢ici olmayan agarda sabit ilireme fazinda
kokobasil formu baskinken, sivi besiyerinde erken iireme doneminde veya

antimikrobiyal i¢eren plaklarda siklikla basil formunda izlenmektedir (7).

Kanli agarda 24 saatlik iireme sonrasinda 0,5-2 mm c¢apinda, opak,
pigmetsiz, konveks ve diizglin koloniler seklinde gozlenirken, bir c¢ok sus
MacConkey agarda renksiz veya hafif pembe renkte koloniler olusturmaktadir
(19). Glukozu okside eden baz1 Acinetobacter tiirleri tirozin igeren kalp infiizyon
agarda ya da glukoz eklenmis kanli agarda kahverengi renk degisimine neden
olmaktadir (20). Ug sekerli besiyerinde (TSI) ve oksidatif fermentatif besiyerinde

asit olusturmazlar (7).

Diger nonfermentatif mikroorganizmalarin izolasyonunda oldugu gibi
Acinetobacter tiirlerinin izolasyonunda da genellikle kanli agar ve Eosin Metilen
Blue (EMB) agar gibi besiyerleri kullanilmaktadir. Bromkrezol moru, safra
tuzlari, laktoz, maltoz sekerleri igeren Herellea agar klinik orneklerden ve
vankomisin, sefsulodin, sefradin gibi baz1 antibiyotikleri iceren Leeds
Acinetobacter Medium ise hem klinik o6rneklerden hem de ¢evreden
Acinetobacter’lerin izole edilmesinde kullanilabilen secici ve ayirt edici

besiyerleridir (6,21).

Geleneksel biyokimyasal yontemler tiirler aras1 ayirim yapmak i¢in yeterli
olmamakla birlikte glukoza oksidatif etki, 44°C’de iireyebilme ve hemoliz
Ozelliklerinden yararlanilarak; glukozu okside eden ve hemolitik olmayan suslarin

cogu A. baumannii, glukoz negatif hemolitik olmayanlar 4. /woffii, hemolitik



olanlar A. haemolyticus olarak tanimlanmistir. 4. jhonsonii diger tiirlerden

37°C’de lireyememesi ile ayrilmaktadir (7,19).

2.3. VIRULANS FAKTORLERI

Viriilans potansiyelleri diisiik olan Acinetobacter tiirleri konak savunma
mekanizmalarinin  bozuldugu durumlarda siddetli hastalik tablolarina neden
olabilen mikroorganizmalar olarak kabul edilmekle birlikte; agir seyirli toplum
kokenli infeksiyonlarma neden olmalar1 bu mikroorganizmalarin bazen yliksek

patojenite gosterebilecegi fikrinin olugsmasina yol agmistir (22).

A. baumannii genus igerisinde infeksiyonlarla basta sik iligkili insan
patojenidir. Bu firsat¢1 patojen Ozellikle diigkiin hastalar olmak iizere oldukga
ciddi infeksiyonlara neden olur. Bakteri infeksiyon patogenezinde rol oynayan
cok sayida virulans faktoriinii eksprese etmektedir. Solid yilizeylere yapismak,
demir gibi esansiyel besinleri kazanmak, epiteliyal hiicrelere adheze olmak ve
takiben apopitozis araciligtyla onlarin 6liimlerine neden olmak, konak¢1 dokuya
zarar veren enzimleri ve toksik iirlinleri iiretmek ve sekrete etmek bu faktorler

arasinda yer almaktadir.

Potansiyel viriilans ile iligkili baz1 faktorler sunlardir:

1) Hiicre Yiizey Ozellikleri: Genel olarak bakterilerin yiizey 6zellikleri ve
tirtinleri konak¢1 dokularinda hasara neden olup, infeksiyonlarin patogenezinde
onemli rol oynamaktadir. Bu kapsamda Acinetobacter igin yapilan ilk
caligmalarda RAG-1 susunun insan agiz i¢i epitel hiicrelerine hidrofobik yiizey
bilesenleri araciligiyla tutundugu gosterilmistir. Bu tutunmada ince fimbria ve L-
ramnoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-glukronik asitten olusan polisakkarit kapsiil
benzeri yapilarin rol oynadigi bildirilmistir (23,24). Daha sonra hiicre ylizey
hidrofobisitesi ve kollajen, fibronektin, fibrinojen ve vitronektin gibi hiicresel
matriks proteinlerine baglanma ile iligkili sonuglar elde edilmistir (25,26). Ancak

bu faktorlerin infeksiyon patogenezi ile iliskisi heniiz dogrulanmamuistir.



2) Litik-Toksik Bilesik Uretimi: Pek ¢ok A. baumannii izolat1 yapis1 ve
ozellikleri bilinen lipopolisakkarit iiretir (27). Bu hiicresel komponentler serum
direnci, endotoksin iiretimi kaynakli konak¢1 yaniti ve semptomlar gibi viriilans

Ozelliklerinden sorumlu gibi goriinmektedir (28,29).

Acinetobacter’in diger bir viriilans 6zelligi de genis oranda ekstraselliiler
enzim tretebilme yetenekleridir (30). Bu enzimler lipidlerin yikimina neden
olmakta, farelerde letal aktivite olusturmakta ve in-vitro/in-vivo c¢alismalarda

notrofillere zarar vermektedir (31).

Ayrica solunum sistemi infeksiyonu olan hastalardan izole edilen A.
baumannii klinik izolatinin kiiltlir filtratinin farelerin akciger hiicrelerine karsi

sitotoksik aktivite gosterdigi saptanmistir (32).

3) Dokulara yapisma ve hasar olusturma: Konakg¢i hiicrelerine tutunma
kolonizasyona ve infeksiyona neden olan en erken basamaktaki konak¢i patojen
etkilesimidir. ilk olarak Acinetobacter RAG-1 ve A. calcoeceticus’un epitel ve
lenfositlere yapismasi bu genusun insan hiicreleri ile etkilesiminin kaniti olarak
gosterilmistir (24,33). Daha sonra A. baumannii klinik izolatlarinin insan bronsial

epitel hiicrelerine yapistig1 gosterilmistir (34).

Calismalar A. baumannii klinik izolatlarinin insan eritrositlerine yapistigini
gostermektedir. Bu durumun bakterinin intraselliiler alaninda lokalize olmus,
uzun-ince ve mannoza direngli polisakkarit fimbrialar araciligiyla gergeklestigi

bildirilmistir (35,36).

A. baumannii’nin virlilansinin epitelyal ylizeylere hasar verme ve daha
derin dokulara ulasma yetenegine bagli oldugu diisliniilmektedir. Bu olasilik
bakterinin konak hiicrelerinin apopitozisini tetikleyen molekiiller icerdiginin

gosterilmesi ile desteklenmistir (37).

4) Biofilm Olusumu: Bakteriyel biofilmler yiizeye yapismis ve {lrettigi

matriksle kaplanmis bakteriyel hiicre agregatlaridir. Bakteriyel infeksiyonlariin



%65’inin bakteriyel patojenin biofilm olusturma yetenegine bagli oldugu
diistiniilmektedir (38). Biofilm iiretim yetenegi ¢ogu bakteri tiirlinde yaygin olup,
oldukca degisik ¢evre kosullarindan bakteriyel hiicrenin korunmasini saglar.
Ozellikle antibakteriyel bilesiklere direng ve konak¢i cevabindan kagmaya
yardimeidir (39). A. baumannii igin solid ylizeyler {izerinde biofilm olugturma ve
yapisma yetenegi 2003’te ortaya konmustur. 4. baumannii izolatlar1 tarafindan
eksprese edilen farkli biofilm fenotiplerinin E. coli izolatlar1 ile benzerlik

gosterdigi de ifade edilmistir (40).

5) Yiizeylerde Yasamasi: Bakteriyel patojenin sinirli besin kosullar
altinda, kuru yiizeylerde yasayabilme yetenegi dogal/tibbi c¢evrelerde canli
kalmasina ve yayilimina yardime1 olmaktadir. Hastane cihaz ve ekipmanlarindaki
kolonizasyonun uzun siireli olmasi, salginlara neden olabilmektedir. Bu durum
biiyiik ihtimalle patojenin hem kuru yiizeylerden izole edilen tiirlerinde hem de
hastaneden kazanilmig tiirlerinde bulunan kuru yiizeylere yapisma ve yasama
yetenegine baghdir (41). Sozkonusu gozlemler 6zellikle diiskiin hastalari
etkileyen nozokomiyal salginlarda 4. baumannii’nin medikal alanlardaki inatc1

varliginin 6nemini ortaya koymaktadir.

6) Demir Kazanimi: Hemen hemen yasayan tiim sistemler i¢in kritik metal
olan demir i¢in bakterinin konak¢i ile yarigma kapasitesi konakc¢ida
yerlesebilmesini  saglayan c¢esitli bakteriyal faktorlerden biridir. Demir,
deoksiniikleotid sentezi ve serbest radikallerden korunma gibi siirecler i¢in temel
hiicre bilesenidir. Ortamda bol bulunmasina ragmen, demir bakterinin biiylimesi
esnasinda disaridan aldigi, anaerobik sartlarda ve ndtr pH’da ¢oziinmemis halde
bir mineraldir. Konakg¢ida varligini siirdiirmek i¢in mikroorganizmalar 6ncii demir
molekiillerini kullanma yeteneklerini ortaya koyarlar, bunu yiiksek affiniteli demir

kazanim sistemleri eksprese ederek saglarlar (42).

Demir kazanim sistemleri pek cok bakteriyel patojenin viriilansinda rol
oynar (42). Onemli ¢evresel bir sinyal olan demirin konsantrasyonu, cesitli temel

hiicresel fonksiyonlar1 kodlayan genlerin ekspresyonunu ve regiilasyonu ile



iligkilidir (43). Sideroforlar da bakterinin temel besini olan demir kazanimi yan1

sira infekte konakgida hiicre hasarina neden olarak ek viriilans 6zellik saglar.

A. baumannii 19606 susu tarafindan acinetobaktin adi1 verilen
sideroforlari iiretildigi gdsterilmistir (44). Uretildikten sonra sideroforlar gesitli
bakteriler i¢in tanimlanan antibiyotik direncindeki efflux pompalar: ile benzer

mekanizma ile hiicre dis1 ve ¢evreye salinir (45).

Demirin smirh oldugu sartlar altinda A. baumannii’nin yasam ve
infeksiyon yapma kapasitesi etkilenmekte, patojen yiiksek afiniteli demir kazanim

fonksiyonlar1 eksprese etmektedir (46).

7) Quorum sensing: Bir bakterinin patogenezi i¢in gerekli olan sartlardan
biri, yeni ¢evreye uyum saglamak ve ¢cevreden gelen uyaranlan algilayarak cevap
gelistirmektir. Bakteri bir ¢ok farkli mekanizma ile pH, ozmolarite, besin kaynagi
ve popiilasyon yogunlugu gibi ¢evresel sartlardaki degisiklikleri algiladiginda,
metobalizmasinda birtakim degisiklikler yaparak yeni sartlara kendini adapte

etmeye c¢alisir (47).

“Minimum popiilasyon birimini algilama” olarak ifade edilen “Quorum
sensing” (QS) sistemi bakterinin etrafindaki popiilasyon yogunlugunu
saptamasina yarayan bir sistemdir ve bakteri bu bilgiyi bir ¢ok genin
regiilasyonunu kontrol etmekte kullanir (48). Bu sistem sayesinde bakteri
davraniglarini koordine ederek besin kaynaklarina adaptasyon gelistirir, ayni besin
icin yarigsan diger bakterilere karsi savasabilir, infeksiyon sirasinda viriilans

faktorlerinin regiilasyonu sonucu konakta immdiin cevaptan kagabilir (49).

QS sistemi bir sinyal molekiilii ile direkt veya indirekt olarak aktive olur
ve aralarinda insan patojenlerininde bulundugu pek cok bakteri tarafindan
kullanilir. Gram negatif bakterilerde bulunan sinyal molekiillerinin N-Agil
Homoserin Lakton (AHL) tipinde oldugu belirtilmistir (50). Acinetobacter
izolatlarinda da AHL tipi iletisimi aktive edebilen sinyal molekiilleri oldugu

gosterilmistir. QS sisteminin, Acinetobacter gibi firsatgt oldugu diisiiniilen
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patojenlerde cesitli viriilans faktorlerinin otoindiiksiyonunda temel mekanizma

olabilecegi diislintilmektedir (22).

Son zamanlarda yapilan calismalarda antibiyotik direnci saglayan bazi
direng genlerinin viriilans1 arttirdig1 ve klinik olarak daha 6liimciil infeksiyonlara

neden oldugu gosterilmistir (22).

2.4. EPIDEMIiYOLOJi

Acinetobacter tiirleri yasamlarini siirdiirebilmek icin gereksinimlerinin
oldukca az olmasi, ¢esitli karbon kaynaklarini kullanabilme avantaji nedeniyle
dogada toprak, su ve yiyeceklerde saprofit olarak serbest¢e yasayabilmektedir
(6,51). Acinetobacter cinsi bakteriler diger mikroorganizmalara kiyasla kuruluga
dayanikli olmalari, farkli pH ve 1s1 ortamlarinda canli kalabilme o6zellikleri
nedeniyle cansiz yiizeylerde giinlerce canliligini siirdiirebilmektedir (51,52).
Pastorize siitlerden, donmus yiyeceklerden, dokiimhane ve hastane havasindan,
kapt kollari, hasta tabelalari, yatak kenarlari, musluklardan, camdan, peritoneal
diyaliz maddelerinden, anjiografi kateterinden, ventilatorlerden,
laringoskoplardan, kontamine eldivenlerden, pamuktan, formikadan, kullanilmis
enjektorlerden, hasta yastiklarindan, kuru filtrelerden izole edilmis ve buralarda

giinlerce canli kaldig1 gosterilmistir (6,51,52).

Acinetobacter tiirlerinin insan derisinin dogal konakgis1 olabilecegi,
ozellikle salginlar sirasinda hastanede yatan hastalarda % 25’e varan oranlarda
tasiyicilik goriilebilmesi, hastane personelinin derisindeki kalic1 tasiyicilikla
iligkilendirilmektedir (8,51). Hastane personeli, hastanede yatan ve uzun siire
hastanede kalan hastalarda bu oran belirgin olarak artmaktadir (22). Deri disinda
saglikli insanlarin agiz florasi, iist solunum yollari, genitoiiriner sistem ve alt
gastrointestinal sistemlerinde de bulundugu gosterilmistir (6,52). Hastaneye
yatirilmig  bireylerde salgin  donemlerinde %7-18 oraninda nazofarengial
tastyicilik goriiliirken trakeostomili hastalarda bu oranin %45 oldugu gézlenmistir
(6,8). Ozellikle yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarin diskilarinda ¢ogul ilaca

direngli Acinetobacter tiirleri izole edilmistir (7) .



Genel olarak diisiik virulansa sahip olan Acinetobacter cinsi bakterilerin
konak savunma mekanizmalari normal olan bireylerde infeksiyon olugturmalar
oldukca giictiir. Genellikle hastane kaynakli firsatg1 infeksiyonlara neden
olmaktadirlar (8). Acinetobacter infeksiyonlar1 6zellikle yogun bakimlarda olmak
tizere ciddi salginlara yol acabilmekte, hatta hastaneler arasinda yayilim soz
konusu olabilmektedir. Ulkemizde yogun bakim {initelerini iceren ¢ok merkezli
bir calismada Pseudomonas tirlerinin ardindan en sik goriilen ikinci

mikroorganizma olarak %21,9 oraninda bildirilmistir (53).

Malignite, yanik, konagimn savunma sistemini baskilayan durumlar ve
konagin yas1 infeksiyon gelisimini kolaylastiran bazi faktorlerdir. Hastane
kaynakli infeksiyonlarda; yatis siiresi, agir cerrahi girisim, yara varligi, uzun siire
yogun bakim {initesinde kalma, uzun siire mekanik ventilatore bagli kalma,
infeksiyon ve genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, damar i¢i kateterizasyon,
enteral beslenme, idrar sondasi, endotrakeal tlip ve trakeostomi varligr gibi bazi

risk faktorleri bulunmaktadir (8).

Acinetobacter tiirlerinin cerrahi girisim veya invaziv aletlerin kullanimi ile
iliskili ~ oldugu, cerrahi sonrasi uygulanan invaziv girisimler sonucu
kolonizasyonun arttig1 ve bu hastalarda kolonizasyonu takiben Acinetobacter

infeksiyonunun gelistigi bildirilmistir (54).

Acinetobacter tiirleri ile toplum kokenli infeksiyonlar sik degildir. Ancak
Ozellikle tropikal bolge iilkelerinde tanimlanmis pndomoni olgular1 mevcuttur.
Alkol bagimliligi, sigara kullanimi, kronik akciger hastaligi varligi, diyabet ve
gelismekte olan tropikal bir ililkede yasamak toplum kokenli infeksiyonlar i¢in

tanimlanmis risk faktorleridir (8).

Acinetobacter infeksiyonlar1 mevsimsel degisiklikler gostermektedir.
Ozellikle nem ve sicaklik oranmin yiiksek oldugu temmuz ile ekim aylari
arasindaki infeksiyon oranlari, yilin diger zamanlarindan yaklasik %50 daha

yiiksek tespit edilmistir (55). Bu durumun olas1 agiklamalar1 arasinda
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Acinetobacter’in canliliginin ve ¢ogalmasinin 1s1 ve nem faktorii nedeniyle dogal

olarak kolaylagmasi ve ¢evresel kontaminasyon yer almaktadir (22).

Ayrica  Acinetobacter  tiirleri  infeksiyon  kontrol  Onlemlerinin
uygulanmasinin zorlastig1r afet veya savas gibi olaganiistii durumlarda sorun
yaratan o&nemli patojenler olarak karsimiza cikmaktadir. Ulkemizde 1999
yilindaki Marmara depreminde bir yogun bakim iinitesinde tedavi edilen
kazazedelerde, A. baumannii rapor edilen en yaygin nozokomiyal patojen olmus
ve panrezistan sus oranlarinda artis oldugu goézlenmistir (56). Benzer sekilde
cesitli savag bolgelerinde bulunan ve yaralanan askeri personel arasinda da
ozellikle c¢oklu ilag direncine (CID) sahip suslarla gelisen Acinetobacter
infeksiyonlar1 bildirilmistir (57).

Son 30 yildir hastane ortaminda yeni, genis spektrumlu antibiyotiklerin
yaygin ve uygunsuz kullanimi, hem Acinetobacter tiirleri ile gelisen hastane
infeksiyonlar1 oranini arttirmis hem de bu bakterilerde bircok antibiyotige karsi
diren¢g gelismesine neden olmustur. Antibiyotik kullanma aliskanliklar1 ve
cevresel faktorlerin katkisi ile antibiyotik direnci hastaneler, sehirler ve iilkeler

arasinda farklilik gostermektedir (58).

2.5. ACINETOBACTER INFEKSiYONLARI

Diigiik virlilansa sahip oldugu kabul edilen patojenlerden olan
Acinetobacter’ler firsatci1 patojen olarak infeksiyonlara yol acarlar. Kolonizasyon
sonucu neden oldugu infeksiyonlarin gergek sikligini tayin etmek oldukga zordur.
Ancak cesitli iilkelerde yapilan arastirmalarin ortak sonucu, son 20 yilda bu
bakterinin sikliginin giderek arttign seklindedir (59). Ulkemizde yapilan, yogun
bakim tinitelerini kapsayan bazi calismalarda Acinetobacter tiirlerinin hastane
kaynakli infeksiyonlardan en sik izole edilen mikroorganizma oldugu ve siklikla

pnomonilere yol agtig1 goriilmiistiir (58,60)

Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu infeksiyonlarin basinda VIP ve kan

dolasimi infeksiyonlarinin yer aldigi ifade edilmektedir (55). Damar i¢i ve
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solunum yolu kateterleri, Acinetobacter’lere bagl gelisen bakteryemilerinin en
yaygin kaynaklarini olusturmaktadirlar (61,62). Uriner sistem infeksiyonlari,
nozokomiyal menenjit ve yumusak doku infeksiyonlar1 neden oldugu diger klinik

tablolardandir (63).

2.5.1. Solunum sistemi infeksiyonlar:

Mekanik ventilasyon uygulanan hastalarda yapilan arastirmalarda %15,
bronkoskopik tekniklere alinan Orneklerde %24 oraninda Acinetobacter tiirleri
izole edilmistir. Genel olarak tiim hastane kdkenli pndmonilerde saptanma orani
% 3-5 olarak bildirilmektedir. Bu c¢alismalarda ¢esitli risk faktorleri onemli

bulunmustur (6).

Acinetobacter pnomonileri genellikle multiloberdir. Kavitasyon, plevral
effiizyon ve bronkopulmoner fistiil gelisimi goézlenebilir. Pnomonilerde kaba
mortalite oran1 %30-75 olarak bildirilmektedir (22). Ug giin icinde uygun
antibiyotik tedavisi verilmis olanlarda mortalite azalmakta, sekonder bakteriyemi
ve septik sok gelisenlerde mortalite artmaktadir. Yogun bakim hastalarinda
Acinetobacter kolonizasyonu ya da infeksiyonu ayni1 zamanda hastanin altta yatan

hastaliginin da kotiiye gidiginin bir gostergesidir (59).

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada A. baumannii, hastane kdkenli pnoémoni
etkenleri arasinda %24 oram ile ilk sirada yer almistir. Bu olgularin énemli bir

kisminin VIP oldugu dikkati gekmektedir (64).

2.5.2. Bakteriyemi

En sik pndmonilere sekonder olarak ve hastaneye yatigin ikinci haftasinda
gelisir. Intravendz kateterler, iiriner sistem, yara/deri infeksiyonlari, abdominal
infeksiyonlar diger bakteriyemi kaynaklaridir. Malignite, travma ve yanik en
onemli risk faktorleridir. Acinetobacter tiirlerinin yenidogan sepsislerinde sikligi

giderek artan oranlarda bildirilmektedir (59).
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Acinetobacter iligkili bakteriyemi olgularinda mortalite %17-46 arasinda
bildirilmektedir. Polimikrobiyal bakteriyemilerde mortalite orani1 daha yiiksek
iken A. baumannii disindaki tiirler ile gelisen bakteriyemiler daha hafif seyirlidir

(22).

2.5.3. Intrakraniyal infeksiyonlar

Genellikle kafa travmasina bagli olarak ya da lomber ponksiyon,
miyelografi ve ventrikiilografi gibi norosirlirjik girisimleri takiben gelisen
sekonder menenjitler seklindedir. Ventrikiilostomi, serebrosipinal sivi kacagi,
uzun siireli ventrikiiler katater varligi ve genis spektrumlu antibiyotik kullanimi
risk faktorleri olarak sayilabilir. Mortalite orani %20-27 arasinda bildirilmistir.
Hastalarin %30’unda petesiyal dokiintiiler bulunabilir ve mikroskopik olarak

Neiserria meningitidis ile benzerligi karisikliga yol agabilir (8).

2.5.4. Yumusak doku infeksiyonlari

Venoz kateterlerle ilgili seliilit tablosuna yol agabilir. Genellikle kateter
cikarilmastyla iyilesir (59). Travmatik ve cerrahi yaralar, yaniklar Acinetobacter
ile kolonize olabilir. Immun sistemi bozuk hastalarda, yabanci cisim varliginda ve

cerrahi sonrasi yaralarda infeksiyon gelisimi ile sonuglanabilir (63).

2.5.5. Uriner sistem infeksiyonlar1

Acinetobacter tiirleri ile nozokomiyal {riner sistem infeksiyonlari
gelisebilir. Bu infeksiyonlar siklikla yasli, yogun bakimda takip edilen iiriner
kateterli hastalar da goriilmektedir. Ancak kateterize hastalardan elde edilen

izolatlarin kolonizasyon olabilecegi de goz dniinde bulundurulmalidir (8).

2.5.6. Diger infeksiyonlar

Endoftalmit, prostetik ve dogal kapak endokarditi, peritonit, girisimsel

islemler sonrasi gelisen kolanjit, pankreas ve karaciger apsesi, osteomiyelit, septik
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artrit gibi hemen her organ ile iligkili hastane kokenli infeksiyonlar tanimlanmigtir

(22).

2.7 TEDAVI

Acinetobacter cinsi bakterilerle gelisen infeksiyonlarin tedavisinde ideal
bir tedavi seceneginden s6z etmek mimkiin degildir. Karbapenemler,
florokinolonlar, = aminoglikozidler,  sulbaktam,  kolitsin = (COL)  gibi
antimikrobiyaller tedavi segenekleri arasinda degerlendirilmektedir. Ancak
giderek artan direng sorunu ve etkin tedavi seceneklerini yansitacak yeterli
karsilastirmali ve kontrollii klinik ¢aligmalarin mevcut olmamasi basarili tedaviyi
giiclestirmektedir. Ozellikle CID’ne sahip veya panrezistan suslarin tedavisinde
secenekler siirlhidir. CID ii¢ veya daha fazla antibiyotik simifina direng olarak
tanimlanmakta, bazen bu tanimlama karbapenem direnci ile es deger olarak da
kullanilmaktadir. Mevcut tiim antibiyotiklere direngli suslar ise panrezistan olarak

adlandirilmaktadir (22).

Coklu diren¢ konusunda literatiirde bir¢ok tanimlama mevcuttur. Coklu
direng bu bakterilerin neden oldugu ciddi infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
antibiyotiklerden en az {i¢ii veya daha fazlasina diren¢ olarak tanimlanmissa da bu
tanimlamalar olduke¢a tartismalidir. Gram negatif basiller i¢in yapilmis olan bir
Oneride “panrezistan” kavrami seftazidim (CAZ), sefepim (FEP), imipenem
(IPM), meropenem (MEM), piperasilin+tazobaktam (TZP), siprofloksasin (CIP),
ve levofloksasine (LEV) azalmis duyarlilik olarak tanimlanmis, ayrica “extreme
drug resistance (XRD)” kavrami ortaya atilmistir. Bu kavramla, panrezistan
tanim1 i¢inde yer alan antibiyotiklere ek olarak tikarsilintklavulonat (TCL),
ampisilint+sulbaktam (SAM), aminoglikozidler, tigesiklin (TIG) ve polimiksinlere
de direng kastedilmektedir (65).

Son olarak Falagas ve Karageorgopoulos tarafindan karisikliklara neden
olabilecegi goriisiiyle bu tanimlar elestirilmis ve yenileri onerilmistir. Buna gore,

“pandrug resistance” tiim antimikrobiyallere direncli, “extensive drug resistance”
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bir veya ikisi disinda tiim antimikrobiyallere direngli ve “multidrug resistance” ii¢

veya daha fazla antimikrobiyal sinifina direngli tanimlamalar1 yapilmistir (66).

Duyarli tiirlerin tedavisinde 1ilk secenek karbapenemlerdir (67).
Karbapenem veya SAM gibi bir beta-laktam antibiyotik tek basina veya
aminoglikozid ile kombine kullanilabilir. Karbapenemlerden IPM veya MEM
tedavide yaygin olarak kullanilan ajanlardir. Meropenem Yearly Susceptibility
Test Information Collection (MYSTIC) siirveyans ¢alisma grubunun verilerine
gore coklu direncli A. baumannii infeksiyonlarinda IPM’in MEM’den daha etkili
oldugu bildirilmistir (68). Diger karbapenemlerden 4. baumannii ve P.
aeruginosa’ya etkili olmamasi ile ayrilan ertapenem (ERP), sinirli etkinligi
nedeniyle bu mikroorganizma ile gelisen infeksiyonlarin tedavisinde Onerilmez.
Yeni grup bir karbapenem olan doripenemin (DRP) ise Acinetobacter tiirlerine
etkili oldugu ifade edilmektedir (22). DRP, dayanikliligt nedeniyle 4 saatlik
infiizyona izin vermekte ve daha direngli bakterilerin tedavisinde diger
karbapenemlere gore onemli bir avantaj saglamaktadir. Ayrica iilkemizdeki A.
baumannii 1izolatlarinda yaygin olarak gorilen OXA-58 enzimine dayanikli

olmasida bir avantaj gibi goriinmektedir (69).

Beta-laktamaz inhibitdrleri arasinda sulbaktamin pek c¢ok Acinetobacter
tiirtine kars1 intrensek aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Penisilin baglayici
proteinlere baglanarak bakteriyosidal etki gosteren sulbaktamin genellikle SAM
seklinde kullanim1 s6z konusudur. Ancak bu kombinasyonun Acinetobacter igin
sinerjik bir etkisinin olmadig: diisiiniilmektedir (22). Bir ¢alismada [PM’e direncli
suslar ile gelisen infeksiyonlarda SAM tedavisi ile %67,5 oraninda kiir saglandigi
bildirilmistir (70). A. baumannii bakteriyemisinde SAM monoterapisinin etkili
oldugu ve IPM monoterapisi ile karsilastirildiginda tedavi basarisi agisindan
belirgin fark gostermedigi saptanmistir (71). CID’ne sahip 4. baumannii’nin
neden oldugu VIP tedavisinde monoterapide yiiksek doz SAM kullaniminin
giivenli ve etkili tedavi rejimi oldugu bildirilmistir (72). Sefoperazon-sulbaktam
(SCF) ise pek ¢ok tiirde in vitro duyarli saptanmakla birlikte etkinligi konusunda
klinik veriler sinirlidir (22). Ancak SCF ile IPM’in etkinliginin karsilastirildig
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calismalarda tedavi etkinligi ve mortalite agisindan benzer sonuclar bildirilmistir

(73).

Polimiksinler ¢oklu direncli suslarin artmasi ile birlikte yeniden giindeme
gelen polipeptid yapida antibiyotiklerdir. Bakteriyel hiicre membranini etkileyerek
gecirgenlik artisina ve hiicre dliimiine neden olmaktadir. COL (polimiksin E)
Acinetobacter tiirlerine karst doz bagimli bakterisidal aktiviteye sahiptir.
Acinetobacter infeksiyonlarinda etkin doz heniiz standardize edilememistir.
Ancak kisa zaman araliklarinda yiiksek doz uygulamalar ile daha basarili sonuglar
alindig: belirtilmektedir. Nefrotoksisite ve ndrotoksisite en 6nemli yan etkileridir
(74). Pnomoni tedavisinde etkinligi daha diisiik bulunmakla birlikte c¢esitli
infeksiyonlari iceren ¢alismalarda %57-77 arasinda basar1 oranlar bildirilmektedir
(22). intravendz (IV) kullanimda akciger penetrasyonunun zayif olmasina ragmen,
VIP tedavisinde IPM ile karsilastirildiginda IV COL, karbapenem direngli A.
baumannii suslarinin neden oldugu VIP tedavisinde giivenli ve etkili bulunmus ve
IPM’e alternatif olabilecegi bildirilmistir (75). Nozokomiyal menenjit olgularinin
tedavisinde inratekal ve intravendz uygulamanin birlikte kullanimi ile etkili
sonuclar alindigina dair vaka bildirimleri mevcuttur (76). Son zamanlarda in vitro
caligmalar, fenotipik olarak duyarli bazi Acinetobacter suglarinda COL
heterodirenci oldugunu ortaya koymustur, ancak bu fenomenin klinik 6nemi

aydinlatilamamustir (77,78).

TIG yakin zamanda kullanima giren glisilsiklin bir ajandir. Bir tetrasiklin
derivesidir ve benzer sekilde bakteriyostatik etkilidir. Coklu direngli 4. baumannii
infeksiyonlarinda 6nemli bir alternatif oldugu bildirilmistir (69). Acinetobacter
infeksiyonlarinin tedavisinde umut verici olmakla birlikte farkli endikasyonlarda
kullamim sirasinda TiG’e direngli Acinetobacter bakteriyemisi gelisen 2 hasta
tanimlanmistir  (79). Komplike deri ve yumusak doku infeksiyonlari ve
intraabdominal infeksiyonlarda kullanim onay1 alan TIG, ¢oklu direngli A.
baumannii infeksiyonlarma karsi oldukca iyi in vitro aktivite gostermektedir.

Alternatifin olmadigi durumlarda, bu endikasyonlarin disinda kan dolasimi ve
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solunum sistemi gibi diger bolgelerde olusan A. baumannii infeksiyonlarinda da

kullanilmis ve %68-84 arasinda degisen klinik yanit bildirilmistir (80).

Florokinolonlar Gram negatif infeksiyonlarin tedavisinde &nemli
ajanlardir. Acinetobacter tiirlerinde LEV minimum inhibitér konsantrasyonu
degeri, ofloksasin (OFX) ve CIP ile karsilastinldiginda daha diisiik olarak
saptanmustir (81). Klinik izolatlar arasinda yaklasik %75-80 oraninda CiP ve LEV
direnci s6z konusudur. Nozokomiyal Acinetobacter infeksiyonlarinda klinik
etkinliklerine ait yeterli bilgi bulunmamasi ve diren¢ nedeniyle beta-laktam veya

aminoglikozid grubu antibiyotiklerle kombine kullanilmalar1 6nerilmektedir (22).

CiD’ne sahip Acinetobacter tiirlerinde tobramisin (TOB) ve amikasin
(AK) duyarli suslarda tedavi secenekleri arasinda yer almaktadir. Ancak diger

antimikrobiyal ajanlarla kombine sekilde kullanilmalar1 uygundur (67).

Acinetobacter infeksiyonlarinin tedavisinde kombinasyon tedavilerinin
tstiinliigii P. aeruginosa infeksiyonlarinda oldugu kadar net kanitlanamamaistir.
Ancak elde edilmesi beklenen sinerjik etki, daha diisiik dozlarin kullanimi ile yan
etkilerin azaltilmasi ve direng¢ gelisiminin O6nlenebilmesi gibi nedenlerle tedavide
tercih edilmektedir. Kombinasyon ile ilgili ¢alismalarin ¢ogu in vitro ¢aligsmalar,
hayvan deneyleri veya vaka gozlemlerine dayanmaktadir (22). Kombine terapi
cesitli deneysel fare pnomoni modellerinde arastirilmis ve en iyi sonuglar
IPM+TOB, IPM+rifampisin (RIF), RIF+TOB kombinasyonlar1 ile gdzlenmistir.
Bu sonuglar degerlendirildiginde; en iyi sonuglarin RIF tasiyan kombinasyonlar
ile elde edildigi ifade edilmistir (82). Doksisiklin (DOX) ve AK kombinasyonu
sinerjik etkili bulunurken, bu etki IPM ve AK birlikteliginde gézlenmemistir (83).
Yine LEV ile yapilan deneylerde IPM ve AK ile kombinasyonu basarisiz
bulunmustur (84). Karbapeneme duyarl tiirler ile yapilan bir baska ¢alisma, IPM
ile AK kombinasyonunun, tek basina IPM tedavisinden daha az etkin oldugu

sonucunu saptamistir.

In vitro calismalar ve hayvan deneylerinde elde edilen sonuglar énemli

olmakla birlikte klinik uygulamalarda her zaman ayni sonuglara ulagsmak miimkiin
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degildir. VIP tedavisinde COL ve RIF kombinasyonunun degerlendirildigi 14
hastalik bir ¢calismada %64 mikrobiyolojik kiir saglanmigtir (85). COL’in diger
antimikrobiyal ajanlar ile kombinasyonu buna benzer ¢esitli ¢alismalarda basarili

olarak bildirilmistir (67).

2.8. ANTIBIYOTIK DIRENC MEKANIZMALARI

Acinetobacter ailesinin iyeleri ilk olarak 1970’lerin baglarinda 6nemli
nozokomiyal patojen olarak taninmaya baslanmistir. Ilk in-vitro ¢alismalarda, pek
cok klinik izolat ampisillin (AMP) (izolatlarin %60-70’1 duyarli), CN (%92,5),
kloramfenikol (CL) (%57) ve nalidiksik asit (NA) (% 97,8) gibi sik kullanilan
antimikrobiyal ajanlara duyarliydi ve bdylece bu organizmalarin neden oldugu
infeksiyonlar nispeten kolayca tedavi edilebilmekteydi (6). Ancak, sonraki
yillarda yapilan calismalarla ozellikle 4. baumannii kompleksine ait klinik
izolatlarin antimikrobiyallere karsi direncinde artis oldugu vurgulanmaktadir.
Giliniimiizde izolatlarin biiyliik bir kismi sik kullanilan antimikrobiyal ajanlara
direngli hale gelmistir (6,86). CID’ne sahip Acinetobacter tiitlerinin ortaya ¢ikis
nedeni  hastanelerde genis spektrumlu antibiyotik  kullanimi  olarak
gosterilmektedir. Bu durum CID Acinetobacter infeksiyonlarinin tedavisinde
karbapenemlerin yogun kullanimina neden olmustur (87). Ancak Acinetobacter
klinik izolatlar1 kisa slirede karbapenem direnci kazanmis, baz1 izolatlarin klinik

kullanimda olan tiim antibiyotik ajanlarina direngli oldugu bildirilmistir (86,88).

Acinetobacter tiirlerinin CID izolatlar1 siklikla 4. baumannii kompleksine
aittir. Molekiiler ¢alismalar CID’nden sorumlu genin biiyiik kismini karakterize
etmis ve simif icindeki antibiyotik diren¢ mekanizmalarmi saptamustir. CID tipik
olarak ¢oklu mutasyonlarin birikimi ve/veya diger bakteri soylarindan direng
genlerinin kazanilmasi sonucu olusmaktadir. Bu kazanim, ayni anda birbirleriyle
iliskisi olmayan cesitli antibiyotik gruplarma diren¢ gelisimini kodlayan gen
kiimelerini tasiyan plazmidlerin, transpozonlarin ve integronlarin transferi gibi
cesitli mekanizmalar ile gergeklesmektedir. Direngli suslarin tam-genom dizi
analizleri A. baumannii kromozomu iizerine mobil genetik bdliimlerin eklenmesi

ile olusan direng adalarinin varligini ortaya koymaktadir (89).
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2.8.1. Beta-laktam Antibiyotiklere Diren¢

Beta-laktam grubunda penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler ve bir
monobaktam olan aztreonam (AZM) yer almaktadir. Beta-laktamlara direng
gelisimine neden olan genel mekanizmalar; penisilin baglayan proteinlerde olusan
degisiklikler ile antibiyotigin hedef bolgeye baglanmasinin engellenmesi, dig
membran proteinlerinin ifadesinde azalma veya atim pompalar: ile antibiyotigin
hiicre duvarindan gegisinin ve hiicre icine girisinin onlenmesi, beta-laktamaz
enzimleriyle beta-laktam antibiyotiginin inaktive edilmesi sonucu da direng

olusabilmektedir (90).

2.8.1.1. Beta-laktamaz iiretimi

Acinetobacter  tiirlerinde  karbapenemleri de igeren beta-laktam
antibiyotiklere kars1 direncin ana mekanizmasi kromozom veya plazmid
tarafindan kodlanan beta-laktamaz {iretimidir. Baz1 suslarda diren¢ normal olarak
nispeten belirsiz diizeylerde eksprese edilen beta-laktamazlarin tiretimindeki

degisim nedeniyle olusur (89).

2.8.1.1.1. Dogal kromozomal beta-laktamazlar

A. baumannii kompleksine ait izolatlarin ¢ogunda iki dogal tip beta-

laktamaz tanimlanmistir (89).

AmpC Tipi Sefolosporinazlar;

A. baumannii kompleksine ait tiim tiirler oldukca yiiksek pl degerlerine

sahip AmpC tipi sefalosporinaz icermektedir (89).

Tim bu enzimler birinci kusak sefalosporinleri, iireidopenisillinleri ve
aminopenisillinleri olduk¢a etkin bir sekilde hidrolize eder. Ancak bazal diizeyde
eksprese edildiklerinde Acinetobacter tiirlerine karsi genis spektrumlu
sefalosporinlerin etkilerini azaltmazlar. Bununla birlikte blayu,c geninin {ist

kismina IS4bal olarak gosterilen Insersion Sequence (IS) elementinin eklenmesi

19



yiiksek diizeylerde beta-laktamaz ekspresyonunu artirir. Bu da sefotaksim (CTX)
ve CAZ gibi genis spektrumlu sefalosporinlerde belirgin diizeyde dirence neden
olurken karbapenemlere karsi direnci etkilemez (91-93). Eklenme olayr ayni
zamanda ampC geninin ribozom baglanma bolgeleri sekanslarinda niikleotid
degisimi ile sonuglanir. Ancak bu degisim ampC geninin ekspresyonunu
degistirmez ve yiiksek diizeyde ekspresyon yalnizca ISAbal sekansinin varligi ile
iliskilidir (93). ISAbal Acinetobacter tiirlerinde birka¢g kopya olarak bulunur
ancak bu element FEnterobacterieceae veya P. aeruginosa gibi diger

organizmalarda su ana kadar bulunmamaistir (94).

OXA-51/69 varyant1 beta-laktamazlar;

AmpC tipi sefolosporinazlara ek olarak, A. baumannii tiirlerinin biiyiik bir
cogunlugu OXA-51/0XA-69 enzim kiimesi olarak gosterilen ve simf D
oksasilinaz olan ikinci bir dogal beta-laktamaz iiretir. Bu enzimler <%63 amino-
asit benzerligi ile diger bilinen oksasilinazlardan farkli bir enzim kiimesi

olustururlar (95,96).

Cesitli cografik bolgelerde su ana kadar en az 18 OXA-51 varyanti
saptanmistir (95-99). Bu varyantlar 1 ila 15 amino-asit modifikasyonu ile ayrilir,
timii zayif karbapenemaz aktivitesine sahiptir ve sefaloridin (CF) harig
sefalosporinleri hidrolize etmezler (95). Bu genlerin ekpresyon seviyesinin pek
cok vakada oldukca diisiik oldugu gorilmiistir (96). Ancak A. baumannii
klonlarinda OXA-51 benzeri enzimlerin varlig1 analiz edildiginde, caligilan tiim
izolatlarda blapxa-si geni bulunmasina ragmen sadece ISAbal ile komsu olan

blapxa-s1 genlerin karbapenem direnci ile iligkili oldugu saptanmistir (100).

Bu zayif karbapenemazlarin tam orjini halen bilinmemektedir. Orjinleri ne
olursa olsun OXA-51/0XA-69 enzim kiimesi tiyeleri, 4. baumannii’nin hemen
hemen tiim izolatalarinda dogal yap1 olmasina ragmen Acinetobacter ailesinin
diger iiyelerinde bulunmazlar (96,101). Bu enzimler siklikla diger kiimelere ait

kazanilmis OXA-tipi enzimlerle kombine olarak bulunurlar ve karbapenem
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direncinde OXA-51/0XA-69 enzim kiimesinin en azindan sinerjik rolii

olabilecegi One siiriilmiistiir (99,102).

2.8.1.1.2. Kazanilmis beta-laktamazlar

Yapisal beta-laktamazlarin yanm1 sira A. baumannii’de karbapenem
direncinin kaynagi olarak, cesitli kazanilmis beta-laktamazlar da saptanmustir.
Bunlar; metallo beta-laktamazlar olarak tanimlanan Ambler simif B enzimler,
oksasilinazlar olarak bilinen sinif D enzimler ve simif A genis spektrumlu beta-

laktamazlardir (88).

Siif B Metallo-beta-laktamazlar (MBL);

IMP benzeri, VIM benzeri, SIM-1, SPM-1 ve GIM-1 olmak iizere su ana
kadar tanimlanan bes grup kazanilmis MBL vardir. Bunlardan ilk {i¢ grubun

tiyeleri Acinetobacter tiirlerinin klinik izolatlarinda bildirilmistir (89).

IMP grubunda yedi subgrup i¢inde kiimelenen en az 19 varyant
bulunmaktadir (103). A. baumannii’de bunlardan ii¢ farkli subgruba ait IMP-1,
IMP-2, IMP-4, IMP-5, IMP-6, IMP-8 ve IMP-11 olmak iizere en az 6 IMP
varyantt saptanmistir (88). Bu enzimleri kodlayan genleri tasiyan Acinetobacter
izolatlari, Avrupa’da 6zellikle Akdeniz iilkelerinde sporadik olarak bildirilirken,

birkag¢ Asya iilkesinde endemik oldugu rapor edilmistir (89).

A. baumannii’de VIM enzimleri olduk¢a nadir olarak saptanmistir. Gliney
Kore’de VIM-2 (104) izolatlari, Almanya’da ve Yunanistan’daki hastanelerde
VIM-1 tastyan Acinetobacter tiirleri saptanmistir (89). Bu giline dek, SIM-1 sadece
Kore’deki A. baumannii klinik izolatlarinda bildirilmistir (105).

Acinetobacter izolatlarinda IMP ve VIM varyantlar1 karbapenem ve AZM
hari¢ diger beta-laktam antibiyotiklere karsi giliclii hidrolitik etkinlige sahiptir ve
yiiksek diizeyde dirence neden olurlar. SIM-1 iireten izolatlar daha diisiik

karbapenemaz aktivitesine sahiptir. Beta-laktamlar arasinda sadece FEP, sefpirom
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(CFP) ve daha az miktarda TZP, MBL fireten suslara kars1 rezidiiel aktiviteye
sahiptir (89).

DNA sekans analizleri blanp, blayiv ve blaspn genlerinin, sinif 1 integron
yapilarinin  korunmus segmentleri arasmma eklenmis gen kasetleri olarak
bulundugunu ortaya koymustur. MBL kodlayan gen kasetleri genellikle diger
antibiyotik diren¢ kasetleriyle, ozellikle de aminoglikozidleri modifiye eden

enzimleri kodlayanlarla iligkili bulunmustur (89).

Siif A Genis Spektrumlu Beta-laktamazlar (ESBL) ;

Acinetobacter tiirlerindeki kazanilmis beta-laktamazlar 1980’lerin basinda
ilk once smif A enzimlerden TEM-1 ve TEM-2 beta-laktamazlar, daha sonra
CARB-5 ve SHV benzeri enzimleri bildiren ¢aligsmalarla ortaya konmustur. AMP,
karboksipenisilinler ve {reidopenisilinlere diren¢ bu enzimlerin varligi ile
iligkilendirilmistir. Ancak bu enzimlerin genis spektrumlu sefalosporinler veya
karbapenemlere kars1 aktif olmadigr goriilmistiir. Tiim diinyaya yayillmis olan
ESBL’lerin pek ¢ogu yapisal olarak dar spektrumlu olup, TEM ve SHYV tipi beta-
laktamazlardan koken almaktadir. Ancak su ana dek Acinetobacter’lerde Cin’de
bildirilen SHV-12 tipi ESBL harig, Enterobactericeaea’larda sik bulunan TEM ve
SHV tipi ESBL varyanti bildirilmemistir (89). Bununla birlikte 4. baumannii
izolatlarinda ESBL’lerden PER-1 enzimi Tiirkiye (106), Fransa (107), Kore (108)
ve Belgika’da (109); VEB-1 enzimi Fransa (110) ve Belgika’da (109); CTX-M
tipi enzimler Japonya (111) ve Bolivya’da (112) bildirilmistir.

Acinetobacter tiirlerinin bu enzimleri tam olarak hangi mekanizmayla
kazandigi heniiz ortaya konamamistir. Enterobacteriaceae iiyelerindeki
plazmidlerin Acinetobacter’e gegme yetenegi oldugu vurgulanmistir. Gegis
sonrasinda plazmidler yeni konak¢inin genomuna transpoze olmakta, ancak
bundan sonra plazmidler gergek niteliklerini kaybetmekte, konak¢1 kazandigi geni
kendi jenerasyonlar1 boyunca aktarilabilmekte iken diger Acinetobacter iiyelerine

gen ya da plazmid aktarimi olmadigi bildirilmektedir (89).
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Baz1 caligmalar blaygs.; geninin smf 1 integron yapist ile iliskili
oldugunu, blapgr.; geninin kromozomal olarak lokalize bir transpozonun pargast

oldugunu ortaya koymustur (110,113).
Simif D Oksasilinazlar;

Siif D oksasilinazlar, oksasilini benzilpenisiline gére daha etkin hidrolize
eden beta-laktamazlardir. A. baumannii tirleri zayif karbapenemaz aktivitesi
gosteren OXA-51/0XA-69 enzim kiimesine ait dogal simif D oksasilinaz
iretmektedir. Buna ek olarak, Acinetobacter tiirlerinde karbapenemlere karsi
aktivite gosteren kazanilmis iic oksasilinaz kiimesi tanimlanmistir. Simif D
oksasillinazlara ait tanimlanmis OXA enzim kiimeleri Tablo-II’de gosterilmistir.
MBL smifi ile karsilastirildiginda bu enzimlerin karbapenemlere karsi hidrolitik
etkinligi 100 ila 1000 kat daha diisiiktiir, bu durum bazen rutin mikrobiyoloji
labratuarlarinda saptanmalarini giiclestirmektedir. Bu enzimler karbapenem
hidrolize eden D grubu beta-laktamazlar = oksasilinazlar (CHDL) olarak
adlandirilmaktadir. CHDL sinifina ait farkli kiimelerin saptanmasi ve ayrimi

multipleks PCR kullanilarak yapilmistir (102).

Acinetobacter’de kazanmilmis CHDL ilk olarak 1985°te Iskogya’da izole
edilen tiirlerde bildirilmistir (97). Bu enzim, genetik ve biyokimyasal
karakterizasyonunu takiben OXA-23 olarak adlandirilmistir. OXA-23, dogal
OXA-51/0XA69 kiimesi ile %56 amino-asit benzerligine sahiptir ve CHDL
kiimesinin ilk temsilcisidir. Daha sonra Singapur’da OXA-27 ve Cin’de OXA-49
(GenBank erisim no: AY288523) enzimi tanimlanmistir (114) OXA-27, OXA-
23’ten ve OXA-49’dan birka¢ aminoasitin yer degistirmesi ile ayrilir (88). Son
birka¢ yil icinde A. baumannii tiirlerinde OXA-23; Brezilya’daki (115), Cin’deki
(116), Fransiz Polenezya’sinda (117), Kore’deki (118) ve Singapur’daki
(GenBank erisim no: AY795964) izolatlar da dahil olmak {izere tiim diinyada
saptanmugtir. Ingiltere’deki hastane izolatlarinda endemik oldugu bildirilmistir

(100).
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Tablo II. Karbapenem hidrolize eden D grubu beta-laktamazlar sinifina ait OXA

enzim kiimeleri

Enzim kiimesi ~ Subgrup iiyeleri Yapi Referans
OXA-23 Brown&Amyes 2006

I OXA-27 Afzal-Shah et al.2001

Kazanilmis

O0XA49 Poriel&Nordmann 2006
OXA-24 Bou et al. 2000

II OXA-25,26 Kazanilmisg Afzal-Shah et al.2001
O0XA-40 Lopez-Otsoa et al. 2002

11T OXA-58 Kazanilmis Poriel et al. 2005
OXA-51 Brown et al. 2005
0OXA-64,65,66 Brown&Amyes 2006
0OXA-68,69,70,71 Brown&Amyes 2006

1AY OXA-75,76,77 Kromozomal Heritier et al. 2005
0XA-78,79,80,82 Brown&Amyes 2006
OXA-83,84 Turton et al.2006
OXA-86 Vahaboglu et al.2006

A. baumannii izolatlarinda IS4 ailesine ait ISAbal her zaman blagxa3
geninin iist kisminda yer almaktadir (98). Bu da IS4bal’in etkiyi sagladigi, OXA-
23’iin ekspresyonunda ve kazanilmasinda muhtemel kilit rol oynadigim
diisiindiirtmektedir. Fransa ve Cezayir’deki A. baumannii izolatlarinda benzer
sekilde, ekspresyonda rol oynadigi diisiiniilen IS4ba4, OXA-23 geninin {ist

kisminda saptanmaigtir (88).

Kazanilmis ikinci kiime CHLD’ler OXA-24, OXA-25, OXA-26 ve OXA-
40 igerir. Bu enzimler OXA-23 ile %60 ve OXA-51/0XA-69 dogal kromozomal
enzimleri ile %62 amino-asit benzerligi gostermektedir (88). Bu kiimedeki
enzimlerin pek ¢ogunun birbirinin yakin varyanti oldugu diistiniilmektedir. OXA-

26 Belgika’daki bir izolatta saptanmistir (114). Diger varyantlar, 6zellikle OXA-
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40 kismen direngli klonlarin epidemik yayilimmin sonucu olarak Ispanya ve

Portekiz’deki A. baumannii tiirleri arasinda goriilmiistiir (119,120).

Kazanilmig CHDL iigiincii kiimesi ilk olarak Fransa’da saptanan OXA-
58°dir (121) OXA-58, OXA-51/0XA69 dogal kromozomal enzim kiimesi ile %59
ve diger iki kazanilmis CHDL kiimeleri ile %50’nin altinda amino-asit
benzerligine sahiptir (88). OXA-58 tipi enzimler tiim diinyada farkli cografik
bolgelerde saptanmistir (87,88,122). Bu enzimlerin detayli incelenmesi ile OXA-
58 enziminden bariz sekans farkliliklarinin oldugu ortaya konulmus, bu nedenlede
tclincii kiime enzimleri olarak ifade bulmustur. OXA-58 4. baumannii’de
plazmidle eksprese oldugunda karbapenemlere hassasiyeti azaltirken, efflux
sistemiyle birlikte eksprese oldugunda yiliksek karbapenem direncine yol
acmaktadir (123). Poirel ve Nordmann (124) blaoxa-ss ekspresyonunun /SAba3-
benzeri element, ISAbal, ISAba2 ve IS18 gibi farkli baglanma sekanslar
aracilifiyla artabildigini gézlemislerdir (124).

Bu CHDL’larin kékeni veya kazanilma mekanizmalar ile ilgili ¢cok fazla
bilgi bulunmamaktadir. Baz1 tiirlerde OXA-23 ve OXA-58’1 kodlayan genlerin
plazmid kokenli oldugu gosterilmistir (122,124). Ancak Acinetobacter’deki
bugiine kadar tanimlanmis diger kazanilmis CHDL’ler kromozomal olarak
kodlanmaktadir. OXA-58 gen bolgesi eksprese edilmesinde rol oynayan IS
elementlerince c¢evrelenmistir (124). Ancak ekspresyonda rol oynayan IS

elementlerinin muhtemelen OXA-58 geni kazanilmasinda etkisi yoktur (89).

CHDL’larin dordincii kimesini kromozomal olarak kodlanan OXA-

51/0XA-69 tiirli enzimler olusturur.

2.8.1.2 D1s membran proteinlerinde (OMP) degisiklik

Acinetobacter tiirlerinde karbapenem direnci ile iligkili ilk ¢aligmalar
permeabilite bozuklugunun porin proteinlerindeki degisiklikle iliskili oldugunu
bildirmistir (125). Ancak gilinlimiizde konuyla ilgili daha detayli molekiiler

bilgiler saglanmustir.
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Limanski ve ark (126) 2002 yilinda saptanabilir karbapenemaz aktivitesi
gostermeyen Acinetobacter klinik izolatlarinda 20-kDa’luk OMP kaybinin IPM
direnci ile iliskili oldugunu raporlamistir. Siroy ve ark (127) 2005 yilinda IPM ve
MEM direncini CarO adi verilen ve 1s1yla degisebilen 25-29 kDa’luk OMP kaybi1

ile iligkilendirmistir.

Del Mar Tomas ve ark (128) 2005 yilinda 4. baumannii’de karbapenem
direnci 1ile iligkili 33-36 kDa’lik OMP klonlamis ve sekans analizini
gergeklestirmistir. Sonugta bu OMP’nin diger Gram negatif bakterilerdeki gibi
yiiksek glisin icerikli, sistein rezidiileri icermeyen, negatif yiiklii, hidrofobik
rezidiileri olmayan, bakteriyal membran ve hiicre yiizey proteinleri iceren tipik

porinler oldugunu gostermislerdir (128).

Mussi ve ark (129) 2005 yilinda CarO’nun Moraxellaceae ailesi y-
proteobacteria smifi ile sinirli belirli bir OMP ailesini temsil ettigini diistinseler
de su ana kadar toplanan verilerin incelenmesi ile CarO homologlarinin sadece
Acinetobacter, Moraxella ve Psychrobacter genusu iiyelerinde bulundugu

saptanmistir.

Son olarak A. baumannii’nin ayn1 zamanda P. aeruginosa izolatlarindaki
karbapenem direnci ile iligkili oldugu bilinen 43-kDa’luk D2 porin homologuna
(OprD olarak adlandirilan) sahip oldugu gosterilmistir. P. aeruginosa’da oldugu
gibi, OprD-benzeri protein iireten 4. baumannii suslarindaki karbapenem

duyarhiliginin degisebilecegi ortaya konulmustur (130).

2.8.1.3 Penisilin baglayan proteinler (PBP)

Penisilin baglayan proteinlerdeki degisikligin 4. baumannii’de beta-laktam
direnci ile iliskili oldugu gosterilmistir. ilk ¢alismalarda Gehrlein ve ark (131), in-
vitro mutant tiirevlerde karbapenem direncini arastirmislar ve direngli mutantin
24-kDa’luk PBP agir1 iirettigini ancak, duyarh tiirler ile karsilastirildiginda diger
alt1 PBP’i daha diisiik diizeylerde eksprese ettigini raporlamiglardir. Urban ve ark
(132) IPM direncli ve duyarlt 4. baumannii izolatlarinda PBP’ler ile sulbaktam,
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klavulonik asit ve tazobaktam iliskisini arastirmigs ve yarismali-baglanma
deneylerinde tiim bu ii¢ beta-laktamaz inhibitériiniin IPM direngli izolatlarda
PBP’e baglandigin1 gostermistir. Ancak, su anki klinik formiilasyonuyla sadece

sulbaktam invivo olarak 4. baumannii’ye kars1 aktif gibi goriinmektedir.

Yeni yapilan bir calismada Fernandez-Cuenca ve ark (133) cesitli beta-
laktam direng profillerine sahip A. baumannii izolatlarin1 incelemisler ve 12 farklh
PBP paterni tanimlamiglardir. Aymi ¢alismada karbapenem direnci (MIC>4mg/L)
karbapenemaz iiretimi ile birlikte 73.2 kDa’luk PBP bulunmamas: ile iligkili

bulunmustur.

2.8.2. Aminoglikozidlere Diren¢

Acinetobacter tirlerinde diger pek ¢ok patojen grubuna gore klinik olarak
kullanimda olan aminoglikozid grubu antibiyotiklere direng¢ oranlar1 daha fazladir
(86). Acinetobacter tiirlerinde ¢ogu aminoglikozid direnci aminoglikozid-
modifiye edici enzimlerin {iretimini icermektedir ve Acinetobacter tiirlerinde tiim
lic smiftada aminoglikozid-modifiye edici enzimler bulunmustur: asetil-
transferazlar, adenil-transferazlar, fosfo-transferazlar. 4. haemolyticus ve iligkili
genomik gruplar, genomik grup-spesifik N-asetil-transferazlarin sentezi nedeniyle
dogal olarak aminoglikozidlere direnglidir (134). Hibridizasyon verileri bazi
Acinetobacter tiirlerinin birkag farkli aminoglikozid diren¢ geni igerdigini
dogrulamistir (135). Acinetobacter tiirlerinde aminoglikozidlere diger direng
mekanizmalar1 hedef ribozomal protein degisikliklerini, bakteri membranindan
aminoglikozid transportunun bozulmasini ve aminoglikozidlerin hiicre i¢ine akis
pompasinin ortadan kalkmasini igcermektedir (136). Son zamanlarda Kore’de diger
Gram negatif bakterilerde ve A. baumannii’de yeni 16S rRNA metilaz’in
diizenledigi AK ve arbekasin’e (AR) yiiksek diizeyde diren¢ mekanizmasi
saptanmistir (137).

Vakalarin pek ¢ogunda Acinetobacter tiirlerinde aminoglikozid
direncinden sorumlu genler ayn1 zamanda diger Gram negatif bakteri cinslerinde

de bulunmustur. Acinetobacter tiirlerinde aminoglikozid direng genlerinin
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yayiliminin plazmidlerin ve transpozonlarin transferini de igeren cesitli genetik
mekanizmalarla gerceklestigi gosterilmistir. Buna ek olarak, Acinetobacter
tiirlerinde bulunan ve sinif 1 integron yapisinin bir pargasi olan aminoglikozid

direng genleri en sik rastlanan gen kasetleridir (135,138,139).

2.8.3. Kinolonlara Direnc¢

Kinolonlara direnci kodlayan enzimler kromozomal olarak lokalize
genlerin mutasyonu sonucu gelisen direng olup; siklikla DNA giraz (topoizomeraz
IT) veya topoizomeraz IV’iin yapisal degisikligini icermektedir. DNA giraz
sirasiyla gyrA ve gyrB genleri tarafindan kodlanan iki A ve iki B subiinitinden
olugsmaktadir. Benzer sekilde topoizomeraz IV’de parC ve parE genleri tarafindan
kodlanan iki subiinitten olusmaktadir. 1990’°a kadar kinolonlar Acinetobacter
tiirlerine kars1 oldukga iyi aktivite gostermis ancak daha sonra 4. baumannii klinik

izolatlar1 bu antibiyotiklere hizla direng gelistirmistir.

A. baumannii’de en sik karsilasilan kinolon direnci mutasyon tipi gyr4’ nin
83. kodonunda Serin yerine Losin aminoasidinin degisimidir, bu degisim CIP’in
MIC degerinin >4mg/LL olmasina neden olmaktadir (140). gyrd’da farkli
aminoasit degisiklikleri de bildirilmistir (105,140). CIP’e yiiksek diren¢ (MIC>64
mg/L) genellikle gyr4A ve parC genlerinin her ikisinde de mutasyon varliginda
ortaya ¢ikmaktadir. Bunlardan parC genindeki en sik mutasyon parC’nin 80.
kodonunda Serin yerine Losin aminoasidinin gelmesi seklindedir (140,141).
Kinolon direnci i¢in benzer mutasyonlarin tiim diinyadaki farkli cografik
bolgelerde, farkli Acinetobacter izolatlarinda, genotipik olarak bagimsiz
gerceklestigi gosterilmistir (140). Izolatlar arasinda direncteki kiigiik degisimler
ilag permeabilitesindeki degisiklikleri ve/veya akim pompasinin etkilerini

yansitabilir (136).

MOX gibi yeni kinolonlar CIP gibi diger eski ajanlarla karsilastirildiginda
A. baumannii’ye kars1 in vitro artmis aktiviteye sahiptirler. Spence ve Towner
izolatlarda gyr4 geninin Ser-83. kodunundaki tek bir mutasyon ile CIP igin MIC
degerinin 2—32 mg/L artirdigin1 ancak MOX i¢in MIC degerinde 0,25-1mg/L
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artis oldugunu gostermistir (142). Timii MOX direngli (MIC>2 mg/L) klinik
izolatlarin parC geninde 80. kodonda ikinci bir mutasyon gdsterilmistir. CiP
direngli, MOX duyarl izolatlarda yapilan tek basamakli mutasyon ¢aligsmalar1 bu

tarz stabil MOX direncli mutantlarin olusumunun zor oldugunu géstermistir (89).

2.8.4. Diger Antibiyotiklere Direng

Pek ¢ok vakada Acinetobacter tiirlerinde diger sik kullanilan
antibiyotiklere gelisen direncin mekanizmast temel olarak Gram negatif

bakterilerde saptanan diren¢ mekanizmalari ile benzerlik gostermektedir (89).

Tetrasiklin (TE) bakterinin 30S ribozomal subiinitine baglanarak protein
sentezi inhibisyonuna neden olmaktadir. TE direngli bakteriler genellikle akim
pompasi veya ribozomal koruma sistemi olarak adlandirilan iki farkli direng
mekanizmasindan birini eksprese etmektedir. Gram negatif bakterilerde farkh
sayida tetrasiklin diren¢ geni tanimlanmistir, bunlardan en sik goriileni fetA-
tetE’dir (tetrasiklin-spesifik akim pompasini kodlar). Bu genlerin pek ¢ogunun
plazmidler veya transpozonlarla iligkili oldugu bulunmustur. Diger Gram negatif
bakterilerde oldugu gibi, A. baumannii klinik izolatlarinda en sik rastlanan TE
direng genleri tetd ve tetB’dir (143,144). Bunlar genellikle non-spesifik akim
pompast geni adeB ile kombine olarak bulunmaktadir. A. baumannii’de tetM
varligr da tanimlanmistir (144). Cevresel izolatlarda, klinik orneklerle iliskisiz
Acinetobacter tirlerinde (4. baumannii disindaki genomik tiirler) transfer
edilebilen ve fet-39 olarak gosterilen, plazmidler iizerinde lokalize yeni bir TE
direng belirteci tanimlanmistir (145). Acinetobacter tiirlerinde TE direncinin

genetik temeli ile ilgili detayli molekiiler ¢aligma bulunmamaktadir.

RIF bazen Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu coklu ilag direncli
infeksiyonlarda  tedavinin  bir kombinasyonu olarak  kullanilmaktadir.
Acinetobacter tiirlerinde yiiksek diizeyde RIF direnci; diger Gram negatif
bakterilerde goriilenlerle benzer sekilde kromozomal olarak ribozomal polimeraz
subiinitinde lokalize rpoB geninde spontan mutasyon nedeniyle olusmaktadir.

Huang ve ark (146). Hong Kong’daki Acinetobacter izolatlarinda, integron
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yerlesimli gen kasetinde RIF ADP-riboziltransferaz enzimini kodlayan arr-2 geni
varligin1 tamimlamustir (146). Bu ¢alismada arr-2 gen kaseti RIF direncinin major
etkileyicisi gibi gdriinmektedir; arr-2 pozitif izolatlarda RIF MIC degeri >32mg/L
iken arr-2 negatif izolatlarda RIF MIC degeri <8mg/L olarak saptanmuistir.

Acinetobacter tirleri kalitsal olarak diisiik diizeylerdeki trimethoprime
direnclidir (MIC 16-32 mg/L)) Ancak yiiksek diizeylerde direng (1000mg/L’ye
kadar) genellikle dihidrofolat rediiktaz kodlayan genin kazanilmasi ile iliskilidir.
Benzer sekilde Acinetobacter tiirlerinde kloramfenikol (C) direng genleri,
ozellikle CAT-1, konak¢i kromozomuna entegre olmus Tn2l ailesine ait

transpozonlar icermektedir (89).

Multidrug efflux sistemi (Coklu ilac Akim Pompasi)

Gram negatif bakterilerde oldugu gibi spesifik akim pompalarina ek olarak
tet genleri tarafindan kodlananlar gibi kromozomal olarak kodlanan ¢oklu ilag

akis sistemi tanimlanmstir (147).

Coklu antimikrobiyal ajanlarin basarisiz olmasina neden olan bes ana sinif
akig sistemi tanimlanmistir. Bunlar; major kolaylastiric siiperailesi (MFS); direng
nodiilasyon boliinme (RND) ailesi; ATP baglayict kaset (ABC) ailesi; kiigiik
coklu ila¢ direng ailesi (SMS) ailesi ve ¢oklu ila¢ ve toksik madde ekstriizyon
(MATE) ailesi olarak siralanabilir (147).

Klinik olarak diren¢ sdzkonusu oldugunda RND ailesi bunlardan en
onemlisidir. 4. baumannii’de RND ailesine ait AdeABC akis sistemi tanimlanmis
ve aminoglikozidlere direncteki rolii ve C, florokinolonlar, trimethoprim ve

CTX’e azalmis duyarlilik agikca ortaya konmustur (136).

2.9. TIPLENDIRME YONTEMLERI

Tiplendirme ydntemleri; epidemiyolojik iliskinin ortaya konulmasi, re-

aktivasyonun re-infeksiyondan ayirt edilmesi ve salgin arastirmalarinda epidemik
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suslarin kaynaginin ve yayilim yollarinin belirlenmesi, hastane ve toplum
kaynakli infeksiyonlarin belirlenmesi, direngli suslarin tanimlanmasi ve
yaygimliginin belirlenmesi gibi amaglarla kullanilmaktadir. Bu amagla kullanilan
bir¢cok fenotipik ve genotipik tiplendirme yontemi bulunmaktadir. Buna ragmen
Acinetobacter spp. i¢in heniiz tek bir tiplendirme sistemi altin standart yada

referans yontem olarak kabul gérmemistir (6).

2.9.1. Fenotipik Tiplendirme Yontemleri

Fenotipik yontemler bakterilerin genetik 6zelliklerini yansitir ve genellikle
olduke¢a spesifiktir. Bugiine kadar bilinen patojen bakterilerin ¢ogu tanimlanmig
ve identifikasyonlarinda anahtar olabilecek bazi fenotipik 6zellikler belirlenmistir.
Bir kokende ender olarak bulunan belirli bir fenotip tek basmna bu kokenin
yayilimi hakkinda bilgi verebilir ancak her zaman goriilebilen fenotipik
Ozelliklere sahip kokenlerde ise alt tiplendirme yapilmalidir. Alt tiplendirme igin
kullanilan yontemler; antimikrobiyal duyarlilik modellerinin belirlenmesi,
biyotiplendirme, faj ve bakteriyosin tiplendirme, serotiplendirme, protein

elektroforezi olarak sayilabilir (148).

Fenotipik yontemlerin duyarliligini azaltan ve dezavantaj olarak ifade

edilebilen ¢esitli faktorler s6zkonusudur (148). Bunlar;

1- Cevresel secici baskilardan etkilenme,

2- Antijen yapisinin degisken olmasi,

3- Diren¢ modellerinin antibiyotik tedavisinden gii¢lii bir sekilde etkilenmesi,

4- Fenotipik 6zelliklerin her zaman eksprese olmayan genlerde kodlanabilmesi,

5- Ticari olarak bulunmayan baz1 ayiraglarin gereksinimi,

6- Bir tiir i¢indeki her bir kdkeni ayirt etmeye yetecek farkliliklarin bulunmamasi

seklinde siralanabilir.

Fenotipik yontemlerin yetersiz kaldigi durumlarda genotipik tiplendirme

yontemlerine bagvurulmaktadir.
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2.9.2. Genotipik Tiplendirme Yontemleri

Bakteri plazmidlerinin veya kromazomal DNA’nin genotiplendirmesi,
fenotiplendirme  yontemlerindeki  olumsuzluklar1  ortadan kaldirmis ve
epidemiyolojik aragtirmalarda daha giivenilir veriler saglamistir. Alt tiplerin
belirlenmesinde  kullanilan tim molekiiler yontemler DNA dizisindeki
fakliliklarin saptanmasina dayanir. Genotiplendirme yontemleri fenotiplendirmeye
gore; tiplendirme basarisi, tekrarlanabilirlik ve ayirim giicii yoniinden daha

tistiindiir (148).

Giliniimiizde farkli mikroorganizmalar ic¢in kullanilan farkli genotipik

tiplendirme yontemleri bulunmaktadir;

2.9.2.1. Plazmid profil analizi:

Epidemiyolojik agidan incelenecek kokenlerin plazmidlerinin ayrilarak
agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmesine dayali bir yontemdir. Kolay, ucuz,
hizl1 ve tekrarlanabilir 6zelligi olan bu yontemde sonug i¢in gen ekspresyonunun
gerekli olmamasi yontemin avantajli yoniinii olusturur. Plazmidler bakteriler
arasinda konjugasyon basta olmak {izere bircok farkli mekanizma ile
nakledildiginden, bazen hastanelerdeki epidemiler tek kdkenin yayilmasi ile degil,
bir plazmidin yayilmasi ile ortaya ¢ikar. Plazmidin kolayca kaybedilmesi ya da
kazanilabilmesi, ve birer ekstrakromazomal element oldugundan bakterinin

genotipini yansitmamasi yontemin olumsuz yonlerini olusturur (148).

Acinetobacter kdkenlerinde farkli boyut ve sayida plazmidler bulunmustur.
Plazmidler Acinetobacter’de oldukga yaygindir fakat plazmidler ile iligkili genler
hakkinda bilinenler antibiyotik direncini kodlayan genler ve transfer
mekanizmalar1 ile sirhdir. Cevresel Acinetobacter’deki plazmidler ve bu
plazmidlerin tasidigi genlerin prevelansi ¢ogunlukla hala bilinmemektedir (89).
Plazmid profil analizi uygulamalar ile Acinetobacter suslarinda antibiyotik direng

mekanizmalariin ¢ogu aydinliga kavusturulmustur (149).
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2.9.2.2. Ribotiplendirme:

Ribozomal RNA genleri evrim boyunca en fazla korunan genlerdir ve
teorik olarak tiim bakterilerde bulunmaktadir. Ribozomal operonlar ile ilgili DNA
siralarindaki degiskenlikleri belirlemek i¢in cins, tiir veya gruba 6zel ribozomal
RNA’lar birer prob olarak kullanilir. Ribotiplendirmede kdkenlerin DNA’s1 izole
edilir, restriksiyon enzimleri ile kesilir ve elektroforez ile DNA parcalari
ayristirildiktan  sonra secilmis prob ile hibridize edilir. Ribozomal gen
modellerinin bir tiir i¢inde nispeten stabil halde bulunmasi, epidemiyolojik

kokenleri birbirinden ayirmada yontemin giiciinii bir dereceye kadar azaltir (148).

Diger yontemlerle kombine olarak kullanildiginda degerli epidemiyolojik
veriler saglanabilmesine ragmen olduk¢a zahmetli olusu nedeniyle yerini Pulsed

Field Gel Electrophoresis (PFGE) gibi diger yontemlere birakmistir (89).

2.9.2.3. Multilokus sekans tipleme (MLST):

Mikroorganizmalarin tiplendirilmesinde oldukca ayirt ettirici O6zellige
sahip olan yontemde direkt olarak protein kodlayan yapisal genlerin internal
fragmanlarinin DNA sekans karsilastirmasi kullanilir (6). Baz1 kaynaklarda
MLST kromozomal DNA’nin PFGE ile analizinden daha ayirt edici bulunmus ve
MLST dendrograminin PFGE dendrogrami ile yiliksek uyum gosterdigi
belirtilmistir (150).

2.9.2.4. Southern blotting ve Restriksiyon fragman uzunluk

polimorfizmi (RFLP):

Bakteriye ait tam kromozomal DNA bir restriksiyon enzimi ile kesilir ve
kesilen pargalar agaroz jelde elektroforez ile ayrilir. Pargalar, agaroz jelden
nitroseliiloz veya naylon membrana Southern blotting ile gecirilir. Daha sonra
membrana bagh niikleik asit, incelenen gen ile homolog olan ve bir veya daha ¢ok
isaretli prob ile hibridize edilir. RFLP analizinde sadece problarla hibridize olan
DNA parcalar1 goriiliir hale geldigi icin sonucglarin analizi de biiyiik Olcilide
kolaylagmustir (148).
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2.9.2.5. Pulsed field gel electrophoresis (PFGE):

PFGE mikroorganizma genomunun mutasyonlara ugrayabilmesi esasina
dayali olarak gelistirilmistir. Niikleotid dizisindeki degisiklikler kromozomal
DNA’nin  restriksiyon endoniikleazlarca olusturulmus bant profillerini
yansitmaktadir. Bu yontemde kokenler eritilmis agaroz ile karistirilir, bir deterjan
enzim ile lizise ugratilir ve restriksiyon enzimleri ile kesilir. Daha sonra DNA
molekiilleri agaroz jelde belirli zaman araliklarinda birbirlerine farkli agida
elektriksel alanlarin etkisinde birakilarak PFGE uygulanir. Ayni tiiriin farkli alt
tiplerindeki genomik farkliliklar, restriksiyon enzimleri ile kesildikleri bolgelerin
de farkli olmasina neden olur. Incelenen kékenler, genotipik ydnden benzer
bulundugunda, epidemik ve endemik kokenlerin kesin olarak ayirt edilebilmesi

i¢in en az iki enzim ile restriksiyon analizi yapilmasi onerilmektedir (148).

Acinetobacter suglarimin PFGE analizinde izole edilen DNA’nin Apal,
Smal ve Nhel restriksiyon enzimleri ile parcalanmasi sonucu olusan DNA
parcalarinin uzunluk polimorfizmi gosterilmektedir. Bu yontem, A. baumannii
i¢in salginlarda veya bir hastadan izole edilen farkli kokenlerin tiplendirilmesinde
yararli bir yontemdir. Dezavantaji, pahali olmasi ve uzun siireye ihtiyac
duyulmasidir. PFGE yliksek oranda tekrarlanabilirlik 6zelligine sahip oldugundan,
bir¢ok arastirmaci tarafindan molekiiler yontemler icinde altin standart olarak

kabul edilmistir (148,151,152).

2.9.2.6. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli yontemler:

Polimeraz zincir reaksiyonu, 50-2000 baz ¢iftli DNA veya RNA’nin tek
zincirinin bir yar1 otomatik sistem iginde birkag¢ saatte oligoniikleotid primerler
kullanilarak bir milyondan fazla kat ¢ogalmasini saglayan ii¢ basit reaksiyonun bir
dongii halinde tekrarlanmasidir. Duyarlilhik ve ozgiilliigii yiiksek ve hizli bir
yontem olmasi, mikroorganizmalarin ve iriinlerin direkt olarak tiplendirilmesi
yararli 6zellikleridir. Buna karsin, kontaminan DNA’nin amplifikasyonuna ya da
epidemi ile ilgisi bulunmayan mikroorganizmalarin ¢ok benzer niikleik asit

siralarinin tanimlanmasina bagli olarak yanlis pozitif sonu¢ vermesi, primerlerin
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sadece hedeflenen niikleik asit sirasin1 tanimlamasi da, epidemiyolojik
aragtirmalarda polimeraz zincir reaksiyonunun giivenilirligini azaltan baglica

olumsuz ozelliklerdir (148).

A.  baumannii’nin tiplendirilmesinde AP-PCR (Arbitrarily Primed
Amplification), ERIC-PCR (Enterobacterial Repetetive Intergenic Consencus
PCR), REP-PCR (Repetetive Palindromic Sequence PCR) gibi farkli yontemler
kullanilmaktadir (6,150).

Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik polimeraz zincir reaksiyonu (AP-PCR):
Diisiik baglanma sicakliklarinda kromozomal DNA siralarina yeterli afinite ile
hibridize olan 9-10 baz sirali rastgele primerlerin kullanilmasidir. Bu rastgele
primer bolgeleri yerlesim ve sayilart yoniinden bir bakteri tiiriiniin degisik
suslarinda farklilik gosterir. Sonugta agaroz jelde elektroforez ile her bir farkl

koken i¢in karakteristik bantlar ortaya ¢ikar (148).

Tekrarlayan gen dis1 enterobacterial ve palindromik polimeraz zincir
reaksiyonu (ERIC-PCR, REP-PCR): Bakteri genonumundaki degisken sayida
tekrarlayan DNA elementlerinin, bu bolgelere yonelik primerler kullanilarak PCR
ile amplifikasyonundan elde edilen susa 6zgiil modellerinin incelenmesi suretiyle

bakteri DNA’sinin parmak izinin belirlenmesidir (153).

2.9.2.7. DNA dizi analizi:

Bunun i¢in DNA hibridizasyonu yapilir. Cift zincirli DNA tek zincirli hale
getirilmek {izere denatiire edilir ve sonra isaretlenmis komplementer tek zincirli
DNA probuna baglanma oranini belirlemek i¢in 6l¢tim yapilir. Enterobacteriaceae
tiyesi suslarin alt tiplendirilmesinde siklikla kullanilir. DNA dizi analizi maliyeti

pahali ve sonuglarin yorumlanmasi yoniinden en zor yontemdir (148).
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III- MATERYAL ve METOT

Bu calisma Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu tarafindan 09.TIP.16 numarali proje ile destek saglanarak
Afyon Kocatepe Universitesi Arastirma Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji

Laboratuari’nda gergeklestirilmistir.

3.1. ORNEKLERIN TOPLANMASI

Temmuz 2008 - Haziran 2009 tarihleri arasinda Afyon Kocatepe
Universitesi Arastirma Uygulama Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuari’na
farklh kliniklerden gonderilen gesitli 6rneklerden izole edilen 121 A. baumannii
susu bu caligmaya dahil edilmistir. Ayn1 hastadan tekrar izole edilen suslar

caligmaya alimmamustir.

3.1.1. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Arastirma kapsaminda toplanan Acinetobacter suslarinin {iretimi rutin
kullanimda yer alan Kanli agar (Oxoid, Ingiltere) ve Eosin Metilen Blue (EMB)
agar (Oxoid, Ingiltere) ile gergeklestirilmis, identifikasyon amaciyla Triple Sugar
Iron (TSI) agar (Oxoid, Ingiltere) kullanilmistir. Antibiyotik duyarlilik testleri
Miiller Hinton Agar (MHA) ve Miiller Hinton Buyyon (MHB) (Oxoid, Ingiltere)
ile gerceklestirilirken, bakterilerin yeniden canlandirilmasi islemi sirasinda Brain

Heart infiizyon Buyyonu (BHI) (Oxoid, Ingiltere) kullanilmistir.

Calisma siiresince kullanilan tiim besiyerleri tretici firma talimatlar
dogrultusunda Tablo-III"de 6zetlendigi sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan besiyeri
karigimi 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak (Hirayama HV-85, Japonya) sterilize
edilmigstir. Steril edilen agar besiyerleri 50°C’ye kadar sogutulup petrilere
dokiilmiis, sonra oda sicakliginda bekletilerek katilagsmasi saglanarak kullanima

hazir hale getirilmistir.

Farkli olarak sterilizasyondan sonra 8-9 ml cam deney tiiplerine dagitilan

TSI besiyeri ise tlipler 2-3 cm dik kisim ve iiste yatik kisim olusacak sekilde
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uygun acida yatik tutularak katilagmasi saglanmis ve kullanima hazir hale

getirilmistir.

Buyyon besiyerleride tiretici firma talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmig
ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildikten sonra steril cam tiiplere

3’er ml dagitilarak kullanima hazir hale getirilmistir.

Tablo III. Calisma sirasinda kullanilan besiyerleri

Besiyeri Hazirlanisi

21 gr toz besiyeri
Kanli agar Distile su eklenerek 1 1t’ye tamamlanmistir

%S5 olacak sekilde 50 ml kan eklenmigtir

30 gr toz besiyeri

EMB agar
Distile su eklenerek 1 It’ye tamamlanmistir
38 gr toz besiyeri

MHA . g‘ Y
Distile su eklenerek 1 It’ye tamamlanmistir
64.6 gr toz besiyeri

TSI agar o
Distile su eklenerek 1 It’ye tamamlanmistir
37 gr toz besiyeri

BHI buyyon o
Distile su eklenerek 1 1t’ye tamamlanmistir
21 gr toz besiyeri

MHB

Distile su eklenerek 1 It’ye tamamlanmistir

o 39 gr toz besiyeri
Deoksiribontikleaz (DNAz) agar o
Distile su eklenerek 1 It’ye tamamlanmistir

Besiyerinin kontaminasyon kontrolii i¢in, hazirlanan petrilerin %35’ini
kapsayacak sekilde rastgele 6rneklem yontemi ile 48 saat 37°C’lik etiivde (Niive
EN 500, Tiirkiye) inkiibe edilmistir. Sterilligin denetlenmesinden sonra uygun
bulunan besiyerleri izolasyon, identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik ¢alismalari

i¢in kullanilmuastir.
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3.1.2. Kiiltiir ve Tanimlama

Ekimi yapilan kiiltiirlerin Kanli agarda hemoliz 6zelligi ve EMB’de
laktoza etkileri degerlendirildikten sonra bakterileri tanimlamak amaciyla bazi

fenotipik testler yapilmistir. Bunlar;

TSI agar besyerine ekim ve degerlendirme: EMB yada Kanli agar
petrisinde tek diisen bir koloni se¢ilmis, igne 6ze ile tek dokunusla alinan
bakteriler 6nce igne 6ze besiyerinin dik kismina batirilarak sonrada yatik kismin
yiizeyine zik zak ¢izilerek ekimi yapilmistir. Ekilen besiyeri 36°C’de 18-24 saat

inkiibasyonu takiben fermentasyon agisindan degerlendirilmistir (154).

Oksidaz varhgim arastirma: Oksidaz test cubuklarmin (Oxoid, Ingiltere)
Kanl1 agar petrisindeki koloniye dokundurulup 15 saniye bekletildiginde mor renk
olusumunun gozlenmesi pozitif sonug, renk degisiminin olmamasi negatif sonug

olarak degerlendirilmistir.

Katalaz: Temiz bir lam f{izerine 1-2 damla %?2’lik hidrojen peroksit
damlatilmis ve igerisinde kan bulunmayan bir besiyerinden steril 6ze yardimiyla
alman bakteri kolonisi ile karnstirnllmistir. Tepkime sonucu goézlenen hava

kabarciklarinin olusumu katalaz pozitif olarak degerlendirilmistir (154).

Hareket arastirma: Kanli agardan alinan bakteri kolonisi lam iizerinde, 1
damla serum fizyolojik damlatilarak siispanse edilmis ve siv1 hareketinin durmast
icin bir siire beklendikten sonra mikroskopta X40’lik biiyiitme ile incelenerek

hareket bakilmistir (154).

44°C’de iireme: Kanli agardan alinan bakteri kolonisinden kanli agara
yeni pasaj yapilmis ve 44°C’ye ayarlanan etiivde (Niive EN 500, Tiirkiye) 48

saatlik inkiibasyonu takiben tiremesi degerlendirilmistir.

DNAz besiyerine ekim ve degerlendirme: Kanli agardan alinan bakteri

kolonisinden DNAz besiyerine ekim yapilmis ve 37°C’de bir gece inkiibe
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edilmistir. Inkiibasyonu takiben 97.2 ml distile su ile 2.8 ml %37’lik HCI
karistirilarak hazirlanan DNAz miyar1 plak yiizeyine tiim ylizeyi kaplayacak
sekilde dokiilmiistiir. Koloni ¢evresinde Hidroklorik asit (HCl) ve DNA
birlesmesi sonucu presipitasyon gozlendiginde (besiyeri matlastiginda) DNAz

negatif olarak yorumlanmistir (154).

Indol deneyi: Siv1 besiyerine inokiile edilen bakteri 37°C’de 18-24 saat
inkiibe edildikten sonra tiipiin kenarindan Kovacs ayiraci damlatilarak besiyerinin
ylizeyinde tabaka olugmasi saglanmistir. Birka¢ saniye icerisinde besiyeri ile
aywrag arasinda parlak kirmizi bir halka olugmasi olumlu sonu¢ olarak kabul

edilirken halka olusmamasi indol negatif olarak yorumlanmuistir.

Fenotipik testlerle Acinetobacter spp. oldugu diisiiniilen 121 susdan 51
tanesinin identifikasyonu MicroScan Autoscan 4 (Dade Behring, West
Sacramento, CA, ABD) ve 70 tanesinin identifikasyonu VITEK 2 (Biomerieux,
North Carolina, ABD) otomatize sistemi ile ger¢eklestirilmistir. Her iki cihaz igin
identifikasyon caligmalar1 iiretici firma Onerileri dogrultusunda

gergeklestirilmistir.

3.1.3. Acinetobacter Suslarimin Depolanmasi

Klinik 6rneklerden izole edilen suslart uzun siireli saklama amaciyla Roti-
Store Cryo-vials sistemi (Roth, Almanya) kullanilmig (3-6 ay), ve DNA
izolasyonu gerceklestirilinceye kadar suslarin tiimii -80°C’de derin dondurucuda

(Nuaire -86°C Ultralow freezer, ABD) muhafaza edilmistir.

3.2. ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI

Antibiyotik duyarlilik testleri hem otomatize sistemler ile hemde
konvansiyonel yontemlerle CLSI Onerileri dogrultusunda gergeklestirilmistir.
Calisilan izolatlar cesitli kliniklerden laboratuara gonderilen 6rneklerden izole
edildiginden otomatize ve konvansiyonel testler rutin laboratuar c¢aligmalari

kapsaminda gerceklesmistir.
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3.2.1. MicroScan Autoscan 4

Izole edilen suslarin 51 tanesinin identifikasyonu ve antibiyotik duyarlilik
testleri bu yontemle calisilmistir. Otomatize yontemde prosediir geregi plak
yiizeyinden alinan koloniler 3 ml’lik “inoculum water” iginde siispanse edilip
MicroScan Turbiditymeter (Dade Behring, ABD) ile 0,5 McFarland bulaniklig
olacak sekilde ayarlanip bakteri slispansiyonundan 100 pl “inoculum water with
pluronic” (25 ml) icine eklenmistir. Sonra dagitim kiiveti icine dokiilerek
otomatik dagitic1 (Renok, Dade Behring, ABD) ile her kuyucukta 100’er ul olacak
sekilde panellere (Negatif Breakpoint Combo 34, Dade Behring, ABD)
dagitilmistir. Bu islemleri takiben normal atmosfer sartlarinda, 37°C’de 18-24 saat
inkiibasyona tabii tutulduktan sonra okutma gerceklestirilmistir. Okutma

isleminde MicroScan Autoscan 4 cihazi (Dade Behring, ABD) kullanilmastir.

3.2.2. VITEK 2 Compact

Izole edilen suslarin 70 tanesinin identifikasyonu ve antibiyotik duyarlilik
testleri bu yontemle gergeklestirilmistir. Uretici firmanin 6nerisi dogrultusunda;
biri identifikasyon digeri antibiyogram testinde kullanilmak iizere her sus i¢in
2’ser adet plastik tiipiin igine 4’er ml saline soliisyon dagitilmis ve birinci tiipte
petri yiizeyinden alinan saf koloniler siispanse edilmistir. Sistemle birlikte gelen
cihaz ile (Vitek Densichek, BioMerieux, ABD) 0,5-0,63 McFarland bulaniklig1
saglanan birinci tiipten 145 pl ikinci tiipe aktarilmis ve vortex (Niive NM 110,
Tirkiye) yardimiyla iyice homojenize edilmistir. Vitek 2 GN identifikasyon kiti
acilip birinci tlip, N-90 nonfermenter antibiyogram kiti acilip ikinci tiip transfer
edilip kaset tasiyicilara yerlestirilmis ve cihaza yiiklenmistir. Yaklagik 18-24 saat

sonra identifikasyon ve antibiyogram sonugclari elde edilmistir.

2.3.3. Konvansiyonel Yontem

Izole edilen bakterilerin tiimiiniin konvansiyonel ydntemle antibiyotik
duyarhiliklarinin belirlenmesi MHA (Oxoid, Ingiltere) ve standart antibiyotik
diskleri (Oxoid, Ingiltere) kullanilarak CLSI M2-A9’a (155) gore Kirby Bauer
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disk difiizyon yontemiyle yapilmis, inkiibasyonu takiben elde edilen sonuglar

CLSIM100-S17°ye (156) gore yorumlanmustir.

Antibiyotik diski olarak; CAZ (Seftazidim-30pg), CRO (Seftriakson-
30pg), CTX (Sefotaksim-30ug), FEP (Sefepim-30ug), IPM (Imipenem-10pg),
MEM (Meropenem-10ug), CiP (Ciprofloksasin-5ug), LEV (Levofloksasin-5ug),
AK (Amikasin-30pg), CN (Gentamisin-10pg), TOB (Tobramisin-10pg), SXT
(Trimetoprim  sulfametaksazol-25ug), SCF (Sefaperazon sulbaktam-105ug)
diskleri (Oxoid, Ingiltere) kullanilmistir.

Test igin 4 mm kalmliginda dékiilmiis MHA kullanilmistir. Inokiilasyon
icin bakteri suslarinin yogunlugu tlirbidometrik yontemle 0,5 McFarland olacak
sekilde (Oxoid turbidometer, Ingiltere) siispanse edilmis ve steril ekiivyon yardimi
ile agar yiizeyine ekim yapilmistir. Antibiyotik diskleri dispenser (Oxoid,
Ingiltere) ile birbirlerine uzakliklar1 standart 25’er mm olacak sekilde
yerlestirildikten sonra petriler 35°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda her antibiyotik i¢in inhibisyon zon ¢ap1 milimetrik olarak
Olciilerek; test sonucglari, CLSI’1n 6nerdigi sinirlara gore duyarli, orta duyarl ve
direncli olarak degerlendirilmistir. Kalite kontrol olarak P. aeruginosa ATCC

27853 susu kullanilmistir.

3.3. MOLEKULER CALISMALAR

Elde edilen izolatlarin DNA izolasyonu iki farkli yontemle
gergeklestirilmis ardindan iki asamali olarak molekiiler ¢alismalara gegilmistir.
Birinci asamada konvansiyonel PCR ile optimizasyon caligsmalari ikinci agamada

Real Time PCR yapilmistir.

3.3.1. Bakteriyal DNA’nin Izolasyonu

DNA izolasyonunda kullanilmak iizere, calismaya baslamadan bir giin
once suslarin tiimii -80°C’den ¢ikarilmis, BHI buyyonda bir gece inkiibe edilerek

yeniden canlandirilmis ve kanli agara subkdiltiirleri yapilmistir.
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3.3.1.1. Kaynatma yontemiyle DNA izolasyonu:

DNA eldesi igin, steril eppendorf tiiplere 250 pl distile su dagitilip
numaralandilmis ve her susun 16-18 saatlik kolonilerinden her Ornek igin tek
kullanimlik steril 6ze ile 3-5 koloni alinip siispanse edilerek iyice ¢Oziinmesi
saglanmistir. Hazirlanan bakteri siispansiyonu 10 dakika kaynatilarak parcalanmig
ve ependorflarin oda 1s1sinda sogumasi beklenmistir. Hiicresel ¢okiintii santrifiijde
10.000 rpm’de 5 dakika (Hettich, Almanya) santrifiij islemine tabii tutularak
uzaklastirilmis ve santrifiij sonrast siipernatantin 100 pl’si PCR analizinde
kullanilmak tizere ayrilmistir. PCR islemi ger¢eklestirilene kadar ayrilmis olan

DNA 6rnekleri -20°C’de saklanmustir.

3.3.1.2. Ekstraksiyon Kkiti ile DNA izolasyonu:

Biitiin suglarin niikleik asit izolasyonu ‘‘QIAGEN QIAamp Mini Kit”’
(QIAGEN, Almanya) ve “mikrosantrifiij” (Hettich, Almanya) kullanilarak {iretici

firmanin 6nerileri dogrultusunda kit prosediiriine uygun gerceklestirilmistir.

Kit igerigi; Proteinaz K, Buffer ATL, Buffer AL, Buffer AW1, Buffer
AW2, Buffer AE, QIAamp Mini Spin Columns (spin kolon) ve Collection tubes
(Toplama tiipleri) 2ml’lik tiiplerden ibaret olup bakteri kiiltiirlerinden niikleik asit

izolasyon prosediirii su sekilde gergeklestirilmistir:

-Sus numaralari lizerlerine yazilan 2ml’lik steril ependorf tiipleri ependorf

sporlarina dizilmis ve her bir ependorfa 200ul buffer ATL dagitilmistir.

-Daha oOnceden kanli agara ekilip yeniden canlandirilan suslarin
kolonilerinden 1-2 koloni her 6rnek i¢in tek kullanimlik steril 6zeler yardimiyla

alinarak ependorf tiiplerinde siispanse edilmis ve 15 saniye vortekslenmistir.

-Uzerlerine 20pl proteinaz K eklenen ependorflarin kapagi kapatilarak 15

saniye vorteksle karigtirilmistir.
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-Ependorflar benmaride (Niive BM 402, Tirkiye) 56°C’de 20 dakika

inkiibe edilmistir.

-Ependorf tlipiiniin kapagindaki damlaciklar1 asagiya indirmek ig¢in kisa

stireli spin santrifiij islemi uygulanmastir.

-Tiplere 200ul etil alkol (%96-100) ilave edilerek 15 saniye

vortekslenmistir.

-Tiplerin kapagindaki damlaciklar1 asagiya indirmek i¢in spin santrifiij

yapilmustir.

-Toplama tiiplerine spin kolonlar yerlestirilerek ependoflardaki karigimin
tamam1 dikkatlice spin kolonlara aktarilmistir. Kapagi kapatilip 6000xg (8000
rpm/dk-Hettich, Almanya) hizda 1 dakika santrifiijlenmistir.

-Spin kolonlar toplama tiipleri ile birlikte santrifiijden alinmis, alttaki
1.5ml’lik toplama tiipleri i¢inde biriken karisim ile birlikte atilmis ve spin
kolonlar temiz bir 2ml’lik toplama tiipiliniin i¢ine yerlestirilmistir. Gozle yapilan
degerlendirme sonucu santrifiijlemeden sonra karistmin tamami kolondan
gecmemigse, spin kolon tamamen bosalincaya kadar yiiksek devirde santrifii

islemine devam edilmistir.

-Spin kolonlarin kapaklar1 dikkatlice agilmis ve ¢epere degilmeden 500ul
buffer AW1 eklenmistir. Kapagi kapatilip 6000xg (8000 rpm/dk-Hettich,
Almanya) hizda 1 dakika santrifiijlenmistir.

-Toplama tiipleri i¢inde biriken siviyla birlikte atilmis ve kolonlar temiz

toplama tiiplerine aktarilmistir.

-Spin kolonlarin kapaklar1 dikkatlice acilmis ve ¢epere degilmeden 500 pl
buffer AW2 eklenmistir. Kapagi kapatilip 20000xg (14000 rpm/dk-Hettich,
Almanya) hizda 3 dakika santrifiijlenmistir.
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-Toplama tiipleri i¢inde biriken siviyla birlikte atilmis ve kolonlar temiz
toplama tiiplerine aktarilarak 20000xg (14000 rpm/dk-Hettich, Almanya) hizda 1

dakika santrifiijlenmistir.

-Santrifiijden alinip toplama tiipleri i¢inde biriken siviyla birlikte atilmis

ve kolonlar temiz 2ml’lik temiz ependorf tiiplerinin igine yerlestirilmistir.

-Spin kolonlarin kapaklari dikkatlice agilmig ve {izerine ¢epere degilmeden
50ul buffer AE eklenmistir. Kapagi kapatilip 1 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra 6000xg (8000 rpm/dk-Hettich, Almanya) hizda 1 dakika

santrifiijlenmistir.

-Kolonlar atilip ependorf tiiplerindeki saf niikleik asit PCR ¢alismalarinda

kullanilmak tizere i¢in kii¢iik porsiyonlara ayrilarak -20°C’ye alinmistir.

3.3.1.3. Bakteriyel DNA’nin kalite ve miktarinin degerlendirilmesi:

Niikleik asit analizlerinde, izole edilen niikleik asitin kalite ve miktarina
bagli olarak farkli sonuglar elde edilebilmektedir. Niikleik asit miktar ve kalitesini
belirlemede genellikle absorbsiyon temeline dayali spektrofotometrik yontemler
kullanilmaktadir.  Spektrofotometrik yontemde kuartz tiipler kullanilarak
orneklerin belli dalga boyunda 15181 absorbe etme dereceleri belirlenmektedir.
Niikleik asitler, adenin rezidiileri araciligiyla 260 nm dalga boyunda 15181 absorbe
ederler. Ornekteki niikleik asit konsantrasyonunun miktari, direkt olarak 260 nm
dalga boyundaki 15181 emme derecesi ile iliskili olarak hesaplanabilmektedir
(Absobsiyon degerleri = A260) Bir optik dansite (OD) 260 nm’de; cift iplikli
DNA i¢in 50 pg/ml, tek iplikli DNA i¢in 33 pg/ml’dir (absorbsiyon sabiti).

Cift iplik¢ikli DNA i¢in miktar tayini; DNA(pg/ml) = 260 nm’deki OD

(absorbans degeri =A260) x sulandirma orani x 50 (absorbsiyon sabiti) seklinde

hesaplanir.

44



Spektrofotometrik Olglimde niikleik asitin miktar1 disinda kalite ve
safligin1  belirlemekte miimkiindiir. DNA 260 nm, protein 280 nm dalga
boylarinda pik yapmaktadir. Saflagtiriimis DNA i¢in A260/A280 orami 1,6-2,0
olmalidir. Izole edilen &rnekte protein kontaminasyonu var ise 280 nm’deki
degerde artis olmakta ve A260/A280 orani azalmaktadir. Dolayisiyla A260 /A280
orani belirlenen sinirlar arasinda degilse izole edilen niikleik asit yeterli saflikta
degildir ve izolasyon prosediiriinde protein uzaklagtirma basamagi
tekrarlanmalidir. Bu oran 2’den daha yiiksek ise izole edilen DNA’nin RNA ile
kontamine oldugunu diislindiiriir. Bu durumda RNAz ile kontamine RNA

uzaklagtirilmalidir.

PCR c¢alismalari i¢in ne kadar saf ve yiiksek molekiil agirlikli DNA izole
edilebilirse bantlarin belirginligi ve iiretilebilirligi o derece artmaktadir. Bu
dogrultuda ¢aligmamiz kapsaminda her iki yontemle gergeklestirilen izolasyon
caligsmalar1 sonucunda elde edilen niikleik asitler spektrofotometrik yontemlerle

kalite ve saflik bakimindan incelenmistir.

3.3.1.4. Primer hazirhgi

Direncin ifadesi olan gen bolgelerinin gdsterilmesi igin 4 ayr1 primer seti
kullanilarak c¢alisilmistir. Oncelikle Genbankasi verilerinden hedeflenen DNA
dizilimi bulunmugtur. Segilecek primerlerin hedef DNA’ya 6zgiin olup olmadigin
degerlendirmek i¢in Primer3 Plus programi kullanilmis ve OXA-23, OXA-24,
OXA-51, OXA-58 i¢in yaklasik 20-30 basepare (bp) uzunlugunda Forward ve
Reverse primerler belirlenmistir. Literatiir taranarak, belirlenen primer dizilerinin
uygunlugu diger yaymlarla da desteklenmis ve dizaynina karar verilmistir.
Liyofilize haldeki primerler (Fermentas, ABD) firetici firmanin talimatlar
dogrultusunda distile su kullanilarak 100 pikoMol/ml olacak sekilde sulandirilmis
ve stok primer soliisyon kullanima hazir hale getirilmistir. Kontaminasyonu
Oonlemek amaciyla kiiciik porsiyonlara ayrilmis ve kullanima kadar -20°C’de

muhafaza edilmistir
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3.3.2. PCR Optimizasyon Calismalari

A. baumannii’ nin blaoxao3, blaoxa-24, blaoxasi, blaoxa-ss genlerinin
belirlenmesi i¢in “konvansiyonel PCR” aracilifiyla optimizasyon c¢aligsmalari
yapilmistir. Bu calismalar kapsaminda, her bir primerin DNA zincirine
baglanabilecegi en uygun sicakligin (annealing temperature) saptanabilmesi i¢in
konvansiyonel PCR  kullanilarak farkli 1silarda gradiyent uygulamasi

gergeklestirilmistir (Techne TC-512, ABD)

3.3.2.1. A. baumannii’nin OXA-23 geni icin optimizasyon

Amplifikasyon asamasi kontaminasyonun onlenmesi amaciyla izolasyon
odasindan farkli bir odada gergeklestirilmistir. Ayrica ¢aligmaya baglamadan 6nce

tiim yiizey %10 hipokloridli su ile silinerek temizlenmistir.

Calisma su sekilde yapilmistir:

Amplifikasyon i¢in kullanilacak buffer, MgCl12, dNTP, F ve R primerler
ve genomik DNA’lar -20°C’lik derin dondurucudan ¢ikarilmis, Taqg DNA
polimeraz ve tiim PCR bilesenleri ¢alisma anina kadar soguk metal blok {izerinde

bekletilmistir.

Calisilacak ornek, pozitif kontrol ve negatif kontrol sayist kadar PCR
amplifikasyon MasterMixi tiipteki son voliim 25ul olacak sekilde, Tablo-IV’de
belirtildigi gibi steril ependorf tiipiinde hazirlanmistir.

Numaralandirilarak metal blok {izerine siralanan 0,2ul’lik PCR tiiplerine

hazirlanan MasterMixten 24’er ul dagitilmistir.

Suslardan izole edilen DNA’lardan ve pozitif kontrol DNA’sindan 1’er ul
dagitilirken negatif kontrol i¢in 1 pl distile su kullanilmistir.
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Agizlan sikica kapatilan tlipler thermal cycler cihazina (Techne TC-512,
ABD) yiiklenmis ve program basamaklar1 asagidaki gibi ayarlanip 40 siklus

uygulanarak ¢ogaltilmistir:

Prehold 92°C’de 6 dakika

Denaturation 92°C’de 1 dakika

Annealing 55°C’de 1 dakika gradiyent*
Extension 72°C’de 1 dakika

Final hold 72°C’de 10 dakika

4°C’de ~

*En uygun 1s1 aralifint saptayabilmek i¢in; 5°C, 6°C, 8°C ve 10°C’de
gradiyent uygulanmistir.

Reaksiyon sona erdikten sonra PCR iirlinleri agaroz jele yliklenmek iizere

cihazin iginden alinmistir.

3.3.2.2. A. baumannii’nin OXA-24 geni i¢in optimizasyon:

Amplifikasyon asamasi kontaminasyonun onlenmesi amaciyla izolasyon
odasindan farkli bir odada gerceklestirilmistir. Ayrica ¢aligmaya baslamadan 6nce

tiim yiizey %10 hipokloridli su ile silinerek temizlenmistir.

Calisma su sekilde yapilmistir:

Amplifikasyon i¢in kullanilacak buffer, MgCl12, dNTP, F ve R primerler
ve genomik DNA’lar -20°C’lik derin dondurucudan c¢ikarilmis, Taq DNA
polimeraz ve tiim PCR bilesenleri ¢alisma anina kadar soguk metal blok iizerinde

bekletilmistir.

Calisilacak ornek, pozitif kontrol ve negatif kontrol sayist kadar PCR
amplifikasyon MasterMixi tlipteki son voliim 25ul olacak sekilde, Tablo-V’de
belirtildigi gibi steril ependorf tiipiinde hazirlanmstir.
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Tablo IV. OXA-23 amplifikasyonunda kullanilan MasterMix bilesenleri

Bilesenler Miktar*
10X PCR Buffer 2,5 ul
25 mM MgCl12 1,5 ul
10 mM dNTP mixi 1 ul

OXA-23 F primer (5’CGGTCTTGATCTCATGCAAA-3")** 0,5 ul (20pM/pl)
OXA-23 R primer (5’-CCCAACCAGTCTTTCCAAAA-3")** 0,5 ul (20pM/pl)

Taq DNA polimeraz 0,25 ul
Genomik DNA 1 ul
Steril distile su 17,75 ul
Toplam hacim 25 ul

*Miktarlar tek bir 6rnek i¢indir.
**Genbank erigim no: GQ849192.1

Numaralandirilarak metal blok {izerine siralanan 0,2ul’lik PCR tiiplerine

hazirlanan MasterMixten 23 er ul dagitilmistir.

Suslardan izole edilen DNA’lardan ve pozitif kontrol DNA’sindan 2’ser ul
dagitilirken negatif kontrol i¢in 2l distile su kullanilmistir.

Agizlan sikica kapatilan tiipler thermal cycler cihazina (Techne TC-512,
ABD) vyiiklenmis ve program basamaklar1 asagidaki gibi ayarlanip 40 siklus

uygulanarak ¢ogaltilmistir:

Prehold 92°C’de 5 dakika

Denaturation 92°C’de 45saniye

Annealing 55°C’de 30 saniye gradiyent*
Extension 72°C’de 50 saniye

Final hold 72°C’de 10 dakika

4°C’de ~

*En uygun 1s1 araligimi saptayabilmek ic¢in; 5°C, 6°C, 8°C ve 10°C’de
gradiyent uygulanmistir.
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Reaksiyon sona erdikten sonra PCR iiriinleri agaroz jele yiiklenmek tizere

cihazin iginden alinmistir.

Tablo V. OXA-24 amplifikasyonunda kullanilan MasterMix bilesenleri

Bilesenler Miktar*
10X PCR Buffer 2,5 ul
25 mM MgCl2 1,5 ul
10 mM dNTP mixi 1 ul

OXA-24 F primer (5-GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA-3")** 0,5 ul (20pM/pul)
OXA-24 R primer (5°-AGTTGAGCGAAAAGGGGATT-3’)** 0,5 pl (20pM/ul)

Taq DNA polimeraz 0,25 ul
Genomik DNA 2 ul
Steril distile su 16,75 ul
Toplam hacim 25 pul

*Miktarlar tek bir 6rnek icindir.
**Genbank erisim no: AJ239129

3.3.2.3. A. baumannii’nin OXA-51 geni i¢in optimizasyon:

Amplifikasyon asamasi kontaminasyonun onlenmesi amaciyla izolasyon
odasindan farkli bir odada gerceklestirilmistir. Ayrica ¢alismaya baslamadan 6nce

tiim yiizey %10 hipokloridli su ile silinerek temizlenmistir.

Calisma su sekilde yapilmistir:

Amplifikasyon i¢in kullanilacak buffer, MgCl12, dNTP, F ve R primerler
ve genomik DNA’lar -20°C’lik derin dondurucudan ¢ikarilmis, Taqg DNA
polimeraz ve tiim PCR bilesenleri ¢alisma anina kadar soguk metal blok {izerinde

bekletilmistir.

Calisilacak ornek, pozitif kontrol ve negatif kontrol sayis1 kadar PCR
amplifikasyon MasterMixi tiipteki son volim 25ul olacak sekilde, Tablo-6’da
belirtildigi gibi steril ependorf tiipiinde hazirlanmstir.
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Numaralandirilarak metal blok iizerine siralanan 0,2ul’lik PCR tiiplerine

hazirlanan MasterMixten 24’er pl dagitilmistir.

Suslardan izole edilen DNA’lardan ve pozitif kontrol DNA’sindan 1’er pl

dagitilirken negatif kontrol i¢in 1pul distile su kullanilmastir.

Agizlan sikica kapatilan tiipler thermal cycler cihazina (Techne TC-512
ABD) yiiklenmis ve program basamaklar1 asagidaki gibi ayarlanip 40 siklus

uygulanarak ¢ogaltilmistir:

Prehold 92°C’de 5 dakika

Denaturation 92°C’de 30 saniye

Annealing 56°C’de 15 saniye gradiyent*
Extension 72°C’de 45 saniye

Final hold 72°C’de 2 dakika

4 °C’de ~

* En uygun 1s1 araligim1 saptayabilmek i¢in; 5°C, 6°C, 8°C ve 10°C’de
gradiyent uygulanmistir.

Reaksiyon sona erdikten sonra PCR iirlinleri agaroz jele yliklenmek iizere

cihazin iginden alinmigtir.
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Tablo VI. OXA-51 amplifikasyonunda kullanilan MasterMix bilesenleri

Bilesenler Miktar*
10X PCR Buffer 2,5 ul
25 mM MgCl12 1,5 ul
10 mM dNTP mixi 1 pul

OXA-51 F primer (5°-TCAGCAAGAGGCACAGTTTG-3’)** 0,5 pl (20pM/ul)
OXA-51 R primer (5-GCTGAACAACCCATCCAGTT-3)** 0,5 ul (20pM/pl)

Taq DNA polimeraz 0,25 ul
Genomik DNA 1 ul
Steril distile su 17,75 pul
Toplam hacim 25 ul

*Miktarlar tek bir 6rnek icindir.
**Genbank erisim no: EU255296.1

3.3.2.4. A. baumannii’nin OXA-58 geni icin optimizasyon:

Amplifikasyon asamasi kontaminasyonun onlenmesi amaciyla izolasyon
odasindan farkli bir odada gerceklestirilmistir. Ayrica ¢aligmaya baslamadan 6nce

tiim yiizey %10 hipokloridli su ile silinerek temizlenmistir.

Calisma su sekilde yapilmaistir:

Amplifikasyon i¢in kullanilacak buffer, MgCI2, dNTP, F ve R primerler
ve genomik DNA’lar -20°C’lik derin dondurucudan c¢ikarilmis, Taq DNA
polimeraz ve tiim PCR bilesenleri ¢aligma anina kadar soguk metal blok iizerinde

bekletilmistir.

Calisilacak ornek, pozitif kontrol ve negatif kontrol sayist kadar PCR
amplifikasyon MasterMixi tiipteki son voliim 25ul olacak sekilde, Tablo-VII’de
belirtildigi gibi steril ependorf tiipiinde hazirlanmistir.

Numaralandirilarak metal blok iizerine siralanan 0,2ul’lik PCR tiiplerine

hazirlanan MasterMixten 24 er ul dagitilmistir.
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Suslardan izole edilen DNA’lardan ve pozitif kontrol DNA’sindan 1’er pl

dagitilirken negatif kontrol i¢in 1l distile su kullanilmistir.

Agizlan sikica kapatilan tiipler thermal cycler cihazina (Techne TC-512,
ABD) vyiiklenmis ve program basamaklar1 asagidaki gibi ayarlanip 40 siklus

uygulanarak ¢ogaltilmistir:

Prehold 92°C’de 6 dakika

Denaturation 92°C’de 45 saniye

Annealing 55°C’de 30 saniye gradiyent*
Extension 72°C’de 45 saniye

Final hold 72°C’de 8 dakika

4°C’de ~

*En uygun 1s1 araligmi saptayabilmek ic¢in; 5°C, 6°C, 8°C ve 10°C’de

gradiyent uygulanmstir.

Reaksiyon sona erdikten sonra PCR iiriinleri agaroz jele yliklenmek iizere

cihazin i¢inden alinmustir.

Tablo VII. OXA-58 amplifikasyonunda kullanilan MasterMix bilesenleri

Bilesenler Miktar*
10X PCR Buffer 2,5 ul
25 mM MgCl12 1,5 ul
10 mM dNTP mixi 1 ul

OXA-58 F primer (5°-AATTGGCACGTCGTATTGGT-3)** 0,5 pul (20pM/pul)
OXA-58 R primer (5’-CCCCTCTGCGCTCTACATAC-3’)** 0,5 ul (20pM/ul)

Taq DNA polimeraz 0,25 ul
Genomik DNA 1 ul
Steril distile su 17,75 pul
Toplam hacim 25 ul

*Miktarlar tek bir 6rnek icindir.
**Genbank erisim no: EU131095
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3.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Konvansiyonel PCR c¢alismalar1 sonucunda olusan firiinler agaroz jel
elektroforezde incelenmistir. Bunun i¢in %1°lik agaroz jel kullanilmistir. % 1°lik

jel hazirlamak i¢in;

-Hassas tartida (AND GF 6100, Japonya) 1g agaroz (Sigma, ABD) tartilip

250ml’lik erlen sise igerisine konulmustur.

-Dereceli meziirle 100ml 1XTBE (Tris-Borik-Asit-EDTA, Fermentas,
ABD) buffer olgiilerek sisenin igerisindeki agarozun {izerine ilave edilerek

karigtirilir.

-Mikrodalga firinda yaklasik 3-5 dakika kaynatilan karistmin biraz
sogumasi beklenirken yatay jel -elektroforez tablasinin igerisine yiikleme

kuyucuklarini olusturacak sekilde taraklar diizglince yerlestirilmistir.

-Stvi  haldeki karisim jel tablasinin igerisine yavasca, kabarcik

birakmayacak sekilde dokiilmiis ve 25-30 dakika sogumaya birakilmistir.

-Katilagan jel igerisinden taraklar ¢ikartilarak, 250ml 1XTBE tampon
iceren elektroforez tankinin (Thermo minicell EC 320 Electrophoretic Gel

System, ABD) icerisine dikkatlice yerlestirilmistir.

-Cogaltilan PCR f{irlinlerinden 10’ar pl almip {iizerlerine 2’ser pl 6x
elektoforez yiikleme boyast (Orange G, Zeydanli, Tiirkiye) eklenerek

karistirilmustir.

-Olusturulan karigimdan 10ul alinarak donmus olan jeldeki kuyucuklara

yiiklenmis ve kuyucuklarin dibine diismesi saglanmaistir.

-Jele marker ve Orneklerin yiiklemesi yapildiktan sonra elektroforez

tankinin (Thermo minicell EC 320 Electrophoretic Gel System, ABD) kapagi
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kapatilip elektrotlar baglanmis ve gii¢ kaynagina (Thermo EC 25090-90, ABD)
baglanarak 100 V’luk akimda 30-60 dakika ytiriitilmustiir.

-Stirenin sonunda jel dikkatli bir sekilde, igerisinde Etidyum Bromiir
(Sigma, ABD) bulunan, 151k gegirmeyen agzi kapali bir kabin igerisine 15 dakika

boyanmaya birakilmaistir.

-Boyanan jel transluminatér cihazindaki (Herolab UVT-20M, Almanya)

uygun odaciga yerlestirilerek ultraviyole 1s1k altinda incelenmistir.

-PCR sonucu olusan {riinler, marker (Fermentas 1kb ladder) ile
karsilastirilarak incelenmistir. Yaklasik 245bp’lik (bp) bant olusumu OXA-23 gen
bolgesi, 249 bp’lik bant olusumu OXA-24 gen bolgesi, 188 bp’lik bant OXA-51
gen bolgesi ve 231 bp’lik bant OXA-58 gen bdlgesinin varligini géstermistir.

-Olusan bantlar Jel goriintiilleme sisteminde (Kodak EDAS 290, USA)

goriintlilenerek kayit altina alinmistir.

3.3.4. Real Time PCR

Optimizasyon sonucunda elde edilen veriler 15181 altinda (her primerin
annealing sicakligl) PCR islemi Rotor Gene RG 3000 (Corbett Research,

Almanya) cihazinda asagidaki prosediir uygulanarak gergeklestirilmistir:
Ornek sayis1 kadar ince ceperli 0,2 pl’lik ependorf numaralandirilmstir.

CBYR Green qPCR master mix (Fermentas, ABD) 1s1 ve 1siktan korunmak
lizere calisma anina kadar -20°C’de tutulmus ve ¢oziindiikten sonra aktivitesini
kaybetmemesi i¢in bir sonraki kullanima kadar folyoya sarilarak +4°C’de

muhafaza edilmistir.

2 ml’lik steril ependorf igerisinde Tablo-VIII’de belirtilen sekilde pozitif

kontrol, negatif kontrol ve 6rnek sayisi kadar hesaplanan miktarda PCR reaksiyon

54



MasterMixi hazirlanmistir. Metal blok iizerine siralanan 0,2 ul’lik PCR tiiplerine

hazirlanan MasterMixten 24’er pl dagitilmistir.

Suslardan izole edilen DNA’lardan ve pozitif kontrol DNA’sindan 1’er pl

dagitilirken negatif kontrol i¢in 1 pl distile su kullanilmustir.

Agizlarnn sikica kapatilan tiipler Rotor Gene RG 3000 cihazina
yerlestirilmis ve uygun amplifikasyon programi diizenlenerek Real Time PCR

uygulanmustir.

Optimizasyon caligmalar1 sirasinda yapilan gradiyent uygulamalart ile
OXA-23 primerinin hedef DNA’ya baglanabilmesi i¢in en uygun sicaklik 51°C
olarak saptanmistir. Elde edilen verilere gore OXA-23 i¢in amplifikasyon

programi su sekilde uygulanmistir:

Prehold 92°C’de 6 dakika
Denaturation 92°C’de 1 dakika
Annealing 51°C’de 1 dakika
Extension 72°C’de 1 dakika
Final hold 72°C’de 10 dakika

Gradiyent uygulamalar1 ile OXA-24 primerinin hedef DNA’ya
baglanabilmesi i¢in en uygun sicaklik bulunmaya ¢alisilmis ancak pozitif kontrol
olarak kullanabilecegimiz bir susa ulasamadigimiz ve izolatlarimiz arasinda da
OXA-24 genine sahip sus saptayamadigimiz i¢in sonug elde edilememistir. OXA-
24 primerinin hedef DNA’ya baglanabilmesi i¢in en uygun sicaklik olarak primer
prospektiisiinde 52°C bildirilen Tm 1s1s1 dikkate alinmistir. Bu verilere gore OXA-

24 i¢in amplifikasyon programi su sekilde uygulanmstir:

Prehold 92 °C’de 5 dakika
Denaturation 92 °C’de 45 saniye
Annealing 52°C’de 30 saniye
Extension 72°C’de 50saniye
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Final hold 72°C’de 10 dakika

Optimizasyon ¢aligmalar1 sirasinda yapilan gradiyent uygulamalari ile
OXA-51 primerinin hedef DNA’ya baglanabilmesi i¢in en uygun sicaklik 51°C
olarak saptanmistir. Elde edilen verilere gore OXA-51 icin amplifikasyon

programi su sekilde uygulanmaistir:

Prehold 92 °C’de 5 dakika
Denaturation 92 °C’de 30 saniye
Annealing 51°C’de 15 saniye
Extension 72°C’de 45 saniye
Final hold 72°C’de 2 dakika

Optimizasyon caligmalar1 sirasinda yapilan gradiyent uygulamalar ile
OXA-58 primerinin hedef DNA’ya baglanabilmesi i¢in en uygun sicaklik 51.5°C
olarak saptanmistir. Elde edilen verilere gore OXA-58 ig¢in amplifikasyon

programi su sekilde uygulanmaistir:

Prehold 92 °C’de 6 dakika
Denaturation 92 °C’de 45 saniye
Annealing 51.5°C’de 30 saniye
Extension 72°C’de 45 saniye
Final hold 72°C’de 8 dakika

Tablo VIII. Real Time PCR i¢in kullanilan bilesenler

Bilesenler Miktarlar*®
CBYR Green qPCR master mix (Fermentas) 12,5 ul
Genomik DNA 1wl

F primer 0,5 pul (20pM/pl)
R primer 0,5 pul (20pM/pl)
Steril distile su 10,5 ul

Toplam hacim 25 ulL

*Miktarlar tek bir 6rnek i¢indir.
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3.5. ISTATISTIKSEL CALISMALAR

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS 17.0 paket programinda
Fisher’in  ki-kare testi ve Pearson korelasyon analizi kullanilarak

gergeklestirilmistir.
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IV- BULGULAR

4.1. KLINIK iZOLATLARIN OZELLIKLERI

Temmuz 2008 — Haziran 2009 tarihleri arasinda Afyon Kocatepe
Universitesi Arastirma Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuari’na farkl
kliniklerden gonderilen ¢esitli 6rneklerden izole edilen 121 A. baumannii susu bu
calismaya dahil edilmis ve ayni hastadan tekrar izole edilen suglar c¢aligsmaya

alinmamustir.

Konvansiyonel yontemlerle gerceklestirilen ©6n ¢alismalart takiben
Acinetobacter spp. olarak tanimlanan suglarin 51°1 (%42,1) MicroScan Neg
Combo Panel (Dade Behring, ABD) ve 70’1 (57,9) Vitek 2 Gram Negative
(BioMerieux, ABD) otomatize sistemi ile 4. baumannii complex olarak identifiye

edilmistir.

Toplam 121 izolatin 82’si (%67,8) erkek hastalardan, 39°u (%32,2) kadin
hastalardan ve anestezi reanimasyon basta olmak {izere tiim suslar yogun bakim
hastalarindan izole edilmistir. A. baumannii’nin en yogun olarak izole edildigi
klinikler %24,0 oran1 ile anestezi ve %14,9 genel cerrahi iken; noroloji %13,2,
beyin cerrahisi %8,3, gogiis, ortopedi ve dahiliye %7.4, kardiyovaskiiler cerrahi %
6,6 oraniyla siralanmustir. Izolatlarin kliniklere gore dagilimi Tablo-IX’da

gosterilmistir.

Izolatlar en fazla %28,9 oraninda trakeal aspirat, %27,3 yara ve % 24,8
oraninda kan Orneklerinden izole edilmis ve bunlar1 sirasiyla %8,3 balgam, %5,7
kateter, %35,0 idrar rnekleri izlemistir. Izolatlarm drneklere gore dagilimi Tablo-

X’da gosterilmistir.
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Tablo IX. Izolatlarin kliniklere gére dagilimi

Klinik (say1) n %
Anestezi 29 24,0
Genel Cerrahi 18 14,9
Noroloji 16 13,2
Beyin cerrahisi 10 8,3
Gogiis 9 7,4
Ortopedi 9 7,4
Dahiliye 9 7,4
Kardiyovaskiiler cerrahi 8 6,6
Nefroloji 3 2,5
Infeksiyon 3 2,5
Diger* 7 5.8
TOPLAM 121 100

* Fizik tedavi ve rehabilitasyon, pediatri, dermatoloji, liroloji, kardiyoloji

ve plastik cerrahi kliniklerini icermektedir.

Tablo X. Izolatlarin érneklere gore dagilimi

Ornek tiirii Sayi (n) %
Trakeal aspirat 35 28,9
Yara 33 27,3
Kan 30 24,8
Balgam 10 8,3
Kateter 7 5,7
[drar 6 5,0
TOPLAM 121 100
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4.2. ANTIBIYOTIiK DUYARLILIK SONUCLARI

Iki farkli otomatize sistemle elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglart

incelendiginde sistemler arasi bir takim farkliliklar gézlenmistir.

MicroScan Neg Combo Panel (Dade Behring, ABD) ile elde edilen
antibiyotik duyarlilik oranlari; IPM i¢in %78,4 MEM icin %41,2, TOB igin
%35,3, LEV i¢in %17,6, SCF i¢in %15,7, AK i¢in %13,7, CIP icin %9,8, SAM
icin %7,8, FEP i¢in %3,9 ve lgilincii kusak sefalosporinler i¢cin %2 oldugu

gbzlenmistir. Sonuglar Tablo-XI’de sunulmustur.

Tablo XI. Identifikasyon-antibiyogram sistemine gore antibiyotik duyarliliklar:

Antibiyotikler MicroScan (n=51) % Vitek 2 (n=70) %
Duyarli  Ortaduyarli  Direngli ~ Duyarli  Ortaduyarli  Direncli

SAM 7,8 - 92,2 5,7 4.3 90,0
AMC 2,0 2,0 96,1 - - 100
AK 13,7 11,8 74,5 51,4 5,7 42,9
CN 11,8 3,9 84,3 47,1 10,0 42,9
TOB 35,3 3,9 60,8 55,7 12,9 31,4
CAZ 2,0 - 98,0 2,9 7,1 90,0
CTX 2,0 - 98,0 - - 100
CRO 2,0 - 98,0 - - 100
FEP 3,9 5,9 90,2 15,7 2,9 81,4
SCF 15,7 29,4 54,9 15,7 17,1 67,1
CIP 9,8 11,8 78,4 12,9 10,0 77,1
LEV 17,6 19,6 62,7 17,1 14,3 68,6
SXT 21,6 - 78,4 30,0 - 70,0
TE 39,2 17,6 43,1 30,0 8,6 61,4
TZP 2,0 13,7 84,3 2,9 10,0 87,1
IPM 78,4 59 15,7 35,7 10,0 54,3
MEM 41,2 7,8 51,0 34,3 8,6 57,1
TIG 97,1 2,9 -

COL 100 - -
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MicroScan Neg Combo Panel antibiyogram paneli TIG ve COL

icermediginden, 51 susun bu iki ajana ait duyarlilik sonucu bulunmamaktadir.

Vitek 2 AST N-90 (BioMerieux, ABD) paneli ile elde edilen duyarhilik
sonuglar1 degerlendirildiginde TIG %97,1, IPM %54,3, MEM %57,1, TOB
%55,7, AK %51,4, LEV %17,1, SCF %15,7, CiP %12.,9, SAM %S5,7 oraninda
duyarli iken sefalosporin grubu igerisinde %15,7 oranityla FEP’in en duyarl
antibiyotik oldugu tespit edilmistir. Suslarin tiiminiin COL duyarli oldugu
gbzlenmistir. Izolatlarin kullanilan identifikasyon ve antibiyogram sistemine gore

antibiyotik duyarlilik sonuglar1 Tablo-XI’de sunulmustur.

Elde edilen 121 A. baumannii izolatinin toplam olarak antibiyotik
duyarlilk sonuglar1 incelendiginde COL ve TIG’den sonra, en etkili
antibiyotiklerin %62,0 oraniyla IPM ve %47,1 oraniyla TOB oldugu gézlenmis ve
MEM i¢in %43,0, AK i¢in %35.5, TE i¢in %33,9, CN icin %32,2, SXT igin
%26,4, LEV icin %17,4, SCF i¢in %15,7, CIP i¢in %11,6, FEP i¢in %10,7, SAM
icin %6,6, CAZ ve TZP igin %2,5, CTX ve CRO i¢in %0,8 seklinde duyarlilik

oranlar tespit edilmistir.

TIG ve COL Microscan otomatize sisteminin antibiyogram panelinde
bulunmadig: i¢in antibiyotik duyarliligi bu sistemle gergeklestirilen 51 izolatta
TIG ve COL duyarliligi degerlendirilememistir. Sadece Vitek 2 sistemi ile izole
edilen ve antibiyotik duyarlilik testi gerceklestirilen 70 sus i¢in COL ve TIG
duyarlih@ degerlendirilmistir. Izolatlarn antibiyotik duyarlilik sonuglar1 Tablo-

XII’de sunulmustur.

61



Tablo XII. izolatlarm antibiyotik duyarliliklarma gére dagilimi (n=121)

Duyarlt Orta duyarl Direncli
Antibiyotikler
n % n % n %

IPM 75 62,0 17 14,0 29 24,0
MEM 52 43,0 20 16,5 49 40,5
AK 43 35,5 10 8,3 68 56,2
CN 39 32,2 9 7,4 73 60,3
TOB 57 47,1 11 9,1 53 43,8
CAZ 3 2,5 5 4,1 113 93,4
CTX 1 0,8 - - 120 99,2
CRO 1 0,8 - - 120 99,2
FEP 13 10,7 5 4,1 103 85,1
SCF 19 15,7 27 223 75 62,0
SAM 8 6,6 3 2,5 110 90,9
TZP 3 2,5 14 11,6 104 86,0
Cip 14 11,6 13 10,7 94 77,7
LEV 21 17,4 20 16,5 80 66,1
SXT 32 26,4 - - 89 73,6
TE 41 33,9 15 12,4 65 53,7
TIG * (n:70) 68 97,1 2 2.9 - -
COL *(n:70) 70 100 - - - -

* Sadece Vitek 2 ile elde edilen veriler sunulmustur.

4.3. MOLEKULER CALISMALARIN SONUCLARI

Calismamizda kiiltiire edilen bakteriyel 6rnekler i¢in sik¢a tercih edilen
kaynatma yontemiyle niikleik asit izolasyonu yapilmistir. Elde edilen DNA’larin
kalite ve safligt spektrofotometrik olarak degerlendirildiginde A260 /A280
oraninin 1,6’dan kiigiik oldugu goriilmiistiir. ilave edilen proteazlara ragmen
yeterli kalite diizeyi yakalanamamistir. Bunun iizerine elde edilen niikleik asitlerin
PCR c¢aligmalart igin yeterince saf olmadigi, protein kontaminasyonunun

s6zkonusu olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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Elde edilen bu olumsuz sonug¢ farkli bir yontem kullanmak suretiyle
niikleik asit izolasyonu asamasinin tekrarlamasi geregini ortaya koymustur.
Coziim olarak ticari izolasyon kiti kullanimi ile DNA izolasyonu yapilmasi
planlanmistir. Yapilan izolasyon caligmalar1 sonucu elde ettigimiz niikleik
asitlerin spektrofotometrik Ol¢limiinde A260/A280 oran1 1,6-2,0 araliginda
bulunmustur. Ticari kit kullanilarak elde edilen DNA’lar saf ve kaliteli olarak

degerlendirilmis ve PCR ¢alismalarinda kullanilmistir.

Optimizasyon ¢alismalar1 konvansiyonel PCR araciligiyla OXA-23, OXA-
24, OXA-51, OXA-58 i¢in gergeklestirilmistir. Gen bdlgeleri i¢in en uygun
baglanma sicaklig1 gradiyent uygulanmak suretiyle optimize edilmis ve OXA-23,
OXA-51, OXA-58 igin sirasiyla 51°C, 51°C ve 51,5°C olarak belirlenmistir.
Pozitif kontrol olarak kullanabilecegimiz izolat bulunmamasi nedeniyle OXA-24
geni icin yapilan gradiyent ¢alismalarinda sonug elde edilememis, bu nedenle
OXA-24 i¢in primer prospektiisiinde yer alan Tm sicaklig1 (52°C) optimal 1s1
olarak dikkate alinmistir. Uygun baglanma sicakligi bulundugunda elde edilen
tirlinler agaroz jel elektroforezde yiiriitiilerek goriintiilenmistir. OXA-23 (Resim
1), OXA-51 (Resim 2) ve OXA-58’¢ (Resim 3) ait agaroz jel elektroforez

goriintiileri elde edilmistir.
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1500 bp

1000 bp

500 bp

245 bp

Sekil 1. 245 bp biiyiikliigiindeki OXA-23 Agaroz jel goriintiisii (Marker:1500 bp)

1500 bp

1000 bp

500 bp

188 bp

Sekil 2. 188 bp biiyiikliigiindeki OXA-51 Agaroz jel goriintiisii (Marker:1500 bp)

64



1500 bp

1000bp —p
500bp —p

231 bp

Sekil 3. 231 bp biiyiikliigiindeki OXA-58 Agaroz jel goriintiisii (Marker: 1500 bp)

Real time PCR uygulanan 121 4. baumannii susunda OXA-24 geni
saptanmazken, suslarin tiimiinde OXA-51 geninin varlig1 gosterilmistir (Resim-4)
Suslarin 23’tinde OXA-58 (Resim-5), 21’inde OXA-23 (Resim-6) geni saptanmis
ve 12 susun aym1 anda hem OXA-23 hem de OXA-58 genine sahip oldugu

goriilmiistiir. Izolatlarin direng genlerinin dagilimi Tablo-XIII’de gosterilmistir.
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Tablo XIII. Izolatlarin direng genlerinin dagilimi

Direng genleri n (say1) %
OXA-51 121 100
OXA-24 - -
OXA-23 21 17,4
OXA-58 23 19,0
OXA-23+OXA-58 12 10,1

E Fepatks,. é ahd, Clrve J.BF.ES_ItS [renamiz TI_I:IE": | @ Slope Jorrec: @ Ignare First ﬁ'ﬁrﬂure Settings..

Homn, Fluara.

% 0 ' 1C 5 T, 25 I3

Acjust scde., 0 170-5zak Defaut Sre Lo, Srale

Sekil 4. OXA-51 geninin Real Time PCR goriintiisii
Tiir spesifik OXA-51 enziminin tiim suslarda varlig1 gériilmiistir.

Negatif kontrol olarak distile su kullanilmistir.
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Sekil 5. OXA-23 geninin Real Time PCR sonuglar1

Sekil 6. OXA-58 geninin Real Time PCR goriintiileri
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Karbapenem direnci ile diren¢ genleri arasindaki korelasyon
incelendiginde sadece MEM direnci ve OXA-23 geni korelasyonunda “r” degeri
0,191 bulunmus; MEM direnci ve OXA-23 gen varlig arasinda anlamli bir iligki

bulunamamustir.

Vitek sonuglarinin ¢alismamiz kapsaminda irdelenen direng genleri ile
daha yiliksek korelasyon gosterdigi, MicroScan sonuglariyla belirlenen MEM
direnci ve OXA-23 geni arasindaki korelasyon diizeyinin diisiik ve istatiksel

olarak anlamsiz oldugu gézlenmistir (r<0,200)

Total olarak incelendiginde 121 susa ait IPM ve MEM direnci sonug¢larinin
direng genleri ile anlamli diizeyde korelasyon gosterdigi gézlenmistir. Bu sonuglar
sirastyla IPM-OXA-23 1i¢in 0,561 (p=0,000), MEM-OXA-23 ic¢in 0,402
(p=0,001), IPM-OXA-58 i¢in 0,393 (p=0,003), MEM-OXA-58 ig¢in 0,425
(p=0,001) seklinde hesaplanmistir. Karbapenem direnci ve diren¢ genlerinin

korelasyonu Tablo-XIV’de sunulmustur.

Tablo XIV. Karbapenem direnci ve direng genlerinin korelasyonu

MicroScan (n=50)  Vitek 2 (n=71) Toplam (n=121)
ko p*** r p R p
IPM-MEM 0,420 0,002 0,960 0,000 0,709 0,000

IPM-OXA23 0,444 0,001 0,534 0,000 0,561 0,000
IPM-OXAS58 0,415 0,002 0,367 0,005 0,393 0,003
MEM-0XA23 0,191*  0,180* 0,507 0,000 0,402 0,001
MEM-0OXAS58 0,377 0,004 0,452 0,001 0,425 0,001

*MicroScan i¢in hesaplanan MEM-OXA-23 korelasyonu anlamsiz bulunmustur.
**1r>(0,200 anlamli kabul edilmistir.

***p<0,005 anlamli kabul edilmistir.
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V- TARTISMA

Diistik viriilansa sahip oldugu bilinen Acinetobacter cinsi bakteriler
igerisinde, insan infeksiyonlarda en sik A. baumannii tiirii karsimiza ¢ikmaktadir.
Ozellikle diiskiin hastalarda olmak iizere oldukea ciddi infeksiyonlara neden olan
bu firsatg1 patojenin son yillarda klinik 6nemi giderek artmistir. Giinlimiizde
Acinetobacter cinsi bakterilerin infeksiyon etkeni olan hastane patojenleri
arasinda onde gelen ve sorunlu mikroorganizmalar olarak ciddi bir yere sahip

oldugu gozlenmektedir.

Insan derisinin dogal konakgisi olan Acinetobacter tiirlerinin, deri disinda
saglikli insanlarin agiz florasi, iist solunum yollari, genitoliriner sistem ve alt
gastrointestinal sistemlerinde de bulundugu gosterilmistir (6,52). Acinetobacter
tiirleri hastane personelinin derisinde siirekli tasinan en yaygin Gram negatif
bakterilerdir. Rezervuar insanlar, saglik personeli, cansiz hastane ekipmanlar1 ve

materyalleri hastalar arasinda gegis i¢in elverisli ortam olusturmaktadir (6).

Bakterinin ¢evre kosullarina uyum saglama yetenegi, yaygin antibiyotik
kullanimi, invaziv girisim olanaklarinin artmasi gibi nedenler giderek artan oranda
izole edilmelerine ve nozokomiyal infeksiyonlara yol a¢malarina neden
olmaktadir. Acinetobacter infeksiyonlar1 6zellikle yogun bakimlarda olmak {izere
ciddi salginlara yol acabilmekte hatta hastaneler arasinda yayilim s6z konusu
olabilmektedir. Ulkemizde yogun bakim iinitelerini igeren ¢ok merkezli bir
calismada Pseudomonas tiirlerinin ardindan en sik goriilen ikinci mikroorganizma
olarak %21,9 oraninda bildirilirken (53) bazi ¢alismalarda yogun bakim {initesi

infeksiyonlarinda saptanan en sik etken oldugu bildirilmistir (58,60).

Son yillarda hastane ortaminda yeni, genis spektrumlu antibiyotiklerin
yaygin ve uygunsuz kullanimi, hem Acinetobacter tiirleri ile gelisen hastane
infeksiyonlar1 oranini arttirmis hem de bu bakterilerde bircok antibiyotige karsi
diren¢ gelismesine neden olmustur. Direngli suslardaki artis, tedavide
kullanilabilecek antibiyotiklerin etkisiz kalmasina yol acarak mikroorganizmanin

kontrol edilmesini ve gelisen infeksiyonlarin tedavisini giiclestirmektedir.
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Antibiyotik kullanma aligkanliklar1 ve c¢evresel faktorlerin katkisi ile antibiyotik

direnci hastaneler, sehirler ve iilkeler arasinda farklilik gostermektedir (58).

Ozdemir ve ark (157) Konya’da 217 susla yaptiklari ¢alismalarinda
izolatlarin ¢ogunun anestezi ve reanimasyon kliniginden elde edildigini ve bunu
cerrahi kliniklerin izledigini belirtmislerdir. Balc1 ve ark (158) 79 Acinetobacter
susunu inceledikleri ¢aligmalarinda %25 oraniyla anestezi ve reanimasyon yogun
bakim birimi, %14 oraniyla noérolojinin izolatlarin en sik elde edildigi klinikler
oldugunu bildirmistir. Eskisehir’de Erben ve ark (159) tarafindan yapilan ve 100
susun dahil edildigi calismada Acinetobacter kokenlerinin en sik gorildigi
servisler arasinda anestezi ve reanimasyon yogun bakim %38, genel cerrahi %14,
ortopedi ve travmatoloji %12 yer almistir. Cetin ve ark (160) Isparta’da
gergeklestirdikleri 129 Acinetobacter izolatini irdeledikleri ¢alismada suslarin
¢ogunun yogun bakim birimlerinden izole edildigini ve bunu cerrahi kliniklerin

izledigini ifade etmektedir.

Benzer sekilde calismamizda A. baumannii’nin en sik izole edildigi
klinikler %24,0 orani ile anestezi ve %14,9 genel cerrahi iken; noroloji %13,2,
beyin cerrahisi %8,3, gogiis, ortopedi ve dahiliye %7,4, kardiyovaskiiler cerrahi %
6,6, nefroloji ve infeksiyon %2,5, Tablo IX’da diger olarak ifade edilen fizik
tedavi, pediatri, dermatoloji, iiroloji, kardiyoloji ve plastik cerrahi klinikleri ise
%S5,8 olarak saptanmustir. Acinetobacter izolatlarmin, anestezi ve reanimasyon
yogun bakim iinitesi ve genel cerrahi basta olmak tlizere diger cerrahi kliniklerde
daha sik infeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢ikmasinin nedeni; bu kliniklerde
kritik hastalarin bulunmasi ve bu hastalara uygulanan mekanik ventilasyon,
trakeostomi, entiibasyon, damar ig¢i kateterizasyon, iiriner kateterizasyon gibi
invaziv girisimlerin daha sik uygulaniyor olmasi ile iliskilendirilebilir. Ayrica bu
veriler hastanemizde A. baumannii infeksiyonlarmin sadece yogun bakim
tinitelerinin problemi olmadigini, zamanla diger servislerde de sorun haline
gelebilecegi konusunu glindeme getirmektedir. Bu durum dikkate alinmali ve

araliklarla takip edilmelidir.
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Acinetobacter tiirleri ile en sik infekte olan bolgeler solunum yolu, {iriner
sistem ve yaralar olup sonugta septisemiye doniismektedir (7). Neden oldugu
infeksiyonlarin i¢inde solunum yolu infeksiyonlar1 en sik karsilagilan tiirdiir (161).
Acinetobacter tiirleri hastane kaynakli pndmonilerin P. aeruginosa’dan sonra
ikinci en sik etken ve yumusak doku infeksiyonlarimin en sik nedeni olarak

degerlendirilmektedir (162).

Acinetobacter suglarinin  izole edildigi orneklerin  dagilimi  ¢esitli
caligmalarda farkliliklar géstermektedir. Acinetobacter suslarinin izole edildikleri
klinik 6rneklerin dagilim oranlar1 ve siklik sirasin1 Baler ve ark (158) solunum
sistemi Ornekleri (%43), yara (%24), idrar (%14); Kuscu ve ark (163) derin trakeal
aspirat (%40,5), yara (%22), idrar (%20), kan (%13); Yavuz ve ark (164) trakeal
aspirat (%27), idrar (%21), balgam (%16), yara (%13); Ozdemir ve ark (157)
derin trakeal aspirat (217/90), kan (217/58), yara (217/53) olarak bildirmislerdir.

Calismamizda bu verilerle uyumlu olarak izolatlar en fazla %28,9 oraninda
trakeal aspirat, %27,3 yara ve % 24,8 oraninda kan 6rneklerinden izole edilmis ve
bunlar1 sirasiyla %8,3 oramiyla balgam, %5,7 kateter, %5,0 idrar Ornekleri
izlemigtir. Saglikli bireylerin cilt florasinda bulunabilen Acinetobacter cinsi
bakterilerin 6zellikle yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarda cilt, solunum ve
sindirim sisteminde hizla kolonize oldugu bilinmektedir (22). Kolonizasyonu

takiben infeksiyonun bu bolgelerde daha sik goriiliiyor olmasi beklenen sonugtur.

Acinetobacter tiirleri birden fazla mekanizma ile antibiyotik direnci
gelistirebilirler ve bunu antibiyotik varliginda daha kolay ve c¢abuk
yapabilmektedirler. Antibiyotik kullanma aligkanliklari, epidemiyolojik kosullar
ve cevresel faktorlerin katkisi ile antibiyotik direnci iilkeler, sehirler, hastaneler ve

hatta hastanelerin boliimleri arasinda farklilik gostermektedir (165).

Acinetobacter suslarinda beta-laktam antibiyotiklere karsi direng; beta-
laktamaz iiretimi, aktif atim pompasi veya porin degisimi yoluyla beta-laktam
antibiyotigin dis membrandan girisinin azalmasi ve penisilin baglayan

proteinlerde degisiklik sonucu meydana gelmektedir. Beta laktam ajanlardan
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karbapenemler ¢ok genis etki spektrumlari, antimikrobiyal aktivite, iyi bir klinik
etkinlik ve olumlu giivenlik profili ile bir ¢ok ciddi infeksiyonun ampirik
tedavisinde ilk tercih olarak degerlendirilmektedir (166). Nozokomiyal Gram
negatif ¢omaklarda karbapenemler in-vitro olarak en etkin antibiyotik sinifi olma
Ozelliklerini korumalarina ragmen, son yillarda gittikce artan oranlarda
karbapenem direnci bildirilmeye baslanmustir. Ulkemizde yapilan ¢ok merkezli
calisma sonuglarina gore Acinetobacter tiirlerinde karbapenemlere direng oranlari
% 40’a yaklagsmustir (167). Alt1 yillik siire icinde 1532 Acinetobacter izolatinda
Ispanya’ da yapilan direnc¢ arastirmasinda, yillar icerisinde bir¢ok antibiyotige
kars1 en az iki kat1 diren¢ gelistigi, imipenem direncinin ise %1,3’den %80’e

ulastigini bildirilmistir (168).

MYSTIC olarak bilinen siirveyans caligmasimnin 2006 yili Tirkiye
sonuclarina gore karbapenemlerin Acinetobacter tiirleri lizerine en etkili
antibiyotikler oldugu bildirilirken, Avrupa genelinde yapilan 2007 MYSTIC
calismasinda ise Acinetobacter tiirlerindeki direng¢ oranlarinda, 2006 yilinin
verilerine gore azalma oldugu bildirilmis ve bunun sebebi olarak, 2007 yilindaki
bu ¢aligmaya, Tiirkiye ve Yunanistan’in katilmamasi gosterilmistir (163). Cetin ve
ark.’nin (160) verilerini yansitan 129 A. baumannii izolat1 lizerinde yaptiklari
calismada IPM’e %43,3, MEM’e %49,6 oraninda diren¢ saptamiglardir. Zer ve
ark (169) calistiklar1 suslarda IPM direncini %38 olarak bildirirken, Balc1 ve ark
(158) IPM direncinin %49, MEM direncinin %63 oraninda oldugunu bildirmistir.
Bizim ¢alismamizda IPM direnci %38, MEM direnci %57 olarak saptanmustir. A.
baumannii suglarinda MEM direncinin IPM direncine gére daha fazla oldugu pek
cok calisma ile gosterilmis olup bu durumun farkli biyotiplerin farkl

duyarlhiliklara sahip olmasi ile agiklanabilecegi bildirilmistir (170).

Calismamizda yiiksek karbapenem direnci tespit etmemize ragmen beta
laktam grubu antibiyotikler arasinda en yiliksek duyarliliga sahip olan
karbapenemlerdir. Ancak gelisebilecek diren¢ diisiinlilerek karbapenemler A.
baumannii infeksiyonlarinda ampirik antibiyotik kullanimlarinda ilk secenek

olarak diisiiniilmemeli, YBU’nde yatan ve riskli hastalarda tercih edilmelidir.
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Bunun disindaki  durumlarda, antibiyogram sonuglarina gore tedavi

uygulanmalidir.

Ulkemizde doksanli yillardan giiniimiize kadar gecen siire icerisinde
yapilan aragtirmalarda beta laktam antibiyotiklerin diger {iyesi olan
sefalosporinlere direng oraninin gittikce arttign goriilmektedir (158). Ulkemizde
izole edilen Acinetobacter tiirlerinin %80-95 kadar1 genis spekturumlu
sefalosporinlere direngli bulunmustur (171) Yavuz ve ark (164) 2006 yilinda
Acinetobacter suslarmin CAZ, CRO ve FEP diren¢ oranlarinin sirasiyla %82,
%88 ve %61 oldugunu saptamistir. Balct ve ark’nin (158) 2010 yilinda
gerceklestirdikleri c¢alismalarinda CAZ, CRO, CTX, FEP i¢in direng oranlari
sirastyla, %99, %97, %96 ve %95 olarak bildirilmistir. Calismamizda, FEP i¢in
%89,3, CAZ i¢in %97,5, CRO ve CTX i¢in %99,2 oranlarinda saptanan direng
tilkemizde yapilan diger c¢alismalarin bir kismiyla uyumlu bulunurken
bazilarindan yiiksek oldugu goriilmiistiir. Hastanemizden izole edilen suslarda
ticlincii kusak sefalosporinlere bu kadar yiiksek diizeyde direng olmasi, s6z
konusu ilaglarin yoremizde ve hastanemizde ¢ok yaygin kullanimlarina bagh

olabilecegi diisliniilmektedir.

A. baumannii infeksiyonlarinin tedavisinde sulbaktam ve tazobaktamin
beta laktam grubundan bir antibiyotikle kombine edilmesinin etkinligi arttiracagi
distiniilmektedir. SAM, SCF ve TZP klinik kullanimda olan sulbaktam ve
tazobaktam iceren kombinasyonlardir. Higgins ve ark (172) 115 4. baumannii
susu ile yaptiklart calismada A. baumannii infeksiyonlarinda sulbaktamin
tazobaktamdan daha etkili oldugunu gostermistir. Ulkemizde yapilan gesitli
caligmalarda Acinetobacter tiirlerinin SAM’a %42-95, SCF’a %60-88 ve TZP’a
%84-98 oranlarinda dirence sahip oldugu gosterilmistir (157,158,160,
163,164,173). Calismamizda SCF, SAM ve TZP igin diren¢ oranlar1 sirasiyla
%84.,3, 9%93.,4 ve %97,5 olarak saptanmis ve diger ¢aligmalarla uyumlu olarak
beta laktam+beta laktamaz inhibitorii iceren antimikrobiyal ajanlarin iginde

SCF’1in en duyarli kombinasyon oldugu goriilmiistiir. Yiiksek oranda saptanan
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direncin hastanemizde ampirik tedavide genellikle bu grup antibiyotiklerin tercih

ediliyor olmasiyla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Acinetobacter tiirlerinde aminoglikozidlere direng asetiltransferaz,
fosfotransferaz, adeniltransferaz gibi aminoglikozid modifiye edici enzimlerle
hedef ribozomal proteinlerde bozulma, aminoglikozidlerin bakteri icerisine
girisinin engellenmesi ve efflux pompast yolu ile gelismektedir. 2004 yilinda
yayinlanan SENTRY Latin Amerika ¢alismasinda Tognim ve ark (174) AK, CN
ve TOB i¢in direng oranlarini sirasiyla % 66, % 69,1, % 58,5 olarak tespit
etmistir. Ulkemizde Giilhan ve ark (175) ¢alismalarinda AK ve CN igin direng
oranlar1 sirastyla %62 ve %86 olarak, Ozdemir ve ark (157) ise AK igin %76 ve
CN i¢in %82 diren¢ bildirmistir. Zer ve ark (169) ise g¢alismalarina her iig
aminoglikozidi dahil etmis ve AK % 45, CN %37, TOB %13 direncli
bulunmustur. Calismamizda ii¢ farkli aminoglikozid ajana karsi saptadigimiz
direng oranlart CN i¢in %67,8, AK i¢cin %64,5 ve TOB icgin %52,9 olarak
saptanmistir. Diger calismalarla benzer sekilde test edilen ii¢ aminoglikozid
arasinda TOB’in A. baumannii infeksiyonlarinda en etkili ajan oldugu

gorilmiistiir.

Florokinolonlara diren¢ DNA giraz ve topoizomeraz 4 enzimi etkileri ile,
kromozomal ilag giris ve ilag pompa sistemlerinde mutasyon sonucu
gelismektedir. Florokinolonlar iilkemizde kullanima girdikten sonra fazla
miktarda kullanilmaya baslanan antibiyotiklerdir. Yapilan c¢alismalarda A.
baumannii suglarmin bu antibiyotiklere oldukca yiiksek oranda dirence sahip
oldugu bildirilmektedir. ispanya’da yapilan bir calismada 1532 Acinetobacter
izolatinin  siprofloksasin direncinin yillar igerisinde %54,4’den %90.4’e
yiikseldigi saptanmustir (168). Ulkemizde de farkli yillarda kinolon direncini
bildiren calismalarda CIP direnci %75-86 araliginda bildirilirken (157,169,175);
CIP ve LEV direnci Balc1 ve ark (158) tarafindan sirasiyla %82, %76; Kuscu ve
ark (163) tarafindan %96,7, %90,1 olarak tespit edilmistir. Calismamizda CiP
direnci %88,4 ve LEV direnci %82,6 oraninda bulunmustur. Sonuglarimiz kinolon

direncinin oldukca yliksek oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, hastanemizde 4.
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baumannii infeksiyonu diistiniilen hastalarda florokinolonlarin ampirik tedavide

uygun bir se¢im olamayacagini sdyleyebiliriz.

Tetrasiklin (TE) direnci ila¢ efflux pompasi veya ribozomal koruyucu
sistemle ortaya cikmaktadir. SENTRY c¢alismasinda 2001 yili verilerine gore
Acinetobacter tiirlerinde tetrasiklin direnci %66,3 olarak bulunmustur (174).
Ulkemizde 2006 yilinda yapilan bir calismada TE direnci %49,6 olarak
bildirilirken (160), 2010 yilinda gergeklestirilen baska bir ¢alismada bu oranin
%92 olarak (158) bildirildigi goriilmiistiir. Calismamizda tetrasiklin direnci %66,1
olarak bulunmus ve sonuglarimizin SENTRY verilerine olduk¢a yakin oldugu

gozlenmistir.

SXT direnci en sik dihidrofolat rediiktaz mutasyonu ile ortaya ¢ikmaktadir.
Bu direncin Ispanya’da yillar igerisinde %41,1°den % 88,9’a ulast1g1 bildirilirken
aym calismada Tiirkiye icin bu oran %56,2 olarak bildirilmistir (86). Ulkemizde
son yillarda yapilan c¢esitli ¢aligmalarda SXT i¢in direng oranlart %76-81
araliginda bildirilmistir (158,163,169,175). Calismamizda saptadigimiz sonuglarin
diger calismalarla uyum gosterdigi ancak %74,6 diren¢ orani ile SXT’un A.
baumannii infeksiyonlarinin tedavisinde bir segenek olmaktan uzak oldugu

goriilmektedir.

A. baumannii infeksiyonlarinin tedavisinde sik kullanilan karbapenem ve
sulbaktamda goriilen ve artis gosteren diren¢ oranlar1 hekimleri, yeni tedavi
seceneklerinin arayisina sevk etmektedir. Bu arayis dogrultusunda dis membran
tizerine etkili eski bir ilag olan COL tartigilmaya baslamistir. Son yillarda sadece
COL’e duyarli bulunan etkenler ile infeksiyonlar ortaya ¢ikmis ve COL kullanimi
ile basarili sonuglar bildirilmistir (176). Uzun yillardir kullanim dis1 olan COL
caresizlik dolayist ile sadece COL duyarli izolatlarin ortaya ¢ikmasi ile tekrar
giindeme gelmistir (177). Ancak bu ilagla klinik deneyimin sinirli olmasi ve ciddi
yan etkilerinin bulunmasi kullaniminda sorunlar yaratmaktadir (165). Daha
onemlisi COL ic¢in heterorezistan suslar bildirilmis ve heterorezistan suslarin

tespitinin zorluguna vurgu yapilmstir (78) Dobrewski ve ark (178) Bulgaristan’da
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Acinetobacter suslarinin genotipik varyantlarini ve antibiyotik duyarliliklarimni
aragtirmak icin yaptiklar1 caligmada travma nedeniyle cerrahi yogun bakim
tinitesinde yatan hastalardan izole ettikleri 18 ¢oklu ila¢ direncli Acinetobacter
susunun COL duyarli oldugunu saptamistir. Ulkemizde bu ilacin piyasada
bulunmamasi1 nedeniyle duyarliligt konusunda kisitli veri mevcuttur. Yapilan
literatiir taramalarinda COL ile ilgili sadece 2 farkli ¢aligmaya rastlanmis ve bu
caligmalarda tiim suslarin COL’e duyarli oldugu, direng saptanmadigi
bildirilmistir (157,169). Calismamizda da Vitek 2 yardimiyla gergeklestirilen
antibiyogram calismalarinda en etkili antibiyotik COL olarak bulunmus olup

calisilan izolatlarda dirence rastlanmamastir.

Glisilsiklin derivesi olan TIG, ¢ogul direngli 4. baumannii kdkenlerine in
vitro etkili bir antibiyotiktir. Yapisal olarak tetrasiklinlere benzerlik géstemesine
karsin TIG, TE’e kars1 bakterilerin gelistirdigi diren¢ mekanizmalarindan
etkilenmezler. TE’e 6zgii pompa mekanizmas1 TIG icin zayif substrat 6zelligi
gostermektedir. Ayrica bakteri ribozomlarinda TE baglanmasint engelleyen
proteininin neden oldugu degisikliklerden TIG etkilenmemekte ve ribozomlara
baglanabilmeyi siirdiirebilmektedir (179). TIG ile yapilan ¢ok sayidaki ¢alismada
farkli sonuglar bildirilmektedir. Ibanez ve ark (180) IPM’e direncli A. baumannii
suslarindan %92’sini TIG duyarl olarak bildirmisken, Venezia ve ark (181) klinik
orneklerden elde edilmis CID’ne sahip 82 A. baumannii suslarinda yaptiklari
benzer bir calismada suslarm %22’sini TIG duyarli olarak bulmuslardir.
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda Zer ve ark (169) YBU’den izole edilen 62 A.
baumannii susunun TIG’e %80,64’iiniin duyarli, %12,90’1nin orta derecede
duyarl, %6,45> nin direngli oldugunu gostermistir. Kuscu ve ark (163) TIG
duyarhiligmi E-test yontemiyle arastirdiklar1 caligmalarinda 121 izolattan
96’s1n1(%79) TIG’e duyarli, 19’unu (%16) orta duyarl, 6’sin1 (%5) ise direncli
bulmustur. Calismamizda Vitek 2 otomatize sistemi ile tanimlanan ve antibiyotik
duyarliliklar1 degerlendirilen 70 susun 68’i (%97,1) TIG duyarli, 2’si (%2,9) orta
duyarli olarak saptanirken direngli susa rastlanmamustir. Ulkemizde TIG’in
kullanim onay1 sadece intraabdominal ve cerrahi sonrasi gelisen yumusak doku

infeksiyonlarinda oldugu i¢in ilag her infeksiyonda kullanilmamaktadir. Diinyada
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ve iilkemizde az da olsa TiG’e direngli 4. baumannii suslar1 bildirilmektedir. TIG
direncinde zamanla artan bir direng olabilecegi endisesi tasimaktayiz. ileride daha
yiiksek diren¢ oranlarmin  gelismemesi i¢cin  uygun endikasyonlarda

kullanilmasinin yararh olabilecegi diistiniilmektedir.

Calismamizda, TIG ve COL MicroScan otomatize sisteminin antibiyogram
panelinde bulunmadig: i¢in antibiyotik duyarlilig1 bu sistemle ger¢eklestirilen 51
izolatta duyarlilik degerlendirilememistir. Sadece Vitek 2 sistemi ile izole edilen
ve antibiyotik duyarlilik testi ger¢eklestirilen 70 sus i¢in COL ve TIG duyarliligs

degerlendirilmistir.

Acinetobacter tiirlerinde karbapenem direnci birden fazla mekanizmayla
ortaya c¢ikabilsede direng¢ en sik beta laktamaz enzimleri yoluyla
ger¢eklesmektedir. Bu arastirmada IPM direnci %38, MEM direnci %57 olarak
saptanmistir. Karbapenem direncli Acinetobacter tiirlerinin pek c¢ogunun
karbapenem hidrolize edebilen OXA tiirii beta laktamazlara sahip oldugu
gozlenmistir (116). OXA tiirii beta laktamaz iireten Acinetobacter suslarinin
cogunun sadece karbapenemlere degil, COL ve TIG disindaki diger tiim
antibiyotiklere direngli oldugu bildirilmistir (4). Calismamizda test edilen her iki
karbapeneme de direngli suslarin ¢oklugunun, hastane ortaminda yaygin
karbapenem kullanimina ve suslarda karbapenemaz {iretimine bagli oldugu
diistiniilmiistiir. Bu diisiinceden yola ¢ikilarak karbapenemaz aktivitesi gdsteren

enzimlerden biri olan OXA tiirii beta laktamaz enzimlerinin varlig arastirilmistir.

Kolombiya’da 7 farkli hastaneden toplanan A. baumannii suslarindan
secilen 66 karbapenem direncli izolatin dahil edildigi ¢aligmada suslarin tiimiinde
OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58 bakilmistir. Izolatlarin tamaminda
OXA-51, 65’inde OXA-23 geni saptanirken OXA-24 ve OXA-58 genine
rastlanmadi@1 bildirilmigtir. Ayn1 calismada OXA-23 geni saptanamayan tek
izolatta ISAbal bakilmis ve blaoxasi-ISAbal birlikteligine rastlanmadigindan bu
susdaki karbapenem direncinden diger mekanizmalarin sorumlu oldugu

distiniilmiistiir. Ayrica bu calismanin Giiney Amerika’daki 4. baumannii
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suslarinda karbapenem direncinde OXA-23 enziminin en sik rastlanan mekanizma

oldugunu sunan ilk rapor oldugu bildirilmistir (182).

Giliney Kore’deki ¢esitli hastanelerden toplanan 144 Acinetobacter spp.
izolatinda karbapenem direncinin nedeninin saptamak amaciyla MBL ve OXA
tiri enzimlerin arastirildigi calismada suslarin %19,4’liniin MBL enzimine,
%74,3’tinlin OXA enzimlerinden birine sahip oldugu bildirilmistir. OXA geni
eksprese eden suslardan 47°sinde OXA-23 enzimi saptanmistir. Calismada Giiney
Kore’deki Acinetobacter tirlerinde IPM direncindeki artistan ¢ogunlukla OXA

tiirli karbapenemazlarin sorumlu oldugu bildirilmistir (183).

Feizabadi ve ark (184) Iran’da Tahran hastanesinde yara yeri, trakeal
ornekler ve kan drnegine ait, cogunlugu YBU’de yatan hastalar olmak iizere 7
farkli servisden izole edilen 128 Acinetobacter tiirtinii dahil ettikleri
calismalarinda, 108 izolat 4. baumannii olarak tanimlanmistir. 4. baumannii
izolatlarinin hepsinde tiire spesifik OXA-51 geni saptanirken A. baumannii
disindaki diger 20 Acinetobacter tiirtinin OXA-51 genine sahip olmadigi
bildirilmistir. OXA-51 haricindeki diger OXA enzimlerine sahip 34 (%26,5) sus
saptanmigtir. ki farkli OXA enzim geni tastyan 62 susun 32’sinde (%25)
blaoxasitblaoxazz, 23’Unde (%17,9)  blaoxasitblaoxaxs, 5S’inde  (%9)
blapxasitblaoxass ve 2’sinde (%1,5) blaoxaratblaoxar; gozlenmistir. iki susun 4
OXA enzimine de sahip oldugu, {i¢ farkli enzim geni tasiyan suslarin dagiliminin
6 susta blaoxasi+blaoxarstblaoxazs, 5 susta blaoxasitblaoxazstblaoxass, 1 susta
blapxasitblaoxarztblaoxaza seklinde oldugu goriilmiistir. Karbapenemler A.
baumannii infeksiyonlarinda tedavide ilk secilecek antibiyotiklerdir. Bununla
birlikte son yillarda bu antibiyotiklere diren¢ gittikce artmustir. Direngle ilgili
temel enzimler OXA karbapenemazlardir. OXA tip karbapenemazlar1 kodlayan
genlerin yayilimi kiiresel olarak olusmus fakat arasira ortaya c¢ikmistir. Bu
enzimleri lreten Acinetobacter tiirleri ile olusan nozokomiyal salginlar Brezilya,
Fransiz Polenezyasi, Ispanya, Tiirkiye, Balkanlar, Kore ve Arjantin’den
bildirilmistir. Karbapenem duyarlilii ne olursa olsun 108 A. baumannii susunun

tamaminda OXA-51 pozitif bulunurken A. calcoaceticus, A. haemolyticus ve A.
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Iwoffi’yi igeren diger Acinetobacter tiirlerinde bu genin saptanmadig
belirtilmistir. Bu ¢alismanin sonuglarinin blapxasi-like geninin A. baumannii igin
tiir spesifik oldugunu diisiindiiren 6nceki ¢alismalarin sonuglarini destekledigi
belirtilmistir. A. baumannii 1zolatlarinda karbapenem direnci ve blapxasi-like geni
arasindaki iligkinin arastirilmasi gerektigi, ancak bu iliskinin dogru korelasyon
gostermeyebilecegi belirtilmistir. Ozellikle blaoxasi-like genine bitisik olan

ISAbal’nin karbapenem direncinde asil rolii oynadigi bildirilmistir (184).

Cin’de 11 farkli hastaneden toplanan 221 Acinetobacter tiri ile yapilan
calismada A. baumannii olarak tanimlanan 187 izolatin tiimiinde OXA-51 geni
varlig1 saptanirken diger tiirlerde bu genin bulunmadigi, %97,7’sinde OXA23-like
geni oldugu bildirilmistir. Cok merkezli olarak yapilan bu ¢alismada OXA-23
enziminin, Cin’in ¢ogu bolgesinde IPM direngli izolatlar arasinda en yaygin
karbapenemaz oldugu; ayrica OXA-23 enziminin bir¢ok farkli Acinetobacter tiirii
tarfindan da iiretildigi ve bu enzimi iireten suslarin tiimiiniin kromozomal ISAbal
ile bitisik blaoxar; geni tasidigi belirtilmistir. Aym1 calismada blaoxasi-like
geninin sadece A. baumannii’de bulundugu, diger Acinetobacter tiirlerinde

olmadig1 vurgulanmistir (185).

Tayvan’da 2010 yilinda yapilan calismada 2 iiniversite hastanesi ve bir
bolge hastanesinden toplanan 83 IPM direncli Acinetobacter tiirinde Multipleks
PCR yontemi ile OXA enzimini kodlayan genlerin varligi arastirildiginda,
hastanelerden ikisine ait tiim izolatlarda OXA-51 geni bulunurken diger
hastaneden izole edilen tiirlerde %91 oraninda saptandig1 bildirilmistir. Universite
hastanelerinden birinde OXA-23 ve OXA-24 enzimi iireten susa rastlanmazken
diger lniversite hastanesinde %26 oraninda OXA-51+OXA-23, %12 oraninda
OXA-51+OXA-24 ve bolge hastanesinde de %58 oraninda OXA-51+0XA-23,
%3 oraninda OXA-51+OXA-24 iireten sus varligi raporlanmistir. Sonugta IPM
direngli Acinetobacter tiirlerinin hastaneler arasi yayilimimin olmadigi, ancak
Tayvan’da OXA-23 oranmin artist nedeniyle dikkatli olunmasi gerektigi
vurgulanmistir (186).
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Avrupa kitasinda ki karbapenem direngli Acinetobacter tiirlerinde OXA-58
enziminin cografik dagilimmi incelemek iizere yapilan bir ¢alismada Fransa,
Tiirkiye, Yunanistan, Italya, Romanya ve Ispanya’ninda iginde bulundugu 6
Avrupa iilkesinden 12 sehire ait izolatlar toplanmis; biri 4. junii kalan 47’si A.
baumannii olarak tiplendirilen suslarinin 42’si IPM direngli, 5’i orta duyarl
bulunmustur. 4 junii ve 22 A. baumannii izolatinda OXA-58 geni, A junii ve 2 A.
baumannii izolatinda OXA-23 geni varlig1 bildirilmistir. OXA-23 enzimi {ireten
suslarin 3’iiniinde Romanya’ya ait oldugu, Ispanya’ya ait 9 susda da OXA-24
subgrubundan OXA-40 geninin saptandigi ve OXA-40 enziminin Ispanya’da
endemik oldugu belirtilmistir. Karbapenem direngli 4. baumannii izolatlarinda
karbapenem direncinden OXA karbapenemazlarin en sik sorumlu enzim oldugu
ve merkezi Tirkiye olmak iizere Balkanlar ve Giliney Avrupa’da OXA-58

enziminin yaygin oldugu bildirilmistir (122).

A. baumannii izolatlarinda karbapenem direnci i¢in gen dagilimi ve
antibiyotik direncinin sikliginin arastirildigi bir calismada 2 yillik bir siiregte 1265
A. baumannii izolat1 toplanmis ve CID olarak tanimlanan 192 (%15,18) susun
cogunda (185/192) birden fazla OXA genine sahip oldugu bildirilmistir. CID
suslarin tiimiinde OXA-51 geninin bulundugu, %96,35 oraninda OXA-23 geni ve
%0,52 oraninda OXA-24 geninin saptandig1 belirtilmistir (187).

SENTRY antimikrobiyal siirveyans programi kapsaminda Asya-Pasifik
bolgesinde ki 10 iilkeden ve 41 hastaneden toplanan 544 Acinetobacter spp. ile
yapilan ¢aligmada izolatlarin %94,1°1 A. baumannii olarak tanimlanmig ve OXA-
51-like geni varligi gosterilerek dogrulandigr bildirilmistir. Antimikrobiyal
duyarlilig1 %99,1 COL, %98,9 TIG, %52 IPM, %51,3 MEM ve izolatlarin 230’u
(%42,3) IPM ya da MEM direncli olarak tespit edilmistir. Karbapenem direncli bu
suslarin  %70’inde  OXA tliri karbapenemaz, %0,8’de MBL saptandig
bildirilmistir. OXA enzimlerini kodlayan genlerin i¢inde blapxazs %95 oraniyla
en yaygin olanit iken bunu blaoxass (%11,9) ve blaoxazaao (%5,6) izledigi

belirtilmistir (188).
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Yunanistan’da yeni kurulan bir hastanede 164 karbapenem direngli A.
baumannii izolatimin dahil edildigi bir caliymada karbapenem direncinden
sorumlu OXA tiiri enzimlerin dagilimina bakilmis ve izolatlarin 159’unda
(%96,9) OXA-58 geni saptanirken OXA-23 ve OXA-24 genine rastlanmadigi
bildirilmistir (189).

fran’da 80 A. baumannii izolatiyla yapilan bir calismada karbapenemlere
direng oran1 %52,5 olarak saptanirken izolatlarin 7’si (%8,8) COL ve TiG dahil
tiim antibiyotiklere direngli olarak bildirilmistir. OXA-51, OXA-23, OXA-58 ve
OXA-24 direncine bakilmig ve diren¢ genlerinin sirasiyla %100, %25, %21,5,
%15 oraninda tespit edildigi belirtilmistir. OXA-51 geni tasiyan 6 izolat harig
digerlerinin tiimiiniin birden fazla blapxa tasidigi, 2 gen varhig %41,2, 3 gen

varlig1 %6,2, 4 gen varlig1 %2,5 oraninda oldugu bildirilmistir (190).

ARPAC (Antibiotic Resistance Prevention and Control) ¢aligma grubunun
Tiirkiye’nin de i¢cinde bulundugu 17 Avrupa iilkesi ve 25 hastaneden toplanan 100
Acinetobacter tiirii ile gerceklestirdikleri calismada izolatlarin 4 tanesinde PCR ile
OXA-51 geni gosterilemediginden ¢alisma dis1 birakildigi, kalan 96 A. baumannii
susunun dahil edildigi belirtilmistir. 4. baumannii suslarindan CLSI break point
degerlerine gére IPM MIC degeri >16 olan 28 susda Multipleks PCR ile OXA-23,
OXA-24, OXA-58 geni bakilmis ve OXA-51 geni tasiyan 28 susdan 26’sinda
(%92,9) diger OXA genlerinden birinin pozitif oldugu bildirilmistir. Bunlardan
15’inin OXA-58, 6’sinin OXA-23, 5’inin OXA-24 geni tasidigi belirtilmistir. [PM
MIC degeri >16 olan diger 68 izolatda ise %7,3 (n=5) oraninda OXA-51"e ek
olarak ikinci bir OXA geni varlig1 saptanmus, 2 izolatta OXA-23, 3 izolatta OXA-
58 geni bildirilmistir. Sonugta Avrupa’dan izole edilen A. baumannii izolatlarinin
yiiksek diizey karbapenem direnci gosterdikleri ve intrinsik OXA-51 enzimine ek
olarak en az bir OXA tiirii karbapenemaz enzimini i¢erdigi vurgulanmistir. Ayrica
OXA-24 enziminin Ispanya ve Portekiz’i iceren Iber yarimadasinda smirliyken
OXA-23 enziminin daha genis bir cografik dagilim gosterdigini, OXA-58

enziminin ise Yunanistan, Giliney Avrupa ve merkezi Tiirkiye olmak {izere
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Balkanlar’daki A. baumannii izolatlarinda karbapenem direnci ile iliskili

oldugunu bildirilmistir (191).

OXA tiirii karbapenemazlarin dagiliminin incelendigi bir bagka ¢alismada
OXA-24 subgrubunda bulunan OXA-40 enziminin Iber yarimadasinda, OXA-58
enziminin Avrupa’da, OXA-23 enziminin Giiney Amerika ve Asya genelinde

yaygin oldugu ifade edilmistir (192).

Ulkemizde 6 sehirde 7 iiniversite hastanesi yogun bakim iinitesinden izole
edilen CAZ direngli 72 Acinetobacter tirii ile yapilan bir calismada suslarin
56’smin (%77,8) spesifik OXA-51 geni tasidigi, bu suslardan 10’unda OXA-58
genininde mevcut oldugu ifade edilmistir. Bu ¢alismada klonal olarak blapxa-si-
like geninin kromozoma lokalize oldugu, plazmidik OXA-58 geninin ise kolayca
yayilabildigi belirtilmistir. Ayrica OXA-51 tiirii enzim {reten Acinetobacter
tiirlerinin olduk¢a yaygin ve tilkemizin farkli bolgelerine dagilmis oldugu, OXA-
51 ve OXA-58 birlikteliginin CID’nden sorumlu olabilecegini bildirmistir (99).

Calismamizda OXA tiri enzim varligmmi arastirmak amaciyla
konvansiyonel PCR ve Real time PCR uygulanan 121 4. baumannii susunun
tamaminda OXA-51 geninin varlig1 gosterilmistir. 4. baumannii tiirtine spesifik
OXA-51 geninin tiim suslarda tespit edilmis olmas1 blapxasi-like geninin sadece
A. baumannii’de bulundugunu, diger Acinetobacter tiirlerinde olmadigini bildiren

diger caligmalar1 desteklemektedir.

Ispanya ve Portekiz gibi Iber yarimadasi iilkelerinden yapilan ¢alismalarda
blapxar4 geni varligr bildirilmektedir (86). Heniiz smirli sayida caligmanin
bulundugu blapxar4 hakkinda bizim ¢alismamizda da pozitiflik saptanmamaistir.

Yapilacak genis katilimli yeni ¢caligmalarda konunun aydinlanacagi inancindayiz.

Papa ve ark (189) Yunanistan’da A. baumannii suslarinda karbapenem
direnci ile iligkili olarak % 96,9 oraninda OXA-58 enzimi bildirirken, Avrupa
kitasinda yapilan ve lilkemizi de igeren bir baska calismada %18,8 olarak

bildirilmistir (86,89). OXA-58 enzimi Tiirkiye’de Vahaboglu ve ark. (99)
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tarafindan %17,9 oraninda bildirilmistir. Bahsedilen tiim bu ¢alismalarin verileri
dogrultusunda iilkemizde yaygin oldugu bildirilen OXA-58 enzimini kodlayan
gen, suslarimizin 21’inde (%19) saptanmis ayrica bu genle IPM direnci arasinda
korelasyonun 0,393 (p=0,003), MEM direnci ile korelasyonunun 0,425 (p=0,001)

oldugu ve anlam ifade ettigi gosterilmistir.

Asya-Pasifik, Avrupa iilkeleri, Cin, Tayvan, Iran gibi diinyanm farkl
bolgelerinden yapilan bildirimlerle OXA-23 enzimi %6,3-97,7 oraninda
bildirilmistir. Diinyada oldukca genis dagilim gosteren ancak iilkemizde ki siklig1
ve dagilimi hakkinda heniiz ulagilabilen bir veri olmayan OXA-23 geni
suslarimizin 19’unda (%17,4) saptanmis ve 12 susun (%10,1) ayni anda hem
OXA-23 hem de OXA-58 genine sahip oldugu goriilmistiir. OXA-23 geni ile
IPM direnci arasinda 0,561 (p=0,000), MEM direnci ile 0,402 (p=0,001)

korelasyon saptanmis ve anlamli bulunmustur.

Calismamizda karbapenem direnci ve OXA genleri arasinda anlamli
korelasyon saptanmig, ancak MEM direnci ile blapxa-»3 geni arasinda anlamli bir
iliski ifade edilememistir. Bu durumun antibiyogram c¢alismalarinda kullanilan
otomatize sistemlerden kaynaklanabilecegi diislintilmiistiir. Zira Vitek 2 otomatize
sistemi karbapenemlerin MIC degerleri dogrultusunda antibiyogram sonuglarina
miidahale ederek muhtemel direncin varlig1 diisiincesiyle diizeltme yapmaktadir.
MicroScan otomatize sistemi karbapenemaz varligin1 saptayamamakta ve
otomatik  diizeltme yapmamaktadir. Sadece MIC degerleri dlgiitiinde

degerlendirmeye imkan vermektedir.

Calismamizda izole edilen A. baumannii suslarinin bir¢ok antibiyotige
yiiksek direng oranlar1 gdsterdigi, sadece COL ve TIG duyarliligin yiiksek oldugu,
hatta diren¢li A. baumannii infeksiyonunun tedavisinde yaygin olarak kullanilan
karbapenem grubu antibiyotiklere de duyarliligin azalmakta oldugu saptanmuistir.
Bu sonuglardan karbapenemlere yiiksek oranda direng goézlenmesi, 4. baumannii
izolatlarindaki ~ direncin  endise  verici  boyutlara ulasmis  oldugunu

vurgulamaktadir. Yogun bakim tinitelerinde 4. baumannii’nin gittikge daha sik
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infeksiyon etkeni olarak izole edilmesi, yanisira antibiyotik diren¢ oranlarinin ve
ozellikle karbapenem direncinin siirekli artis gostermesi ve tedavide yasanan
sorunlar nedeniyle bu bakterinin neden oldugu infeksiyonlarin hastaneler i¢in ana
problemlerden biri olmaya basladigini diisiindiirmektedir. Bu gozlemlerden yola
cikarak hastanemizde CID paternine sahip A. baumannii izolatlarmda yiiksek
karbapenem direncinin olast nedenlerinden biri olan OXA enzimlerini
arastirdiZimiz bu c¢alismadaki verilerin mevcut durumu saptamak agisindan
onemli oldugu ve ileride yapilacak olan izlem calismalarina 1s1k tutacagi

inancindayiz.
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Tablo XV. Acinetobacter tiirlerinde OXA genlerinin dagilimu ile ilgili yapilan ¢alismalarin verileri

Kaynak Yer Y1l Sussayisi (n) blaOXA-23 (%) blaOXA-24 (%) blaOXA-51 (%) blaOXA-58 (%)
Marque” S. ve ark.. Avrupa kitasi 2005 48* 6,3 18,8 - 45,8
Vahaboglu H. ve ark.  Tiirkiye 2006 72% - - 77,7 17,9
Villegas MV. ve ark.  Colombia 2007 66** 98,4 0 100 0
Wang H. ve ark. Cin 2007 221%* 97,7 - 84,6 -
Feizabadi MM ve ark. Iran-Tahran 2008 128* 25,0 17,9 84,4 9,0
Towner KJ ve ark. Avrupa tlkeleriltARPAC) 2008 100* 8,3 5,2 96,0 18,8
Lee K ve ark. Giiney Kore 2009 144%* 46,0 - - -
Mendes RE ve ark. Asya-Pasifik(SENTRY) 2009 5442 95,0 5,6 94,1 11,9
Papa A ve ark. Yunanistan 2009 164%* 0 0 100 96,9
Morovat T ve ark. Iran 2009 80** 25,0 15,0 100 21,5
Kuo HY ve ark. Tayvan 2010 83* 28,0 5,0 96,4 -
Yang SC ve ark. Tayvan 2010 1265 96,3 0,5 100 -
Calismamiz Tiirkiye-Afyonkarahisar 2010 121%%* 17,4 0 100 19

*Acinetobacter spp.

**4. baumannii izolatlar

a: CID olan 230 susda OXA geni bakilmustir.
b: CID olan 192 susda OXA geni bakilmistir.
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SONUCLAR ve ONERILER

1. Calismamizda 4. baumannii izolatlariyla ilgili demografik veriler (6rnek
tiirii, klinik) Acinetobacter ile ilgili diger yaymlarla uyumlu bulunmustur. izolatlar
en sik anestezi ve reanimasyon kliniginden ve solunum sistem orneklerinden elde

edilmistir.

2. Calismamizda direngli A. baumannii infeksiyonunun tedavisinde yaygin
olarak kullanilan karbapenem grubu antibiyotiklere duyarliligin azalmakta oldugu
saptanmistir. Bununla birlikte sefalosporinler gibi klinikte yaygin kullanimi olan
antibiyotiklere %90’nin iizerinde olan diren¢ oranlarmin kinolonlar iginde
%90’lara yaklagtigiin gdzlenmesi direncin endise verici boyutlara ulasmis

oldugunu gostermektedir.

3. izole edilen A. baumannii suslarmin COL ve TIG hari¢ bircok
antibiyotige direngli oldugu, karbapenem grubu antibiyotiklere diren¢ oraninin da
oldukca yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu nedenle antibiyotiklerin kontrollii ve
akilct kullanimi 6nem arzetmektedir. Aksi halde ¢ogul direngli Acinetobacter

suslariin yerini tam direncli suslarin alacagi endisesi giindeme gelmektedir.

4. Vitek 2 sistemi MicroScan otomatize sistemi ile karsilastirildiginda

karbapenemaz aktivitesinin saptanmasi agisindan avantajli gibi goriinmektedir.

5. OXA tiirli enzimlerin her dort grubuna ait birer blagxa geni bakilmis ve
tiir spesifik blapxa-s; geninin tiim suslarda varligr gosterilmis, blaoxa.ss %19,

blaoxa-23 %17,4, blaOXA-23+58 %10,1 oraninda saptanmustir.

6. Calismamiz bu tiir enzimlerin varligi ve dagilimi agisindan 6n ¢aligma
niteliginde olup, dort subgruba ayrilan OXA tiirii enzimlerin ¢aligma sonrasinda
takibi, dagilim ve diren¢ sorunu hakkinda ayrintili bilgi edinmemiz agisindan

onemli oldugu inancindayiz.
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7. Karbapenem direnci ve OXA diren¢ genleri arasinda korelasyon
saptanmis, ancak MEM direnci ile blapxa.23 arasinda anlamli diizeyde korelasyon
saptanamamistir. Bu durumun iki farkli otomatize sistem ile antibiyogram
sonuglariin elde edilmis olmas1 ve MicroScan otomatize sisteminin karbapenem

MIC degerlerine gore diizeltme yapmamasi kaynakli olabilecegi diisiiniilmiistiir.

8. Calismamiz ile gergeklestirilen molekiiler analizlerde tiim izolatlar igin
blapxa-s1 varligr gosterilmis bu sayede tim suslarin 4. baumannii oldugu
dogrulanmistir. Ancak OXA-51 enzimleri karbapenemaz direncinin ifadesi i¢in
tek basina yeterli degildir. Karbapenem direncinin ayrintili olarak gosterilebilmesi
icin  blaoxasi 1SAbal komsulugunun yeni c¢alismalarla arastirilmasi

gerekmekterdir.

9. Calismamizda karbapenem direngli suslarin arasinda klonal iliski olup
olmadigini arastirmak i¢in PFGE yapmay1 planlanmis ancak kaynak yetersizligi

nedeniyle gergeklestirilememistir.

10. Karbapenem direncinin en sik nedeni olan beta laktamaz
enzimlerinden karbapenemaz aktivitesine sahip CDHL (OXA tiirii enzimler)

arastirtlmig, diger grup olan MBL enzimlerinin arastirilmasi planlanmistir.

11. A. baumannii karbapenemaz aktivitesini belirlemede fenotipik testlerin
yaninda EDTA’l1 antibiyotik disklerinin rutin laboratuar uygulamasi kapsamina
alinmasinin direng ¢aligmalarina katki saglayacagi diistincesiyle A. baumannii i¢in

rutin ¢alismalara dahil edilmesi planlanmistir.

12. Yogun bakim ortaminda ve yatan hastalarda direncli suslarin
kolonizasyonunun engellenmesine yonelik Onlemlerin alinmasi, kolonize
hastalarin  belirlenmesi, salginlarin Onlenmesi amaciyla hizmeti¢i egitim

faaliyetlerinin 6nemli oldugu kanisina varilmistir.

87



13. Salginlar sirasinda bakterinin diger hastalara bulaginin 6nlenmesi
amaciyla, infekte hastalarin izole edilmesine imkan verecek ortamlarin

hazirlanmasinin insan sagligi agisindan 6nemli oldugu gézlenmistir.
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OZET

Karbapenemleride igeren ¢ok genis bir spektrumda bir¢ok antimikrobiyal
ajana genellikle direncli olan Acinetobacter baumannii onemli nozokomiyal
infeksiyon etkenlerindendir. Karbapenemler coklu ila¢ direncine (CID) sahip
suslar ile olusan Acinetobacter infeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli bir segcenek
olarak kabul edilirler ve genislemis spektrumlu beta-laktamazlar gibi beta-
laktamaz enzimlerinin ¢ogundan etkilenmezler. Bununla birlikte oksasilinazlar
(OXA) gibi karbapenem hidrolize eden enzimlerin goriilmesiyle etkinlikleri
giderek azalmaya baslamistir. Acinetobacter tiirlerinde karbapenem direncinin
temel sebebi OXA-tiirii beta-laktamazlardir ve bunlardan OXA-51 tiirevleri,
OXA-58 ve OXA-23 en ¢ok gériilenidir. Ozellikle bu enzimlerin birden fazlasinin

bir arada olmas1 CID fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden olur.

Bu c¢alismada, bir yillik siiregte hastanemizde toplanan A4. baumannii
suslarmin  antimikrobiyal duyarliliklart ve karbapenem direngli suslarin
epidemiyolojisi  degerlendirilmis yanisira bu direngten sorumlu olasi

mekanizmalardan biri olan OXA tiirii karbapenemazlarin varligi arastirilmistir.

Temmuz 2008 - Haziran 2009 tarihleri arasinda Afyon Kocatepe
Universitesi Arastirma Uygulama Hastanesinde, farkli kliniklerden génderilen
cesitli orneklerden izole edilen 121 A. baumannii susu bu calismaya alinmistir.
Izolatlarin tiimii konvansiyonel yontemlerle tanimlanmis, otomatize sistemlerle
dogrulanmistir. Antibiyogram duyarlilik testleri Kirby-Bauer disk difiizyon

yontemi ve otomatize sistemlerle birlikte gerceklestirilmistir.

Bakterinin DNA’s1 iki farkli yontemle izole edilmis, Oncelikle
konvansiyonel PCR ile blapxa genleri i¢in optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir.
Optimizasyonu takiben real time PCR ile OXA karbapenamaz enzimlerinden 4
gruba ait (blaoxa23, blaoxaz4, blaoxasi ve blaoxass) genlerin  varlig

arastirilmastir.
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Duyarlilik testleri sonucunda, izolatlarin c¢ogu kolistin ve tigesiklin
disindaki birgok antimikrobiyal ajana direncli bulunmustur. CIiD suslarla olusan
infeksiyonlarda genellikle tercih edilen karbapenem grubu antibiyotiklere direng
oranlarinin da oldukca yiiksek oldugu gozlenmistir. Karbapenem direncinden
sorumlu OXA tiirii enzimlerden tiir spesifik blapxa-s; geni izolatlarin tiimiinde,
yanisira blapxa.ss geni izolatlarin %19, blaoxa2z genide izolatlarin %17,4

kadarinda saptanmustir.

Sonug¢ olarak, bu suslarda yaygin klinik kullanima sahip olan
antibiyotiklere diren¢ oranlarinin oldukga yiiksek oldugu gézlenmis, karbapenem
direncinin temel nedeni olarak blapxa genlerinin varligi gosterilmistir. Bu ¢alisma
hastanemizdeki ilk ¢alisma olup 4. baumannii izolatlarinda karbapenem direnci

ve epidemiyolojisi ile ilgili yapilacak diger ¢alismalarin dnciisii niteligindedir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, karbapenem direnci, OXA-

tird enzimler
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SUMMARY

Acinetobacter baumannii, which are usually resistant in a wide range of
antimicrobial agents covering carbapenems, is an important causative agent of
nosocomial infections. Carbapenems are accepted an important option for the
treatment of Acinetobacter infections caused by multidrug-resistant (MDR)
isolates and not affected most of the B-lactamases, including extended-spectrum
B-lactamases. However, their effects has been decreased gradually with the
recently discovered carbapenem-hydrolysing [-lactamase enzymes such as
oxacillinases (OXA). The main reason of carbapenem resistance among
Acinetobacter spp, is OXA-type beta-lactamases and OXA-51, OXA-23 and
OXA-58 are frequently observed types. Especially, when OXA-type enzymes are
coexistent, they reveal MDR phenotype.

In this study, antimicrobial susceptibility of A. baumannii strains which
had been isolated throughout over one year period and the epidemiology of
carbapenem-resistant A. baumannii were evaluated; also the presence of OXA-
type carbapenemases that is one of the responsible mechanisms in the

carbapenem-resistance, were investigated.

One hundred twenty-one A. baumannii strains isolated from miscellaneous
clinical samples from hospitalized patients in Afyon Kocatepe University
Hospital, between July 2008 to June 2009, were enrolled for this study. All
isolates were identified by using conventional methods and advance identification
done with the automatized systems. Antibiotic susceptibility tests were performed
both by the Kirby-Bauer disk diffusion method and the same automatized

systems.

Bacterial DNA was extracted from the isolates by two different methods.
At the first step, the extractes were used for optimization of blapxa genes by in-

house PCR methodology. Subsequent to this optimization process, the existance
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of the four groups of OXA-carbapenemase genes (blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-si

and blapxa-ss) were invastigated by real time PCR.

As a result of susceptibility tests, most of these isolates were found to be
resistant for many antimicrobial agents, except colistin and tigecycline. The
resistance against to carbapenems was observed quite high, which genarally
chosen agent for the treatment of infections caused by MDR Acinetobacter
species. was observed quite high. Among OXA-types enzymes responsible from
carbapenem resistance; species spesific blapxa-s1 genes encoding oxacillinases
showing carbapenemase activity were detected in all A. baumannii isolates, 19,0%
strains with blapxass genes and 17,4 % carried blapxan3 genes also were

detected.

In conclusion, the resistance rates were observed relatively higher against
antibiotics which are commonly used in clinical practices for this strains. The
presence of blapxa genes were seen the main reason of the carbapenem resistance.
In this study constitutes as the first study in our hospital and also a piooner for
prospective studies on carbapenem resistance and epidemiology with A.

baumannii isolates.

Key words: 4. baumannii, carbapenem resistance, OXA-type enzymes
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