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OZET

Amag: Acinetobacter spp. ¢oklu antimikrobiyal direng gosterebilen ve hastaneden
kazanilmis enfeksiyonlarda Onemli olan bir patojendir. Coklu ilaca direncgli
Acinetobacter spp. suslarinin tedavisinde karbapenemler 6nemli bir secenektir.
Calismamizda, karbapenem direngli Acinetobacter spp. suslarinda karbapenem

direncine neden olan genlerin PCR yontemiyle arastirma amaglanmistir.

Yontem: Ozel Antalya Medical Park Hastane Kompleksinde Merkez Laboratuvari
Mikrobiyoloji boliimiinde degerlendirilen kiiltiir sonuglarinda tiremesi olan izolatlar
Vitek 2 (Biomerioux) otomatize sistemde karbapenem direngli Acinetobacter
baumanni olarak tanimlanan, 48 adet kdken calismaya dahil edildi. Imipenem ve
meropenem direnci igin ayrica E-test yapildi ve MIK degerleri belirlendi. Ornekler
-20°C’de saklandi. DNA eksraksiyonu kaynatma yontemi ile yapildi. In-house PCR

yontemi ile karbapenem direng genleri arastirildi.

Bulgular: Hastalarin 16 s1 kadin (% 33,3), 32 si erkektir (% 66,7). Yas ortalamasi
51,83’tiir. Calismaya dahil edilen hasta numunelerinde alt1 trakeal aspirat ( % 33,33),
on dort kan (% 29,17), bir plevra (% 2,08), alt1 katater (% 10,42), ti¢ yara yeri
(%6,25), iki dren (% 4,17), iki balgam (% 4,17),) , ti¢ idrar (% 6,25), bir bos kiiltiirii
(%2,08) vardir. OXA- 23 ve OXA-51 genine 48 hastanin hepsi sahiptir. IsabAl
genine sahip otuz iki koken, VIM direng genine sahip sekiz koken (% 16,6) ,0XA-58
genine sahip iki koken (% 4,16), GIM genine sahip iki koken (% 4,16), SIM genine
sahip iki koken (% 4,16) tespit edilmistir. OXA-24, NDM-1, SPM-1 genine sahip

higbir koken bulunmamustir.

Sonug: Acinetobacter baumanni direnci giderek artmaktadir. Direncin molekiiler
epidemiyolojisinin saptanmasi gerekli izolasyon 6nlemlerinin kesintisiz bir sekilde
uygulanmasi bu bakterinin sebep oldugu enfeksiyonlarin 6nlenmesinde etkili olur.
Her hastanenin direng profili degisiklik gosterdiginden benzer calismalarin iilke

capinda yapilmasi faydali olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter spp., karbapenem direng geni, E-test, PCR, Jel

elektroforezi



ABSTRACT

Objective: Acinetobacter spp. is an important pathogen for hospital acquired
infection known for its resistance for multiple antimicrobial agents. Carbapenem is
an important option in the treatment of infection caused by multidrug resistant
Acinetobacter spp. In our study, genes causing carbapenem resistance of
Acinetobacter spp. strains were investigated by a PCR method.

Method: The isolates with culture results evaluated in Microbiology Department of
Private Antalya Medical Park Hospital Complex Central Laboratory were included in
48 Vitek 2 (Biomerioux) automated system identified as carbapenem resistant
Acinetobacter baumanni.E-test was also performed for imipenem and meropenem
resistance and MIC values were determined. Samples were stored at -20°C. DNA
extraction was performed by boiling. Carbapenem resistance genes were investigated
by in-house PCR method.

Results: Sixteen patients were female (33.3%) and 32 were male (66.7%). The mean
age is 51.83 years. Six tracheal aspirate (33.33%), fourteen blood (29.17%), one
pleura (2.08%), six catheter (10.42%), three wound (6.25%), two drain (4.17%), two
sputum (4.17%), three urine (6.25%), one CSF culture (2.08%) were included in the
study. All 48 patients had the OXA-23 and OXA-51 genes. Thirty-two strains had
ISAbAL gene, 8 strains had VIM resistance gene (16.6%), two strains had OXA-58
gene (4.16%), two strains had GIM gene (4.16%), two strains had SIM gene (4.16%).
OXA-24, NDM-1, and SPM-1 genes were not found im any strain.

Conclusion: Acinetobacter baumanni resistance is gradually increasing. Continuous
application of isolation measures required to determine the molecular epidemiology
of resistance is effective in preventing infections caused by this bacterium. As each
hospital's resistance profile varies, it would be beneficial to conduct similar studies

throughout the country.

Key words: Acinetobacter spp., Carbapenem resistance gene, E-test, PCR, Gel

electrophoresis
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1. GIRIS

Antibiyotik direnci kontrolsiiz ve yaygin antibiyotik kullanimima sonucunda giiniimiizde
biiyiik sorun haline gelmistir (Ragbetli, Giidiiciioglu, ve Parlak. 2019). Ozellikle yogun
bakim {initelerinde sik¢a goriilen hastane enfeksiyonlarinda ¢oklu ilag¢ direnci (CID)
belirlenen mikroorganizmalar daha fazla 6nem kazanmistir (Ragbetli, Giidiiciioglu, ve
Parlak. 2019). Genelde hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olabilen
mikroorganizmalarin basinda Acinetobacter baumannii yer almaktadir (Kizilarslanoglu
ve ark. 2016). Hastane ortaminda ¢ok uzun siire canli kalmasi ve hastadan hastaya
kolaylikla bulasabilmesi sebebiyle son yillarda hastane kaynakli bir patojen olarak
onemi artmistir (Kizilarslanoglu ve ark. 2016). Direngli Acinetobacter baumannii‘nin
sebep olduguenfeksiyonlar mortalitenin artmasina, tedavi maliyetinde artis ve hastane

yatis sliresinin uzamasina gibi sorunlara sebep olmaktadir (Ragbetli, Giidiiciioglu ve
Parlak. 2019).

Karbepenem direncli Acinetobacter baumannii orani tiim diinyada ve iilkemizde giderek
artmaktadir. Saglhk Bakanligi tarafindan yayimlanan yillik analizlerde Acinetobacter
baumannii 2014 yilinda listeye dahil edilmistir. Karbepenemlere direng 2014-2015
yilinda %89 iken, 2016 yilinda %92,3, 2018 yilinda ortalama olarak %95 civarindadir
(https://www.tmc-online.org/images/37_kongre/gokhan_guzel.pdf).

Acinetobacter tiirlerinde karbapenemleri de igeren beta-laktam antibiyotiklere karsi
direncin ana mekanizmasi ya kromozom ya da plazmid tarafindan kodlanan beta-
laktamaz {iretimidir (Ciftgi ve ark. 2011). Acinetobacter tiirlerinde karbapenemlere
direng; beta-laktamaz iretimi, dig membran porin (omp) kaybi, efflux pompast ve
penisilin baglayan proteinlerde degisiklik gibi ¢esitli mekanizmalar ile olmaktadir (Telli
ve ark 2017).

Direncin molekiiler temelinde, kombine bi¢imde hem oksasilinaz (OXA) tipi
karbapenemazlarin sentezlenmesinde artis, hem de enzimatik olmayan mekanizmalar
sorumlu tutulmaktadir. OXA tipi karbapenemazlar, karbapenem direnciyle iliskili beta-
laktamaz tiretimine neden olan grup 2 (Ambler siif D) enzim kiimeleridir. Bu kiimeyi

temsilen de karbapenem hidrolize eden enzimlerle iligkili, genellikle dogal olarak

1
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bulunan OXA-51 ve kazanilmis OXA-23, OXA-24 ve OXA-58 one ¢ikmaktadir
(Demirci ve Yigin 2019). Ayrica smif A (TEM, SHV ve GES), sinif B (IMP, VIM ve

SIM), siif C (AmpC) tipi beta laktamazlar da karbapenem direncinden sorumludur.

Karbapeneme direngli suslar, mortalite hiz1 yiiksek ve tedavisi zor enfeksiyonlara neden
oldugu i¢in dirence sebep olan karbapenemaz genlerinin dagilimmin incelenmesi
onemlidir (Demirci ve Yigin. 2019).

Ayrica klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan fenotipik antibiyotik duyarlilik
testleri, ¢oklu dirence sahip suslar i¢in giivenilir olmayabilmekte ve sonuglarin alinmasi
icin giinler gerekmektedir. Molekiiler biyoloji temelli tekniklerle susun tasidigi gen,
genotipik olarak, klasik yontemlere gore daha hizli belirlenebilmektedir (Demirci ve
Yigin. 2019).

Bu bilgiler 1s18inda, karbapenem direnci saptanan A. baumannii suslarinda sinif D ve
Sinif B karbapenemaz genlerinin de iginde bulundugu 11 adet gen dagilimini In-house
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile incelemeyi ve epidemiyolojik veri sunmayi

amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce ve Taksonomi

Ik olarak 1911 senesinde Beijerinck topraktan izole ettigi bu bakteriyi Micrococcus
calcoaceticus olarak adlandirmistir. Daha sonra 1954 senesinde Brisou ve Prevot
adindaki bilim insanlar1 Acinetobacter spp. adin1 6nermislerdir (Parker.1983). Bu bakteri
geemisten gliniimiize dek 15 farkli isimle adlandirilmis ve bir¢ok kez taksonomik
degisiklige ugramistir (Bergogne-Bérézin ve Joly-Guillou 1991). Bunlardan en iyi
bilinenleri,  Herellea  vaginicola/Mima  polymorpha,  Bacterium  anitratum,
Achromobacter, Micrococcus calcoaceticus, Alcaligenes, B5W ve Moraxella Iwoffii,
Moraxella glucidolytica’dir (Berezin BE 1996). Acinetobacter spp. tiirii giiniimiizde
taksonomik aragtirmalar sonucu Psychrobacter, Moraxella ve ilgili baska tiirlerle

beraber Moraxellacea ailesi iginde bulunmaktadir (Berezin BE. 1996).

Bouvet-Grimont 1986 yilinda DNA-DNA hibridizasyonu ile beraber, beslenme
karakterlerini dikkate alarak 12 degisik grupta siniflandirmistir (Bouvet ve ark. 1990).

Gec¢misten gilinlimiize dek DNA-DNA hibridizasyonu teknigine dayali arastirmalara
gore 33 genomik Acinetobacter spp. tiirii tanimlanmistir (Peleg AY, Seifert H. 2008).
Acinetobacter tiirleri arasinda en onemli ve en sik klinik tablolara sebep olan etken
A.baumannii’dir. Rutin laboratuvar sartlarinda, itreme Ozelliklerinin yaninda

biyokimyasal reaksiyonlara gore de Acinetobacter tiirleri ayirt edilmektedir.

2.2. Genel Ozellikleri

Acinetobacter tiirii bakteriler gram-negatif kokobasil olarak goriiniirler. Laboratuvarda
kiltiir ortaminda 35-37°C’de ¢ogalip biiyliyebilirler. Fimbrialar1 vardir. Hareketsizdirler.
Ureme déngiilerinin logaritmik fazinda 1-1,5 X 1,5-2,5 um ebatinda basil seklinde fakat
duraklama fazinda kokobasiller seklinde goriiliirler. Genellikle diizgiin, renksiz ve bazen

mukoid koloniler olusturur.



2.3. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Acinetobacter tiirii bakteriler fermentasyon yapmayan, zorunlu aeroptur. Indol, DNaz ve
oksidaz negatif bunun yaninda katalaz pozitiftir. Bir¢ok Acinetobacter tiirli nitratlari

nitritlere indirgeyemez (Schreckenberger PC ve ark. 2007).

Diger nonfermantatif olan bakterilerden ayirt etmede yapilacak olan ilk test oksidaz
testidir. Acinetobacter spp. laboratuvarlarda genel olarak rutinde kullanilan koyun kanl
agar, MacConkey besiyeri ve triptik soy agar besiyerinde kolaylikla iirerler. Koyun kanl
agarda 0,5 ile 2 mm ¢apinda opak goriiniimli veya seffaf, zeminden kabarik koloniler

olustururlar.

Acinetobacter tiirlerini ¢evreden ve klinik 6rneklerden ayirt edip izole edebilmek igin,
nitrat ve asetat igerigine sahip zenginlestirici sivi mineral besiyeri kullanilabilir
(Baumann. 1968). Polimikrobiyal etkene sahip enfeksiyonlardan Acinetobacter tiirlerini
ayirt edip izole etmek igin, sik olarak secici-ayirt edici besiyerleri olan Herellea agar
(Difco) ve Leeds Acinetobacter spp besiyerleri kullanilmaktadir (Jawad ve ark. 1994).
Acinetobacter tiirlerini  tanimlamak ig¢in kullanilan tekniklerden DNA-DNA

hibridizasyon metodu, standart referans yontem olarak tercih edilmektedir.

2.4. Mikrobiyolojik Ozellikleri

Solunum aygiti ile iliskili bakteriyemi ve pnomonileri de i¢inde bulunduran genel
enfeksiyonlarin etiyolojik etkenleridir. Suslar genel olarak florokinolon; aminoglikozid,
sefalosporin ve karbapenemler gibi sik¢a kullanilan antibiyotiklere karsi direnglidirler.
Salginlara yol agabilirler. Karbapenemaz aktivitesine sahip olan A. baumannii’ nin
enzimleri, kromozom ya da plazmidle dizgelenmis ve birbirinden bagimsiz OXA-58,
OXA-24 ve OXA-23 simgeleri ile belirtilen klavulanik aside direngli olan {i¢ beta-
laktamazdir. A. baumannii karbapenem direncinde pay1 olan karbapenemi hidrolize
edebilen oksasilinaza da sahiptir. Beta-laktamazlara ilaveten, A. baumannii karbapenem
direnci penisilin baglayan proteinlerde ya da porinde olusan degisiklikler neticesinde de
geligebilir. Baz1 toplumlarda en etkili ilaglar minosiklin ve kolistin olmasina ragmen, bu

ilaglara da artik direng bildirilmeye baslanmistir (Hawley ve ark. 2008).



2.5. Epidemiyoloji

A. baumannii, diinyada nozokomiyal enfeksiyonlara sebep olan biiyiik yayilis gosteren
10 gram negatif bakteri arasindadir. Avrupa ve Amerika’daki tiim nozokomiyal
enfeksiyonlarin % 2-10 'unu olusturabilmektedir. A. baumannii’ nin sebep oldugu
hastane enfeksiyonlarinin oran1 geride kalan on yilda artis gdstermistir, benzer bir artig

gosteren diger higbir gram negatif bakteri yoktur (Johnson ve ark. 2016).

Dogada saprofitik olarak yasayan Acinetobacter spp.’lerin beslenme ihtiyaglarinin
basitligi, antiseptiklere ve dezenfektanlara karst gelisen yiikksek direng, biyotik
yiizeylerde oldugu gibi abiyotik ortamlarda da biyofilm gelistirebilme yetenegiyle (¢evre
yiizeyleri ya da katater gibi tibbi cihazlar), bes aya kadar kuru ve kat1 yiizeylerde hayatta
kalma yetenegiyle hastane enfeksiyonlarimin sik nedeni olduklar1 diistiniilmektedir

(Nowak ve Paluchowska. 2015).

Acinetobacter spp. salginlari personellerin elleri ve kontamine aletler yardimiyla
olusabilecegi gibi toplum kaynakli enfeksiyon etkenlerinin hastalarin eli yoluyla
yayillmas1 da etkili olabilir. Acinetobacter spp. enfeksiyonlarinda kolonizasyon
enfeksiyon orant 10:1 iken MRSA enfeksiyonlarinda bu oran 2:1 ‘dir. (Zeana ve ark.
2003). Bir Acinetobacter spp. enfeksiyonu ortaya ¢iktiginda miihtemelen ayni klinikte
cok sayida kolonize hasta da mevcuttur. Yani bir salgin durumunda alinacak onlemler

¢ok sayida kolonize hasta oldugu i¢in yetersiz kalabilecektir (Joly Guillou. 2005).
2.6. Viriilans

Gegmisten bu giine kadar, A. baumannii' de tarif edilen yalnizca birkag viriilans faktorii
olmustur (Nowak and Paluchowska 2015). Viriilans belirleyicileri arasinda A.baumannii
patojenitesinden sorumlu olan, lipopolisakkarid (LPS), kapsiiler polisakkaritler (CPS),
A.baumannii dis membran protein A (AbOmpA), dis zar kesecikleri (OMV), fosfolipaz
D (PLD) ve biyofilm belirtilebilir (Nowak ve Paluchowska. 2015).

Acinetobacter baumannii, 6zellikle hastanelerin yogun bakim {nitelerinde, tim gram
negatif bakterilerinin neden oldugu hastane enfeksiyonlarinin % 2 ile %10'undan

sorumlu oldugu bildirilmektedir (Nowak ve Paluchowska 2015).



Acinetobacter baumannii, Acinetobacter spp. enfeksiyonlarinin biiyiikk ¢ogunluguna
neden olur, bunu Acinetobacter pittii ve Acinetobacter nosocomialis takip etmektedir
(Novovi¢ ve ark. 2018).

Son yillarda yapilis olan galismalar, 4.baumannii’nin daha viriilan ve direngli hale
gelerek temel hastane enfeksiyonlarinda tehdit olusturdugunu gostermektedir.
Acinetobacter baumannii’nin sebep oldugu enfeksiyonlarinin 6nlenmesi ve tedavisi
sirasinda yasanan zorluklar; bu bakterinin tibbi cihazlarda ve hastane ortaminda kisith
sartlar altinda bile hayatta kalabilme ve yaygin antibiyotik direnci gelistirebilme
kabiliyetlerinden kaynaklanmaktadir. Birden farkli mekanizmalar ile birden ¢ok
antibiyotik grubuna direng gelistirebilen A.baumannii‘de meydana gelen bu direng,
beklenmedik fizyolojik ve fenotipik degisikliklere neden olabilmektedir (Giilsah. 2011).

2.7. Tammmlayici 6zellikleri

Gram boyamada kok ve veya kokobasil olarak goriintir. MacConkey agarda iyi biiydir.
Hareketsizdir. Penisiline direnglidir. Asit tiretmesi glukozu hizli bir sekilde kullandigim

gosterir.

2.8. Antibiyotiklere Karsi Diren¢

Acinetobacter spp. bakterileri, 1970’1 yillarin ilk zamanlarinda nozokomiyal patojenler
icinde yerini almistir (Ciftgi ve ark. 2011). Bunun yaninda antimikrobiyal direncinin
1970"erden beri kademeli olarak arttig1 ifade edilmistir (Nowak ve Paluchowska. 2015).
Sonug¢ olarak da A. baumannii tiiri bakteriler Center for Disease Control and
Prevention’de (CDC) belirtildigi {izere Amerika'nin en 6nemli hastane patojenlerinden
biri olarak tanimlanmistir. Ayrica, A. baumannii'ni saglikla iligkili olan enfeksiyonlarin

mortalite riskini % 8'den % 40'a kadar arttirmistir (Nowak ve Paluchowska 2015).

Direngli Acinetobacter spp. enfeksiyonlarmin diren¢ mekanizmalari, epidemiyolojisi,
risk faktorleri, tedavi etkinligi ve secenekleri ile ilgili cok fazla ¢alisma yapilmaktadir.
Yapilan ¢alismalarda direngli Acinetobacter spp. enfeksiyonlarinda antimikrobik direnci
ifade edebilmek ve tanimlamakta “extreme-drug resistance (XDR)”, “multi-drug

resistance (MDR)”ve “pan-drug resistance (PDR)” gibi farkli terimler kullanilmaktadir.



Fakat bu terimler ile alakali kabul edilmis ulusal standart bir ifade ve tanim yoktur.
Bunun yaninda tibbi literatiirlerde farkli ifadeler kullanilmaktadir. Degisik yerlerde
direngli izolat oranlarindaki farkliliklar ve bunun yaninda yeni potent antimikrobik
ilaglarin  tercih edilmesiyle diren¢ tanimlamalar1 devamli degismektedir. Bu,
aragtirmacilar ve hekimler arasinda bir dizi karisikliga sebep olabilecek dnemli derecede
bir sorundur. Diinyada kabul goérmiis sadece tek tip tanimlama olmasi gerektigi
diistiniilmektedir (Tiinay, Tuna Demirdal. 2012). Yine 2006 ile 2011 yillarinda yapilan
calismalara bakildiginda, zaman gectikce mikroorganizmalarin degisik direng
mekanizmalar1 gelistirmesi, bunun yaninda sahip olunan antimikrobiyal ilaglara karsi
direng gelistirmesine bagli olarak XDR, PDR ve MDR direng¢ terimleri ile alakali
tanimlarin da degistigi goriilmiistiir. Ilk zamanlarda yapilan arastirmalarda MDR terimi
mevcut antibiyotiklerden en az birine direng olarak tanimlanmistir. Zaman gectikce
diren¢ oranlarinda meydana gelen artisa baglit MDR terimi sahip olunan antibiyotiklerin
licten fazlasina direng ve hatta bazi aragtirmalarda tigesiklin ve kolistin hari¢ tutularak
mevcut antimikrobik ilaglara karsi direng olarak tanimlanmustir. Bir siire sonra, PDR
teriminin kullanilmasiyla, diren¢ tanimlamalar1 bir kez daha yeniden sekillenmistir.
MDR terimi mevcut antibiyotiklerin licten fazlasina diren¢ olarak, PDR terimi de
mevcut tim antibiyotiklere direng seklinde tanimlanmistir. Yeni antimikrobiklerin
kullanilmaya baslanmasiyla ve ayrica mikroorganizmalarin bunlara karsi gelistirdigi
direng sebebiyle “extreme drug resistance (XDR)” giindeme gelmistir. PDR terimi,
tigesiklin, aminoglikozitler ve kolistin hari¢ tiim antibiyotiklere kars1 direng seklinde
ifade edilirken, XDR terimi de tiim mevcut antimikrobik olan ajanlara direng¢ olarak
tanimlanmistir. Fakat bazi yazarlarin ifadesine gore “pan” terimi Yunan dilinde hepsi,
tiim veya her sey sozciikleri ile es anlamlarda kullamlmakta ve Ingilizce dahil baska
dillerde de ayn1 anlamda kullanilmaktadir. Bu sebeple “extreme” teriminin pan terimi ile
es anlamda kullanilmamas1 gerektigi ifade edilerek direnc¢ tanimlamalarina “extensive
drug resistance (XDR)” terimi ilave edilmistir. Bundan dolay1 “extensive drug resistance
(XDR)” terimi bir ya da iki antibiyotik disinda tiim antibiyotiklere diren¢ ve PDR terimi
ise mevcut tiim antibiyotiklere direng bigiminde tanimlanmistir (Tiinay, Tuna Demirdal.

2012) .



[k in-vitro arastirmalarda pek cok klinik izolat gentamisin, ampisilin, nalidiksik asit ve
kloramfenikol gibi sikca tercih edilen antimikrobiyal ilaglara karsi duyarli bulunmus,
fakat zaman igerisinde Acinetobacter baumannii’ye ait klinik izolatlarin direng
oranlarinda artma gézlenmistir. Glinlimiizde izolatlarin biiyiik boliimi tireidopenisilinler
aminopenisilinler, genis spektrumlu sefalosporinler, kinolonlar, ¢ogu aminoglikozidler,
tetrasiklinler ve kloramfenikol gibi sik tercih edilen antibakteriyel ilaglara direnglidir
(Ciftei ve ark. 2011).

Son yillarda Acinetobacter spp.’de meydana gelen c¢oklu ilag direnci (CID)
Acinetobacter’in sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavi siiresinde karbapenemlerin
(meropenem, imipenem) yogun kullanimina sebep olmustur. Fakat giiniimiizde
Acinetobacter spp. klinik izolatlarinda yiiksek derecede karbapenem direnci diinyanin
her yerinden bildirilmekte, bunun yaninda da bazi izolatlar biitiin geleneksel antibiyotik
ilaglara kars1 direngli bulunmaktadir. Son zamanlarda A.baumannii suslarinda
polimiksin B ve kolistin direnci de bildirilmeye baglamistir. Bu bildirimler bakterinin
diren¢ mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasinin 6nemini ortaya koymustur (Ciftci ve
ark. 2011). Acinetobacter spp. enfeksiyonlarinin tedavisindeki oOncelikli zorluk,
antibiyotik direncinin {istesinden gelmeye odaklanmaktadir. Acinetobacter spp. klinik

tipta etkili ampirik tedaviyi baslatan organizmalardan biridir (Wong ve ark 2017).

Acinetobacter spp.'nin antibiyotiklere olan genel direnci, nispeten dis zarmda bulunan
kiiclik boyuttaki ve ¢ok az sayida bulunan porinden kaynaklanir. Azalan dig zar porin
igerigi nedeniyle Acinetobacter spp.’nin antibiyotiklere kars1 gecirgenligi, diger gram

negatif organizmalara oranla ¢ok daha diisiiktiir.

Acinetobacter spp. ‘lerin antibiyotiklere kars1 genel direnci, kismen dis zarindaki ¢ok az
sayida ve biyiikliikteki porlardan kaynaklanmaktadir. Azalan dis zar porin igerigi,
antibiyotiklere diger gram negatif organizmalardan ¢ok daha diisiik bir gecirgenlik
kazandirir. Acinetobacter spp.’lerde sefalosporin igin gecirgenlik katsayisi (disaridan
bakteri icinee difiizyon orani) P. aeruginosa’ ya oranla 2 kat daha biiyiiktiir. Ayrica A.
calcoaceticus'tan tiiretilen saflastirilmis dis zar igeren lipozomlarin karbapenem
difiizyon hizi, Escherichia coli dis membranma gore % 1 ila 3'tiir. Ek olarak,
Acinetobacter spp. bir veya daha fazla aktif akis sisteminin (6rnegin AdeABC ve
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AdellK) yapisal diisiik seviyeli ekspresyonuna sahiptir. Antimikrobiyallere diisiik
gecirgenlik ve konstitiitif akinti arasindaki bu etkilesim, sinirli sayida terapdtik
secenekle sonuglanan genis bir antibiyotik dizisine i¢sel bir direng saglar. ilaveten,
Acinetobacter spp. genomu iginde 45 direng geni olan biiyiik bir direng adas1 vardir.
Ayrica, diger farkli bakteri ¢esitlerinden direng almak ic¢in hizli bir sekilde ek genetik
varliklar1 kazanma ve tedavi siirecinin ortasinda kullanilan antibiyotiklere direng

gelistirme yetenegine sahiptir (Wong ve ark. 2017).

Acinetobacter baumannii’ de bulunan karbapenem direncine esas oksasinazlar (OXA)

ama daha az siklikla da metallo-beta-laktamazlar (MBL'ler) aracilik eder.
Bakterilerin antibiyotiklere kars1 direnci ¢esitli sebeplerden olusabilir.

2.8.1. Intrinsik Direnc (Dogal Direnc)

Bazi bakterilerin genetik yapis1 sebebiyle farkli antibiyotiklere karsi duyarliligini
kaybetmesi dogal diren¢ olarak tamimlanir. Ornegin vankomisin molekiiliine sahip
antibiyotik dis membran porlarindan gecerek peptidoglikan tabakaya ulasmak i¢in
gerekenden biiyiik oldugundan gram negatif bakterilere etkisizdir (Giilay. 1999).

2.8.2. Kazamilmis Direnc¢

Bakterinin genetik yapisindaki degisimlere bagl olarak; kromozom, plazmid ya da
transpozon DNA’sindaki mutasyonlarla veya direng geni bulunduran DNA parcalarinin
bir bagka bakteriden tranformasyon, transdiiksiyon veya konjugasyon yoluyla

alinmasiyla olusan direnctir (Giilay. 1999).

2.8.3. Cevre ve Kosullara Bagh Diren¢

Baz1 durumlarda (dokudaki pH degisiklikleri, antibiyotigin enfeksiyon bolgesine
ulagamamasi ve oksijen basinct desiklikleri gibi) antibiyotiklerin invitro-invivo
etkinlikleri degisiklik gosterir. Invitro testlerde duyarl olarak degerlendirilen antibiyotik
invivo kosullarda etki gostermeyebilir (Cunha, Mandell, Bennet 2014).



2.9. Acinetobacter Tiirlerinde Antibiyotiklere Diren¢ Sorunu

Acinetobacter baumannii’de diren¢ mekanizmasi enzimin iiretimi veya aktivasyonu,
integron yapimi, dig membran gecgirgenligi, biyofilm olusumu, ilag atim pompalar1 gibi

faktorlere bagl olarak karmasiklik géstermektedir.

2.9.1.Beta-Laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari

BETA-LACTAM

-
J—NH

0

Sekil 2.1. Beta-laktam halkas1

Beta-laktam grubu antibiyotikler, ortak beta-laktam halkas: ile birlikte antibakteriyel
etkilerini gosterirler. Baslica beta-laktam antibiyotikler: Penisilinler, monobaktamlar,
karbapenemler ve sefalosporinlerdir. Bakterilerin hiicre duvarinda peptidoglikan
komponentlerin birlesmesini saglayan transpeptidasyon olayinin aktivatér enzimi
transpeptidazin aktivitesini bloke ederek hiicre duvari sentezini bozarlar ve bakterileri

oldiiriicii bir etki olustururlar (D6kmeci.1992).
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Sekil 2.2. Beta-laktam grubu antibiyotikler
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Acinetobacter tiirlerinde karbapenem grubu antibiyotikleri de igeren beta-laktam grubu
antibiyotiklere kars1 olusan direncin temel mekanizmasi ya plazmid ya da kromozomca
kodlanan beta-laktamaz enzim tiretimidir. Beta-laktam grubu antibiyotiklerin etki
gostermeleri i¢in penisilin baglayic1 proteinlere yeterli diizeyde baglanmalidir.
Bakteriler, bu basamaklarin her asamasinda engeller olusturarak direngli hale
gelebilirler. Bakterilerde beta-laktam grubu antibiyotiklere karsi olusan direng dort yolla

olusabilir.
ilacin hedef bolgesindeki degisiklikler

PBP kromozomal mutasyonlar sonucunda yeni olusan penisilin baglayici proteinin beta-
laktam antibiyotigi ¢ekim giicliniin azalmasi, PBP’lerin sayisinin azalmasi veya beta-
laktam antibiyotiklere diisiik afiniteli yeni olan penisilin baglayici proteinler

sentezlenmesi sonucu olusabilmektedir (Livermore 1991; Malouin and Bryan 1986).
D1s membran gecirgenliginin bozulmasi

Gram negatif bakteriler i¢in 6zellikle hiicre zarinin gegirgenliginin azalmasi énemlidir.
Beta-laktam antibiyotikler, gram negatif bakterilerde dis membranda bulunan ‘outer
membrane protein’ (OMP) ad1 verilen porlar vasitasiyla hiicre igine girer. Beta-laktam
antibiyotikler dis membrandan, esas olarak porin C ve porin F diye isimlendirilen iki
kanal vasitasiyla ile gecerler. Ayrica Imipenem D2 proteini adli 6zel bir porini ile dis
membrandan geger. Dolayisiyla bir gram negatif bakteri porin C ve porin F proteinlerini
mutasyona ugratarak biitlin beta-laktamlara direng gelistirebilirken, imipeneme duyarl
kalabilir. Diger bir taraftan, 6zellikle Enterobacter ve P. aeruginosa suslarinda dis
membranda bulunan D2 proteinin kaybolmasi da bakteriyi imipeneme direngli duruma
getirebilir (Bradford 2001; Livermore. 1991). Porinlerin sayilari ve ozellikleri ile
antibiyotigin biiyiiklik, yiik, ¢oziiniirliik gibi 6zellikleri hiicre i¢ine giris hizina etki
etmektedir (Livermore. 1991). Gegirgenligin azalmasiyla ilgili olan direng &zellikle
enzimatik direngle beraber ise yiiksek diizeyde dirence sebep olmaktadir. Bu direng zor
tireyen gram negatif basillerde ve P.aeruginosa da daha fazla klinik problem meydana

getirmektedir.
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Beta-laktamaz enzimleri ile antibiyotiklerin inaktive edilmesi

Beta-laktam grubu antibiyotiklere kars1 direngte en ¢ok karsilasilan yol bu antibiyotikleri
inaktive edebilen beta-laktamaz enzimlerini sentezlemesidir. Beta-laktamazlar,
sefalosporinler ve penisilin benzeri beta-laktam grubu antibiyotikleri hidrolize ederek
etkisiz hala getirir ve direng gelismesine sebep olur.

Beta-laktam Dihidretiyazol

Beta-laktam Tiyazol halkas: halkas:
halkas: halkas:

=Ty [Py

H
\ | o CH T .
el ™ " Tl
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0'_& COOH OJ—LN ~CH,R
t t  CooH
Beta-laktamaz Beta-laktamaz
Penisilinler Sefalosporinler

Sekil 2.3. Penisilin ve sefalosporin antibiyotiginin beta-laktamaz enzimi ile par¢alanmasi

(http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-89132019000100902)

Bakteride beta-laktamaz enzimi yapisal olabilir ya da indiikklenebilir. Gram pozitif
bakterilerde enzim ¢ogunlukla indiiklenebilir 6zellikteyken, gram negatif bakterilerde
beta-laktamaz enzimleri indiiklenebilir veya yapisal 6zelliktedir. Beta-laktam halkas1
icindeki karbonil grubu, beta laktamaz enzimleri ile ester kopriisii olusturup siklik amid

bagini bozarak bir agil-enzim tiirevi meydana getirir.

Daha sonra enzim bu molekiilden ayrilarak rejenere olur. Bakteriler beta-laktamaz
genlerini kromozomda, plazmid, integron veya transpozon gibi aktarilabilir genetik
yapilarinda bulundurabilir (Bradford. 2001). Yapisal olarak PBP’lerle ayn1 6zellikleri
gosterirler. Beta-laktamazlar, hem gram negatif hem de gram pozitif anaerop ve aerop
bakteriler tarafindan sentez edilirler. Stafilokoklar; gram pozitif bakteriler i¢inde beta-

laktamaz {retebilen en Onemli patojenlerdir. Beta-laktamazlar, anaeroblardan
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Fusobacterium ve Clostridium cinsi bakterilerde temel olarak penisilini pargalarken
Bacteriodes cinsi bakterilerde de cogunlukla sefalosporinleri etkiler. Gram negatif
bakterilerin beta-laktam direnci olusturmasindaki en 6nemli mekanizma beta-laktamaz
tretimidir ve sitoplazmik membran ile dis membran arasindaki periplazmik boslukta
bulunur. Gram pozitif bakterilerde direk olarak hiicre disina salinmaktadir. Bu sebeple
gram negatif bakterilerde beta-laktamazlara bagli direncte g¢ogunlukla antibiyotik
gecirgenligi ile ilgili mekanizmalar da rol oynamaktadir (Cornaglia, Mazzariol, ve
Fontana. 2000).

Efluks Pompasi

Efluks pompasi, transport proteinlerinden olusan bir diger direng mekanizmasidir.
Pompalar oldukga genis bir substrat 6zgiilliigline sahip ve secici olabilir. Bu pompalarin
birgogu sitoplazmik zarda bulunmaktadir. Acinetobacter tiirlerinde, bazi 6zel
antibiyotiklere 6zgii efluks pompalarina ek olarak gram negatif bakterilerde kromozomal
olarak kodlanan c¢oklu ilag efluks sistemi de tanimlanmistir (Sanders. 1992). Gram-
negatif bakterilerde bu olaydan benzer sekilde tek bir pompa proteini ya da {i¢ parga
proteinden olusan pompa sistemi sorumludur. Antibiyotik direncinde rol oynayan temel
efluks sistemleri; (1) ATP-Binding Cassette (ABC), (2) Major Facilitator (MFS), (3)
Multidrug and Toxic compound Extrusion (MATE), (4) Resistance-Nodulation-Division
(RND) siiper aileleri ve (5) Small Multidrug Resistance (SMR) ailesi seklinde ifade
edilmistir (Chau, Chu, and Houang 2004; Poole 2004). Ancak bu direnci olusturabilen
bakteri, diger beta-laktam grubu antibiyotiklere karsi capraz direng gelistiremez
(Sanders 1992). RND tipi pompa proteinleri sadece gram-negatif bakterilerde
bulunurken, digerlerine gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerde sikga rastlanabilir. En
biiyilk grup olan MFS tipi pompa proteinleri sekonder aktif transport sistemleri
igerisindedir. Pompalarin iglevsel olmasi i¢in genel olarak en az 12 transmembran
segmentini bulundurmasi gerektiginden, SMR grubu pompa proteinleri muhtemelen
trimerler olarak organize olurlar. RND tipi pompalar da fusidik asidi, beta-laktamlari ve
stilfonamidleri tanirlar. Siiper ailelerin biitiinii etkinlik agisindan diisiiniildiigiinde, en
genis substrat ¢esitliligine ve proteine sahip olan grup RND tipi pompalardir (Aygiil.
2015).
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Beta-Laktamazlar

1940 yilinda Abraham ve Chain bilim insanlar1 bildirdikleri penisilinaz ile birlikte -
laktamazlarin ilk smiflandirmasi yapmislardir (Giir. 1996). Bu tarihten sonra yavas
yavas Yyeni beta-laktamazlarin bulunmasi ve direng kazanimlarinin artmasiyla birgok
bilim adami farkli yapilara gore siniflandirma yapmislardir. Molekiiler yapi ile ilgili
siniflandirma ilk kez 1980 yilinda Ambler tarafindan yapilmis, Class C sefalosporinazlar
1981 yilinda Jaurin ve Grundstrom tarafindan tanimlanmistir. Oksasilini hidroliz eden
Class D enzimler ise 1980’lerin sonunda diger serin enzimlerinden ayrilmistir (Bush.

1989).

p-lactam antibiotics

Ouler membrane

Petiplasm

Penicillin bmding proleins —D

|1_H R‘I j,> Cytoplasmic membrane

Sekil 2.4. Gram negatif bakteri hiicre duvar yapist (http://www.istanbulsaglik.gov.tr/)
Beta-laktamazlarin en yeni siniflandirma semasi, 1995 yilinda yapilan Bush-Jacoby-
Medeiros siniflandirmasidir (Bush, Jacoby ve Medeiros. 1995).

Ana Hatlari ile Bush-Jacoby-Medeiros Siniflandirmasindaki -Laktamazlar;

Grup 1 (Amp C) Beta-Laktamazlar

Klavulanik asit ile inhibe olmayan sefalosporinazlar bu gruptadir. Cogunlugu
kromozomal enzimlerdir. Indiiklenebilen veya deprese p-laktamazlar olarak ortaya
cikmaktadirlar. Sefaloridin ve sefalotini penisilinden daha hizli hidroliz ederler,
klavulanik asit ve sulbaktamdan etkilenmezler, buna karsin aztreonam ve kloksasilin

tarafindan inhibe edilirler. Molekiiler grup olarak Siif C’dedirler (Giir.1996).
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Grup 2

Tiimi molekiiler smif olarak A ve D’ de yer almaktadir. Plazmidlerce tasinmalari
nedeniyle klinik acidan 6nem tasimaktadirlar. Substrat profilindeki farklilik nedeniyle

birkag alt gruba ayrilmaktadir (Keyik. 2013).
2a

Bu alt grupta penisilini hidroliz eden, klavulanik asite duyarli enzimler bulunmaktadir.
Staphylococcus aureus’un enzimleri bu gruptadir. Ayrica Bacillus cereus’un
kromozomal p-laktamazlari, Citrobacter amalonaticus, Eikenella corrodens ve
Fusobacterium nucleatum’da tanimlanan enzimler de bu gruptadir (Bush ve ark. 1995).
Bu gruptaki enzimler sefalosporinlere gore penisilini daha hizli hidrolize eder (Keyik.
2013).

2b

Hem sefalosporinleri hem penisilinleri hidroliz eden (genis spektrum) klavulanik asite
duyarl beta laktamazlar igerirler. Plazmidlerce kontrol edilen TEM-1, TEM-2ve SHV-1
enzimlerini bulundurur. Ayrica OHIO-1 ve Haemophilus influenzae’da saptanan ROB-1
enzimini de igermektedirler. Yeni kusak sefalosporinler, aztreonam ve imipeneme karsi
diigiik hidrolitik aktivite gostermektedirler. Molekiiler siniflart A’dir (Bush ve ark.
1995).

2be

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlart (GSBL) bulunduran gruptur. Monobaktamlar
ve oksiimino beta laktamlar gibi antibiyotiklerin siklikla kullanimi neticesinde TEM-1,
TEM-2 ve SHV-1 gibi ana enzimlerden 1-4 aminoasit degisikligi sonucunda genis
spektrumlu  beta-laktam  antibiyotikleride  etkileyen,  oksiimino-aminotiazolil
sefalosporinleri hidrolize eden yeni beta-laktamazlar ortaya ¢ikmistir. Karbapenemler ve
sefamisinler bunlara dayaniklidir (Yulug. 1997). Bu grupta yer alan enzimlerden biri de

PER-1 enzimi ilk kez Tiirkiyede saptanmistir (Vahaboglu ve ark. 1997).
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2br

Genis spektrumlu beta-laktamazlardan klavulanik asitten etkilenmeyenler bu gruba
alimmistir. Inhibitorlere direngli TEM (IRT) olarak adlandirilir. TRC-1 enzimi, TEM
enzimleri (TEM-30’dan TEM-36’ya kadar) bu gruptadir (Bush. 1989).

2C

Bu grup iginde karbenisilini hidroliz edebilen ve ayn1 zamanda, klavulanik aside duyarli
enzimler yer almaktadir. PSE-1, PSE-3, PSE-4 B-laktamazlar, Vibrio cholerae nin
SAR-1 Moraxella catarrhalis’in BRO-1 ve BRO-2 enzimleri, Aeromonas
hydrophila’nin AER-1 enzimi de bu gruptadir (Bushet ve ark. 1995).

2d

D grubu beta-laktamazlardir ayn1 zamanda da A veya C grubuna %16 aminoasit
diizeyinde benzerlik gosterirler. OXA genlerinin plazmid ya da integron {izerinde
bulunmasi yayilimini kolaylastirmistir (Helfand and Bonomo 2003). Giiniimiizde protein

diizeyinde 121 farkli tiir D grubu beta-laktamaz tanimlanmistir. (Hall ve ark. 1993).
2e

Bu grup beta-laktamazlar da, sefalosporinaz olmalarina ragmen, klavulanik asit ile
inhibe olarak grup 1’dekilerden farklilik gosterirler. B. vulgatus ve B. uniformis’un
kromozomal CbIA ve CfxA enzimleri ve Bacteroides fragilis’in CepA enzimi, S.
maltophilia’dan izole edilen L2, E. coli’de bulunan FEC-1 enzimleri de bu gruptadir.
Onceden Richmond Sykes’in 1.grubunda yer alan P. vulgaris’in indiiklenebilen

sefalosporinazi son siniflamada bu gruba alinmistir (Bush. 1989; Bush ve ark. 1995).
2f

Son smiflandirmada eklenen bu grupta Serratia marcescens’in Sme-1 E.cloacae’nin
kromozomal NMC-A enzimi ve Enterobacter cloacae’nin indiiklenebilen IMI-1 enzimi
yer almaktadir. Bunlarin hepsi molekiiler yapilarina gére sinif A’dadir. Karbapenemleri

hidroliz etmekte ve klavulanik asit ile inhibe olmaktadirlar (Bush ve ark. 1995).
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Grup 3

Klavulanik asit ile inhibe olmayan metallo enzimleri bulundurmaktadir. Bunlar EDTA
ile inhibe olan enzimlerdir. Aktivite goOsterebilmeleri i¢in ¢inko iyonlarina ihtiyag
duyarlar. Bu gruptaki en onemli enzimler, Aeromonas hydrophila’nin kromozomal
enzimleri S. maltophilia’nin L1 enzimi ve Bacteroides fragilis’in CcrA enzimidir.
Molekiil sinifi B’de yer almaktadir (Bush ve ark. 1995).

Grup 4

Bu grupta da yine klavulanik asit ile inhibe olmayan penisilinazlar bulunmaktadir.
Molekiil sinifi heniiz belirlenmemistir. Clostridium butyricum’un indiiklenebilen enzimi,
Alcaligenes faecalis, Campylobacter jejuni, B. fragilis’den izole edilen enzimler, E. coli’

nin plazmid kontrolundaki SAR-2 beta-laktamazi bu grupta yer alir.

Siklikla bir bakteride birden fazla beta-laktamaz tipi birlikte gorilebilir. Boylece
plazmid kokenli ve kromozomal beta-laktamazlar bazen i¢ ige gecerler. Grup 1’deki
kromozomal beta-laktamazlar, Grup 2’deki ESBL enzimleri ve Grup 3’deki beta-

laktamazlar hastane enfeksiyonlarinda siklikla karsimiza ¢ikarlar. (Keyik. 2013).
Karbapenemler

Intrensek beta-laktamaz inhibitorleri olarak kabul edilir, 1976°da iiretilmis ilk beta-
laktamaz olan klavulanik asit gibi olivianik asit tiirevidir. Tienamisin ilk karbapenemdir,

toprak bakterisi olan Streptomyces cattleya’dan elde edildi. (Kahan ve ark. 1979).

OH OH
o/\ 0/\
Olivanik asit Penisilin
Hidroksietil
H Carba- Mt
\ : /—OH { i
d i
/\m
o
Klavulanik asit Tienamisin

Sekil 2.5. Degisik beta-laktam halkasi i¢eren bilesikler (Akgam. 2019.)
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Tienamisin, altinc1 karbona eklenmis bir hidroksietil (etoksi) grubuna sahiptir ve beta-
laktamlarin temel yapisindan farkli olarak ilk siilfiir bir karbonla yer degistirmistir.
Ayrica karbonlararasindaki 2. ve 3.bag doyurulmamustir. Siilfiiriin yerini alan ilk
siradaki karbon (carba-) ve igerdigi doymamis c¢ifte bag (penem), bu yapiya “carba +

penem” karbapenem ismini verdirmistir (Y00. 2018).

Sekil 2.6. Karbapenem grubu kimyasal yapisi

Mikobakteriler, nadir nonfermentatifler, hiicre duvarindan yoksun organizmalar, gram
pozitif, gram negatif ve anaerop mikroorganizmalarin etken oldugu hastane kaynakli
enfeksiyonlara ve toplumdan kazanilmis enfeksiyonlardaki bakteriyel patojenlere
etkilidir. Karbapenem grubunun ikincisi olan meropenem 1996 yilindan sonra kullanima
girmistir. Karbapenem halkasina 1-B-metil grubu eklenerek meropenem elde edilmistir.
Gram negatif, gram pozitif ve anaerop bakterilere karsi etkindir. Meropenem,

dihidropeptidaz enziminden etkilenmez (Bonfiglio, Russo, ve Nicoletti 2002).

2001 yilinda gelistirilen diger karbapenem de Ertapenemdir. Diger iki karbapeneme gore
daha dar spektrumludur. Anaeroblara ve Enterobacteriaceae’ ye etkilidir, fakat dzellikle
Acinetobacter spp., P. aeruginosa, penisilin direngli pnomokoklara ve enterokoklar
etkili degildir (Shah 2008).

Bir diger karbapenem ise Doripenemdir. P. aeruginosa’ya invitro olarak daha etkili ve
meropeneme benzer aktivite gostermektedir. Komplike {iriner sistem, hastane kaynakli
pnémonide ve intra-abdominal infeksiyonlarda kullanilmaktadir (Mandell. 2009;
Paterson ve DePestel. 2009).
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2.9.2. Karbapenemlere Diren¢ Mekanizmalari

Acinetobacter baumannii’de karbapenem direncinin en 6nemli nedeni; sinif A (TEM,
SHV ve GES), smif B (IMP, VIM ve SIM), smif C (AmpC) ve smif D’yi (OXA-23,
OXA-24, OXA-51 ve OXA58) igeren karbapenem hidrolize eden beta-laktamaz ile
iliskili enzimatik hidrolizdir. Karbapenem grubu antibiyotiklere karsi ti¢ farkli etki

mekanizmasi ile direng gelisebilir.
flacin Hiicre icinde Etkin Konsantrasyona Ulasamamasi
Porin Degisimleri

Dis zar porinleri Acinetobacter cinsi bakterilerin antibiyotik direngi ve viriilansinda rol
oynar. Acinetobacter spp.’de yer alan porinler karbapenem direnci ile iligkili dis zar
proteini (CarO) ve Omp33-36'dir (Novovi¢ ve ark. 2018). Bu grup antibiyotiklere kars1
diren¢ olusmasinin nedeni, P. aeuriginosa suslarinda karbapenemler igin 6zel bir porin
olan OprD’nin kaybidir ve 06zellikle imipenem tedavisi sirasinda ortaya c¢ikmaktadir

(Rasmussen ve Bush. 1997).
Aktif Pompa Sistemlerinin Indiiklenmesi

Bakteri hiicre membran porin kaybina ugradiktan sonra gegirgenligi azalmakta ve

neticesinde ilag hiicre icerisine girememektedir (Aygiil. 2015).
2.9.3. Karbapenemleri Hidroliz Eden Enzimlerin Varhg: (Karbapenemazlar)

Karbapenemlerden en azindan imipenem veya meropenemden birini, bariz bir sekilde
hidrolize ugratan beta-laktamazlar olarak tanimlanabilir. Bu enzimlerin birgogu sadece
karbapenemlere degil, ayn1 zamanda diger beta-laktam grubu ilaglara da etkilidirler
(Bonfiglio ve ark. 2002; Rasmussen ve Bush. 1997).

Karbapenemleri hidrolize eden karbapenemazlar, karbapenem kullanimina paralel olarak
son yillarda artan oranlarda bildirilmektedir. Karbapenemazlar da kazanilmis (ekstrinsik)
ya da dogal olarak bulunan kromozomal kaynakli (intrinsik) olabilirler (Poirel ve ark.
2004).
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Ekstrinsik (kazanilmis) karbapenemazlar

Karbapenemlerle birlikte diger beta-laktam antibiyotikleri de hidroliz edebilme
yeteneklerine sahiptirler. Ambler molekiiler simif A, B veya D’ye ait olabilirler. Bu
enzimler, penisilinler, imipenem, meropenem, genis spektrumlu sefalosporinler,
aztreonama diren¢ olusumuna sebep olur. Tazobaktam basta olmak iizere beta-laktamaz
inhibitorlerine duyarlidir. Siif A tipleri birkag Enterobacteriaceae izolatinda
bulunurken, simif D tipleri sadece Acinetobacter spp.’de bulunurlar. Smif A
karbapenemazlar1 “not metalloenzyme carbapenemase” (NMC) “Serratia marcescens
enzyme” (SME), “Klebsiella pneumoniae carbapenemase” (KPC) “imipenem-
hydrolyzing beta-lactamase” (IMI), ve GES enzimleri olustururlar. Simif B
karbapenmazlar1 IPM, “German imipenemase” (GIM), “Verona integron—encoded
metallo-beta-lactamase” (VIM), “Sao Paulo MBL” (SPM), “New Delhi metallo-beta-
laktamaz” (NDM 1) ve SIM enzimleri, simif D karbapenemazlar1 ise oksasilinleri
hidroliz eden “Oxacillin-hydroliyzing”(OXA) enzimleri olustururlar (Queenan ve Bush.
2007).

intrinsik (kromozomal) karbapenemazlar

Aktif bolgelerinde ¢inko iyonlart bulundurduklarindan ve molekiiler simif B’de yer
aldiklarindan bu enzimler kendine ait 6zgiin 6zellige sahiptir. Serin bazli mekanizmalara
sahiptirler. Ancak birkag istisna disinda Onemli kromozomal karbapenemaz
duyarlikliklart bulunmaz. Bu grupta, S. maltophilia’nin L1, B. fragilis’in CcrA, B.
cereus Il, C. indologenes’in IND-1-4, C. meningosepticum’un BlaB ve B. cepacia’nin
PCM-1 enzimleri sayilabilir. Bunlarin tiimii Bush smiflandirmasinda grup 3’te yer alan
metallo beta-laktamazlardir (Keyik. 2013).

Hedef PBP degisimleri

Diger mekanizmalar ile beraber goriilebilir fakat tek basina nadir goriliirler. Gram
pozitif bakterilerde daha fazla goriilmektedir (Giilay. 2003). PBP’ler ile ilgili olarak 4
diren¢ mekanizmasi tanimlanmistir; bakterinin beta-laktam afinitesi diisiik yeni bir PBP

geni kazanmasi (6rnegin, metisiline direngli S. aureus), yakin tiirlerden gen alinmasi ile
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mozaik PBP genlerinin olusmasi (6rnegin, S. pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria meningitidis), diisiik afiniteli bir PBP’nin asir1 yapimi (6rnegin, E. faecium 'da
PBP 5 asin iiretimi), PBP’lerin aktif bdlgelerindeki korunmus bdlgelerde aminoasit
degisimleri (6rnegin, E. faecium PBP 5’i ve S. pneumoniae nin ¢esitli PBP’leri ve
Haemophilus influenzae PBP) (Cift¢i.2015).

Metallo-Beta-Laktamazlar

Metallo-beta-laktamazlar, 1980 yilinda Ambler tarafindan simif B, daha sonra Bush
tarafindan da fonksiyonel 6zelliklerine gore farkli bir grup olan grup 3 icerisinde 1989
yilinda smiflandirmistir. Yapilan bu siniflandirma 1995 yilinda yenilenmis ve 1997
yilinda daha gelistirilip giincellenmistir (Bush ve ark 1995; Rasmussen ve Bush 1997).
Diger beta-laktamazlardan farkli bir 6zelligi, aktif bolgelerinde kisimlarinda ¢inko iyonu
bulunduran enzimlerdir. EDTA gibi bir metal selatorii ile inaktive olurlar fakat
klavulanat, sulbaktam ve tazobaktam gibi serin beta laktamaz inhibitorlerinden
etkilenmezler. En Onemli 6zelligi monobaktamlar disinda tim beta-laktamlari ve
karbapenemleri hidroliz edebilmeleridir (Massidda, Rossolini, ve Satta. 1991;

Rasmussen ve Bush. 1997).
Kromozomal Olarak Kodlanmis Metallo-Beta-Laktamazlar

Indiiklenebilir &zellikte olmalar1 en &nemli 6zellikleridir. Dogada bulunan bazi
bakteriler de ayn1 anda MBL enzimi de bulundurmaktadirlar. Bu enzimleri bulunduran
bakterilerin ¢ogu da genellikle beta-laktam antibiyotiklere direnglidir ya da direng
kazanabilir. Bu bakterilerin birgogu firsatg1 patojenlerdir. B. anthracis ve S. maltophilia

disinda nadiren ciddi enfeksiyonlara neden olurlar (Tetik. 2008).
Aktarilabilir Metallo-Beta-Laktamazlar

Metallo beta-laktamazlardan olan IMP tipi, ilk olarak Japonya’da 1988 yilinda P.
aeruginosa susunda konjugatif bir plazmidle tasinan metallo beta-laktamaz geni
tammmlanmistir (Watanabe ve ark. 1991). Genisletilmis spektrumlu sefalosporinlere
direnglidir. Beta-laktam antibiyotiklerle birlikte imipenemi hidrolize ettiginden dolay1 bu

enzime IMP-1 adi verilmistir (Arakawa ve ark. 1995).
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VIM-tip Metallo Beta-Laktamazlar

Kazanilan metallo beta-laktamazlardan VIM-tipi enzimler ikinci dominant grubu
olusturmaktadirlar. ilk olarak Verona Italya’da 1997 yilinda P. aeruginosa izolatinda
bulunmuslardir. Bu izolatin imipenem MIC degeri >128ug/ml iken beta-laktam
antibiyotiklerden piperasilin, aztreonam, seftazidime direngliydi. VIM-1 (Veronese
imipenemaz) diger metallo enzimlerle yapisal benzerlikler gosteriyordu (Cornaglia ve
ark. 1999). Sirasiyla farkli yerlerde P. aeruginosa izolatlarinda VIM-2, VIM-3, VIM—-4
genleri identifiye edildi. VIM-5 ise ilk defa Tiirkiye Ankara’da P. aeruginosa ve K.
pneumoniae kokenlerinden izole edilmistir ve sadece VIM-1"den 5 aminoasit degisikligi
ile ayrilmaktadir (Bahar ve ark. 2004). italya’dan VIM—11 bildirilmistir. En son VIM-13

bildirimi yapilmaistir.
SPM-1 Metallo Beta-Laktamaz

SENTRY arastirma programi pargasi olarak 1997 yilinda Brezilya Sao Paulo’da P.
aeruginosa izolati tanimlanmis, bir gen tasidig1 gosterilmis ve SPM-1 (Sao Paulo MBL)
olarak adlandirmistir (Simm ve ark.2002). izolatin, kolistin disinda standart biitiin gram
negatif bakterilere etkili antibiyotiklere direngli oldugu gésterilmistir (Laurent Poirel ve
Nordmann. 2006,Simm ve ark.2002).

GIM Metallo Beta-Laktamaz

2002 yilinda Almanya Dusseldorf’da farkli tip merkezlerindeki farkli hastalardan GIM-1
diye isimlendirilen yeni bir sinif B beta-laktamaz bulunduran bes P. aeruginosa izolati

elde edilmistir. (German imipenemase).

2.10. E-Test

E-test, agar diflizyon ve Minimum inhibisyon konsatrasyon (MiK) degerini kantitatif
olarak belirleme esasina dayanir. E-test orijinal dereceli MIK stripleri birgok kisi
tarafindan altin standart olarak degerlendirilmektedir. E-test daha Once tanimlamuis,
plastik bir strip tizerinde 15 farkli konsatrasyonda antibiyotik bulunur. Otomatik veya

Kirby-Bauer antibiyotik duyarlilik testleri (AST) sonuglarindan daha kesin bir neticeye
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ihtiyac duydugunuzda uygun maliyetli ve basit bir aragtir

(https://www.biomerieux.com.tr/urun/etestr).

E-test, dilisyon ve disk difiizyon testlerinin bir takim ozelliklerini tasiyan duyarlilik
testidir. Ulkemizde ticari olarak MIK test strip (Liofilchem, Italya) , M.I.C.E. testleri
(Oxoid, A.B.D.) ve E-test (Bio-Mérieux, Fransa) mevcuttur. E-testin en dnemli 6zelligi
ve iistiinliigii ise 150 mm lik bir agar plak i¢inde bes farkl: tiirden antibiyotik i¢in MiK
degerlerinin elde edilip belirlenebilmesidir (Giir. 2016).

Duyarlilik testi igin 6zel olarak hazirlanmis ticari E-test seritlerini kullanmadan once
derin dondurucuda (en az -20°C de) depolanmali ve saklanmalidir. Kullanmak i¢in
ambalaji agilmis olan E-test seritleri 6zel steril tiip veya kaplara yerlestirilmeli,
kullanmadan 6nce oda sicakligina gelmeleri i¢in bir siire beklenmeli ve kullanimin
hemen ardindan arta kalan seritler disarida bekletilmeden hemen tekrar derin

dondurucuya kaldirilmali ve depolanmalidir (Giir.2016).

E-test seritleri son kullanim tarihlerinden 6nce mutlaka kullanilmalidir. Calisilacak olan
izolat i¢in CLSI veya EUCAST Standartlar1 biinyesinde dneride bulunulan inkubasyon
kosullari, test edilecek antibiyotikler, besiyerleri ve kalite kontrol ATCC izolatlari
belirlenir (Giir. 2016).

2.10.1. inokiilum Hazirlanmasi

Dogrudan koloni siispansiyon metodu ile hazirlanir. Inokiilasyon islemi inokiilum
sispansiyonu hazirlandiktan 15-23 dakika igcinde MHA’a inokiile edilmelidir. EKim
yapmadan hemen 6nce besiyerinin yiizeyinin tamamiyla kuru oldugundan mutlaka emin
olunmalidir. Gerek goriiliirse etiivde kapaklari agik olmadan 10-30 dakika bekletildikten
sonra kullanilmalidir. Steril pamuklu ekiivyon kullanilarak inokulum siispansiyonuna
daldirilip fazla sivi sizdirildiktan sonra inokiilasyona gecilir. Agar yiizeyinin tlimiine
gelecek sekilde yaklasik 60 derecelik agiyla 3 defa yayildiktan sonra ekiivyon son olarak
plagin cevresinde gezdirilir. Bu islemin ardindan seritler 15 dakika siiresi i¢inde
yerlestirilmelidir. Yerlestirilmeden hemen 6nce 3-5 dakika nemin absorbe olmasi i¢in
beklenmelidir (Giir. 2016).
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2.10.2. Test Seritlerinin Plaklara Yerlestirilmesi

Derin dondurucuda depolanmis olan seritler ¢ikarillarak oda 1sisina geldikten hemen
sonra, agar yiizeyine dnceden belirlemis oldugumuz listeye gore yerlestirilir. Paketi
acilan ancak kullanilmayan seritleri nemden korunacak icin kapagi siki kapananan
tiiplere konulmali ve saklanmalidir. Bu tiipler dort hafta icinde tiiketilmeli ve nem, 1s1,

1siktan korunmalidir.

Seritler bir ince uglu pensetle veya aplikatorle u¢ kismindan tutularak alinmali ve agar
yiizeyine yerlestirilmelidir. Bu islem sirasinda en diisiik konsantrasyonun bulundugu
taraftan baslayarak birakilmalidir. Seritin agar yiizeyine temas etmesinden emin
olunmalidir. Hava kabarcig1 olustuysa diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona

dogru pensetle hafifce bastirarak ¢ikartilmalidir.

100 mm’lik petri kullanildiginda 1-2 adet, 150 mm’lik petri kullanildiginda ise en fazla
6 serit yerlestirilebilir.

Sekil 2.7.E-test stripleri dizilim segenekleri (Giir. 2016)

Seritlerin birbirlerine esit uzaklikta olmasi ve merkezden disa dogru olacak sekilde
1sinsal bir dizilim seklinde olmasi saglanmalidir. Serit agara deger deymez antibiyotik

salimimi1 baslar. Bu sebeple bir kez konulduktan sonra kesinlikle yerinden alinmamali ve
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asla baska bir yere yerlestirilmemelidir. E-test seritleri 15 dakika i¢inde plaklar kapaklari
altta olacak sekilde 35+2°C inkiibatore kaldirilir. (Gii¢ iireyen bakteriler i¢in %5 CO;
ortami gereklidir ayrica mikroaerofilik kavanoz icerisinde ya da CO;’li inkiibatérde

inkube edilir). Plaklar 16-18 saat arasinda inkiibe edilir (Giir. 2016).

2.10.3. Plaklarin Okunmasi ve Sonug¢larin Yorumlanmasi

Plaklar sartlara uygun olarak inkiibasyondan sonra; koyu renk bir zemin iizerinde
aydinlik bir ortamda, goz ile degerlendirilerek inhibisyon zonunun E-test seridine
degdigi konsantrasyon belirlenir. Streptokoklarda oldugu gibi besiyerine kan
eklenmisse, petri plaginin kapagi agik olacak sekilde ve yansiyan i1sik altinda agar

yiizeyinden 6l¢iim yapilir.

» Eger zon seridin alt kismina kadar geliyorsa MIK degeri en diisiik konsantrasyonun da

altinda demektir.
» Eger zon hi¢ olusmamissa MIK degeri en yiiksek konsantrasyonun da iistiindedir.

+ Inhibisyon zon sonucunun iki deger arasinda kalmasi durumunda yiiksek olan deger

MIK olarak kabul edilir.
 Kanli besiyeri kullanildiginda iiremenin inhibe oldugu zon degerlendirmeye alinir.

* Eger inhibisyon zonunun seride temas ettigi noktalar iki tarafta farkli ise ve bu fark iki
kat dilisyonun yarisin1 agsmiyorsa yliksek olan sonu¢ degerlendirmeye alinmalidir. Fark

iki kat diliisyonu asarsa test tekrarlanmalidir.

« Inokulum yogun ise inhibisyon zonunun seride temas ettigi yer ¢ok belirgin

olmayabilir ya da ¢ift zon olusabilir. Bu sonuglar gecersiz olup test tekrarlanmalidir.

+ Inhibisyon zonunun iginde iireyen iri koloniler karisik kiiltiirii ya da direngli
varyantlar1 gosterir. Bu durumda test ilk plaktan inokulum alinarak tekrarlanmalidir.
Test sonucu yine ayni olursa zon i¢inde {lireyen koloniler pasajlanip tanimlanmali ve E-
test tekrarlanmalidir. Bu tekrardan sonra da ayni sonucun alinmasi halinde direngli

olarak rapor edilmelidir.
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» Proteus spp. test edildiginde olusan yayilma gozardi edilmeli, iireyen kolonilerin

inhibisyon zonu dikkate alinmalidir.

* Sulfonamidler, trimetoprim ya da trimetoprim/sulfametoksazol test edildiginde olusan

zay1f liremeler gozardi edilmeli, %80 ve tizerindeki iiremeler okunmalidir

* Beta-laktam antibiyotikler isleme alindiginda inhibisyon zonunun seritle temas ettigi

kisimda goriilebilecek iri koloniler direnci gosterebilir.

* Bazi antibiyotiklerde ¢ift uclu inhibisyon zonu olusabilir, bu durumda istteki zon

degerlendirilir (Giir.2016).

Sonuglarin degerlendirilmesi neticesinde 6lgiilen MIiK degeri, kullanilan standartta
(CLSI/ EUCAST) yer alan smir deger tablosundaki MIK sinir degerleri baz alinarak
duyarli, orta ve direngli diye belirtilir. E-testinte kullanilan besiyerinin kalinliginin ve
pH’sinin uygunsuz olmasi, E-test seritlerinin depolama kosullarinin uygun olmamasi ve

inkubasyon kosullarinin uygunsuzlugu test sonuglarini etkileyebilir (Giir. 2016).

2.11. PCR

Biyolojik bilimlerde, disiplini altin kesif ¢aglarina siiriikleyen teknolojik ilerlemeler
olmustur. Ornegin, mikrobiyoloji alani, Anton van Leeuwenhoek'in mikroskobunun
gelismesiyle doniistiirmiistir ve bu, bilim adamlarinin prokaryotlar1 ilk kez
gorsellestirmelerine izin vermistir. Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) gelisimi,
biyolojideki sayisiz alt disiplini kapsayan etkileriyle molekiiler bilimin seyrini degistiren
yeniliklerden biridir. Teorik siire¢ 1971 yilinda Keppe ve arkadaslari tarafindan ana
hatlartyla belirtilmistir. Bununla birlikte, tam PCR prosediiriiniin 1985'te Cetus
Corporation'da iken Kary Mullis tarafindan tanimlanmasi ve deneysel olarak
uygulanmasi, 14 yil daha siirdii. Bu teknigin otomasyonu ve rafine edilmesi, bakteriden
bir termal stabil DNA polimerazinin sokulmasiyla ilerledi. Thermus aquaticus,

dolayistyla TagDNA polimeraz adi.

Polimeraz zincir reaksiyonunun ortaya ¢ikist (PCR), biyolojik bilimi ilk kesfedildigi
andan itibaren kokten degisiklige ugramistir (Kary B. Mullis 1990). ilk defa, biiyiik
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miktarda DNA'nin spesifik tespiti ve iiretimi i¢in izin vermistir. PCR tabanli stratejiler,
Insan Genom Projesi gibi devasa bilimsel ¢abalar1 tesvik etmistir. Bu teknik su anda
klinisyenler ve arastirmacilar tarafindan hastaliklar1 teshis etmek, klonlamak ve gen
siralamak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir ve sofistike nicel ve genomik ¢alismalari
hizl1 ve ¢ok hassas bir sekilde yiiriitmektedir. Klasik PCR yonteminin en énemli tibbi
uygulamalarindan biri patojenlerin saptanmasidir. Ek olarak, PCR analizi adli tipta
suclular1 tanimlamak i¢in kullanilir. Yaygin kullanimi nedeniyle, PCR'in temel ilkelerini
ve genlerin ve genomun karmasik analizini saglamak i¢in kullaniminin nasil

degistirilebilecegini anlamak énemlidir (Lorenz. 2012).

PCR, spesifik bir DNA fragmaninin karmagik bir DNA havuzundan amplifikasyonunu
saglayan basit ama hassas, enzimatik bir analizdir. PCR testini kesfeden Dr. Kary
Mullis, “ilgilendiginiz DNA pargasini segmenize ve istediginiz kadar elde etmenize izin
veriyor” (K. B. Mullis. 1990). PCR periferik kan, cilt, sag, tikiirik ve
mikroorganizmalar dahil olmak {izere gesitli doku ve organizmalardan kaynak DNA
kullanilarak yapilabilir. Geleneksel laboratuvar yontemleri kullanilarak analiz edilecek
yeterli kopya tiretmek i¢in PCR da yalnizca az miktarda DNA gereklidir. Bu nedenle,
PCR hassas bir analizdir.

Her PCR deneyi, sablon DNA, primerlerin, niikleotitlerin ve DNA polimerazin varliginm
gerektirir. DNA polimeraz, PCR {iriiniinii olugturmak i¢in ayr1 ayr1 niikleotitleri birbirine
baglayan anahtar enzimdir. Niikleotitler, DNA'da bulunan dort bazi (adenin, timin,
sitozin ve guanin (A, T, C, G)) icerir. Bunlar, elde edilen PCR {iriiniinii olusturmak i¢in
DNA polimeraz tarafindan kullanilan yap1 taslar1 olarak islev goriir. Reaksiyondaki
primerler, amplifiye edilecek tam DNA f{irlinlinii belirtir. Primerler, saptanacak ve
bliyiitiilecek olan hedef DNA'ya tamamlayici olarak tanimlanmis bir sekansa sahip kisa
DNA fragmentleridir. Bunlar, DNA polimerazin {izerine insa edilmesi i¢in bir uzama

noktas1 gorevi goriir.

DNA amplifikasyonu dongiilerinin ii¢ temel adimda gergeklesmesini saglayan bir
makineye yerlestirilir. Makine aslinda bir termal dongiileyicidir. Test reaksiyon
tiiplerinin veya PCR reaksiyon karigimini tutan plakalarin yerlestirildigi delikli bir
termal bloga sahiptir. Makine, ayr1, kesin ve dnceden programlanmig adimlarla blogun
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sicakligini yiikseltir ve diistirtir (Weier ve Gray. 1988). Reaksiyon ¢ozeltisi ilk Once,
hedef DNA'min iki tamamlayici DNA zincirinin erime noktasinin iizerinde 1sitilir, bu
liflerin denatiirasyon adi verilen bir islemi ayirmalarini saglar. Daha sonra, spesifik
primerlerin, hibridizasyon veya tavlama olarak bilinen bir islem olan hedef DNA
segmentlerine baglanmasina izin vermek icin sicaklik diisiiriiliir. Primerler ve hedef
DNA arasindaki tavlama, yalnizca sirayla tamamlayict olmalar1 durumunda meydana
gelir (6rn. G'ye baglanma). Sicaklik tekrar yiikseltilir, bu sirada DNA polimeraz,
gelismekte olan DNA zincirine niikleotitler ekleyerek primerleri uzatabilir. Bu ii¢ adimin
her tekrar1 ile kopyalanan DNA molekiillerinin sayisi iki katina ¢ikar (Garibyan ve

Avashia. 2013). PCR iriinlerini gorsellestirmek i¢in iki ana yontem vardir:

1. Giiglendirilmis DNA {iriiniiniin, dubleksin iki ipligi arasinda birbirine gecen etidyum

bromiir gibi kimyasal bir boya ile boyanmasi.

2. PCR primerlerinin veya niikleotitlerin, PCR amplifikasyonundan once fliioresan

boyalarla (fliioroforlar) etiketlenmesi.

Ikinci yéntem, etiketlerin dogrudan PCR iiriiniine dahil edilmesini saglar. PCR iiriiniinii
analiz etmek i¢in en yaygin kullanilan yontem, DNA iiriinlerini biiyiiklik ve yiike gore
ayiran agaroz jel elektroforezinin kullanilmasidir. Agaroz jel elektroforezi, PCR tiriiniinii
gorsellestirmek ve analiz etmek i¢in en kolay yontemdir. PCR {iriiniiniin varliginin ve
boyutunun belirlenmesine izin verir. Bilinen ebatlara sahip dnceden belirlenmis bir DNA
uriinleri  seti, trlinlin ebadmin belirlenmesine yardimct  olmak ic¢in jelin
standartlastiritlmis molekiiler markorleri olarak es zamanli olarak c¢alistirilir (Garibyan ve

Avashia. 2013). PCR’nin temel bilesenleri soyledir;
Kalip DNA

Cogaltilmak istenen, baz dizisine sahip olan genetik materyaldir. Eger ¢ogaltilacak parcga
DNA yerine RNA ise reaksiyonu baglatmadan dnce ters transkriptaz kullanilarak RNA,
komplementer DNA’ya (cDNA) cevrilir. Bu cDNA daha sonra PCR igin kalip olarak
kullanilir (Arda 1995;Rodriguez. 1997).
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Primer

Sentetik olarak zahmetsizce hazirlanabilen, 15-40 oligoniikleotitden olusan, tekrarlanan
dizilerden olugsmayan ve kullanom amagclarina gore farklilik gosteren dizilerdir.
Primerlerin sahip oldugu baz siralari, sadece hedef DNA {izerinde sadece bir bolgede
bulunmali, bagka hedef DNA sekanslarinda ve baska yerlerde bulunmamalidir. Primer
konsantrasyon araliginin genelde 0.1-0.5 uM arasinda olmasi tavsiye edilmistir. Yiiksek
primer konsantrasyonlar1 ayrica primer-dimer olarak adlandirilan spesifik olmayan
bantlarin olusumuna yol ag¢maktadir. Primer-dimerler, kiigik DNA driinleri olup
primerlerin birbirleriyle baglanmasi ya da DNA polimeraz enziminin spesifik olmayan
niikleotitleri, kullanilmayan primerlerin uglarina baglamasi neticesinde olusan bantlardir

(Kahya ve ark. 2014).
Polimeraz Enzimleri

Sicakliga direncli DNA polimeraz enzimleri arasinda en yaygin kullanilan enzim
Thermus aquaticus’tan elde edilen polimeraz enzimidir. Bu enzimin digerlerine oranla
daha kullanigli olmasinin sebebi, her denatiirasyon dongiisiinde ortama yeniden enzim
ilavesini gerektirmemesidir. Ayrica primerlerin baglanmasi da yiiksek sicaklikta daha

0zgiil olmaktadir (Arda. 1995).
Deoksiniikleotit-Trifosfat (ANTP) Karisim

Yeni DNA sarmalinin tamamlanmasinda kullanilan; dATP, dTTP, dGTP ve dCTP
olarak bilinen 4 tip dANTP’nin molaritesi belirlenmis ve ndtralize edilmis dortli
setleridir. Geleneksel PCR’da ayr1 reagent olarak kullanilir. ANTP’lerde 4 niikleotit de
ayni oranda bulunmali ve final konsantrasyonlari 20-200 uM arasinda olmalidir. Hedef
alanlarin digindaki yanlis baglanmalar1 azaltmak i¢in uygun olan en diisik dNTP

konsantrasyonu kullanilmalidir (Kahya ve ark. 2014).

DNA’nin PCR ile ¢ogaltilmasi; sicaklik, zaman ve dongii sayisi diizenlenerek asagida

belirtilen asamalarla gergeklestirilir;

29



DNA Zincirinin A¢ilmasi (Denatiiration)

Kalip DNA (template DNA) 92-95°C'de 1-2 dakika tutularak ¢ift sarmal yapidaki DNA
iplikcikler birbirinden ayrilmaktadir. DNA zincrini ayirmak i¢in, bazi durumlarda 5-10

dakika on 1sitma gerekebilir. Denatlirasyonun tam olmamasi halinde verim diiser (Kahya

ve ark. 2014).
Baglanma (Annealing)

Tek iplikli hale gelen DNA dizilimlerinden her birinin, 3° uclarindaki niikleotitlere

uygun sicaklikta primer baglanir.
Uzama (Primer Extesion)

Yiiksek sicakliga dayanabilen polimeraz enzimi, primerler ve kalip DNA’y1 kullanarak

yapay ortamda ¢ift iplikli DNA sentezler (Tiirkyi1lmaz ve Esendal. 2002).

Siraladigimiz bu {i¢ basamak (denaturation, annealing, primer extension) PCR’in bir
devrini olusturur. Bu islem, genel olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek baslangigtaki
DNA dizisinden milyonlarca yeni DNA pargacigi ¢ogaltilir. PCR sonucunda elde edilen
DNA parcaciklart agaroz veya poliakrilamit jellerde yiiriitiildiikten sonra, ethidium

bromide ile boyanarak gézlemlenir (Hadidi A, L. Levy. 1995).

PCR’1n avantaj ve dejavantajlarina bakacak olursak;

Avantajlar Dezavantajlar
e Kiltliri zor ve wuzun olan e Ortamdaki istenmeyen DNA’nin
enfeksiyonlarin tanisi kisa siirede primer ile ortak dizilime sahip
sonuclandirilmaktadir. Bakteriyel olma riski vardir.

dirence sahip bakterilerin

e Deneyimli personel gerektirir.
saptanmasina uygundur.

ot gee e Cihaz ve malzemeleri pahalidir
e Hizl ve 6zgiildiir.
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Eskimis, kurumus, az miktarda

DNA igeren oOrneklere bile

uygulanabilir.
Toksin  olusturan  etkenlerin,
saptanmast  giic  toksinlerin,

bakteri alt tiplerinin, laboratuvar
kosullarinda  iretilmesi  gii¢

viriislerin teshisine uygundur.

Babalik testinden, popiilasyon
genetigi  ve  epidemiyolojik
caligmalara  varincaya  genis

kullanim alani bulunmaktadir.

Organ ve dokularda etkenin
sayica az oldugu durumlarda,
inceleme Orneginin kiiltiir i¢in
uygun olmayacak dercede eski
oldugu durumlarda PCR ile
etkenin DNA’ sin1 saptamak ve
tan1 miimkiin olmaktadir. Adli tip
calismalarinda; DNA’daki tekrar
dizilerinin PCR ile ¢ogaltilarak
suclu kisilere ait ya da babalik
testi i¢in gerekli olan DNA

analizleri yapilabilir.

Mikroorganizmalar, tiimorler ve
diger cesitli hastaliklarda gen
ekspresyon diizeyi degisikligini

saptamakta kullanilabilmektedir

Bunun yaninda ilk kurulumunun

masrafl olmasi, ekonomik
yonden atlanmamasi gereken bir

durumdur.

Atlanmamasi gereken bir diger
nokta ¢alisma esnasinda en kii¢iik
DNA kontaminasyonunun dahi
yanlis  sonuglarin  alinmasina

sebep olabilecegi durumudur.

Test sonuglarinin  yorumlama
asamasinda deneyimli personel

gerekmektedir.

Primerlerin spesifitesindeki
sorunlar nedeniyle yanlis pozitif
sonuclar olusabilmekte, ya da
istenilenin disinda farkli bantlar

olusabilmektedir.

Hedef DNA’ da yer alan benzer
fakat tamamen ayn1 olmayan gen
dizilerine primerlerin baglanmasi
da yanlis negatifliklerin
sebeplerinden birisidir (Maslak

ve Bagcigil. 2018).

PCR teknigi i¢in baslangicta
pahali laboratuar ekipmanlarina
ithtiya¢ olmasi, ¢ok 1yi egitilmis
eleman gerekliligi, kullanilan sarf

malzemelerin ~ pahaliligt  ve
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(Maslak ve Bagcigil. 2018).

Kalitsal hastaliklarin teshisi; (6rn;
hemofili) PCR ile gen dizileri
cogaltilir ve hasta genlerindeki
bozukluk tespit edilir.
Tasiyicilarda da erken teshis

saglanir.

Kanser arastirmalarinda; onkogen
ve timor supresdr genlerdeki
mutasyonlar PCR temelli testler

kullanarak aydinlatilir.

alanda PCR;

rekombinant asilari (insulin ya

Biyoteknolojik
da  biiyime hormonu) ve
rekombinant proteinlerin

gelistirilmesinde kullanilir.

Bakteri ve viriislerin tespitinde;
gelistirilmis ozel PCR
yontemleriyle karigimdan dahi
tiire spesifik bir secim
yapilmasina olanak saglar. Bu da
hastaliklarin teshisinde hiz ve
duyarlilik kazandirir (Okutucu,
Pehlivan. 2003).

zaman, zaman bulagmalar veya
diger faktorlerden dolay1 hatali
sonuglar alinabilmesi teknigin en
onemli dezavantajini
olusturmaktadir

Devran. 2016)

(Yilmaz  ve
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3. GEREC ve YONTEM

Eyliil 2018- Subat 2019 tarihleri arasinda Ozel Antalya Medicalpark Hastanesi (Organ
nakli ve Kemik iligi transaplantasyonu da yapilan tam tesekkiillii bir hastane) Merkez
laboratuvar1 Mikrobiyoloji Boliimiinde klinik 6rneklerden izole edilen ve A. baumannii
olarak isimlendirilip karbapenem direnci olan 48 koken ¢alismaya dahil edilmistir. Ayn1

hastadan birden ¢ok lireme oldugunda sadece ilk koken ¢alismaya dahil edilmistir.

3.1. Acinetobacter baumannii izolatlarinin tanimlanmasi ve karbapenem direncinin

saptanmasi

Calismaya dahil edilen 48 adet A. baumannii otomatize tiir tayini ve karbapenem direnci
Vitek 2 Compact (BioMerieux, Fransa) ile tespit edilmistir. Sistem, tanimlama islemini
icerdigi biyokimyasal testlerle gerceklestirmektedir. Vitek-2 otomatize sistemi i¢in 6zel
olarak kullanilan deney tiiptine (12x75 mm) 3 ml steril tamponlanmis tuzlu su (saline)
(90.45-0.50 NaCl, ph 4.5-7.0) konulmus, saf koloniler 6ze ile alinmus, tiipe aktarilmis
ve McFarland bulanikligi 0,5 olacak sekilde bakteri siispansiyonlari ayarlanmistir.
Incelenen her &rnek igin 2 tane tiip kullamlmistir. Birinci tiipe saf bakteri kolonilerinden
eklendi, ikinci tiipe ise sadece tuzlu su konuldu. Birinci tiip siispansiyonundan 2. tiipe
145 pl siispansiyondan aktarilmigtir. Kasete tanimli gram negatif identifikasyon karti
(GN, BioMerieux SA-Fransa) 1 tiipdeki bakteri siispansiyonu i¢in, gram negatif
antibiyotik duyarhilik tayini igin AST 326 (BioMerieux, Fransa) kartlar1 2. tiip
siispansiyonu i¢in kullanildi. Imipenem ve meropeneme direncli olan izolatlar ¢calismaya
dahil edildi. izolatlar bir sonraki asamaya kadar 2 mI’lik ependorflarda Triptok Soy Agar
stv1 besiyerinde -20°C’de sakland.

Triptok Soy Agar Sivi Besiyeri Hazirlama: 100 cc distile su i¢ine 3 gr toz besiyeri
(Novatek ISTANBUL) ve 4 ml gliserol (Emir Kimya ANKARA) konuldu, 121°C de 15
dk otoklavda (Niive OT 40L ) steril edildi.

Ornek toplama asamas1 bittikten sonra 48 izolat E-test ve DNA izolasyonu asamalari
icin suslar kanli agar besiyerine pasaj yapildi. 37°C de 24 saatlik inkiibasyondan sonra

E-test yapildi. Bakteri siispansiyonu 0.49 ve 0.59 McFarland araliginda ayarlandi ve ucu
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pamuklu steril svaplar ile oda 1sisindaki Miiller Hinton Agar besiyerine yayildi. E-test

seritleri yerlestirilmeden 6nce 15-20 dakika nemin emilmesi i¢in beklenmistir. Oda

1sisina gelen E-test (BioMerieux, Fransa) stripleri pens yardimi ile dikkatli bir bigimde

imipenem ve meropenem stripleri ayni plakta olacak sekilde yerlestirildi. Aerobik

ortamda, normal atmosferde, 37 °C’de ve 16-20 saat inkiibasyon sonucunda her bir

antibiyotigin MIC degerleri tretici firma ve EUCAST 2018 onerilerine uygun olarak

Olglilmiistiir. Tim izolatlar imipeneme ve meropeneme direngliydi. E-test yonteminde

kalite kontrol susu olarak imipenem ve meropeneme duyarli olan Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 izolat1 kullanildi.

Sekil 3.1. E-test uygulamasi

Sekil 3.2. E-test kalite kontrol

Imipenem ve meropenem MIK sonuglarni degerlendirirken Tablo 3.1°de belirtilen

degerler kullanildi.

Tablo 3.1. Karbapenem EUCAST 2018 sinir degerleri

Karbapenemler MIK sinir degeri (mg/L)
S< R >

[mipenem 2 8

Meropenem 2 8
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3.2. DNA izolasyonu

. TSB besiyerinde -20°C de saklanan bakteriler izolasyon yapilmadan 2 giin énce
kanli agar (Biomerioux, FRANSA) besiyerine pasajlanarak canlandirildi. Bir giin sonra
plaklardan alinan bakteriler tekrar 800 ml TSB besiyeri igeren ependorflara pasajlandi.
Bir giin etiivde bekletildi.

o Daha sonra 13.000 X g’de 5 dk santrifiij edildi (Mini Spin, Eppendorf).
Stipernatant kismi atildi. 800 pl TE buffer (10 Mm Tris — HCI pH 8.0 1 mM EDTA
iceren) ile pellet resiispanse edildi. 95°C de 15 dk su banyosunda bekletildi.

o 13.000 X g ‘de 15 dk santrifiij ettikten sonra siipernatantin miimkiin oldugunca
yiizeye yakin kismindan dikkatlice 150 ul alip steril ependorflara alind1 ve -20°C de
muhafaza edildi (Direkel ve ark. 2016).

3.3. PCR

OXA-23, OXA-24, OXA-51, OXA-58, IMP, VIM, GIM, SPM-1, SIM, NDM-1, ISAbal
genlerini saptamak i¢in In-house PCR yontemi kullanildi. PCR igerigi her 6rnek i¢in 50
ul olacak sekilde tablo 3.2°deki gibi hazirlandi.

Tablo 3.2. PCR igerigi

Reaksiyon Icerigi Miktar
ddH,0 27,70 ul
PCR tampon (Thermo Scientific10x Deram to buffer includes 20 Mm Mg CL,) 9 ul
dNTP (Ampligon dNTP mix10 Mm) 2 ul
Primer F 3ul
Primer R 3 ul
Taq Polimeraz (Thermo Scientific Deram Tagq DNA polimerase) 0,30 pl
DNA 5ul
Toplam Voliim 50 pl
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Tablo 3.3. Kullanilan primerlerin isimleri ve baz dizilimleri

Primer Ad1 Gen Dizisi (3’-5%) Baz Cifti (bp) Kaynak
1. [OXA23-F |GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA 501 (Woodford ve ark.
OXA23-R  |ATT TCT GAC CGA ATT TCC AT 2006)
2. [OXA24-F |[GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA 246 (Woodford ve ark.
OXA24-R  |AGT TGA GCF AAA AGG GGA TT 2006)
3. [OXA51-F  [TAATGC TTT GAT CGG CCT TG 353 (Woodford ve ark.
OXA51-R  [TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG 2006)
4. IOXA58-F [AAG TATTGGGGC TTGTGC TG 599 (Woodford ve ark.
OXA58-R  |CCC CTC TGC GCT CTA CAT AG 2006)
5. [IMP -F GGA ATA GAG TGG CTT AAY TCT C 188 (Telli ve ark.
IMP -R CCA AAC YAC TASGTTATCT 2017)
6. VIM-F GAT GGT GTT TGG TCG CAT A 390 (Telli ve ark.
VIM-R CGA ATG CGC AGC ACC AG 2017)
7. [GIM-F TCA ACA CAC CTT GGT CTA AA 477 (Telli ve ark.
GIM-R IAAC TTC CAA CTT TGC CAT GC 2017)
8. [SPM-1-F  |AAA ATC TGG GTA CGC AAA CG 271 (Telli ve ark.
SPM-1-R  |ACA TTA TCC GCT GGA ACA GG 2017)
9. [SIM-F TAC AAG GGA TTC GGC ATC G 570 (Telli ve ark.
SIM-R TAA TGG CCT GTT CCC ATG TG 2017)
10JNDM-1-F  [CC ATQ TTA TGC ACC CGG TGG 794 (Nordmann ve ark.
NDM-1-R |ATG CGG GCC GTA TGA GTG ATT G 2011)
11ISAbal-F  |CAC GAA TGC AGA AGT TG - (Telli ve ark.
2017)

Termal cycler (Biorad T100 Termal cycler) cihazina yerlestirildi ve tablo 3.4’de

belirtilen sikluslar uygulandi.
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Tablo 3.4. Termal cycler sikluslari

Reaksiyon Kosullar: Siklus Sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 2 dk 1
Denatiirasyon 95°C 1 dk

Baglanma (Anneling) 55°C 1dk 33
Uzama 72°C 1 dk

Son uzama 72°C 10 dk 1

3.4. JEL ELEKTROFOREZI

Direng geni tespiti igin termal cycler’dan ¢ikarilan PCR {irlinlerine agaroz jel

elektroforezi yapilir.

Jelin Hazirlanmasi: ki gr toz agar hassas tarti ile tartildiktan sonra 100 ml 1xTBE
(Tris Borik Asit EDTA) tamponu balon joje yardimiyla hafifce galkalanip mikrodalga
firina koyulur. Mikrodalga firin kaynamaya baslayana kadar yiiksek ayarda calistirilir.
Ardindan 6 pl SYBR Safe jel boyast (Hibrigen Gel Dye) soliisyonu eklenir. Hafifce
balon joje karistirthir. Denge ayar1 kontrol edildikten sonra 17x3 kuyucuklu tanklara
taraklar dikkatli bir sekilde yerlestirilir. Sonra kose kismindan yavas bir sekilde sivi agar

dokiiliir ve iyice esit oranda yayilmasi saglanir. Jel yaklagik 20-25 dk donmaya birakilir.

Donan jel tankiyla birlikte elektroforez cihazina (Wealtec elite 300 plus) alinir. Tank
TBE tampon ile jelin iistiinii gegecek sekilde doldurulur. Iki pl looding dye (Thermo
Scientific) 10ul DNA ile pipet yardimiyla karigtirtlir ve kuyucuklara 10 pl olacak
sekilde yerlestirilir. ilk kuyucuga marker, 2. kuyucuga negatif kontrol pipetlenir. Daha

sonra sirastyla birinci izolat, ikinci izolat ve sirastyla 48. izolat kuyucuklara yiiklenir.

160 V, 500 mA akimla 25 dakika yiiriitiiliir. Baglattiktan sonra tanklarin kenarlarindan

kabarciklar ¢iktigina ve islemin bagladigindan emin olunur.

Islem bittikten sonra tanktaki jel dikkatli bir sekilde ¢ikarilir. Fazla su pecete ile
almabilir. Bir UV (Wealtec UV transsilluminatdr) 1sik yardimiyla jel goriintiilenir.
Fotograflanir veya goriintii kayit edilir. Daha sonra baz uzunluguna gore marker ile

karsilastirarak direng genleri degerlendirilir.
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Sekil 3.3.Wealtec elite 300 plus

Sekil 3.5. Jel Eletroforez UV gériinimii

Sekil 3.4. Wealtec UV transsilluminator
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3.5. Sekans Analizi

Direng geni tespit edilen izolatlar primer dizileri ve PCR f{iriinleri ile birlikte sekansa
gonderildi. Gen dizilimleri belirlendi ve g¢ikan dizilimler BLAST programinda
degerlendirildi.

Source File: OXA51-29-OXA 51-R
Creation Date:  22.0ct.2019 07:40:31 AM

Quiy values I RS G

TCTGICATGG A GCGT ITTTATTAGCTAGCTT GTAAGCAAACTGT GCCTCTTG

CTGAGGAGTAATT T TTAAAGGACCCACCAGCCAAAAATTAT CGACTT GGGTACC

Sekil 3.6. Sekans Analizi

3.6.istatistiksel Analiz

Bu ¢aligmanin istatistiksel analizi Akdeniz Universitesi Istatistik Damgmanlik Uygulama
ve Arastirma Merkezi tarafindan yapilmistir. Analizlerde SPSS 23.0 programi
kullanilmigtir. Gruplarin karsilastirilmasinda ki-kare testi kullanmilmis ve istatistiksel

anlam i¢in p<0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Eyliil 2018 — Subat 2019 tarihleri arasinda organ nakli ve kemik iligi transaplantasyonu
da yapilan tam tesekkiilli ©6zel bir hastanede merkez laboratuvart mikrobiyoloji
boliimiine gdnderilen klinik arastirmalar sonucunda ayni hastaya ait numuneler i¢inde
ilk kez tireyen ve karbapenem direnci tespit edilen izolatlar dahil edilmistir. Toplamda
48 adet izolat ¢alismaya alinmustir. Izolatlarin hepsi tiir tayininde A. baumannii olarak
belirlenmistir. E-test yontemi ile imipenem ve meropenem direnci teyit edilmistir.
Otomatize sistemde karbapenem direnci tespit edilirken, kolistin tiim kokenlerde duyarli
bulunmustur. Ayrica tigesiklin iki hasta da direngli, onbes hastada orta duyarli, otuzbir

hastada duyarlhdir.

Yas dagilimi 3 ile 89 arasinda degismektedir. Yas ortalamasi 51,83 + 20.99’dur.
Calismamizda 18 yas ve altinda bulunan hastalar ¢ocuk, 18 yasindan itibaren de yetiskin

olarak kabul edilmistir.

mCOCUK
m YETISKIN

Sekil 4.1. Cocuk-yetiskin hasta dagilimi
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Calisma listesine alinan hastalarin 16’s1 kadin (%33,3), 32’si erkektir (%66,7).

%33,3 Kadm

mE
mK

%66.7 Erkek

Sekil 4.2. Cinsiyet dagilim

Calismaya dahil edilen hasta numuneleri, onalt1 trakeal aspirat ( % 33,33), ondort kan
(% 29,17), bir plevra (% 2,08), alt1 katater (% 12,50), ti¢ yara yeri (% 6,25), iki dren (%
4,17), iki balgam (% 4,17), ti¢ idrar (% 6,25), bir BOS kiiltiiri (%2,08) seklindedir.

B TRAKEAL ASPIRAT
m KAN

m KATATER
B YARA

m BALGAM
IDRAR
m BOS

Sekil 4.3. Materyal dagilimi
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Otuzalt1 izolat yogun bakim, dokuz izolat cerrahi, ii¢ izolat ta dahiliye servisinden
gelmektedir.

%18,75

726,25

YOGUN BAKIM

= DAHILIYE
CERRAHI

Sekil 4.4. Kliniklerden gelen 6rneklerin dagilimi

Calismaya dahil edilen 48 adet izolatta OXA 23, OXA 24, OXA 51, OXA 58, IMP,
VIM, SIM, GIM, NDM-1, SPM-1 ve ISAbA1 genleri varligi arastirilmistir. 1mipenem
ve meropenem direngli 48 izolatin tiimiinde OXA- 23 ve OXA-51 genleri saptanmistir.
ISAbAL geni otuziki (% 66,66) kokende, VIM direng geni sekiz (% 16,6) kokende,
OXA-58 geni iki (% 4,16) kokende, GIM geni iki (% 4,16) kdkende, SIM geni iki
(%4,16) kokende bulunmustur. OXA-24 genine sahip hi¢bir koken bulunmamustir.

Tablo 4.1. Direng genlerinin birlikte bulunma durumlar

Direng Genleri Say1 (n) Yiizde(%0)
Sadece OXA-23, OXA-51 13 27,04
OXA-23, OXA-51, VIM 3 6,24
OXA-23, OXA-51, ISAbAL 30 62,40

OXA-23, OXA-51, VIM, ISAbAL 6,24

OXA-23, OXA-51, OXA-58, ISAbA1 4,16

OXA-23, OXA51, VIM, SIM 2,08

3
2
OXA-23, OXA-51, GIM, ISAbAL 2 4,16
1
1

OXA-23, OXA51, VIM, SIM, ISAbA1 2,08
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Yogun bakim initesinde yatan 66 yasindaki bir erkek hastanin trakeal aspirat
kiiltiirtinden izole edilen kokende OXA-23, OXA51, VIM, SIM, ISAbAL genleri birlikte

saptanmistir.
Cinsiyet ile direng genleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Kokenlerin izole edildigi klinik ornekler ile diren¢ genlerinin saptanmasi arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir.

Hastalarin yattig1 servisler ile diren¢ genlerinin saptanmasi arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark gézlenmemistir.

Tablo 4.2.°de galismaya dahil edilen kokenlerin antibiyotik direng oranlari verilmistir.

Tablo 4.2. Acinetobacter baumanni kdkenlerinin antibiyotik direng oranlari

Antibiyotik Duyarh Orta duyarh Direncli
(%) (%) (%)
Kolistin 100 0 0
Tigesiklin 62,5 33,3 4,1
Amikasin 47,9 1,08 50
Trimetoprim-Sulfametoksazol 20,83 0 79,16
Gentamisin 14,58 10,42 75
Levofloksasin 12,75 0 87,5
Imipenem 0 0 100
Meropenem 0 0 100
Seftazidim 0 0 100
Sefepim 0 0 100
Piperasilin-Tazobaktam 0 0 100




5. TARTISMA

Acinetobacter spp.’ler iilkemizde yogun bakim initerlerinde en sik rastlanan gram
negatif enfeksiyon etkenleri arasinda yer almakta ve bu izolatlar antibiyotiklere yiliksek

oranda direngli saptanmaktadirlar (Leblebicioglu ve ark. 2007).

Bakteri kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin, bakterilerin
tiremelerini durdurma veya bakterileri dldiirme oOzelliklerini kaybetmeleri antibiyotik
direnci olarak bilinmektedir. Artan antibiyotik direncinin temelinde gereksiz regeteleme,
asirt antibiyotik kullanimi, gida ve hayvancilikta yaygin antibiyotik kullanimi birkag
neden olarak sayilabilir (Kilig Esin. 2019).

Karbapenemler gibi Acinetobacter spp.'e karsi etkili son gare antibiyotiklerine karsi

artan direng, terapotik secenekleri 6nemli Olgiide siirlandirmistir (Novovié ve ark.

2018).

Karbapeneme direncli suslar, mortalite hiz1 yiiksek ve tedavisi zor enfeksiyonlarla
kendini gostermektedir.Bu nedenle bu dirence neden olan karbapenemaz genlerinin
dagiliminin incelenmesi de 6nemlidir. Karbapenemlere karsi gelisen direncin molekiiler
temelinde, birbiri ile kombine bigcimde ¢alisan, hem oksasilinaz (OXA) tipi
karbapenemazlarin sentezlenmesinde artis, hem de enzimatik olmayan mekanizmalar
sorumlu tutulmaktadir (Demirci, Akin. 2019). Gram negatif bakterilerde kinolon,
karbapenem ve polimiksin antibiyotik direnci hizla artmaktadir. EARS-Net 2016
Raporuna gore, AB iilkelerinde invaziv Acinetobacter spp. izolatlarinda karbapenem
direnci % 0-95.4 arasindadir ve AB ortalamasi %35.1°dir. Alt1 iilkede %10’un altinda,
¢ lilkede %10-50 arasinda, 12 iilkede ise %50’nin tizerinde bildirilmistir. En yiiksek
diren¢ saptanan lilke Yunanistan’dir. Tiirkiyede Saglik Bakanliginin yillik siirvelans ve
direng verilerine bakarsak Acinetobacter spp. 2014 yilinda listeye dahil edilmistir, 2014-
2015 yilinda karbepenemlere direng %89 iken 2016 yilinda %92,3, 2018 yilinda
ortalama olarak %95 civarindadir. Yine kolistin i¢in 2014-2015 yilinda %2, 2016’da
%6,7, 2018’de de yaklasik olarak %6,74 diir. Tigesiklin 2018 verileri ise yaklasik olarak
%30’dur (Saglik Bakanligi. 2019).
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Imipeneme 2007 ve 2008 yili i¢in direng oran1 %0 iken 2010 da %36, 2011 %88 ve
2012 yilinda %96 olarak bulunmustur. Ankara’ da yapilan bir ¢alismada meropenem
direng oranlar1 da imipeneme benzer oranda hizla artmistir. Kolistin i¢in 2012 yilinda ilk
direngli sus saptanmustir (Savci ve ark 2015). Ayni ¢alismada tigesikline %15, amikasine
%65, trimetoprim-siilfametoksazole %066, sefepim ve seftazidime %93, ampisilin-

sulbaktama %95 direng bildirilmistir.

Diinyadaki calismalara bakildiginda 2005-2016 yillar1 arasinda Isvigre’de yapilan bir
caligmada karbapenem diren¢ oranlar1 (%8.4 + %13.9) arasinda degismektedir (A.
Ramette. 2018). Yine Hong Kong’da yapilan bir g¢alismada karbapenem grubu
antibiyotiklere diren¢ % 55 bulunmustur (Leung, Leung, ve Lai. 2019).

Direkel ve arkadaslarinin 2016 yilinda yayinladigi bir ¢alismada toplam 79 A.baumannii
izolatinin antibiyotik duyarlilik sonuglari incelendiginde, tiim izolatlarin kolistine
duyarli oldugu izlenmis; piperasilin/ tazobaktam, siprofloksasin, imipenem, meropenem,
sefaperazon/siilbaktam ve trimetoprim/siilfametoksazole %91,1 ile %97,5 arasinda;
seftazidim, levofloksasin ve gentamisine %83,6 ile %88,6 arasinda; tetrasiklin,
ampisilin/siilbaktam ve amikasine %55,7 ile %77,2 arasinda direng oranlar1 saptanirken,
tigesikline ise 9%3,8 oraninda diren¢ bulunmustur. Bu sonuclar, imipenem ve
meropenemin yer aldigi karbapenemlere karst %94,9 gibi yiiksek diizeyde direng
oldugunu gostermektedir (Direkel ve ark. 2016).

Ulkemizde 2017 yilinda yapilan bir ¢aligma da antibiyotiklere direng oranlar1 soyledir;
Kolistin (%0), Amikasin (%38,9) Gentamisin (%64,0) Levofloksasin (%94,2) (Bilgisi ve
ark. 2017). Uluslararasi1 yayinlar1 inceledigimizde, Li ve arkadaslari’nin 2018 yilinda
yaptiklart bir c¢aligmada tigesikline %17,5, sefepime 9%96.3, amikasine %2100,
seftazidime %100 oraninda direng bildirildigi goriilmektedir. Evans ve arkadaglart 2017
yilinda yaptiklart ¢alismalarinda ise tigesikline %3, amikasin ve ampisilin-sulbaktama
%81.6 direng bildirmistir.

Bizim calismamizda en duyarli antibiyotikler kolistin (%100), tigesiklin (%62.5) ve
amikasin (%47,9) dir.
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Giderek artan karbapenem direng oranlar1 nedeniyle biz de hastanemizden izole edilen
karbapenememaz direngli Acinetobacter spp. kokenlerinde direng genlerini saptamayi

amagladik.

Calismamizda 11 farkli direng genlerinin belirlenmesi ig¢in In-house PCR’dan
yararlanildi ve OXA-51 geni 48 susun hepsinde saptandi. Zaten intrensek olarak
bulunmasi nedeniyle OXA-51 PCR i¢in pozitif kontrol olarak kullanilabilir. Cift¢i ve
arkadaslari’nin 2013 yilinda iilkemizde yaptiklar1 ¢ok merkezli ¢calismaya bakildiginda,
834 susun tamaminda OXA-51 saptandigi, fakat OXA-24 saptanmadig1 goriilmektedir
(Ciftgi ve ark. 2013). Bizim ¢alismamizda da bu ¢alismaya benzer sekilde 48 susda
OXA-51 bulunurken, hicbir izolatta OXA-24 bulunmamaktadir. OXA-23 i¢in yapilan
calismalar incelendiginde, Ning ve arkadaslari’nin 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada,
OXA-23 pozitifliginin %94 (101 susun 95°1) seviyesinde oldugu goriilmektedir (Ning ve
ark. 2017)’. Yine Aydin’da ayn1 yil yapilan ¢alismada 122 izolattan karbapenem direngli
olanlarin onsekizin de (%42) OXA-23 direng geni, besinde (%12) OXA-58 grup direng
geni pozitif bulunurken, OXA-24 grup direng genine sahip sus bulunmamistir. Ayni
caligmada diger karbapenemaz enzimlerinden IMP, VIM, GIM, SPM-1, SIM higbir
susta bulunmamaktadir (Telli ve ark. 2017). Bizim ¢alismamizda da OXA-23 genine 48
koken (%100 ) sahipken, GIM iki kokende, OXA-58 iki kokende, ISAbAL otuziki
kokende, VIM sekiz kokende, SIM iki kokende pozitif tespit edilmistir.

Heba ve arkadaglar1 2018 yilinda yaptiklar: bir ¢alisma da en yaygin direng genini %90
ile OXA-23, ardindan % 66,7 NDM, % 50 GES geni bulunmustur. IMP, VIM, OXA-24,
OXA-58 genleri higbir izolatta bulunmamistir (Ramadan ve ark. 2018).

Direkel ve arkadaslarinin 2016 yilinda yayinladigi bir ¢alismada 79 izolatin tiimiinde
OXA-51 geni pozitif tespit edilirken, OXA-23 izolatlarin 71’inde (%89.9) pozitif
bulunmustur. OXA-58 ve OXA-24 geni higbir izolatta tespit edilmemistir (Direkel ve
ark. 2016).

Yapilan diger ¢aligmalara bakildiginda Acinetobacter baumannii’nin en ¢ok izole

edildigi materyaller solunum solu 6rnekleri ve kan kiiltiirleridir. Bu da bizim ¢alismamiz
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ile paraleldir. Ayrica izole edildigi boliim olarak bakildiginda yogun bakimlar en iist

boliimde yer almaktadir.

Antibiyotik diren¢ oranlarindaki ve direng genlerindeki degisiklikler nedeniyle her
hastane kendi diren¢ oranlarini takip etmeli ve klinik ile bu sonuglar1 paylasmalidir. Bu
sekilde antibiyotik se¢imine yardimci olarak tedavi basarisinin artmasina katkida

bulunabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

e Calismamizda 48 adet karbapenem direngli Acinetobacter baumanni kékeninde
In-house PCR yontemi ile karbapenemaz direng genleri (OXA-23, OXA-24
OXA-51, OXA-58, IMP, VIM, SIM, GIM, SPM-1, NDM-1, ISAbAl)
arastirilmastir.

e Caligsma listesine alinan hastalarin 16’s1 kadin (%33,3), 32°si erkektir (%66,7).
Yas dagilimi 3 ile 89 arasinda degismektedir. Yas ortalamasi1 51,83 +20.99°dur.

e Calismaya dahil edilen hasta numuneleri onalti trakeal aspirat ( %33,33), ondort
kan (%29,17), alt1 katater (%12,50), ti¢ idrar (%6,25), li¢ yara yeri (%6,25), iki
dren (%4,17), iki balgam (%4,17), bir plevra (%2,08), bir BOS kiiltiirii (%2,08)
seklindedir. Otuzalt1 izolat yogun bakim, dokuz izolat cerrahi, ii¢ izolat ise
dahiliye servisinden gelmektedir.

e Direng genlerinin saptanma oranlari; OXA-23 ve OXA-51 tiim kokenlerde,
ISAbAL geni otuz iki (%66,66) kokende, VIM geni sekiz (%16,6) kokende,
OXA-58 geni iki (%4,16) kokende, GIM geni iki (%4,16) kdkende, SIM geni iki
(%4,16) kokende bulunmustur. OXA-24, IMP, NDM-1, SPM-1 higbir kdkende
saptanmamistir.

e Tiim kdkenlerin antibiyogram sonuglar1 incelendiginde en hassas antibiyotikler
kolitsin (%2100), tigesiklin (%62,5) ve amikasindir (%47,2).

e Antibiyotik diren¢ oranlarindaki ve diren¢ genlerindeki degisiklikler nedeniyle
her hastane kendi direng oranlarimi takip etmeli ve klinik ile bu sonuglar
paylasmalidir. Bu sekilde antibiyotik se¢imine yardimci olarak tedavi basarisinin

artmasina Katkida bulunabilir.
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