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Glinimiizde antibiyotiklerin yaygin kullanim1 direncin artmasina, patojenik
bakteriler arasinda yayilmasina sebep olmustur ve 6nemli bir problem haline gelmistir. Bu
patojenlerden olan ¢oklu-ilag direngli Acinetobacter baumannii’den kaynakli enfeksiyonlar
birgok tiilkede tespit edilmistir. Antibiyotik direnci bulunan izolatlarda dirence sebep olan
molekiiler mekanizmalarin bulunmasina ve antibakteriyel ajan olabilecek sekonder
metabolitleri bulunduran bitkilerin arastirilmasina yonelik ¢alismalar literatiirde
bulunmaktadir.

Bu calismada, ¢oklu-ila¢ direngli A. baumannii izolatlarinda B-laktamaz direng
genleri ile smif 1 integronlarin varliginin arastirilmasinin yaninda Morus alba (Dut),

Zingiber officinale (Zencefil), Vaccinium myrtillus (Yaban mersini-Ligarba), Rosa canina
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(Kusburnu), Hypericum perforatum (Kantaron), Lycium barbarum (Goji bery), Aquilaria
agallocha (Udu Hindi), Nigella sativa (Corek otu), Echinacea purpurea (Ekinezya)
Oziitlerinin bu izolatlara karst minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin bulunmasi
amagclanmustir.

Rize Egitim ve Aragtirma Hastanesi yogun bakim servisinde tedavi goren hastalarin
cesitli klinik drneklerinden 41 A. baumannii izolati izole edilmistir. blayv, blanowm, blammp,
blaces, blactxm-1, blactxm-2, blaoxa-ss, blaoxa-23, blaoxa-s1 ve sinif 1 integrona ait primerler
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonlar1 gergeklestirildi. Bitki oziitlerinin hazirlanmasi
icin ¢oziicli olarak metanol kullanildi. Coklu ila¢ direngli izolatlar arasindan direng
profillerine gore 6 farkli izolat (AB38, AB43, AB45, AB46, AB59, AB69) secildi. Bitki
oziitlerinin MIK degerleri s1vi mikrodiliisyon ydntemi ile belirlendi. 96 kuyucuklu plakalar
tizerinde deneyler 3 tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi.

PZR sonuglarina gore blapxasi geni arastirilan izolatlarin hepsinde tespit edildi.
Izolatlarin 38’inde blapxa2s geninin varlig1 goriildii. blactxm.1 36 izolatta, blacTxm-2 18
izolatta ve blaces 1 izolatta tespit edildi. blayv, blanpwm, blamwe Ve blapxa-ss genleri higbir
izolatta belirlenemedi. Sinif 1 integronlarin varligi ise 34 izolatta goriildii.

Bitki metanol dziitlerinin antibakteriyel etkileri degerlendirildi ve tiim izolatlara kars1
¢orek otu dziitiiniin MIK degeri 20 mg/ml olarak belirlendi. Goji bery 6ziitii, AB38, AB43,
AB46, ABS59 izolatlarina kars1 35 mg/ml'lik MIiK degerine sahip oldugu goriildii. Ayrica,
bu 6ziitiin MIK degerleri AB45 ve AB69'a karsi 17.5 mg/ml olarak bulundu. Kantaron
oziitiiniin MIK degeri, AB38, AB43, AB45 izolatlarma kars1 10 mg/ml olarak tespit edildi.
Zencefil dziitiiniin MIK degerleri AB38 ve AB45 izolatlarina kars1 30 mg/ml, AB46 ve
ABS59 izolatlarina karst ise 15 mg/ml olarak belirlendi. Udu hindi ve yaban mersini
oOzitlerinin test edilen konsantrasyonlarinda kullanilan izolatlara kars1 antibakteriyel etkisi
tespit edilemedi.

A. baumannii’de B-laktamaz kodlayan genlerin ve smif 1 integronlarin varliginin
belirlenmesi, direng genlerinin ve integronlarin antibiyotik direncinden sorumlu olmaya
devam ettiklerini gostermektedir. Calismada kullanilan bitkilerin metanol 6ziitlerinin A.
baumannii izolatlarina karsi antibakteriyel etkilerinin belirlenmesi, bitki o6ziitlerinin

antibiyotik direnci ile miicadeledeki 6nemini agiklamaktadir.

Anahtar kelimeler: A. baumannii, Antibiyotik direng, MiK, Oziit, Simif 1 Integron



ABSTRACT

MS THESIS

INVESTIGATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE GENES IN MULTIPLE DRUG
RESISTANT Acinetobacter baumannii STRAINS AND DETERMINATION OF THE
EFFECT OF SOME PLANT EXTRACTS ON ISOLATES

Sedanur CINEMRE

Giimiishane University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biotechnology

Supervisor: Asst. Prof. Azer OZAD DUZGUN
2019, 62 pages

The widespread use of antibiotics has increased resistance and spread among
pathogenic bacteria and has become an important problem today. Infections caused by
multi-drug resistant Acinetobacter baumannii, one of these pathogens, have been identified
in many countries. There are studies in the literature on the presence of molecular
mechanisms that cause resistance in isolates with antibiotic resistance and to investigate
plants containing secondary metabolites that may be antibacterial agents.

In this study, we investigated the presence of B-lactamase resistance genes and class
1 integrons in multi-drug resistant A. baumannii isolates; and also to find the minimum
inhibition concentrations of Morus alba (Mulberry), Zingiber officinale (Ginger),
Vaccinium myrtillus (Blueberry-Ligarba), Rosa canina (Rosehip), Hypericum perforatum
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(Centaury), Lycium barbarum (Goji bery), Aquilaria agallocha (Udu Hindi), Nigella sativa
(Nigella), Echinacea purpurea (Echinacea) extracts against these isolates.

41 A. baumannii isolates were isolated from various clinical samples of patients
treated in the intensive care unit of Rize Training and Research Hospital. PZRs were
performed using primers of blay v, blanom, blame, blaces, blactxm-1, blactxm-2, blaoxa-ss,
blaoxa-23, blaoxa-s1 and Class 1 integron. Methanol was used as solvent for the preparation
of plant extracts. Six different isolates (AB38, AB43, AB45, AB46, AB59, AB69) were
selected from multiple drug resistant isolates according to their resistance profiles. MIC
values of the plant extracts were determined by liquid microdilution method. Experiments
on 96-well plates were performed in 3 replicates.

According to PCR results, blapxa-s1 gene was detected in all isolates. The presence
of blapxa-2s gene was found in 38 of the isolates. blactxm-1 Was detected in 36 isolates,
blactxm-2 was detected in 18 isolates and blages 1 was detected in isolates. The blayw,
blanpm, blayve and blaoxa-ss genes were not detected in any isolates. The presence of class
1 integrons was observed in 34 isolates.

The antibacterial effects of the plant methanol extracts were evaluated and the MIC
of the nigella extract was determined to be 20 mg/ml against all isolates. Goji bery extract
showed 35 mg / ml MICs against AB38, AB43, AB46, AB59 isolates. In addition, the MIC
of this extract was found to be 17.5 mg/ml against AB45 and AB69. The MIC of centaury
extract was determined to be 10 mg/ml against AB38, AB43, AB45 isolates. MIC values
of ginger extract were 30 mg/ml against AB38 and AB45 isolates and 15 mg/ml for AB46
and AB59 isolates. The antibacterial effect of udu hindi and blueberry extracts against
tested isolates was not determined.

The presence of B-lactamase encoding genes and class 1 integrons in A. baumannii
shows that resistance genes and integrons remain responsible for antibiotic resistance. The
determination of the antibacterial effects of methanol extracts of preferred plants against A.
baumannii isolates explains the importance of the need to investigate the antibacterial

activities of plants in the fight against antibiotic resistance.

Keywords: A. baumannii, Antibiotic resistance, MIC, Extract, Class 1 Integron
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TESEKKUR

Bu calisma, Giimiishane Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoteknoloji Anabilim
Dali’nda Yiiksek Lisans Tezi olarak hazirlanmistir.

Caligmalarim sirasinda  destegini  esirgemeyen, yardim ve katkilariyla beni
yonlendiren ¢ok degerli sayin hocam Dr. Ogr. Uyesi Azer OZAD DUZGUN’e sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Bitki materyallerini belirleyen ve ekstrakte edilmesinde destegini esirgemeyen Dr.
Ogr. Uyesi Zeynep AKAR’a, Klinik 6rneklerin elde edilmesinde yardimei olan Dog. Dr.
Aysegiil COPUR CICEK ’e, laboratuvar galismalarinda yardimlarm esirgemeyen Dr. Ogr.
Uyesi Aysegiil SARAL’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Caligmalarimda bana her zaman destek olan, zor ve bir o kadar da giizel giinleri
birlikte paylastigim degerli laboratuvar arkadasim Funda OKUMUS’a her zaman yanimda
oldugu i¢in tesekkiir ederim.

Tiim hayatim boyunca benden maddi manevi desteklerini hi¢cbir zaman esirgemeyen,
bugiine gelebilmem igin ¢ok emek gosteren ve c¢ok ugrasan, haklarini higbir zaman
ddeyemeyecegim canim babam Fehmi Cihan CINEMRE’ye ve canim annem Sema
CINEMREye sevgi ve saygilarimi sunarim. Bana her konuda destek veren, her zaman el
ele oldugum ve dilerim tiim hayatim boyuncada hep el ele olacagim canim kardeslerim
Tarik CINEMRE, Omer Faruk CINEMRE ve Ahmet Efe CINEMRE’ye sevgilerimi
sunarim. Yanimda olduklarin1 her zaman en giizel sekilde hissettiren yiiziimii giildiiren tiim

dostlarima tesekkiir ederim.

Sedanur CINEMRE
Giimiishane, 2019
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SEMBOLLER ve KISALTMALAR DIiZiNi

: Aminoglikozid asetiltransferaz

. Acinetobacter tiirevi sefalosporinaz

. Giiglendirilmis Fragment Uzunlugu Polimorfizmi
. Ampisilin sinif C

: Aminoglikozid fosfotransferaz

: Amplifiye Ribozomal DNA Sinirlama Analizi
: Baz ¢ifti

: Beta laktamaz (B-laktamaz)

: Derece

: Kalsiyum kloriir
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Gram negatif bir coccobacillus olan A. baumannii, zatiirre, idrar yolu, kan dolagimi,
cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar1 gibi firsat¢i enfeksiyonlardan sorumlu diinya ¢apinda
bir hastane patojenidir (Coyne vd., 2011). Ozellikle son 15 yildaki klinik énemi sayesinde,
mevcut antibiyotik donemini sikintiya ugratan organizmalar konumuna gelmistir (Peleg
vd., 2008).

Onemli hastane enfeksiyonu salginlarina sebebiyet vermeleri ve iyilestirme
asamalarinda birden fazla antibiyotige karsi ¢ok az bir zamanda diren¢ olusturmalar
sebebiyle, bu etkenlerle meydana gelen enfeksiyonlarin tedavi edilmesinde farkli
antibiyotik kombinasyonlarinin denenmesi akillara gelmistir (Gazi vd., 2007).

Son yillarda mikroorganizmalarda gelisen ¢oklu ilag direnci bilim insanlarini, ¢esitli
bitkilerin mikroorganizmalara kars1 antibakteriyel etkilerini aragtirmaya ve enfeksiyonlarin
tedavisinde dogal ve bitkisel alternatif yollarin bulunmasina yoneltmistir (Tirkoglu vd.,
2007).

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, ¢oklu ilag¢ direngli A. baumannii izolatlarinda f-
laktamaz direng genleri ile sinif 1 integronlarin varliginin arastirilmast ve bunun yaninda
bazi bitki Oziitlerinin A. baumannii izolatlart i{izerindeki minimum inhibisyon

konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaglandi.

1.2. Acinetobacter baumannii Tarihgesi

Acinetobacter ismi ile tanman cins, son 30 senede onemli bir taksonomik
modifikasyon gecirmistir. En miithim temsilcisi olarak bilinen A. baumannii, diinya
tizerindeki yayilimi nedeniyle saglik kuruluslar tarafindan problemli mikroorganizmalar
seklinde belirlenmistir. Ozellikle son 15 yilda klinik de ki énemi sayesinde mevcut olan
antibiyotik doénemini tehdit eden organizmalardan biri haline doniismiistiir (Peleg vd.,
2008).

Acinetobacter’ler 1800°Lii senelerin bitiminde, morfolojik yapilarina ilk defa 6nemle
deginen iki bilim insaninin isimlerine ithaf edilerek ‘Morax-Axenfeld basilleri’ seklinde
adlandirilmiglard: (Dal vd., 2012).



Acinetobacter grubu bakterilere verilen diger isimler ise; Achromobacter anitratus,
Mimapolymorpha, Achromobacter mukozusu, Moraxella lwoffii, Cytophaga, Diplococcus
mucosus, Bacterium anitratum, Herelleavaginicola, Alcaligenes haemolysans,
Lingelsheimia, M. calcoaceticus ve Neisseria winogradskyi’dir (Almasaudi, 2018). 1954'te
Brisou ve Prévot, Yunanca hareketsiz anlamindaki ‘Akinetos’ kelimesinden yola g¢ikarak
bu bakterileri ‘Acinetobacter’ olarak isimlendirmislerdir (Dal vd., 2012). 1968 yilinda
Baumann vd. Acinetobacter’ lerin biyokimyasal ve morfolojik 6zelliklerini detayli sekilde
acikliga kavusturmuslardir. Devaminda 1971°de bu patojenler Moraxellaceae ailesi
icerisinde Acinetobacter cinsi seklinde smiflandirmaya katilmiglardir (Baumann vd.,
1968).

Deoksiriboniikleik asit hibridizasyonu (S1 niikleaz yontemi) kullanilarak 1986
tarihinde incelenen 85 Acinetobacter susu arasindan, 74 sus igeren 12 hibridizasyon grubu
tanimlanmistir (Bouvet ve Grimont, 1986).

Devam eden senelerde bu tiirlere yeni tiirler eklenmistir. Dogrulanmig 17 isim dahil
olmak iizere 32 genomik tiir tamimlanmustir. Insan 6rneklerinden 10 tiir izole edilmistir (A.
baumannii, A. calcoaceticus, A. johnsonii, A. haemolyticus, A. junii, A. Iwoffii, A. parvus,
A. radioresistens, A. ursingii ve A. schindleri) ve agiklanan 7 tiir aktif ¢camur tesislerinden
izole edilmistir (A. baylyi, A. bouvetii, A. gerneri, A. grimontii, A. tandoii, A. tjernbergiae
ve A. towneri) (Dortet vd., 2006). Tablo 1.1 de isimleri verilen tiirlerin genomik tiir

gruplandirmalar1 siralanmaistir.

Tablo 1. 1. Acinetobacter Bakterilerinin Genomik Tipleri ve Tiir Adlar1 (Dal vd., 2012)

Isimlendirilen Tiirler Isimlendirilmeyen Tiirler
Tiir Adi Genomik Tiirti Tiir Adi Genomik Tiirli
A. baunmanni 2 - 3
A. baylyi - 6
A. bauvetii - 10
A. calcoaceticus 1 - 11
A. gerneri - - 13TU!




Tablo 1.1. (Devami)

A. grimontii - - 14BJ?, 14TU?
A. haemolyticus 4 - 14BJ°

A. jonhsonii 7 - 15BJ°

A. junii 5 15TU!

A. lwoffii 8/9 16

A. parvus - - 17

A. radioresistens 12 - 1-3 arasindaki tiir
A. schindleri - - 13TU" benzeri
A. tandoii - -

A. tjernbergia - -

A. towneri -

A. ursingii - -

A. venetianus - -

TU": Tjenberg ve Ursing tarafindan belirlenen genomik tiirler.
I?JZ: Bouvet ve Jeanjean tarafindan belirlenen genomik tiirler.
Orn: A. haemolyticus, genomik tiir 4 olarak da isimlendirilir.

1.3.Tiirlerin Tanimlanmasi

Acinetobacter’ler, gram-negatif, katalaz-pozitif, oksidaz-negatif, motil olmayan ve
fermente edici olmayan kokobasiller olarak, cins seviyesine gore varsayimsal olarak
tanimlanabilir. Insan kaynakli Acinetobacter tiirleri, 37°C inkiibasyon sicaklifinda koyun
kan1 agar1 veya triptik soya agar1 gibi klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda sik olarak
kullanilan kat1 ortamlarda iyi geligirler (Peleg vd., 2008).

Bouvet ve Grimont 28 fenotipik test kullanarak ayirt edilebilen, Acinetobacter cinsi
iginde 12 genomik tiir belirlemislerdir. 1988'de Nishimura ve arkadaslari tarafindan yine
bir bagka tiir olan A. radioresistens’in DNA grubu 12 ile ayni oldugu gosterilmistir. 198
Acinetobacter susu iceren Tjernberg ve Ursing tarafindan yapilan bir DNA hibridizasyon
calismasinda, suslarin cogu Bouvet ve Grimont tarafindan tarif edilen DNA gruplarinin
tiyeleri olarak tanimlanmistir (Gerner-Smidt vd., 1991).

Hem DNA-DNA hibridizasyonu hem de Bouvet ve Grimont'un fenotipik tanimlama

sistemi zor ve rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygun degildir. Bu yontemler diinya
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genelinde yalnizca birkag referans laboratuvarinda bulunur. Acinetobacter' lerin
tanimlanmasi i¢in ¢aligilmis, gelistirilmis ve onaylanmis molekiiler yontemler; yiikseltilmis
16S rRNA gen kisitlama analizi (ARDRA), yiikseltilmis par¢a uzunlugu polimorfizmi
(AFLP), ribotipleme, tRNA spacer parmak izi, 16S-23S rRNA intergenik spacer
sekanslarmin kisitlama analizi, 16S-23S rRNA gen spacer bolgesinin sekans analizi ve
rpoB (RNA polimeraz B-alt iinite) geninin ve bunun yan kisimlarmin sekans analizi
yontemleridir. ARDRA ve AFLP analizi giinimiizde hem referans hem de klinik suslar
igin genis bir profil kiitiiphanesine sahiptir ve Acinetobacter tiirlerinin tanimlanmasi igin en

yaygin kabul gormiis ve onaylanmis referans metotlaridir (Peleg vd., 2008).

1.2.1 Fenotipik Yontemler

Fenotipik yontemlerden olan DNA-DNA hibridizasyonu bakteri ¢esitlerinin
belirlenmesinde altin standarttir. Bouvet ve Grimont'un fenotipik identifikasyon diizeni
Klasik teknik olarak onaylanmaktadir. Fakat bu teknikler klasik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda ugrastirict ve gii¢ tekniklerdir. Baska bakterilerin belirlenmesi igin
tercih edilen kolay fenotipik deneyler, Acinetobacter ¢esitlerini belirlemekte kesin yontem
degildirler. Acinetobacter gesitlerinin belirlenmesinde tercih edilen mantel ile yari
otomatik ticari deneylerde APl 20NE, VITEK 2, Phoenix ve MicroScan WalkAway ile
belirlenen bulgular sorunludur. Bu kitlerle A. baumanniiyi, Acinetobacter genomik ¢esit
13TU yu ve Acinetobacter genomik ¢esit 3 i ayirt edemez ve bunlar genel olarak A.
baumannii olarak isimlendirilir (Demirdal, 2010).

1.2.1. Genotipik Yontemler

Genotipik yontemler ii¢ sekilde tanimlanir. DNA fragman kaynagina dayal
belirleme teknikleri, DNA sekans kaynagina dayali belirleme teknikleri, Mass spektrometri

kaynagina dayali teknikler (Demirdal, 2010).

1.3.2.1. DNA Fragman Kaynagina Dayal Belirleme Teknikleri

Bu yontemler ribotiplendirme, amplifiye 16S ribozomal DNA restriksiyon analizi
(ARDRA), AFLP ile yiiksek rezoliisyonlu parmak izi (fingerprint), tRNA halka parmak izi
(fingerprint) analizi tekniklerini bulundurmaktadir. Glinimiizde ARDRA (PZR-RFLP) ve

4



AFLP fazla tercih edilen testlerdir. AFLP ¢o6ziimlemesinde biitiin genom asil &nemli
yapiyken; ARDRA'da 16S rDNA, recA ile 16-23S rDNA onemli yapilardir (Demirdal,
2010).

ARDRA testi denenmis ve DNA gruplar1 1 (A. calcoaceticus), 2 (A. baumannii), 3 ve
13 dahil olmak tizere Acinetobacter genomik tiirlerinin ¢ogunun belirlenmesi ¢abuk ve
saglam bir teknik olarak kanitlanmistir (Vaneechoutte vd., 1995).

AFLP, bakteriler de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli organizmalar arasindaki spesifik
olmayan iliskileri belirlemek i¢in kullanilabilen yiiksek c¢Oziiniirliiklii parmak izi

yontemidir (Janssen ve Dijkshoorn, 1996).

1.3.2.2. DNA Sekans Kaynagina Dayal Belirleme Teknikleri

Bu yontemde 16S ribozomal RNA geni ¢ok kullanilan alt birimdir. Genel sekilde
tercih edilen bu teknikte 16S rDNA eslesme miktarmin %97 olmasi istenir. Istenen
orandan diisiik olan g¢esitler ayn1 veya farkli olabilirler. Bu tiirler igin tercih edilen
yontemin haricinde DNA-DNA hibridizasyonu yapilmalidir (Demirdal, 2010).

Yakin zamanda sekans kaynakli tekniklerin, geleneksel teknikleri geride birakacagi
ve laboratuvarlar arasi bilgi transferinin internet araciligiyla saglanabilecegi tahmin
edilmektedir (Demirdal, 2010).

1.3.2.3. Mass Spektrometri Kaynagina Dayah Teknikler

Kiitle spektrometrisi (PCR / ESI-MS), bakteri tiirlerini genotiplemek i¢in amplikon
baz bilesimlerini kullanan bir yontemdir. PZR/ESI-MS diizeninde patojenin birbirinden
ayr1 6 geni tercih edilerek ayr1 ayri1 tiim izolatlar g¢ogaltilabilir bu islemden sonra
saflastirilir (Ecker vd., 2006). Dort saatten az bir siirede netice alinmasi mithim bir
avantajdir. MALDI-TOF MS de bir saatten daha az siirede neticeye ulasilan bir baska
yontemdir (Siroy vd., 2006).

1.3. Acinetobacter baumannii’de Hiicre Duvar: Organizasyonu

Tim gram negatif bakterilerde, iki tabakadan meydana gelen membran sistemi
(diderm) mevcut bulunup sitoplazmik membrana (i¢ membran) ilave olacak sekilde; dis
tabaka, dis membran (DM) tarafindan sarilidir (Sekil 1.1) (URL-1, 2019). ki katmandan
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meydana gelen dig membranin i¢ tabakasi, sitoplazmik membranla ayn1 fosfolipid yapidan
meydana gelmektedir. Dis tarafa doniik tabakasi, lipopolisakkarit (LPS) agisindan verimli
olmas1 ve doymamis yag asitleri acisindan azliiyla sitoplazmik membranda degisiklik

meydana getirir (Hasdemir, 2007).

DM

IK

-t

Periplazma

iM

Sekil 1. 1. Hiicre yiizey organizasyonu ve bu bolgedeki bazi
proteinler

A. baumannii’nin dis membraninda, diger gram negatif bakterilerdeki ile benzer
birgok protein (porinler, integral proteinler) bulunmaktadir. Bunlar hiicre dis katmaninda
secicilik meydana getirmekte ve birtakim molekiillerin hiicre igerisine girmesini;
kimilerinin ise (hidrolitik enzimler vb.) hiicre digina ¢ikmasini1 durdurmaktadir (Seifert vd.,
1993).

Bakteriler arasinda Acinetobacter cinsinin hiicre duvar1 yapisi baska gram negatif
bakterilerle yakinlik olusturmaktadir. A. baumannii’de D-glikoz, L-ramnoz, D-mannoz, D-
glukronik asitten meydana gelen polisakkarit 6zellikte kapsiil mevcuttur bu olusum
bakterinin fagositozdan korunmasi i¢in gérev almaktadir ve bakterinin viriilansina katk1
saglamaktadir. Dig membranda olan proteinlerin kaybedilmesi, antibakteriyel direncin
meydana gelmesinde miihim bir mekanizmadir.

A. baumannii’nin temel porini, dis membranda bulunan 35.6 kDa’lik 1siya karsi
hassas protein ‘heat-modifiable protein’dir (HMP-AB) (Dal vd., 2012). Ana dis zar



proteini HMP-AB'nin, biiyliik gozenek biiyiikliigiine sahip bir porin oldugu gosterilmistir
(Gribun vd., 2003).

A. baumannii’ nin HMP-AB porini, hiicre igine B-laktam antibiyotiklerin girisini
serbestlestiren bir porindir ve bu porinin kaybedilmesi penisilinlerde ve sefalosporinlerde
diren¢ olusumuna sebebiyet vermektedir. Bu porinin yiiksek gen ifadesi sefalosporinlerin
hiicre igerisine alinmasini ¢ogaltarak, ampC enziminin bulundugu durumlarda dahil olmak
tizere sefalosporinlere duyarliligin yiikselmesine sebep olmaktadir. A. baumannii de dis
membran ve sitoplazmik membran araliginda bulunan periplazmik boslukta proteaz,
fosfataz, lipaz, niikleaz olmak {iizere hidrolitik enzimleri ile penisilinleri baglayan

proteinlerin de arasinda bulundugu fazla protein mevcuttur (Dal vd., 2012).

1.4. Epidemiyoloji

A. baumannii, temel olarak saglikla ilgili bir patojendir ve birgok rapor: Septisemi,
bakteriyemi, vantilatorle iliskili pndmoni, yara sepsisi, endokardit, menenjit ve idrar yolu
enfeksiyonlar1 gibi salginlarin ve hastane enfeksiyonlarinin nedeni oldugunu belirtmistir.
CID Acinetobacter, saglik calisanlarina veya hastalarin aile iiyelerine sadece asgari bir
tehdit teskil eder, ¢iinkii saglikli insanlarda nadiren ciddi enfeksiyonlara neden olur
(Almasaudi, 2018).

Bir¢ok saglik kurumunda ¢oklu ilaca direngli Acinetobacter enfeksiyonu, karmasik
epidemiyolojik profilleri ve ¢oklu sekil degistirme tiplerinin bir arada bulundugunu
gosterir. Arastirmacilar genellikle el hijyeni, standart onlemler, bariyer Onlemleri ve
kapsamli ¢evresel temizlik ve dezenfeksiyon gibi mevcut enfeksiyon kontrol ve dnleme
standartlariin gii¢lendirilmesinden sonra aktarimin kesildigini bildirmektedir (Maragakis
ve Perl, 2008).

Son zamanlarda, YBU’ de yayginlasarak tiim arastirmacilari etrafinda toplayan bu
patojen biitiin diinyanin derdi haline gelmekte; ¢oklu ilaca direngli ve ayrica tiim
antibiyotiklere direngli A. baumannii ile ilerleyen enfeksiyon insidansi zamanla
yiikselmektedir. Bunun baslica nedenleri arasinda; bakterinin ¢evre ve insan kaynaklarina
rahatlikla uyum saglayabilmesi ve yasamim siirdiirebilmesi sayilabilir, bakterinin farkli
antibiyotik genlerini birlestirerek plazmid, transpozon ve integron araciligiyla hizli ve

¢oklu dayanim olusturmasi sOylenebilir ve dis membrandan gegiste eksilme ve “efluks”



pompa expresyonu araciligiyla birden ¢ok antibiyotige zaten intrinsik direngli olmasi bu
nedenler arasindadir (Arslan, 2014).

Epidemiyolojiyi ve 6zellikle A. baumannii’nin yayilma modunu daha iyi anlamak
i¢in bir dizi molekiiler tipleme sistemleri gelistirilmistir. Kromozomal bakteriyel DNA'nin
PFGE kisitlama analizi, ¢ok sayida A. baumannii salgminin epidemiyolojik ¢alismalarinda
miitkemmel sonuglarla kullanilmistir ve su anda epidemiyolojik tipleme i¢in altin standart

olarak kabul edilmektedir (Bartual vd., 2005).

1.5. Patogenez ve Viriilans Faktorler

CID A. baumannii hastaligmin zamanla artan Onemine ragmen, patogenez
mekanizmalar1 hakkindaki anlayis heniiz baslangi¢c asamasinda olmaktadir. Zamanla artan
sayirda A. baumannii genom sekansi, bu bakterilerin genetik yapisina dair anlayisi
genisletmistir. Bakteriyel mutagenez ile birlestirilmis hayvan hastaliklar1 modelleri (hem
memeli hem de omurgasiz), A. baumannii patogenezinin mekanizmalar1 hakkinda bazi
onemli bilgiler saglamistir (Doi vd., 2015).

Bir bakterinin insan viicudundaki biiylime igin gerekli demiri elde etme kabiliyeti
miithim bir viriilans belirleyicisidir (Berezin ve Towner, 1996). A. baumannii’nin genelde
virulans1 az olmakta ve hayatin1 siirdiirdiigli organizma savunmasi sayesinde, standart
insanlarda yayilmasi gii¢ olmaktadir (Say Coskun ve Coskun, 2015).

A. baumannii'nin basarisinin biiyiik bir boliimi, stresle karsilastiginda hizla degisen
plastik genomuna dogrudan baglanabilmesidir (Harding vd., 2018).

Kapsiile sahip olmasi, bakteriyosin olusturmast ve kuruluga direncinin bulunmasi
bakterinin yasamasini arttirir. Genellikle hastane kaynakli firsatgr enfeksiyonlara sebep
olurlar (Wendt vd., 1997).

1.6. Hiicre Yiizey Ozellikleri

Genellikle patojenlerin yiizey nitelikleri ve tiriinleri, konak dokularda hasar meydana
getirir bu nedenle enfeksiyonlarda miihim yere sahiptir. Acinetobacter tiiriindeki
lipopolisakkarid O antijeni, tekrar eden deoksiamino sekerler ve bunlardaki yapisal
dallanmalar sebebiyle suyu sevmeyen yapida bulunmaktadir (Asik, 2011). Hiicre yiizey
ozellikleri, kollajen, fibronektin, fibrinojen ve vitronektin gibi proteinlere baglanma ile

alakali etkenlerin enfeksiyon patogeneziyle ilgisi, hayvanlar iizerindeki arastirmalarla
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birlikte calisilip molekiiler genetik teknikler uygulanarak daha kesinlestirilmemistir (Lee
vd., 2006).

A. baumannii’nin dis katmaninda, farkli gram negatif bakterilerdeki ile yakin
bigimde bir¢ok protein bulunmaktadir. Bu proteinler hiicre katmanina segicilik saglamakta,
kimi molekiillerin hiicrenin igerisine katilmasini; kimilerinin ise hiicre disarisina atilmasini
durdurmaktadir (Seifert vd., 1993).

A. baumannii’deki diger dis membran proteinleri igerisinde 33-36 kDa’lik protein, 29
kDa’lik porin niteliginde CarO proteini, bununla beraber mevcut olan 25 kDa’lik protein
ile 43 kDa’lik bir protein bulunmaktadir. A. baumannii’de mevcut olan baska dis katman
proteinide, E. coli ve P. aeruginosa ’daki OmpW ile benzer olan bir porindir (Vila vd.,
2007).

Fosfolipid 6zellikteki sitoplazmik membranda da baska protein ailelerinde bulunan
turlit transport proteinleri bulunmakta ve bunlar igerisinden kimilerinin (AdeB)
antibakteriyelleri ve zararli bilesenleri hiicre disarisina siirekli sekilde atarak A.
baumannii’nin naturel ve kazanilmis ilag direncine katki sagladiklari belirlenmistir (Dal
vd., 2012).

1.7. Acinetobacter Enfeksiyonlar:

Acinetobacter tiirleri hastane ortaminda bulunan ve immun sistemi baskilanan
hastalarda Onemli hastane enfeksiyonlarina sebebiyet vermektedir. Hastaliklarin
yayilmasini saglamalar1 ve iyilestirme asamasinda birden fazla antibiyotige cok az
zamanda diren¢ meydana getirmelerinden dolay1, meydana gelmis enfeksiyonlarin tedavi
edilmesinde diger antibiyotik birlesimlerinin kullanilmasini gerektirmektedir (Ozdemir vd.,
2009).

Zatiirre, idrar yolu enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari, bakteriyemi, menenjit ve
endokarditede bunlara neden olan A. baumannii izole edilmektedir. Antibiyotik direnci
sebebiyle Acinetobacter enfeksiyonlarinin tedavi edilmesinde, antibiyotik tedavisini
belirleyen bilgilere ihtiya¢ duyulmaktadir (Aral vd., 2010).

Acinetobacter enfeksiyonlarinin ilerlemesinde, konakta mevcut olan hazirlayici
etmenlerin varlig1 mithimdir (Ozdemir vd., 2009).

Acinetobacter lerin sebep oldugu kolonizasyon ve enfeksiyonu ayirt etmek giictiir.

Fakat, her ikisinde risk nedenleri 6zdestir. A. baumannii suslarindan dolayr meydana gelen



enfeksiyonlarin tedavi edilmesinde tercih edilen aminoglikozidlere, sefalosporinlere ve
kinolonlara zamanla artan direng¢ oranlari, biitiin diinyada ve iilkemizde miithim saglik

problemi durumuna gelmistir (Ozseven vd., 2012).

1.7.1. Solunum Sistemi Enfeksiyonlari

Acinetobacter ¢esitlerinin ¢ocuklarda bronsiolit ve trakeobronsiolite, saglikli
yetigkinlerde ise trakeobronsiolite’ye neden oldugu bildirilmektedir. Acinetobacter
cesitlerinin daha fazla sebep oldugu enfeksiyon zatiirredir. Acinetobacter toplum kaynakli
ve de hastane kokenli zatiirreye neden olmaktadir.

Toplum kaynakli zatiirre, yetiskinlerde konak bagisikligini zayiflatan sigara, diabetes
mellitus, bobrek yetmezligi gibi sebeplerle meydana gelmektedir. Acinetobacter tiirlerine
bagl gelisen toplum kaynakl zatiirre anlik ve hizli seyirlidir (Ozgiir ve Aksaray, 2013).

Ulkemizde yiiriitiilen bir arastirmada A. baumannii hastane temelli zatiirre sebepleri
icerisinde (%24) en basta bulunmustur ve bulgularin mithim bir bdliimiine, solunum
cihaziyla iligkili zatlirrenin sebebiyet verdigi belirlenmistir (Akalin vd., 1999).

Genellikle  Acinetobacter tiirlerince meydana getirilen ventilator iligkili
pnomonilerin, hasta yasi ve eslik eden hastaliklardan bagimsiz olarak mortalite ile iliskili

oldugu belirlenmistir (Uzel vd., 1996).

1.7.2. Bakteriyemi

Hastane temelli bakteriyemilerin %1,5-%2,5’una Acinetobacter cesitleri sebebiyet
vermektedir. Hastane kokenli Acinetobacter bakteriyemisi ¢ogunlukla solunum sistemi
enfeksiyonu ile intravendz kateter tercih edilmesiyle baglantili bulunup en diisiik araliklada
idrar yolu, yara, deri, batin enfeksiyonlariyla baglantilidir. Acinetobacter bakteriyemisinde
Oliim miktar1 %20-60 araligindadir. Acinetobacter zatiirresiyle baglantili bakteriyeminin
Oliim orani, intravendz kateterle baglantili bakteriyemi 6lim oranindan daha fazladir
(Ozgiir ve Aksaray, 2013).

A. baumannii bakteriyemi icin bilinen risk faktorleri, invazif prosediirler ve genis
spektrumlu antibakteriyellerin kullanilmasidir. Sonug¢ olarak, A. baumannii'ye bagh
bakteriyemi ataklari, yogun bakim {initesine basvuran kritik hastalarda en sik goriiliir. A.
baumannii'nin bakteriyemi klinik belirtileri spesifik degildir (Cisneros ve Rodriguez-Baiio,
2002).
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1.7.3. Merkezi Sinir Sistemi Enfeksiyonlar

A. baumannii' nin meydana getirdigi merkezi sinir sistemi (MSS) enfeksiyonlarinda
Oliim orani yiiksektir. En 6nemli riskli nedenlerini; bes giinden ¢ok bekletilen ventrikiiler
kateterler, ventrikiilostomi, serebrospinal sivi kagagi, beyin omurilik sivisi fistiilleri, beyin
cerrahisi yogun bakim servislerinde fazla antibiyotik tiiketimi ve ventrikiilostomi olusturur

(Berezin ve Towner, 1996).

1.7.4. Uriner Sistem Enfeksiyonlar

Diger hastane enfeksiyonlari kadar yavas ilerleyen olaylara sebep olmamakla
birlikte; driner sistem enfeksiyonlarinin patogenezinde, iiriner kateterin 6nemi biyiiktiir.
Hastanede 48 saatten ¢ok bulundurulan hastalarin ortalama %95’ine iiriner kateter
uygulanmaktadir. Hastanede olusan iiriner enfeksiyonlarin daha da az bir bélimiiniiyse

sistoskopi ve iirolojik uygulamalar meydana getirmektedir (Palabiyikoglu, 2003).

1.7.5. Yumusak Doku Enfeksiyonlari

Deri ile yumusak doku enfeksiyonlari; yiizeysel ve derin doku enfeksiyonlarindan
olusmak iizere iki temel baslik icerisinde agiklanabilir. Bu gruplandirmaya gore impetigo,
follikdilit, fronkiil, karbonkiil, ektima, erizipel ile seliilit ylizeysel deri enfeksiyonlari
arasinda bulunmaktadir. Bakterilerin sebep oldugu deri enfeksiyonlarinda fazlaca elde
edilen bakteriyel mikroorganizmalar Streptococcus pyogenes ve Staphylococcus
aureus’dur. Daha az oranda gram negatif aerobik koliformlar ile anaeroblar yumusak doku

enfeksiyonlarina sebebiyet vermektedir (Demir vd., 2014).

1.7.6. Diger Enfeksiyonlar

Acinetobacter spp.’nin ¢ok nadir neden oldugu, dogal kapak enfektif endokardit
vakasi rapor edilmistir. Acinetobacter enfektif endokardit, diger mikroorganizmalarin
neden oldugu infektif endokarditten klinik olarak farkli degildir, ancak hastaligin

sunumunda ve klinik seyrinde biiytik farkliliklar vardir (Berezin ve Towner, 1996).
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1.8. Antibiyotik Direnci

Mikroorganizmalar kendilerini 6ldiirme amach tercih edilen antibiyotiklere, erken
veya gecikmis sekilde de olsa tepki gosterme giiciinii (direnci) elde etmektedir. Bir
antibiyotik maddeye direngli durumda olan bir mikroorganizma bu antimikrobik maddeye
yap1 olarak ya da etki bi¢imi olarak benzer farkli antibiyotiklerede direng olusturabilir ve
bu olaya ¢apraz direng ad1 verilir. Patojenin, yapist ve etki mekanizmasi farkli olan birden
fazla antibiyotik bilesige direngli duruma gelmesine ¢oklu ilaca direnglilik adi verilir.
Patojenlerin antibiyotiklere karsi direnci dogal, kazanilmis, ¢evre ve kosullara bagl direng

olarak ii¢ béliimde incelenebilir (Oztiirk, 2002).

1.8.1. Dogal (intrinsik) Direnc

Bazi antibiyotikler, bakterilerin genetik 6zellikleri sebebiyle bakteriye etki etmez bu
Ozellik bakterinin dogal direnci olarak agiklanir (Kayis, 2019).

Cogunlukla antibiyotik bilesigin birleserek etki sagladigi hedef molekiiliin
bulunmamasi, dogal direngten kaynakhidir. Bir antibiyotik bilesige dogal direngli bulunan
cinsin higbir kdkeni o antibiyotikten etki gérmez (Oztiirk, 2002).

1.8.2. Kazamilms Direng

Patojendeki genetik yapinin degisime ugramasi transpozon veya plazmid DNA’sinda
olusan mutasyonlarla ortaya ¢ikar. Kazanilmis diren¢ konjugasyon, transformasyon veya
transdiiksiyon ile direncin aktarilmasi seklinde meydana gelir (Kayis, 2019).

Antibiyotiklere direng genellikle bu sekilde olmaktadir ve genetik farklilik
sonucunda seleksiyonla beraber direngli kokenler meydana gelmekte ve yayilmaktadir

(Oztiirk, 2002). Tablo 1.2 de kazanilmis diren¢ mekanizmalari gosterilmektedir.
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Tablo 1. 2. Kazanilmis Direng Mekanizmalar1 (Oztiirk, 2002)

e llacin hedef noktasinda farklilik meydana gelmesi
e Penisilin baglayici proteinlerde farklilik olugmasi (B-laktamlara karsi direng)

1. . .
e Ribozomal hedefin farklilagsmasi (aminoglikozit)
e  Farklilasmus enzimatik hedef (sulfonamid, trimetoprim, rifampin, kinolon)
e Uretilen enzimle ilaci etkisizsizlestirilmesi veya degistirilmesi (B-laktamaz)
9 o Aminoglikozid degistiren enzimler (asetilaz, adenilaz, fosforilaz)

e Kloramfenikol asetil transferaz

e Hiicreye dahil olan ya da biriken ila¢ miktar oraninin azalmasi

3 a. Gegirgenligin diismesi

' b. Antibiyotigin hiicreye alimu ile transport sisteminin zayiflamasi ya da hi¢ olmamasi
. Aktif pompalama ile ilacin disa atim1

4 Antibiyotik bilesigin olusturdugu etkinin sonuglarint durdurmak
' Ila¢ hedefi ya da rekabetci substratlarin fazla olusmasi (sulfonamid, trimetoprim)

5. e Tolerans

1.9.3. Cevre ve Kosullara Bagh Direng

Dokudaki pH farkliliklari, oksijen basinct farkliliklart ve antibakteriyel ilacin
enfeksiyon boliimiine ulasamamasi sebepleriyle dis ortamda yapilan caligmalara cevap

veren antibakteriyel ilaglar i¢ ortamda cevap vermeyebilir (Kayis, 2019).

1.10. g-laktam Antibiyotikler

Penisilini 1928 senesinde Penicillium notatum'dan Alexander Fleming adli bilim
insan1 kesfetmistir. Florey, Chain ve arkadaslarmin ¢aligmasi ile penisilin izole edilip
penisilin G ticari iiretimde kullanilabilecek duruma getirilmistir. 1940'larin ortalarina
dogru penisilin G, ABD’de genel kullanima sunulmus ve bu sekilde ¢agdas antibiyotik
cagina girilmistir. Daha sonra birgok semisentetik tiirevleri bulunmus ve giiniimiize dek
basariyla kullanilmistir (Ayaz, 2017).

B-laktam antibiyotiklerin kesfi ve gelistirilmesi, bilim ve teknolojinin en giicli
basarilar1 igerisindedir. Fleming'in penisilini kesfinden bu yana, yetmis yil siiren azimli
ilerleme siirdiiriilmiistiir ve buglin p-laktam bilesik grubu dogal iiriin uygulamasimin ve
kemoterapinin en basarili 6rnegidir (Demain ve Elander, 1999).

B-laktam antibiyotiklerin yapilarinda, bir tanesi azot ve ii¢ tanesi karbon olmak {izere
dort iiyeden olusan doymus B-laktam halkas1 mevcuttur. Bu gruplardan monobaktamlar (B-

laktam halkasi tektir) haricindeki grubun baska iiyelerinde p-laktam halkasi bes ya da alt1
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tiyeli bir diger halka ile birlesik durumdadir. B-laktam antibiyotikler grubunu penisilinler,
sefalosporinler, monobaktamlar ile karbapenemler olusturmaktadir (Sadan, 2013).

1.10.1. Penisilinler

Penisilin ilk kez 1942'de klinik uygulamalar igin uygulandi. Penisilinlerin
avantajlarindan bazilari, genis bir spektruma sahip olmalari, gram-pozitif bakterilere karsi
aktif olmalar1 ve diisiik toksisiteye sahip olmalaridir. Penisilin biyosentezi siirecinde rol
oynayan genlerin varligmin organizmalar i¢in ¢ok Onemli olduguna inanilmaktadir ve
boylece diger organizmalar ile rekabet edebilmeleri i¢in bu molekiil sinyallesme siirecinde
de rol oynayabilir. Penicillium chrysogenum, penisilin irettigi bilinen bir mantar ‘dir
(Rachman vd., 2016).

Penisilin tiretimi, ¢oziinmiis oksijen, ¢ozlinmiis karbondioksit, glukoz, abiyotik ve
biyotik fazlarin hacim fraksiyonlarindaki degisiklikler de dahil olmak iizere bircok
faktorden etkilenir (Rachman vd., 2016).

Penisilin grubu antimikrobikler, patojenin hiicre tabakasi {iretimi asamasinda
transpeptidasyon i¢in ¢alisan ve transpeptidaz adiyla da bilinen penisilin baglayici protein
(PBP)’lere baglanarak iiretim bdliminde enzimin baskilanmasini saglar. Enzimin
baskilanmasi, peptidoglikan boliimlerine dayanikli  peptidoglikan  monomerlerinin
eklenmesine engel olarak duvar biitiinliigiiniin yok olmasina, bakterinin dis ¢evreye
direncinin kaybolmasina, Sitoplazma zarinin dagilmasina ve hiicrenin mortalitesine
sebebiyet verir (Onciil, 2002).

Bu grup antibiyotiklerin farmakodinamik yapilari ve dokularda yayiliminda,
molekiiler Ozelliklerine ve proteine bagli olma miktarlarina bagl olarak farklilik
gozlemlenir. Penisilinler bilesik yapilariyla alakali olarak 6 boélimde gruplandirilirlar
bunlar; dogal penisilinler, penisilinaza direngli penisilinler, aminopenisilinler,
karboksipenisilinler, iireidopenisilinler ile p-laktamaz inhibitérlii penisilinler’dir (Onciil,
2002).

1.10.2. Sefalosporinler

Guiuseppe Brotzu 1945-1948 wyillarindaki ¢alismalarinda bir Cephelosporidium
acremonium izole etmis ve sonraki yillarda bu mikroorganizmanin sefalosporin P, N ve

daha sonra C maddelerini sentezledigi belirlenmistir. 1959’da sefalosporin C’nin yapisi
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belirlenmis ve 1960’ da ¢ekirdegini olusturan 7 amino-sefalosporanik asit (sefem
cekirdegi) sentezi yapilmistir. Bu sentezden sonra sefalosporin tiirlerinin sentezi
yapilabilmistir (Cetin, 1986).

1945-1960 tarihleri arasinda sefalosporinlerle ilgili gelismeler yavas olsada, 1960 da
sefem c¢ekirdeginin sentezlenmesiyle bu c¢ekirdegin 7. ve 3. pozisyonlarindaki yan
dallarinin degistirilmesiyle 6zellikleri farkli olan yeni tiirevlerin elde edilmesi saglanmigtir
(Cetin, 1986).

Cephalosporicum acremonium ismindeki mantardan elde edilen sefalosporin C
kesfinden bu yana, bilesik 6zellikleri devamli iyilestirilerek antibiyotik tedavisinde siirekli
sekilde tercih edilen antibiyotik maddeler olarak kullanilmistir. Birbirlerinden bagimsiz
nitelikleri ve maddesel 6zellikleri sayesinde bugiin dordiincii kusak sefalosporinlere kadar
farkl1 topluluklar1 kullanilmaktadir.

Birinci kusakta bulunan gram pozitifler koklara fazlaca etki ederken, ii¢iincii kusakta
bulunanlar gram negatif comaklar iizerinde fazlaca etki gosterirler (Onciil, 2002).

Sefalosporinlerin ayn1 olan kimyasal yapilari, alt1 iiyeli dihidrotiyazin halkasi ile dort
tiyeli B-laktam halkasidir. B-laktam halkasinin 7. boliimiindeki degisiklikler patojeni yok
edici etkinin olugmasini, 3. boliimdeki degisikliklerse farmakokinetik ve zararli etkenlerin

tanimlanmasini saglar (Onciil, 2002).

1.10.3. Karbapenemler

Karbapenemler, f-laktam sinifinin etkinlik spektrumu en genis ve en dayanikli olan
tiyeleridir.  Gittikge daha sik karsilasilan ¢oklu direngli bakteri enfeksiyonlari,
karbapenemlere duyulan gereksinimi daha da artirmaktadir (Basaran, 2010).

Bu iyeler, B-laktam antibiyotiklerin giincel olan kiimesini meydana getiren,
cesitlilikleri fazla olan antibiyotiklerdir. Gram negatif, gram pozitif aerop ve anaerop olan
patojenlere kars1 etki gosterebilen karbapenemlerin klinikte tercih edilen tiyeleri imipenem
ve meropenemdir (Oztiirk, 2004).

Karbapenemler, A. baumannii’ nin iyilestirilmesinde tercih edilen B-laktam grubu
mithim temsilcilerdir (Giir ve Durupmar, 2016). Karbapenemleri baska p-laktam
antibiyotiklerden farkli kilan kimyasal degisiklikleri B-laktam halkasindaki tiyazolidinik
kisminda 4. boliimde sulfon degil karbon bulundurmalaridir. Karbapenemler hem plazmid

asill hem de kromozom asilli B-laktamazlara kars: direnglidir (Miilazimoglu, 2010).
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Karbapenemler, penisilin baglayan proteinlere kuvvetli bi¢imde baglanirlar ayrica
umumi yapilar1 ve boyutlariin biiyiikliigii sebebiyle porin kanallarindan sizmalarinin yani

sira bakteri hiicresine gegmeleri basarilidir (Yamazhan, 2014).

1.10.4. Monobaktamlar

Monobaktamlar yapisinda mevcut olan monosiklik 6zellikteki ¢ekirdek sebebiyle
farkli B-laktam antibiyotiklerdir. Bu antibiyotikler toprak da yasamini siirdiiren birbirinden
bagimsiz  bakteriler  aracihigiyla  iiretili.  Uretimi  gerceklestiren  bakteriler;
Chromobacterium, Agrobacterium, Gluconobacterium, Flexibacterium ve Pseudomonas
gibi 6rneklendirilebilir.

Birgogu diisiik antibakteriyel 6zellik belirten bu yapilar igerisinde giiniimiizde sadece
tercih edilen monobaktam, Chromobacter violaceum’dan alinan aztroenamdir. Aztroenam
gram negatif patojenlere karsi etki etmektedir fakat 6teki patojenlere etki etmemektedir.
Etkisini gram negatif patojenlerdeki PBP-3’¢c baglanarak olusturur. Aztroenama
patojenlerde gozlemlenen en miithim direng olusumu, P-laktamaz aktivitesine dayali

enzimatik inaktivasyondur (Onciil, 2002).

1.11. g-laktamazlar

A. baumannii’nin B-laktam antibiyotiklere direnciyle ilgili mithim mekanizmalarin
onemlilerinden bir tanesi kromozom ya da plazmid araciligiyla B-laktamaz enzimlerinin
olusturulmasidir (Perez vd., 2007).

B-laktam antibiyotiklerdeki B-laktam halkasinin amid baglantilarin1 pargalayip,
antibiyotikleri islevsiz durumda birakan enzimlerdir. Patojenler araciligiyla kromozomlar
ya da plazmidler veya transpozonlar adiyla bilinen aktarimi yapilabilen genetik tiyeler
tarafindan tretilirler (Vural, 2003).

Gram negatif bakterilerde p-laktam antibiyotiklere karsilik olusan direng ile sorumlu
B-laktamazlarin sayilart ve gesitleri ¢ok fazladir. Bu enzimlerin plazmidler aracilig ile
farkl1 bakterilere aktarilmasi, direncin biitlin diinyada yayilmasina sebep olmaktadir
(Tekerekoglu vd., 2001).

Antibiyotige spesifik olan dis katmandaki porinlerin kaybedilmesi ve penisilin
baglayici proteinlerdeki farkliliklar, A. baumannii’nin B-laktam direncinde 6nemli roliiniin

bulundugunu belirleyen farkli sistemlerdir (Dal vd., 2012).
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B-laktamazlar iki smiflandirmaya ayrilir: Ambler molekiiler siniflandirma ve Bush-
Jacoby-Medeiros fonksiyonel siniflandirma. Ambler gruplandirmasi, enzimleri molekiiler
homolojilerine uyacak sekilde dort grup olarak ayirmustir. Bu gruplar; sinif A, C ile D serin
B-laktamazlar ve sinif B metallo-B-laktamazlardir (MBL).

Bush-JacobyMedeiros’da p-laktamazlari, antibakteriyel substrat profil spektrumu,
enzim inhibisyon profili, enzimin tam yiikii ile protein molekiil agirligi gibi biyokimyasal
nitelikleri agisindan dort grupta incelemistir; Grup 1 sefalosporinazlar klavulanik asitle tam
anlamiyla inhibe olamazken, Grup 2’deki B-laktamazlar tam anlamiyla inhibe olurlar. Grup
3’ deki MBL’ler, etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ile p-kloramotribenzoat haricindeki
B-laktamaz inhibitorleriyle az inhibe olurlar. Grup 4’tekilerse inhibe olmazlar. (Ocal,
2012).

A. baumannii’ den iiretilen B-laktamazlar igerisinde Ambler siniflandirmasi1 A’da
bulunan TEM-1, TEM-116, TEM-92, PER-1, VEB-1, SHV-12, CTX-M-2, CTX-M-43
seklinde genislemis spektrumlu B-laktamazlar mithim yere sahiptir (Perez vd., 2007). A.
baumannii suslari, Ambler sinif A B-laktamazlardan baska Ambler sinif C’de mevcut olan
‘Acinetobacter derived cephalosporinases’ (ADCs) seklinde de adlandirilan AmpC
enzimlerinin iretiminide yapmaktadirlar. A. baumannii’de bu elementin fazla
cogaltilmasinda ‘ISAbal’ ismi ile bilinen IS elementinin gdrevi bulundugu ayrica IS
elementiyle birlikte genis spektrumlu sefalosporinlere direng olusturdugu belirlenmistir
(Ruiz vd., 2007).

Karbapenemazlar Ambler sinif D’de bulunan OXA tipi B-laktamazlari, Ambler sinif
B’de bulunan metallo B-laktamazlart igermektedir. OXA tipi B-laktamazlar, OXA-23
benzeri, OXA-40 benzeri, OXA-58 benzeri, OXA-51 benzeri, OXA-69 benzeri, OXA-24
benzeri B-laktamazlari igermektedir. A. baumannii’nin meydana getirdigi metallo (-
laktamazlar igerisinde penisilinleri, sefalosporinleri ve karbapenemleri hidrolize edebilen
IMP-1, IMP-2, IMP-4, IMP-5, IMP-6, IMP-11, VIM-1, VIM-2, SIM-1, IMP-12, IMP-9
bulunmaktadir (Dal vd., 2012).

1.11.1. Ambler Simf A g-laktamazlar

PER-1 A. baumannii Tiirkiye ve Kore’de fazlasiyla yaygindir. PER-1 ilk olarak 1993
yilinda Fransa'daki bir Tiirk hastadan P. aeruginosa izolatinda tespit edilmistir ve ayrica

Belgika ve Italya'daki YBU hastalarinda P. aeruginosa izolatlarinda da tespit edilmistir.
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blaper-1 geni Tiirkiye'de Acinetobacter spp., P.aeruginosa ve Salmonella enterica serovar
typhimurium'da yaygindir (Naas vd., 2006). Integron kaynakli VEB GSBL bulunduran A.
baumannii izolatlar1 Fransa, Belgika ve Arjantin’de salginlara sebep olmustur. blayveg.1,
baslangigta Enterobacteriaceae ve Gilineydogu Asya'dan Pseudomonas aeruginosa
suslarinda tespit edilen bir integron yerlesimli GSBL genidir (Naas vd., 2006).

TEM, SHV veya CTX-M tipinin genis spektrumlu B-laktamazlar1 (GSBL) gram
negatif bakterilerde B-laktam antibiyotiklere direng gosterir. Bu enzimlerin B-laktam
antibiyotiklere kars1 etkinligi ve inhibitorlere karsi direngleri, tek niikleotit seviyesindeki
genetik ¢esitlilikten etkilenebilir (Leinberger vd., 2010).

GSBL iireten bakterilerde TEM ve SHV genlerinin molekiiler tekniklerle
belirlenmesi ve bunlarin  antimikrobiyal diren¢ paternleri bu enfeksiyonlarin
epidemiyolojisi ve iliskili risk faktorleri hakkinda yararli veri saglayabilir (Bali vd., 2010).
Diinya genelinde 165' den fazla CTX-M ¢esidi tamimlanmistir. Her enzim grubunun
genetik ortami farklidir; CTX-M-2 ¢ogunlukla karmasik bir sinif 1 integron ile, CTX-M-1
de ekleme dizileri ile iliskilidir (Pavez vd., 2019).

CTX-M-1, CTXM-2, CTX-M-8, CTX-M-9 ve CTX-M-25 seklinde adlandirilan bes
kiime, aminoasit dizileri goz 6niinde bulundurularak belirlenmistir. CTX-M-15, CTX-M-
14, CTX-M-3, CTX-M-2 bu kiimelerin arasinda mevcut olan ve en fazla bulunan
enzimlerdir. CTX-M-9 ve CTX-M-14 Ispanya’da, CTX-M-1 ltalya’da, CTX-M-2 Giiney
Amerika’da, Japonya’da ve Israil’de, CTX-M-15 tiim diinya genelinde belirlenmistir.
Ulkemizde bunlar hakkinda yapilan ¢alismalar azdir, incelenen arastirmalarda ise en fazla
belirlenen CTX-M enzimleri; CTX-M-15, CTX-M-3 ve CTX-M-1 olarak bulunmustur
(Ogedey vd., 2016).

1.11.2. Ambler Simf B p-laktamazlar

Metallo-B-laktamaz (MBL) iireten izolatlarin ortaya ¢ikmasi, rutin mikrobiyoloji
laboratuvarlar1 i¢in bir zorluktur ¢linkii bu tiir izolatlar1 tespit etmek i¢in standart bir
yontem yoktur. 1990'larin basindan bu yana, Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. ve
enterobacteriaceae familyasinin tiyeleri benzeri klinik olarak 6nemli bakterilerde tiim
diinyada yeni metalo-p-laktamaz (MBL) kodlayan genler bildirilmistir. MBL kodlayan
genlerin ortaya ¢ikmasi endise vericidir ¢ilinkii genellikle yayilma kabiliyetine sahip mobil

genetik yapilar tarafindan taginirlar (Picao vd., 2008).
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MBL leri sifreleyen genler kromozom ya da plazmid araciligr ile gergeklesebilirler
ayrica sinif 1 integronlar tizerinde bulunurlar. Bundan &tiirii patojenlerin aralarinda hizli bir
sekilde yayilim gosterebilirler. Aktarimi saglanabilen MBL enziminin kesfiyle birlikte
karbapenemlere direng oranlariyla alakali kaygilar yiikselmistir (Sesli Cetin vd., 2009).

A. baumannii'de IMP, SPM, VIM, SIM, KHM, GIM, NDM-1 ve AIM gibi bir¢ok
MBL bulunmustur. ilk olarak 1980'erin sonlarinda Japonya'da tespit edilen IMP tipi
enzimler diinya capinda Enterobacteriaceae’de ve ¢ogunlukla P. aeruginosa ve
Acinetobacter spp.’de rapor edilmistir.

Son senelerde NDM olarak adlandirilan yeni bir MBL’ye A. baumannii izolatlarinda
rastlanmaktadir. NDM-1 {ireten izolatlarin ortaya ¢ikisi ve yayilmasinin ABD, Kanada,
Isveg, Ingiltere, Avusturya, Belcika, Fransa, Hollanda, Almanya, Japonya, Afrika, Umman
ve Avustralya dahil olmak {iizere bircok {iilkede oldugu bildirilmistir. NDM {ireten
bakteriler, florokinolonlar, aminoglikozitler ve B-laktamlar dahil (6zellikle karbapenemler)
hemen hemen tiim antibiyotik gruplarina karsi direnglidirler, ancak kolistin ve bazen

tigesikline kars1 hassastirlar (Fallah vd., 2014).

1.11.3. Ambler Simf C B-laktamazlar

Son zamanlarda, AmpC tipi sefalosporinazlar tanimlanmistir. A. baumannii izolatlari
dogal olarak, Acinetobacter-kaynakli sefalosporinazlar (ADC) adi ile bilinen ve

kromozomal olarak kodlanan AmpC sefalosporinazlari bulundururlar (Hujer vd., 2005).

1.11.4. Ambler Simf D p-laktamazlar

Bunlar oksasilinaz diye isimlendirilmektedirler (Poirel ve Nordmann, 2006). D grubu
B-laktamaz enzimleri penisiline, kloksasiline, oksasiline, metisiline direng saglarlar.
Laboratuvar sartlarinda klavulanik asitle birlikte diisiik oranda inhibe olmaktadirlar.

Ayrica bu B-laktamazlar, C ya da A grubu B-laktamazlara amino asit seviyesinde
%16 oraninda yakinlik sergilerler. OXA genlerinin plazmid veya integronlar igerisinde
mevcutlugu yayilmasini basitlestirmistir (Walther-rasmussen ve Heiby, 2006).

OXA, GSBL gibi bazilar1 hem genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize ederken,
hemde karbapenemleri hidroliz etmektedir. A. baumannii’de ilk belirlenen OXA
karbapenemaz 1985’ de Isve¢’de izole edilmis bir izolattan belirlenen OXA-23

karbapenemazdir (Brown ve Amyes, 2006).
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1.12. Aminoglikozid Direnci

Aminoglikozitler, Acinetobacter enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilir ancak 1970'lerin sonlarindan bu yana artan sayida yiliksek direngli suslar
bildirilmigtir. Acinetobacter spp.” de bulunan aminoglikozid degistirici enzimler tarafindan
antibiyotigin hidroksil veya amino gruplarinin degistirilmesi ile aminoglikozid direnci
meydana gelmektedir. Ug¢ tane aminoglikozid farklilastiran enzim tanmimlanmistir.
Aminoglikozid asetiltransferaz (AAC) enzimleri aminoglikozidlerin amino bolimiinii
asetilasyona ugratmaktadirlar.

Aminoglikozid fosfotransferaz (APH) enzimi ise aminoglikozidlerin hidroksil
bolimiinii  fosforilasyona  ugratarak  dirence  sebep  olurlar.  Aminoglikozid
niikleotidiltransferaz (ANT) enzimleri ise aminoglikozidlerin hidroksil grubunu adenile
ederek aminoglikozidleri degistirirler ve bu sekilde aminoglikozid direnci meydana gelir
(Looveren vd., 2004). Bu enzimleri sifreleyen genler patojenlerin aralarinda plazmid ve
transpozonlarla dagilma yonelimindedirler (Dal vd., 2012).

Aminoglikozit degistirici enzimler olan AME'lerin aminoglikozitlere direnci, A.
baumannii'nin ¢ok ilaca direngli fenotipinde de istenmeyen bir 6zelliktir. 3 tiir AME'nin
timi asetilleme, adenile etme ve fosforile edici AME'ler A. baumannii'de tanimlanmistir

(Bonomo ve Szabo, 2006).

1.13. Kinolon Direnci

1988 yilina kadar kinolonlar Acinetobacter suslarinda genislemis spektrumlu
sefalosporinler ve aminoglikositlerle karsilastirildiginda ¢ok daha iyi bir aktiviteye
sahiptirler. Bu antibiyotiklere direng klinik izolatlarda hizla meydana gelmistir (Looveren
vd., 2004). A. baumannii’nin kinolonlara spesifik direncinde ilacin 6nemli noktasi, DNA
giraz enziminde farkliliga sebep olan doniisiimlerdir. Bu doniisiimler, gyrA ve parC
genlerindeki doniisiimleri barindirmaktadir (Dal vd., 2012).

A. baumannii'nin florokinololara direnci, sirasiyla gyrA veya parC genlerindeki
mutasyonlarin neden oldugu DNA giraz veya topoizomeraz IV yapisindaki degisiklikler
olarak belirlenmistir, bu da sirasiyla enzim-DNA kompleksi i¢in ilacin afinitesini diigiiriir.
Ikinci bir diren¢ mekanizmasi, hiicre i¢i ilag birikimini belirleyen kromozomal olarak
kodlanmis ilag akisi ve akis sistemi mutasyonlarimi igerir. Bu mutasyonlar ya kinolon

akisina aracilik eden spesifik dis zar proteinlerinin azalmis iiretimine ya da aktif ilag

20



tahliyesine yol acan bazi akis sistemlerinin asir1 ekspresyonuna neden olur (Looveren vd.,

2004).

1.14. Tetrasiklin Direnci

Tetrasiklin, 30S ribozomal alt iinitesine baglanarak etki eder ve protein sentezinin
inhibisyonuna yol acar. Tetrasikline direngli bakteriler genellikle iki farkli direng
mekanizmasindan birini ifade eder bunlardan ilki ilaca 6zgii akis pompa sistemleri digeride
tetrasiklinin ribozomal hedef noktasinda farkliliga sebep olan doéniisiimlerdir (Looveren
vd., 2004).

Ilaca 6zgii akis pompa sistemleri icerisinde TetA ve TetB aktif pompa mekanizmalar
bulunmakta ve TetA yalnizca tetrasiklin; TetB’ de tetrasiklin ve minosiklin direncine sebep
olmaktadir. Tetrasiklinin ribozomal hedefinde degisiklige sebep olan mutasyonlarda ise
tet(M) geni ile sifrelenen proteinler, tetrasiklin, doksisiklin ve minosiklinin ribozomdaki

belirli kisimlarina baglanabilmelerini durdurmaktadir (Dal vd., 2012).

1.15. Peptid Yapih Antibiyotiklere Diren¢

A. baumannii’de protein yapida antimikrobiklerden polimiksin B ile polimiksin E
(kolistin)’ye kars1 meydana gelen direng olusumlari tam anlamiyla bulunamamakla beraber
iki mekanizma vurgulanmaktadir. Bu mekanizmalardan bir tanesi, A. baumannii’de protein
yapida olan antibiyotiklere direncin, dis katman lipopolisakkaritlerinde olusan
modifikasyonlardan sonra antibiyotigin hedef bolgesine karst olusan ilginin diismesiyle
olusmast; bir digerinin ise dig katman porinlerinden OmpW paraleli porinlerin ekspresyon

miktarmin diismesiyle meydana geldigi bildirilmektedir (Dal vd., 2012).

1.16. Trimetoprim Siilfametoksazol Direnci

Trimetoprim-siilfametoksazol iiriner sistem enfeksiyonlarinda yaygin kullanilan bir
antibiyotiktir (Kaya vd., 2006). A. baumannii’ de trimetoprim-siilfametoksazol direnci igin
integronlarin haricinde; integronlar sayesinde tasmabilen gac, sul, dHfr benzeri genlerin

gorev aldigi belirlenmistir (Dal vd., 2012).
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1.17. Kloramfenikol Direnci

Kloramfenikol, kullanimiyla iliskili birgok olumsuz etki nedeniyle, artik insan
tibbinda az miktarda kullanilmaktadir ve kullamimi veteriner hekimlikte de
siirlandirilmistir (Poole, 2005).

A. baumannii’de kloramfenikole bagli diren¢ olusumlarindan ilki antibiyotigin
modifikasyonuna sebep olan caf geni araciligi ile sifrelenen enzimlerin meydana
getirilmesi; bir digeriyse ilaca spesifik CmlIA aktif aktarim proteiniyle ilacin hiicrenin
disina atimidir (Dal, 2012).

1.18. integronlar ve Gen Kasetleri

Integronlar, mobil gen kasetlerini taniyan ve tutabilen bdlge-spesifik rekombinasyon
sisteminin bilesenleri seklinde genetik belirleyiciler bulunduran DNA elementleridir.
Genellikle integronlar tarafindan yakalanan gen kasetlerinin, antimikrobikler ile
dezenfektanlara direnci sifreledigi belirlenmistir.

Acinetobacter ¢esitlerinin klinik suslarinda da sinif 1 ile sinif 2 integronlarin fazla
mevcut oldugu belirlenmistir (Ciftci ve Asik, 2011).

Integronlar; tetrasiklinler, trimetoprim, aminoglikozidler, kloramfenikol ve hatta -
laktamlar benzeri antibiyotiklere direng sifreleyen gen kasetlerini barindirabilme ya da
baglanma yoluyla biitiin hale gelebilme yeteneklerine sahiptirler (Colakoglu vd., 2010).
Integronlar, birden fazla bakteriye entegre olan ayrica baglandig1 bakterilerde taninmayan
DNA’y1 ifade ederek horizontal gen aktarimina sebebiyet veren olusumlardir (Usta vd.,
2015).

Integronlarm yalniz durumda hareket etme kabiliyetleri mevcut degildir ve ayrica
icerlerinde tek veya birden ¢ok gen kaseti barindirabilirler. Bir patojende birgok integron
gortilebilir. Gen kasetlerinin diizeyi ile gen ifadesi, patojende mevcut integron miktariyla
ve 5’ bolimiinde mevcut genlerin transkripsiyonunu baglatan DNA pargas1 bolgelerinin
etkili durumda bulunmasiyla alakahdir.

Integronlar, plazmid ya da transpozonlarin iglerinde mevcut olduklarindan &tiirii bu
integronlar bakteriler arasinda, hemde integronlarin iglerinde bulunan gen kasetleri
integronlar arasinda gecis yapabilme yeteneklerine sahip olmaktadirlar. Bu olay,
antibiyotik direng belirleyicilerinin yayginlagsmasina sebebiyet vermektedir (Mengeloglu
vd., 2014).

22



1.19. Bitki Ekstrelerinin Antibakteriyel Etkinliklerinin Onemi

Bitkilerin ¢ogu, insanlar {izerinde 6nemli biyolojik etkiye ve genis ¢esitlilige sahip
kimyasal madde bulundururlar. Sentezledikleri flavonoid, alkaloid, terpenoid, tanin,
berberin, kinin ve emetinler gibi kimyasallar enfeksiyon hastaliklarinin tedavi edilmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Son yillarda ¢oklu antibiyotik direnci olan
mikroorganizmalarin  artmasindan dolayr bu mikroorganizmalarin sebep oldugu
enfeksiyonun tedavi edilebilmesi gittikce zorlagsmaktadir. Bilinen tiim antibiyotiklere
direng gelistiren bakterilerde, ilag direngliligi ¢ogalmakta ve yayilmaktadir. Bu sebeple
ilaglara alternatif olarak, tibbi bitkilerin tercih edilmesi onerilmektedir (Faydaoglu ve
Siiriiciioglu, 2013).

Calismada kullanilan; dut kurusu, zencefil, ligarba, kusburnu, kantaron, goji bery,
uduhindi, ¢orek otu ve ekinezya aktardan kuru ve Ogiitiilmiis olarak satin alinmis ve

bitkilerin metanol oziitleri hazirlanmustir.

1.19.1. Morus alba (Dut)

Moreceae ailesinden olan dut meyvesi, Morus cinsine iiye olup 1liman veya sicak
iklim yerlerinde rahatlikla gelisebilmektedir. Bu meyveler kis mevsimlerinde yapraklarini
dokmekte ve ¢ogunlukla yuvarlak tag olusturmaktadirlar. Bu bitkilerin filizleri parildayan
sarimtirak ve az tiylidir, kesildiklerinde siit salgilarlar (Sekil 1.2) (URL-2, 2019). Bu
meyve tiirlerinin geneli belirli bolgelerde yetisirler ve bulunduklar1 yerlerden yakin
zamanlarda baska bolgelere tasindiklari zaman, tasindiklart bolgenin mevcut bitkisi haline
doniistiiklerinden dolay1 bunlar1 gruplandirmak fazlasiyla giictiir (Edizer vd., 2016).

Tiirkiye'de o6zellikle Orta ve Dogu Anadolu’da yayilmis olarak mevcutturlar. Dut
farkli iklimlerde ve topraklarda yetisebilme yetenegine sahiptir. Taglik, nemsiz-fakir toprak
iizerinde bile olsa yetisebilmektedirler. Icerisinde tuz bulunan sulara fazlasiyla direnclidir.
Dut agaclarmin kendi yetistigi bolgelerden gotiiriiliip adaptasyonu gerceklestirilerek,
yetistirildigi bolgelerin kendi bitkisi haline dontismiislerdir (Sirin ve Giindiiz, 2019).

Bas donmesi, kulak ugultusu, uyku problemi, bobrek iltihabi, yiiksek tansiyon, sinir
zay1fligi, agri, akciger iltihabi, Oksiirliik, brongit gibi hastaliklarin iyilestirilmesinde
kullanilabilmektedirler (Tiirkoglu vd., 2014).

Insan bedeninin iiretemedigi yag asitlerini bulundururlar. Var olan yag asitleri

saglam hiicre zarmin sekil almasi, beyin ile sinir sisteminin islevlerinin diizenli olarak

23



caligabilmesi ve eikozanoid ismiyle bilinen hormona benzeyen iiriinlerin olusturulmasi igin

gerekmektedir (Caglar ve Demirci, 2017).

Sekil 1. 2. Morus alba (Dut)

1.19.2. Zingiber officinale (Zencefil)

Bu bitki taze, kurutulmus sekilde yenilebilen bir bitkidir. Ingiliz bitki bilimci
William Roscoe 1807 senesinde zencefili tanimlamistir ayrica Z. officinale olarak
isimlendirmistir. Bu bitkinin yurdu Giiney Asya’dir (Sekil 1.3) (URL-3, 2019).
Giinlimiizde diinya genelinde bircok bolgede gelismektedir. Yiizlerce yildir Cin ile
Hindistan'da yetistirilmektedir (Kaplan, 2005).

Zencefil, diinya ¢apinda bir gida ¢esnisi olarak kullanilan ¢ok sevilen bir baharattir.
Kore, Cin ve Japonya'da gastrointestinal bozukluklar, 6kstiriik, bulanti, kusma, agri, soguk
alginlhigi, ishal tedavisinde kullanilan bir halk ilaci olarak kullanilmistir. Gingeroller,
shogaoller ve diger maddelerce zengin zencefil Ozleri son zamanlarda baslangig ve
ilerleme tedavi asamalarinda kansere miidahale edebilme kapasitelerinden dolayr énemli

bir ilgi kazanmustir (Karaboz, 2010).

Sekil 1. 3. Zingiber officinale (Zencefil)
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1.19.3. Vaccinium myrtillus (Yaban mersini-Ligarba)

Antosiyanin ile flavonoid yapisi beraber olacak sekilde saglik ag¢isindan aktif
faydalar1 ¢ok olan meyvelerindendir (Sekil 1.4) (URL-4, 2019). Antibakteriyel tesirin
haricinde bu meyvenin antioksidan ile antikarsinojen hususlari tespit edilmistir (Sengiin ve
Yiicel, 2015).

Bu meyve kanser olusumunda bedeni korumaya alan enzimleri aktiflestirmektedir.
Kani atiklardan armndirir, kalp damar hastaliklarinin ilerlemeden tedavisini saglar. Yaban
mersini bagirsak metabolizmasini diizenler, kan sekeri ile kan kolesteroliinii minimuma
indirir. Karanlikta gérme kabiliyetini artirir, goz yorulmasini iyilestirir, miyopluk ile seker
hastaligindan kaynakl gozde gérememe problemlerini dnler (Caglar ve Demirci, 2017).

Ulkemizde genellikle Dogu Karadeniz’de yetisir ve {iziimsii yapidadir. Fazla
antioksidan kapasiteye sahip, fazla oranda fenolik madde barindirmaktadir. Bazi siiregen
hastaliklar1 onleyici etkisinin, antioksidan aktivitelerinin fazlaligindan dolay1 oldugu
soylenmektedir (Ceylan vd., 2017).

Sekil 1. 4. Vaccinium myrtillus (Yaban mersini

-Ligarba)

1.19.4. Rosa canina (Kusburnu)

Rosaceae familyasina ve Rosa cinsine iiye olan bir bitkidir. Asil yetistigi yer Bati
Asya, Anadolu, Kuzey ile Orta Avrupa’dir. Bu bitki ¢alilik yapidadir ve kis mevsiminde
yaprak dokmektedir. 1,5-3,5 m boyunda diklemesine gelisir. Dallar1 ¢ogunlukla geriye
kivriktir. Fiziksel yapir olarak sekli farklilik gostermektedir rengi ise sar1, kirmizi veya
turuncu olabilmektedir (Sekil 1.5) (URL-5, 2019). Kusburnu igerisinde karoten, B1, B2, E,
K, vitaminleri bulunmaktadir (Kogan, 2010).
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Insanlara faydali natiirel antioksidanlar1 icermesinden &tiirii yakin zamanlarda ilgi
altinda olan bitki durumundadir. Kusburnu igerisinde; mineraller, karotenoitler, tokoferol,
bioflavonoidler, meyve asitleri, tanenler, pektinler, aminoasitler ile miihim yaglar
mevcuttur (Ozrenk vd., 2012).

Sekil 1. 5. Rosa canina (Kusburnu)

1.19.5. Hypericum perforatum (Kantaron)

Hypericum cinsinin Hypericaceae familyasina ait diinya genelinde 350-400,
tilkemizde de 70 degisik tiir bulunmaktadir. lliman, tropikal iklimlerde en fazla yol
kiyilarinda, yesillikli nehirlerin kiyilarinda, 6zensiz tarlalarda yayilim gostermektedir
(Sekil 1.6) (URL-6, 2019). Az asidik-notr topraklar iizerinde ¢ok giizel yetigirler. Eski
Yunanlilardan bu yana yaralara iyi gelen oOzellikleri bilinmektedir. Anadolu’da da
yapisindan Otliri ve saghga ¢ok iyi katkisindan dolayr halk hekimliginde tercih
edilmektedir (Cakmak ve Bayram, 2003).

Gegmisten buyana yara iyilestirici yapisi sayesinde tercih edilen sar1 kantaronun, bu
yetenegi haricinde sakinlestirici, Kurt temizleyici, depresyon onleyici 6zelliklerininde
oldugu bildirilmektedir (Ceylan vd., 2005).

Eczabilimine katki saglayan birden fazla grup bilesen bulundurmaktadir. Bu
bilesenler naftodiantronlar, floroglukinler, flavonoidler, xanthonesler ve tanenlerdir.

Eczabilimi’nde fazlaca listiinde ¢aligilan bilesik naphthodianthronlardir (Kacar ve Azkan,
2005).
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Sekil 1. 6. Hypericum perforatum (Kantaron)

1.19.6. Lycium barbarum (Goji bery)

Bu bitki Solanaceae familyasina {iye uzun senelik bitkilerdendir. Goji bery Cin’in
Tibet kesiminde yetistirilmektedir. Bu meyveler A, C, B kompleks ve E vitaminlerince
verimlidir. Bunlar fazlaca aminoasit, antioksidan bilesikler (karotenoidler, zeaxanthin ile
lutein benzeri), ayrica Ca, K, Fe, Zn, Se benzeri mineraller igerirler (Yilmaz ve Kinay,
2016).

Goji meyvesi, geleneksel tip da nemli bir role sahiptir. Goji meyvesi’nin degerli
bilesenleri, zeaksantin ve karoten igeren renkli bilesenler ile sinirli degildir. Polisakkaritleri
ve bu gibi kiigiik molekiilleri igerir bunlar betain, serebrosid, B-sitosterol, p-kumarik ve
cesitli vitaminler gibi molekiillerdir. Son zamanlarda, laboratuvarlarda nérodejeneratif
hastaliklarda néron kaybii 6nlemek i¢in noroprotektif etkilerini gostermistir (Chang vd.,
2008).

Goji meyvesi, antioksidan igerigi bakimindan zengin bir meyve tiiridiir (Sekil 1.7)
(URL-7, 2019). Calismalarin ¢ogu goji bery’nin koruyucu fonksiyonunun, antioksidan
etkilerinden kaynaklandigin1 vurgulamistir (Endes vd., 2015).

Sekil 1. 7. Lycium barbarum (Goji bery)
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1.19.7. Aquilaria agallocha (Udu hindi)

Aquilaria, Thymeleceae familyasinda ve Magnoliopsida smifinda bir cinstir.
Glineybat1 Asya'ya 0zgilidiir. Bu aga¢ ozellikle Endonezya, Tayland, Kambogya, Laoes,
Malezya, Kuzey Hindistan, Philipines ve Borneo yagmur ormanlarinda bulunur.

Udu hindi, Kuzey-Dogu Hindistan ve alt Burma'nin genis yaprak dokmeyen bir
agacidir (Sekil 1.8) (URL-8, 2019). Udu hindi bitkisinin benzen ekstreleri, merkezi sinir
sistemindeki antidepresyon aktivitelerine sahiptir (Dash vd., 2008). Diinyanin en pahali
ucucu yag veren agag tiirlerinden biridir. Odunda bulunan oleoresin, parfiim endiistrisinde
ve tipta yaygin olarak kullanilir (Tabin vd., 2009).

Yapilan ¢aligsmalar, udu hindi’nin kayda deger antikanser aktivitesine sahip oldugunu
bildirmistir. Udu hindi’ye olan talebin artmasi, kimyasal maddenin ¢ikarilmasi igin agag
govdesinin irrasyonel olarak kesilmesine yol agmistir. Bu agacin nesli tilkenme tehlikesiyle
sonuglanmigtir. Udu hindi’deki fitokimyasallarin varligi ve tiirii hakkinda ayrintili bir

sistematik dokiimantasyon yoktur (Dash vd., 2008).

Sekil 1. 8. Aquilaria agallocha (Udu hindi)

1.19.8. Nigella sativa (Corek otu)

Ranunculacea familyasindan Nigella sativa tiirline iiyedir. Tiketilen bdliimi,
kapsiiliiniin i¢inde gelisen tohumudur (Sekil 1.9) (URL-9, 2019). Corek otu, bir¢ok Orta
Dogu, Uzak Dogu topraklarinda 2000 yil gibi bir siire igerisinde fazlaca hastalik
iyilestirmede tercih edilen faydali bitki olmasinin yanisira, asil etkili kristal bilesigi
nigellon 1959°da izole edilmistir (Kaya vd., 2003).

Bu bitki astim, hipertansiyon, diyabet, inflamasyon, bronsit, bas agrisi, ates, bas

donmesi ve gastrointestinal rahatsizliklar gibi rahatsizliklarda halk hekimliginde dogal bir
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ilag olarak kullamlmistir (Topal ve Celebi, 2011). Tirkiye'nin birgok yerinde
yetistirilmektedir. Yagimnin en 6nemli bileseni tirokinondur (Isik vd., 2017).

Son senelerde Tiirkiye’de ve Ortadogu’da alternatif tipta fazlaca tercih edilen
baharat olan ¢orek otu’nun etken bilesigi timokinonun, kanser oOnleyici oOzellikleri
belirlenmistir. Bu bitkinin tohumlar1 ile yagi birden fazla saglik probleminde tedavi edici
olmasi ve farkli hastalik gesitlerinin 6nlenmesinde etkili olmasi sebebiyle basarili sekilde

kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir (Giin, 2012).

Sekil 1. 9. Nigella sativa (Corek otu)

1.19.9. Echinacea purpurea (Ekinezya)

Bu tiir, Asteraceae familyasina iiye senelik otsu bitkidir. Fiziksel olarak yapraklari ile
govdeleri az tiylidir. Govdesi silindire benzer sekildedir (Sekil 1.10) (URL-10, 2019).
Gelisimini tamamlayan bir ¢igegin koruyucu tablasi 250-300 tane tohum meydana
getirebilir. Yaklasik 5 mm uzunlukta olan tohumlar, 1.5 mm genislige sahiptir. 1000 tohum
yiikii ortalama 5-6 g’dir (Celik ve Kan, 2019).

Ekinezyada yaygin olarak yetistirilen tg tiir vardir: Echinacea purpurea, Echinacea
angustifolia ve Echinacea pallida. Giiniimiizde ekinezya, iist solunum yolu enfeksiyonlari,
ates, idrar yolu enfeksiyonlari, kronik Oksiiriik {izerindeki immiin uyarici etkilerine
inanildig1 i¢in popiiler bir bitki haline gelmistir (Uluisik ve Keskin, 2012).

Enfeksiyonlarla miicadele eden beyaz kan hiicrelerinde artisa sebep oldugu ve bu
sayede kendimizi savunabilme mekanizmamizi saglamlastirdigi belirlenen bu bitki, bugiine
kadar tip alaninda tercih edilmistir. Kuzey Amerika’dan tiim diinyaya dagilan bitki:
Yaralar ile yaniklar1 tedavi edici, kabakulak, bocek isirmasi, karin ile bas agrisi, grip,
kizamik gibi hastaliklarda tedavi amagli kulanilmaktadir. Bunlar haricinde yilan 1sirmalari
gibi zehirleyici vakalarda panzehir seklinde tercih edildigi arastirmacilar sayesinde
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belirtilmistir. EKinezya cinsine iiye bitkilerde sekonder metabolitler bulunmaktadir. En sik
goriileni flavanoitler, alkilamidler, polisakkaritler, ucucu yaglar gibi etken bilesiklerdir
(Caliskan ve Odabas, 2011).

Bu tiirlere {iye bitkilerin ugucu yag bilesenleri olan major terpenik maddeler
sunlardir: Germakren D, B-mirsen, o-pinen ile B-pinen dikkat c¢ekmektedir. Bunlar
haricinde karyofilen, karyofilen epoksit ile a-fellandren bu bitki tiirlerinin ugucu yaglariin

igerisinde mevcut olabilen baslica terpenik bilesiklerdir (Celik ve Kan, 2019).

Sekil 1. 10. Echinacea purpurea (Ekinezya)
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal

2.1.1. Cahismada Kullanilan Alet ve EKipmanlar

Calismada kullanilan, Giimiishane Universitesi, Miihendislik ve Doga Bilimleri

Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik Bolimii Laboratuvarinda bulunan cihazlar

sunlardir:

Termal dongii cihazi (Thermo scientific, USA),
Calkalayici inkiibator (Shel Lab, USA),

Etiiv (Dathan, Tirkiye),

Steril Kabin,

Santrifiij (Allegra, Germany),

Manyetik karistirict (IKA RH Basic 2, Germany),
Vorteks (Heidolph, Germany),

Hassas terazi (Kern ABJ-NM/ABS-N, England),
Buz makinesi (Scotsman Ice, Italia),

Elektroforez tanki (Scie-Plas HU10 Mini, England),
Elektroforez Giig¢ Kaynagi (BIO-RAD, USA),

UV illiminator (Herolab, Germany),

Mikrodalga firin (Altus, Tirkiye),

Buzdolab1 (Beko, Tiirkiye),

Distile su cihazi (mes, Tiirkiye),

Diktip otoklav (Hirayama, Japan),

Thermo-Shaker inkiibator (Thermo Scientific, USA),
Otomatik pipetler (Eppendorf, Germany).

Genetik ve Biyomiihensilik Laboratuvarinda bulunan erlenmayer, beher, petri,

meziir, jel dokme tepsisi ve tarak, 6ze, deney tiipii, tiipliik, ekiivyon ¢ubugu kullanildi.

Calismada kullanilan Gida Miihendisligi Laboratuvarinda bulunan cihazlar sunlardir:
Rotary evaporator (Heidolph, Germany),

Ultrasonik banyo (Bandelin, Germany),



e Rondo (Waring, USA).
Bunlar haricinde laboratuvarda bulunan filtre kagitlari, parafilm, amber renkli cam

sise (siyah vida kapakli) kullanildi.

2.1.2. Kimyasallar, Enzimler, Kitler ve Vektorler

Kullamilan kimyasallar sunlardir:

Agaroz (Sigma, USA), Agar (Liofilchem, Italy), Gliserol (ADR), dNTP (Solis
Biodyn) MgCl, (GeneON), Buffer (GeneON), Etidyum bromiir (PanReac AppliChem,
Germany), Etanol (Alkomed, Tiirkiye), Tripton (Pronadisa, Spain), Maya oziitii (Lab M,
United Kingdom), DNA ladder (Promega), Ampisilin, NaCl, KCI, Tris, EDTA, CaCl.2H,0
(Sigma), KCO,CHj3 (Sigma), IPTG (Sigma), X-gal (Sigma).

Kullanilan enzimler sunlardir:

Tag DNA polimeraz (GeneON).

Kullanilan kitler ve vektorler sunlardir:
Plazmid DNA izolasyon kiti (Thermo Fisher Scientific, ABD), pPGEM-T Easy
klonlama kiti kullanildi.

2.1.3. Cozeltiler, Tampon Soliisyonlar ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Deneyler sirasinda kullanilan ¢6zelti ve tamponlarin isimleri ve bilesenleri Tablo 2.1

de belirtilmistir.
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Tablo 2. 1. Cozelti, Tampon ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Cozeltiler, Tampon Soliisyonlari
ve Besiyerleri

Bilesenleri

1IX TAE 20 ml 50X TAE, 980 ml saf su

%1 Agaroz jel 0.7 g agaroz, 70 ml 1X TAE, 5 ul etidyum
bromiir

dNTP Stok ANTP’den 50 pl, 950 pl steril deiyonize su

FSB (Frozen Storage Buffer)

50 mM CaCl 2 .2H 2 O, %10 gliserol, 1 M KCO
2CH3, 100 mM KCI, 50 ml saf su. pH’1 HCI
kullanilarak 6.2 olacak sekilde hazirlandi. Son
hacim 100 ml’ye tamamlandi.

Primer

Stok ¢ozeltiden 10 pl, 90 ul steril saf su. Son
konsantrasyon 10 pmol/ul.

LB (Luria-Bertani) agar

10 tripton, 5 g maya o6ziitii, 5 g NaCl, 15 g agar,
1000 mL saf su.

Ampisilinli LB (Luria-Bertani)

10 g tripton, 5 g maya 6ziitii, 5 g NaCl, 1000 mL
saf su, sicaklik 55°C’ye diistiikten sonra 1000 pl
ampisilin.

LB (Luria-Bertani)

10 g tripton, 5 g maya 6ziitii, 5 g NaCl, 1000 mL
saf su

EMB

36 g EMB, 1000 ml saf su

2.2. Yontem

2.2.1. A. baumannii lIzelatlarimm Temini ve Antibiyotik Duyarhhgmin

Tanimlanmasi

Bu calismada Rize Egitim ve Arastirma Hastanesinin yogun bakim {initesinde tedavi

goren hastalarin klinik 6rneklerinden (trakeal aspirat, kan, idrar, bronkoalveolar lavaj) 41

A. baumannii izolat1 izole edildi ve diren¢ genleri arastirildi. Klinik izolatlarin

antibiyogramlar1 Vitek 2 Kompakt otomatize sistemi (bioMerieux, Craponne, Fransa) ile

caligilmistir.

Antibiyotik duyarlilik testi i¢in kullanilan antibiyotikler; piperasilin, trimetoprim-

sulfametoksazol, seftazidim, imipenem, meropenem, gentamisin, netilmisin, tobramisin,
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tigesiklin, piperasilin-tazobaktam, kolistin, levofloksasin dir. VITEK 2 Kompakt sistemi
ile izolatlarin antibakteriyel duyarliliklar tespit edilmistir ve sonuglar Avrupa Klinik Sinir
Deger Tablosuna EUCAST 2017 standartlarina gore belirlenmistir.

2.2.2. A. baumannii izolatlarinin Stoklanmasi ve DNA izolasyonu

A. baumannii izolatlarindan birer koloni seg¢ilerek EMB besiyerine tek koloni
diistirme yontemiyle ekimi yapildi daha sonra 37°C etiiv igerisinde 16 saat inkiibasyona
birakildi. inkiibasyonun ardindan 3 ml LB siv1 besiyerine tek koloni aliarak ekildi sonra
gece boyu 37°C’de ¢alkalamali inkiibatorde tiretildi.

Stoklama islemi icin tretilen bakteriyel siispansiyonlarn 800’er pl’si alindi ve
%20’1ik gliserol stoklar hazirland1 stoklar -20°C’de saklandi. DNA izolasyonu igin
kaynatma DNA metodu kullanildi. Oncelikle elde edilen 3 ml’lik gece kiiltiirii eppendorf
tiiplere aktarilarak 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Daha sonra pellet kismina 1000 pl
saf su eklenerek vortekslendi ve tekrar 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Tekrar pellet
kismina 1000 pl saf su eklendi ve vortekslendi. Ornekler 100°C’de 10 dk kaynatild: ve
tekrar 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi ve tiipiin Gist kismindan 500 ul DNA alinip yeni
tiiplere eklenerek PZR reaksiyonlarinda kullanildi.

2.2.3. p-laktamaz Diren¢ Genlerinin ve Simif 1 integronlarin PZR Yontemiyle
Varhginin Arastirilmasi

A. baumannii suslarinda antibiyotik diren¢ genlerinin ve smif 1 integronlarin
varligiin belirlenmesi PZR yontemiyle gergeklestirildi. Standart PZR reaksiyonu 1,5 {inite
Taq DNA polimeraz (GeneON), 5 ul genomik DNA, 10 ul DNA polimeraz tamponu, 4 ul
2.5 mM her bir ANTP, 2 pl her bir primer stoku (20 pmol/ul) (Sentegen), 3 pl 25 mM
MgCl; ve son hacim steril deiyonize su ile 50 pl’ye tamamlanarak hazirlandi.

Amplifikasyon dogii sartlari: blapxa genleri i¢in 6n denatiirasyon 94°C’de 3 dk,
denatiirasyon 94°C’de 25 sn, baglanma 52°C’de 40 sn, uzama 72°C’de 50 sn ve son sentez
72°C’de 5 dk olacak sekilde uygulandi. Siif 1 integronlar i¢in 6n denatiirasyon 94°C’de
2dk, denatiirasyon 94°C’de 45sn, baglanma 56°C’de 1 dk, uzama 72°C’de 3 dk ve son
sentez 72°C’de 5 dk da gergeklestirildi.

blajve ve blages genleri igin 6n denatiirasyon 95°C’de 5 dk, denatiirasyon 95°C’de
45 sn, baglanma 56°C’de 45 sn, uzama 72°C’de 3 dk ve son sentez 72°C’de 5 dk da
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gerceklestirildi. blayiy geni igin 6n denatiirasyon 95°C’de 5 dk, denatiirasyon 95°C’de 45
sn, baglanma 58°C’de 45 sn, uzama 72°C’de 3 dk ve son sentez 72°C’de 5 dk da
gergeklestirildi.

blanpm geni igin 6n denatiirasyon 95°C’de 5 dk, denatiirasyon 95°C’de 45 sn,
baglanma 57°C’de 45 sn, uzama 72°C’de 3 dk ve son sentez 72°C’de 5 dk da
gerceklestirildi. blactx.m genleri i¢in 6n denatiirasyon 94°C’de 10 dk, denatiirasyon
94°C’de 40 sn, baglanma 60°C’de 40 sn, uzama 72°C’de 1 dk ve son sentez 72°C’de 7 dk
da gergeklestirildi. PZR amplifikasyon i¢in kullanilan primerler Tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2. B-laktamaz direng genlerini ve sinif 1 integronlart belirlemek i¢in kullanilan

primerler
] Uriin
Primer Sekans (5°-3)’ Kaynak
(bp)

Smf 1 Integron | F | 55,5 GGCATCCAAGCAGCAAG-3' Degisken | Ciock v, 2013
R | 3°CS:5-AAGCAGACTT ACCTGA-3'

CTXM-L F | GCGTGATACCACTTCACCTC 260 Xuvd., 2005
R | TGAAGTAAGTGACCAGAATC

CTXM? F | T6ATACCACCACGCCGETC 341 Xuvd., 2005
R | TATTGCATCAGAAACCGTGGG

OXA-23 F | GATCGGATTGGAGAACCAGA 501 Woodford vd,,
R | ATTTCTGACCGCATTTCCAT 2006

OXASEL F | TAATGCTTTGATCGGCCTTG 353 Woodford vd.,
R | TGGATTGCACTTCATCTTGG 2006

OXA-58 F | AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 599 Woodford vd.,
R | CCCCTCTGCGCTCTACATAC 2006

GES F | ATGCGCTTCATTCACGCAC 863 Moubareck vd.,
R | CTATTTGTCCGTGCTCAGGA 2009

VIM F | ATTGGTCTATTTGACCGCGTC 280 Jeon vd., 2005
R | TGCTACTCAACGACTGAGCG

IMP F | CATGGTTTGGTGGTTCTTGT 488 Jeon vd., 2005
R | ATAATTTGGCGGACTTTGGC

NDM P | GAGATTGCCGAGCGACTTG 457 Chihara vd., 2011
R | CGAATGTCTGGCAGCACACTT
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2.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiilenmesi

PZR iiriinlerini degerlendirmek i¢in agaroz jel elektroforezi yapilip goriintiilendi.
Oncelikle %1 lik agaroz jel, 0.7 g agaroz 70 ml 1X TAE olacak sekilde hazirlandi PZR
orneklerinden 5 pl alinarak 4 pl yiikleme tamponu ile karistirildi ve jeldeki kuyucuklara
yiiklendi. Birinci kuyucuga 3 ul DNA ladder (Promega) yiiklendi. PZR 6rnekleri 90-100

voltta markir tamamen agilana dek yiiritildi. Jel UV’ de gozlemlendi.

2.2.5. Kompotent Hiicrelerin Hazirlanmasi

LB besiyerine 3 ml E.coli DH5a stogundan ekildi ve 37°C de 1 gece inkiibasyona
birakildi. Gece kiiltiirinden 100 pl alinip 30 ml’lik LB besiyerine ekimi yapildi ve
calkalamal1 etiivde OD600=0,4’e¢ ulasincaya 30 dk biyiitiildii. Calkalamali etiivden
alindiktan sonra iki falkon tiipe boliindii ve 10-15 dk buz iizerinde bekletildi. Daha sonra
4500 rpm’de 4°C’de 5 dk santrifiij yapildi slipernatant kismi atildi. Pellet 7.5 ml soguk
FSB’de ¢oziildii. 2 saat buz lizerinde bekletildi ve tekrar 4°C’de 4500 rpm’de santrifiij
edildi. Siipernatant kismi atildi ve pellet 2 ml soguk FSB (Frozen storage buffer)’de

¢Oziildii. Hazirlanan hiicreler steril ependorflara boliinerek kullanildi.

2.2.6.PZR 1Islemi Sonrasi Pozitif Orneklerin pGEM-T Easy Vektoriine
Klonlanmasi

PZR islemleri sonucu elde edilen iiriinlerin pGEM-T Easy vektoriine ligasyonu
saglandi. Ligasyon reaksiyonu hazirlanirken 4 pl hacimde 0.2 pl pGEM-T easy (10 ng)
vektorti, 2 pul 2X T4 ligasyon tamponu, 0.2 ul T4 DNA ligaz ve 1.6 pl PZR iiriinii de
eklendi ve 4 ul hacimde hazirlanan ligasyon iiriinii 16°C’de 16 saat bekletildi.

PZR {irtintinii bulunduran pGEM-T easy vektoriiniin 4 ul’si, E. coli DH50 kompetent
hiicrelerine kimyasal yollarla transforme edildi. Transferlerin se¢imi mavi-beyaz koloni
teknigine gore uygulandi. Bunun i¢in AMP’li LB agar tizerine 40 pl IPTG ve 40 ul X-gal
yayildi. Daha sonra hiicreler bu petriler tizerine yayildi ve 37°C’de gece boyu bekletildi.

Petrilerde olusan mavi-beyaz kolonilerden beyaz kolonilerin se¢imi yapildi.
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2.2.7. Plazmid Izolasyonu

Her koloni igin ayr1 tiiplere 3 ml AMP’li LB besiyeri koyuldu ve pens ucuyla tutulan
pipet ucu yardimiyla se¢imi yapilan koloniler tiipler i¢ine ekildi. 37°C’de 16 saat iiretildi.
Uretme isleminden sonra eppendorf tiiplere aktarildi. Kiiltiirler 12.000 rpm’de 2 dk
santrifiij edildi ve bakteri pelletinden GeneJET Plazmid Miniprep kitindeki protokole gore
plazmid DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen plazmid DNA’lar %]1’lik agaroz jelde
yuriitiildii, pozitif olarak degerlendirilen 6rnekler Sentebiolab (Ankara/Tiirkiye)’ e DNA

dizi analizine gonderildi.

2.2.8. Sekans Sonuclarinin Degerlendirilmesi

DNA dizi analizi i¢in Sentebiolab’a gonderilen 6rneklerin sonucu Expasy Translate

Tool ve Blast programlari kullanilarak degerlendirildi.

2.2.9. Cahismada Kullanilan Bitkilerin Temin Edilmesi

Calismada tercih edilen bitkiler Trabzon ilinde aktardan kuru ve 6giitiilmiis olarak
satin alinmistir. Calismada kullanilan bitkiler segilirken literatiir de siklikla galigilan, cesitli
antimikrobiyal aktiviteye sahip olan ve farkli amaglar i¢in halk arasinda yaygin olarak

tiiketilen bitkiler tercih edilmistir.

2.2.10. Cahsmada Kullanilan Bitkiler ve Ozellikleri

PZR yontemi ile direngli olduklari tespit edilen izolatlar {izerinde inhibe edici etkileri

incelenen bitkiler ve latince adlar1 Tablo 2.3 de verilmistir.

Tablo 2. 3. Calismada Kullanilan Bitkiler ve Latince Adlari

Bitki Adlan Latince Adlarn
Dut Morus alba
Zencefil Zingiber officinale
Yaban mersini-Ligarba Vaccinium myrtillus
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Tablo 2.3. (Devami)

Kusburnu Rosa canina
Kantaron Hypericum perforatum L.
Goji bery Lycium barbarum
Udu hindi Aquilaria agallocha
Corek otu Nigella sativa
Ekinezya Echinacea purpurea

2.2.11. Bitki Oziitlerinin MiK Degerlerinin Arastirildigi A. baumannii izolatlari

Yapilan ¢alismada 41 A. baumannii izolatinin antibiyotik diren¢ profili ve tasidigi
antibiyotik diren¢ genleri belirlendi. Bu dogrultu da 41 izolat arasinda tasidigi direng
genlerine gore 6 farkli sus ¢alismada kullanildi bunlar: AB38, AB43, AB45, AB46, AB59,
AB69dur.

2.2.12. Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi

Kullanilan bitkiler aktardan kuru ve 6giitiilmiis olarak satin alinmistir. Numunelerin
her birinin tamamen ve ayni sekilde kurulugundan emin olabilmek i¢in, araliklarla tartim
alinarak 7 giin etiivde tamamen kurutulmustur. Daha sonra toz halindeki bitkilerin her
birinden 10’ar g alinarak 100 mL ¢oziicii (metanol) ile iki saat manyetik karistirici
kullanilarak ekstraksiyon islemi gerceklestirildi. Ekstraksiyon islemi sonunda bitki 6ziitleri
once mavi bantl siizge¢ kagidindan, ikinci asamada ise 0.25 pM’lik filtrelerden siiziildii.

Berrak hale getirilen bitki o6ziitleri cam balonlara alinarak rotary evaporatorde
¢oOziiciileri tamamen ucurulup, her biri belirli hacimlerde metanol ile c¢oziilerek
konsantrasyonlar1 belirlendi. Oziitler analiz yapilana kadar serin ve karanlik bir ortamda
bekletildi. Oziitlerin konsantrasyonlari: Dut 100 mg\ml, Zencefil 60 mg\ml, Yaban
mersini-Ligarba 80 mg\ml, Kusburnu 70 mg\ml, Kantaron 80 mg\ml, Goji bery 140mg\ml,
Udu hindi 100 mg\ml, Corek otu 40 mg\ml, Ekinezya 18mg\ml’dir.
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2.2.13. Siv1 Mikrodiliisyon Yéntemi ile Bitki Oziitlerinin Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan bitki &ziitlerinin MIK degerlerinin belirlenmesi icin sivi
mikrodiliisyon yontemi kullanildi. Deneyler 96 kuyucuklu plakalar kullanilarak ii¢ tekrarl
halinde ger¢eklestirildi. 12. kuyucuga kadar her kuyucuga 50 pl LB besiyeri eklendi.
Sadece 12. kuyucuga toplamda 100 pl olacak sekilde LB besiyeri eklendi. 12. kuyucuk
sterilite kontrolii olarak degerlendirildi. 1. kuyucuga kullanilacak bitki 6ziitlerinden 50 ul
eklendi ve 10. kuyucuga kadar seri diliisyon yapildi.

10. kuyucukta pipetaj yapildiktan sonra 50 ul gekilip pipetle birlikte ¢ope atildu.
Daha sonra A. baumannii bakteri izolatindan 11. Kuyucuga kadar her kuyucuga 50 pl
aktarildi. 11. kuyucuk biiyiime kontrolii olarak degerlendirildi. Plateler 37°C'de inkiibe
edildi. Biiyiimenin gozlemlendigi ilk kuyucuktaki konsantrasyon bitki 6ziitlerinin MIK

degerleri olarak belirlendi.
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3. BULGULAR

3.1. izolatlarin Antibiyotik Duyarhliklar

Yapilan calismada Rize Egitim ve Arastirma Hastanesi yogun bakim iinitesinde
tedavi goren hastalarin ¢esitli klinik Orneklerinden (trakeal aspirat, kan, idrar,
bronkoalveolar lavaj) izole edilen 41 A. baumannii izolati tanimlanmustir.

Izolatlarin; Piperasilin, Trimetoprim-Sulfametoksazol, Seftazidim, Imipenem,
Meropenem, Gentamisin, Netilmisin, Tobramisin, Tigesiklin, Piperasilin-tazobaktam,
Kolistin, Levofloksasin antibiyotiklerine karsi duyarliliklart VITEK 2 Kompakt otomatize
sistemi kullanilarak belirlendi.

3.2. Acinetobacter baumannii Izolatlarinin Antibiyotik Duyarhihk Sonuglari

41 A. baumannii izolatinin piperasilin ve levofloksasine karsi tamaminin direngli
oldugu tespit edildi. Seftazidim, imipenem, meropenem ve piperasilin-tazobaktam
antibiyotiklerine kars1 40 izolatta direng oran1 (%97.3) olarak tespit edildi. Trimetoprim-
sulfametoksazol’a kars1 35 izolatta direng oran1 (%83.78) olarak tespit edildi. Gentamisin
ve Netilmisine kars1 25 izolatta direng orani (%62.16) olarak belirlendi. Tobramisine kars1
27 izolatta direng orami (%67.57) olarak belirlendi. Tigesiklin ve kolistine karsi tiim
izolatlarin duyarli oldugu belirlendi. A. baumannii izolatlarinin antibiyotik duyarlilik

sonuglar1 Tablo 3.1 de verilmistir.

Tablo 3.1. izolatlarin Antibiyotik Direng Oranlart

Antibiyotik S (%/n) I (%/n) R (%/n)

PiP - - %100(41)

SXT 9%13.51(5) %2.7(1) 9%83.78(35)
CAZ - %2.7(1) 9%97.3(40)
IMP %2.7(1) - 9%97.3(40)
MEM %2.7(1) - %97.3(40)
GN %24.32(10) %13.51(6) %62.16(25)




Tablo 3.1. (Devami)

NET %27.03(11) %10.81(5) %62.16(25)
TOB %32.43(13) - %67.57(27)
TIG(N=35) %20(8) %80(30) -
TZP - %2.7(1) %97.3(40)
coL %97.3(40) %2.7(1) -
LEV - - %100(41)

S: Duyarly, I: Orta duyarl, R: Direngli, n: Izolat say1s

(PIP: Piperasilin, SXT: Trimetoprim-Sulfametoksazol, CAZ: Seftazidim, IMP: imipenem,
MEM: Meropenem, GN: Gentamisin, NET: Netilmisin, TOB: Tobramisin, TIG:
Tigesiklin, TZP: Piperasilin-tazobaktam, COL.: Kolistin, LEV: Levofloksasin).

3.3. p-Laktamaz Genlerinin PZR ile Belirlenmesi

41 A. baumannii susunda; Siif 1 Integron, CTX-M-1, CTX-M-2, OXA-23, OXA-
51, OXA-58, GES, VIM, IMP, NDM genlerinin varlig arastirildi.

Siif A B-laktamaz genlerinden blactxm-1 36 izolatta (%87.8), blactxm-2 18 izolatta
(%43) ve blages 1 izolatta goriildi. blapxas: geni  A. baumannii izolatlarinin
tanimlanmasini saglamaktadir. Calismadaki izolatlarin tamaminda blapxa-s1 geni tespit
edildi. Arastirilan Metallo B-laktamaz genlerinin (blayiv, blanom, blae) ve Simif D -

laktamaz kodlayan blapxa-ss geni higbir 6rnekte goriilmedi.

3.3.1. Simif 1 integronlarin PZR ile Belirlenmesi

Sinif 1 integronlara 6zgiil primer ¢iftleri kullanilarak yapilan PZR sonucunda 34 A.
baumannii izolatinin smif 1 integron tasidigr tespit edildi. Sekil 3.1 de goriildiigi gibi
pozitif 6rnekler:1,2,4,5,7,10,13,16 dur.

Sekil 3.1. Smif 1 integronlarin pozitif 6rneklerinin jel goriintiileri.
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3.3.2. blapxa-23 Geninin PZR ile Belirlenmesi

blaoxa-2s genlerine 6zgiil primer ciftleri kullanilarak yapilan PZR sonucunda 38
izolatta blapgxa-23 (%92,6) sinif D B-Laktamaz geni tespit edildi. 501 bp biiyiikliigiinde PZR
tirtinii DNA markir ile yiiriitiilliirek UV altinda goriintiisii alind1 (Sekil 3.2).

Sekil 3. 2. B-laktamaz diren¢ genlerinden blapxa-23'iin DNA
markir ile jeldeki goriintiisii, M: Markir.

3.4. blapxa-23 Geninin pGEM-T Easy Vektoriine Klonlanmasi

blaoxa-23 geni pGEM-T easy vektoriine ligasyonu gergeklestirildikten sonra E.coli
DH5a hiicrelerine aktarildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Transformasyon sonrasi petride
mavi-beyaz koloni olusumu
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3.5. Transformasyon Sonrasi Plazmid izolasyonu

GeneJET Plazmid Miniprep kitindeki protokole gore plazmid DNA izolasyonu
gerceklestirildi. Elde edilen plazmid DNA lar %1°lik agaroz jelde yiiritildi (Sekil 3.4).

Sekil 3. 4. Plazmid DNA izolasyonu sonrasi jel goriintiisii
(1: Mavi koloniden izole edilen plazmid, 2: OXA-23
genini bulunduran plazmid)

3.6. Tespit Edilen p-Laktamaz Diren¢ Genlerinden blapxa-2z Geninin Baz Dizin
Analizi

Pozitif olarak degerlendirilen plazmid DNA’lar Sentebiolab’a (Ankara/Tiirkiye)
DNA baz dizin analizi igin gonderildi. Elde edilen sonuglar Expasy Translate Tool ve Blast
programlar1 kullanilarak degerlendirildi. blagxa-23 geninin niikleotid sirast Sekil 3.5 de

gosterilmistir.

GATCGGATTGGAGAACCAGRARACGGATATTAATGARATATTTARATGGARGGGCGAGRAARGGTCATTTAC
CCCTTGGGARRRARGACATGACACTAGGAGARAGCCATGARGCTTTCTGCAGTCCCAGTCTATCAGGRACTTGC
GCGACGTATCGGTCTTGATCTCATGCCARRARAGAAGTARRACGTATTGGTTTCCGTAATGCTGRRAATTGGACC
GCCGETTGARRATTTCTGGTTTGEAAGACCAT TAARGGTTACGCCTATTCAAGAGGTAGAGTTTGTTTCCCA
ATTAGCACATACACAGCTTCCATTTAGGGARARAARGTGCAGGCTAATGTARRAAATATGCTTCTTTTAGARGA
GAGTAATGECTACARAATTTTTGGARAGACT GGTTGGGCARGGGATATAARACCACARGTGGGCTGETTGAL
CGGCTGGGETTGRAGCAGCCAGATGGRARRARATTGTCGCTTTTGCATTARATATGGARATGCGGTCAGRARAT

Sekil 3. 5. blapxa-23 geninin niikleotid sirasi
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3.7. Baz: Bitki Oziitlerinin Sivi Mikrodiliisyon Yéntemi ile Cok Ilaca Direncli
Acinetobacter baumannii Izolatlar1 Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Calismada kullanilan dut kurusu, zencefil, ligarba, kusburnu, kantaron, goji bery,
uduhindi, ¢orek otu ve ekinezya aktardan kuru ve Ogiitiilmiis olarak satin alindi ve
bitkilerin metanol o6ziitleri hazirlandi. Bu bitkilerin, antibiyotik diren¢ profili ve tasidigi
antibiyotik direng genleri belirlenmis olan 6 farkli direngli izolat (AB38, AB43, AB45,
AB46, AB59, AB69) tizerindeki etkileri incelendi.

Yapilan galisma sonucunda; udu hindi ve yaban mersini 6ziitlerinin hi¢bir susu
inhibe etmedigi goriildii. Cérek otu metanol dziitiiniin tiim suslara karst MIK degerleri 20
mg/ml olarak belirlendi. Goji bery bitki 6ziitiinin AB38, AB43, AB46, AB59 suslarina
karst MIK degeri 35 mg/ml ve AB45, AB69 suslarina kars1t MiK degerleri ise 17.5 mg/ml
oldugu tespit edildi.

En diisiik MiK degerine ekinezya’nin sahip oldugu tespit edildi. Ekinezya metanol
oziitiiniin MIK degeri AB38 ve AB45 igin 2.75 mg/ml, AB43 ve AB46 i¢in ise 2.25 mg/ml
olarak belirlendi.

Kantaron oziitiiniin AB38, AB43, AB45 izolatlarina karst MIK degeri 10 mg/ml
seklinde bulundu ancak diger suslar1 inhibe etmedigi tespit edildi. Zencefil oziitiiniin
AB38, AB45 suslarina karst MIK degerleri 30 mg/ml seklinde belirlendi ve AB46, AB59
suslarina kars1 ise MIK degerleri 15 mg/ml seklinde bulundu.

Dut bitkisinin metanol &ziitiinin AB38, AB43, AB45 izolatlarma karsi MIK
degerleri sirasiyla 12.5 mg/ml, 50 mg/ml ve 25 mg/ml olarak belirlendi. Kusburnu metanol
0ziitli calisilan izolatlar arasinda yalniz AB38’in biiylimesini inhibe ettigi belirlendi.

Izolatlarin tasidiklar1 direng genleri ve oziitlerin izolatlar {izerindeki MIK degerleri

Tablo 3.2 de gosterildi.
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Tablo 3. 2. Siv1 Mikrodiliisyon Y&ntemi le Belirlenen Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlari

Cahsma da Kullamlan Bitki Oziitleri

izolatlarin Yaban
Bakteri o . . o
Tasidig1 Direng Udu hindi | Corek otu | Goji bery | Kantaron Zencefil Dut Kusburnu | mersini- .
Numaralari . . Ekinezya
genleri Ligarba
. 12.5
Simf 1 integron, 20mg\ml | 35mg\ml | 10 mg\ml | 30 mg\ml 35 mg\ml 2.75 mg\ml
AB38 OXA-51, OXA-23 mg\ml
Smif 1 integron, 20mg\ml | 35mg\ml | 10 mg\ml 50 mg\ml 2.25 mg\ml
Apaz | OXA51,0XA23, g 9 9 g <> Mg
CTX-M1, CTX-M2
AB45 Smif 1 integron, 20 mg\ml 1 10 mg\ml | 30mg\ml | 25 mg\ml 2.75 mg\ml
OXA-51, OXA-23, mg\ml '
CTX-M1, CTX-M2
AB46
OXA-51, OXA-23, 20 mg\ml 35 mg\ml 15 mg\ml 2.25 mg\ml
CTX-M2
AB59 OXA-51, OXA-23, 20mg\ml | 35 mg\ml 15 mg\ml
CTX-M1
Sinif 1 integron, 20 mg\ml 175
AB69 OXA-51, CTX-M1 mg\ml




4. TARTISMA

A. baumannii genellikle yogun bakim {nitelerinde rastlanan nozokomiyal
enfeksiyonlardan ¢ok fazla izole edilen gram negatif bakterilerdendir. Yogun bakim
tinitesinde tedavi goren hastalarin genellikle genis spektrumlu antibiyotik tedavileri
gormeleri A. baumannii izolatlarinin hastanelerin ¢ogunlukla bu bdliimlerinden izole
edilmesine sebebiyet vermektedir. Acinetobacter tiirleri hastane enfeksiyonlarmin %3-
20’sini olusturmaktadir (Go6ziitok vd., 2013).

A. baumannii patojenlerinin geneli hastanede yatan hastalarin solunum yollarindan
izole edilmektedir. A. baumannii enfeksiyonlari, kritik hastalarda meydana gelen hasta
oliimlerindeki artisa sebep olmaktadir. Bir¢ok ¢alisma A. baumannii'nin yiiksek diizeyde
coklu ilaca direncinin bulundugunu gostermistir (Almasaudi, 2018).

A. baumannii’nin florokinolonlar, karbapenemler ve aminoglikozitlere karst hizla
direng gelisimi gosterdigi bilinmektedir. Coklu ilaca direngli Acinetobacter spp.
enfeksiyonlart ile tiim diinya genelinde sik sekilde karsilagilmasiyla birlikte iyilestirme
yollarinda Kkolistin ve tigesiklin diistiniilmiistiir. Fakat incelenen ¢alismalarda tigesiklinin,
gereken etkiyi gosteremedigi belirlenmistir. Antibiyotiklerin birlesimiyle denenen
tedavilerde karbapenemler gibi bakteri hiicre duvarina etkilesimi olabilen antibiyotikler
haricinde, ¢ogunlukla rifampin ile sulbaktam da kullanilmaktadir (Sezer vd., 2017).

A. baumannii suslarmin neden oldugu 6nemli sayida Acinetobacter nozokomiyal
enfeksiyon salgini rapor edilmistir (Berezin ve Towner, 1996). Acinetobacter spp. Artan
antimikrobiyal ¢oklu direng ile karakterize olan 6nemli bir patojen olarak bildirilmektedir
(Giamarellou vd., 2008). 2010-2011 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismada imipenem’e
%87 meropenem’e %87 oraninda diren¢ saptanmistir (Yolbas vd., 2013). 2014 yilinda
yapilan galismalardan birinde 212 A. baumannii susunun karbapenemlere (>%80) direngli
olduklari tespit edilmistir (Atasoy vd., 2014). 2014 yilinda Keskin ve arkadaslarinin yaptigi
calismada imipenem’e %91.5 ve meropenem’e %92 oraninda diren¢ saptamiglardir
(Keskin vd., 2014). Bu calismada incelenen 41 A. baumannii susunda diger ¢aligsmalara
benzer sekilde karbapenem direnci (meropenem %97.3 ve imipenem %97.3) yiiksek

oranda gozlendi.



Lolans ve arkadaglarinin 2006 da yaptiklart bir ¢aligmada, OXA B-laktamazlarin A.
baumannii‘de karbapenem direncine katkida bulundugunun giderek artan kiiresel bir kabul
oldugunu bildirmislerdir (Lolans vd., 2006). OXA23, OXA-24, OXA-58 tip smif D
karbapenamazlar ve dogal oksasilinaz (OXA-51)’in fazla iiretimi A. baumannii’de
kazanilmig karbapenem direncinden sorumludur (Giir ve Durupinar, 2016). 2017 yilinda
yapilan bir ¢alismada, blaoxa-23 95 susta (%94) tespit edilmistir (Ning vd., 2017). 2012
yilinda yapilan bir ¢alismada, 46 A. baumannii susunun; 46’sinda da blapxasi, 40’inda
blapxa-23, 1’inde blapxass saptamiglardir (Huang vd., 2012). 2019 yilinda yapilan bir
calismada OXA-23 ve OXA-51 smif D B-laktamazin varligi 96 susun tamaminda tespit
edilmistir (Say Coskun vd., 2019).

Bu c¢alismada izolatlarin tamaminda blaoxas: geni tespit edildi. 38 izolatta ise
blaoxa-23 (%92,6) simf D B-laktamaz geni tespit edildi. blapxa-ss geninin varligi higbir
ornekte goriilmedi. Tiim suslarda blapxas1 benzeri genin mevcut olmasi suslarin, A.
baumannii olarak tanimlanmasini dogruladi. Bu ¢alismada blapxa2s Ve blaoxa-s:
genlerinin yiiksek oranlar da goriilmesi, diger ¢alismalarla benzerlik géstermektedir.

Genislemis spektrumlu B-laktamazlar (GSBL'ler), plazmid aracilidir ve penisilin,
sefalosporin ve monobaktamlara direng olusturan gram negatif basiller sayesinde firetilir.
TEM, SHV veya CTX-M tipi B-laktamazlar GSBL iiyesidir (Alyamani vd., 2015). 2016
yilinda Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada 443 A. baumannii izolatindan 42’sin de CTX-M-1
grubu ve 63’iinde CTX-M-2 grubu belirlenmistir (Beris vd., 2016). Ulkemiz’de 2019
yilinda arastirilan bir bagka ¢aligmada 96 A. baumannii izolatinda CTX-M-1 ve CTX-M-2
tip GSBL enzimlerinin bulunup bulunmadig: arastirilmis ve 6rneklerden higbirinde pozitif
sonug tespit edilememistir (Say Coskun vd., 2019). Bu tez ¢alismasinda blactx-m-1 36
izolatta (%87.8), blactx-m-2 18 izolatta (%43) tespit edildi. Bu ¢alismada diger ¢alismalara
gore A. baumannii izolatlarinda CTX-M-1 ve CTX-M-2 tipi GSBL’lerde bir artig s6z
konusudur.

Antibakteriyel ilag diren¢ determinantlari dahil olmak {izere, mobil gen kasetlerini
taniyip yakalayan genetik elementler integronlardir. Smnif 1 integronlar ¢oklu ilaca direngli
A. baumannii'de ¢ok fazla bulunurlar (Eftekhar vd., 2018). 2004 yilinda yapilan bir
caligmada toplam 69 A. baumannii izolatimin 19'unun (%27.53) siif 1 integrona sahip
oldugu tespit edilmistir (Ribera vd., 2004). 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada PZR ile
analiz edilen 283 A. baumannii izolat1 arasinda, 202 izolatin siif 1 integron igerdigi

belirlenmistir (Huang vd., 2008).
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2013 yilinda yapilan bir c¢aligmada integronlar, 50 izolattan 44'inde (%88)
saptanirken, izolatlarin %42’si (21/50) ve %82’sinde (41/50) smif 1 ve sinif 2 integronlar
gozlenmistir (Mirnejad vd., 2013). Bu tez ¢alismasinda diger ¢alismalarla benzer sekilde
41 izolatin 34’ iinde sinif 1 integron yiiksek oranda bulunmustur.

Antibiyotiklere direngli izolatlarin giderek artmasi ile natiirel igerikli ilaglarda
olusmayan ya da az olusan yan etkilerin, sentetik ilaglarda farkedilebilecek derecede
fazlalig1 ve hastaliklari tedavi etmede sentetik yapidaki ilaglarin yetersizligini gostermistir.
Bu nedenle bilim insanlarimi1 dogal kaynakli ilaglar1 incelemeye yoneltmistir (Kirbag ve
Zengin, 2006; Benli ve Yigit, 2005). Yapilan ¢alismada, 9 farkli bitki metanol 6ziitlerinin,
6 farkl1 direng gen paternine ve antibiyotik direng profiline sahip CID A. baumannii klinik
izolatlarina kars1t MIK degerleri belirlendi.

Zencefil, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi tarafindan yan etkisi az bulunan saglikli bir
madde olarak bildirilmistir (Gliceyii vd., 2019). 2011 yilinda yapilan bir ¢aligmada kekik,
melisa, karabas, biberiye, zencefil yagmin Y. ruckeri, A. hydrophila, V. anguillarum,
Vibrio alginolyticus, F. psychrophilum bakteriyel balik patojenleri {izerine antimikrobiyal
aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Ekici vd., 2011).

2016 yilinda yapilan bir calisma da CID A. baumannii izolatina kars1 zencefil’in
etanol Oziitlerinin antibakteriyel aktivitesi arastirilmistir. Sonuglara gore, etanol ile
ekstrakte edilmis bitkinin CID A. baumannii’ye karsi 20 mg/ml'lik MIK degerine sahip
oldugu rapor edilmistir (Aghazadeh vd., 2016).

2019 yilinda yapilan bir g¢alisgmanin sonuglarina gore zencefil’in yapisindaki
bilesiklerin Staphylococcus aureus ile Escherichia coli’ye karsi antibakteriyel etkinlige
sahip olmas1 nedeniyle ekstraktin MIK ve MBK iizerine ¢aligmalarinim yapilmasi faydal
goriilmistir (Giiceyii vd., 2019). Miyasaki vd. tarafindan A. baumannii izolatlar1 tizerine
yapilan bir ¢alisma da Rosa rugosa oziitiiniin MIK degeri 250 pg/ml olarak belirlenmistir
(Tiwari vd., 2015; Miyasaki vd., 2013).

Bu c¢alismada zencefil Oziitiiniin, 6 farkli direng profilindeki A. baumannii
izolatlarmin 4’linde antibakteriyel aktiviteleri gozlemlenebildi. Direng profili olarak sinif 1
integron igeren iki izolatta zencefil Oziitiinliin antibakteriyel aktivitesi 30 mg\ml ile

diisiikken, sinif 1 integron igermeyen diger iki izolattta 15 mg\ml ile yiiksektir.
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Bir baska calisma da CID A. baumannii izolatlarina karsi Pinus pinaster kabugu
ekstresinin antibakteriyel aktivitesi arastirilmis ve Oziitiin direngli bakterilere Kkarsi
miicadelede faydali olabilecegi ortaya koyulmustur (Curkovié-Perica vd., 2015). Yapilan
bir bagska arastirmada Oliveria decumbens, Pelargonium graveolens, Eugenia
caryophyllata, Ziziphora tenuir ve Trachyspermum copticum yaglarinin antibakteriyel
aktivitelerini A. baumannii'nin 32 klinik izolatina kars1 degerlendirmislerdir. O.
decumbens, E. caryophyllata ve T. copticum yaglar1 gibi esansiyel yaglarin, A.
baumannii'nin klinik izolatlarina karsi en iyi antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir (Mahboubi vd., 2014). Diger yapilan ¢alismalara benzer olarak bu ¢alismada
da dogal bitkilerden antibakteriyel aktiviteler tespit edilebildi. Udu hindi ve Yaban mersini
oziitlerinde antibakteriyel etki gozlenemedi. En diisiik MIK degeri ve en yiiksek
antibakteriyel etki ekinezya bitkisinde goriildii.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

“Coklu ilag Direngli Acinetobacter baumannii Suslarinda Antibiyotik Direng
Genlerinin  Arastirilmas1  ve Bazi Bitki Oziitlerinin Izolatlar Uzerine Etkisinin
Belirlenmesi” baslikl1 yiiksek lisans tez ¢alismasinda su sonuglar elde edilmistir:

1. Yogun bakim iinitesinde yatan hastalarin gesitli klinik orneklerinden izole edilen A.
baumannii izolatlarinin antibiyotik duyarliliklar tespit edilmistir.

2. Antibiyotiklere karst en yiiksek direng orani piperasilin ve levoflaksasin’e, en yiiksek
duyarlilik orani ise Kolistine kars1 oldugu goriilmiistiir.

3. B-laktamaz ve smif 1 integron kodlayan genlerin varligi belirlenmistir.

4. Orneklerin hicbirinde smif B tipi p-Laktamaz kodlayan genler (blayiv, blanpm, blawe)
tespit edilmemistir.

5. Coklu ila¢ diren¢li A. baumannii izolatlar1 iizerinde 9 farkli tibbi bitkinin metanol
oOziitlerinin antibakteriyel etkisi aragtiritlmistir.

6. Farkli antibiyotik diren¢ genlerine sahip izolatlarin farkli bitki Oziitleri tarafindan
biiylimelerinin inhibe oldugu tespit edilmistir.

Antibiyotik direng genlerinin gram negatif bakterilerde bulunmasi ile direncin
yayilmasi, halkin saglhigini ciddi sekilde tehdit etmektedir. Bu nedenle antibiyotik direnci
ile miicadele i¢in yeni tiirlerin taranmasi, izole edilmesi biiylik 6nem arz etmektedir.

Siif 1 integron ve B-laktamaz direng geni tasidigi tespit edilen A. baumannii
izolatlarina konjugasyon deneyleri yapilarak bu genlerin aktarilabilirligi tespit edilebilir.
Calismada kullanilan bitkilerle farkli direng profiline sahip klinik izolatlarda antibakteriyel
aktivite deneyleri yapilabilir. Calismada kullanilan bitkiler metanol ile ekstrakte edildi.
Bitkiler farkli ¢oziiciilerle ekstrakte edilerek, ¢oziiciileri degisen bitki 6ziitlerinin izolatlara
karst MIK degerleri karsilastirilabilir. Calismada kullanilan bitkiler haricinde, ge¢misten
bugiine sifali olarak bilinen ve tercih edilen farkli bitkilerinde A. baumannii izolatlari

tizerindeki minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 incelenebilir.
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