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OZET

Bir Egitim ve Arastirma Hastanesi Yogun Bakim Unitesi Hastalarimn Kan
Kiiltiirlerinden Izole Edilen Karbapenem Direncli Acinetobacter baumannii 1zolatlarinda
Beta Laktam Diren¢ Genlerinin ve Klonal Iliskinin Arastirilmasi

Giris-Amag:

A. baumannii, 6zellikle yogun bakim iinitelerinde hastane kokenli septisemi, pndmoni
ve idrar yolu enfeksiyonlarina neden olan firsat¢t bir patojendir. A. baumannii'nin gok ilaca
direncli izolatlar1, antimikrobiyal ajanlar yaygin ve uygun olmayan kullaniminin bir sonucu
olarak, son on yilda giderek artan sekilde rapor edilmektedir. Bu bakterilerin direng
mekanizmalarmin anlasilmasi, enfeksiyonlarin oOnlenmesi ve yoOnetiminde kritik 6nem
tasimaktadir. Yogun bakim hastalarinin kan kiiltiirlerinden izole edilen karbapenem direngli A.
baumannii izolatlarmda karbapenem direncininin nedenlerini ortaya koymak, bu sayede
antimikrobiyal siirveyansa katkida bulunmak ve izolatlar arasindaki klonal iliskiyi ortaya

¢ikarmak amaclandi.
Gere¢ ve yontem:

Calismaya, Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Klinigi Bakteriyoloji Laboratuvari’nda Ocak 2020 — Ocak 2022 tarihleri arasinda
yogun bakim servislerinde yatan hastalarm kan kiiltiirlerinden izole edilen ve stok kultdr
koleksiyonunda yer alan 80 A. baumannii susu dahil edildi. Izolatlarin tanimlanmas1 Matriks
Destekli Lazer Dezorpsiyon Iyonizasyon-Ugus Zamam Kiitle Spektrometresi (MALDI-TOF
MS, Brucker Daltonics, Almanya) kullanilarak yapildi. Izolatlarm antibiyotiklere duyarhlik
sonuglar1 VITEK® 2 (Biomerieux, Fransa) otomatize sistem ile EUCAST kriterlerine gore
belirlendi. izolatlarm tamamma sivi mikrodiliisyon ydntemi ile meropenem icin antibiyotik
duyarlihigi ¢alisildi. Calismada karbapenem direng genlerinin (blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxasi,
blaoxass, blaive, blavim, blanom) varligi, direngten sorumlu oldugu bilinen gen bdlgelerini
hedef alan primerlerin kullanildig1 polimeraz zincir reaksiyonlari ile arastirildi. Caligma
izolatlar1 arasindaki klonal iliski M13 primerinin kullanildig1 Arbitrarily Primed PCR (AP-
PCR) yontemi arastirildi. AP-PCR sonuglarma gore baskin olan klondan bir izolat secilerek bu
izolatin MLST yontemi ile Sekans Tipi (ST)‘1 belirlendi.



Bulgular:

Calismamizda kullanilan A. baumannii izolatlarmin VITEK®2 (bio-Merieux, Fransa)
otomatize sistem ile yapilan antibiyotik duyarlilik sonuglarmma gore izolatlarin tamaminin
karbapenemler, piperasilin-tazobaktam, siproflokasin, levofloksasin, seftazidim icin direngli
oldugu goriilmiistiir. Sivi mikrodiliisyon antibiyotik duyarlilik sonuclarina gore biitiin
izolatlarm MIK degeri sinr deger 8 pg/L in iizerinde bulunmustur. Direng genlerine
bakildiginda bu tiire intrensek oldugu bilinen OXA-51 geninin izolatlarin hepsinde pozitif
oldugu goriildii. Izolatlarm 25’inde (%31) OXA-23 geninin pozitif oldugu, 56’sinda (%70)
OXA-24 geninin pozitif oldugu tespit edildi. OXA-58 gen bélgesi izolatlarin higbirinde
saptanmadi. Metallobetalaktamaz enzimlerinden sorumlu IMP, VIM, NDM diren¢ genleri
izolatlarin higbirinde tespit edilmedi. AP-PCR ¢alismasimna ait bantlar degerlendirildiginde iki
baskin klon oldugu goriildii. Calismadaki baskin olan A klonundan alinan izolatin MLST tipi
tiim genom kullanilarak ST -78 olarak belirlendi.

Sonug:

Calismamizda inceledigimiz karbapenemlere direngli izolatlarin OXA-23 ve OXA-24
karbapenem diren¢ genlerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma, arastirdigimiz kadariyla
Tirkiye’de karbapenem direngli A.baumannii izolatlarinda baskin olarak OXA-24 direng
geninin tespit edildigi ilk calismadir. 4. baumannii gibi c¢ok ilaca direngli izolatlarin
tanimlanmasi, diren¢ genlerinin belirlenmesi ve epidemiyolojisi ile ilgili c¢aligmalarin
yapilmasi, hastanelerde uygun enfeksiyon kontrol dnlemlerinin alinmasinda, uygulanmasinda

ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde yardimei olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, hastane enfeksiyonu, karbapenem direnci, AP-PCR



ABSTRACT

Investigation of Beta-Lactam Resistance Genes and Clonal Relationships in Carbapenem-
Resistant Acinetobacter baumannii Isolates from Blood Cultures of Patients in an

Education and Research Hospital Intensive Care Unit
Introduction and Objective:

Acinetobacter baumannii is an opportunistic pathogen responsible for nosocomial
infections such as septicemia, pneumonia, and urinary tract infections, particularly within
intensive care units. The emergence of multi-drug resistant isolates of A. baumannii, reported
increasingly over the past decade, is a consequence of the widespread and inappropriate use of
antimicrobial agents. Understanding the resistance mechanisms of these bacteria is critical for
the prevention and management of infections. This study aims to elucidate the causes of
carbapenem resistance in A. baumannii isolates from the blood cultures of intensive care
patients, thereby contributing to antimicrobial surveillance and revealing the clonal relationship

among the isolates.
Materials and Methods:

The study included 80 A. baumannii strains isolated from the blood cultures of patients
admitted to the intensive care units of Gllhane Education and Research Hospital, University of
Health Sciences, Turkey, between January 2020 and January 2022, and stored in the stock
culture collection. The isolates were identified using Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS, Brucker Daltonics,
Germany). Antibiotic susceptibility results for the isolates were determined using the VITEK®
2 (Biomerieux, France) automated system, in accordance with EUCAST criteria. Antibiotic
susceptibility to meropenem for all isolates was tested using the broth microdilution method.
The presence of carbapenem resistance genes (blaoxa-s, blaoxa-2s, blaoxasi, blaoxa-ss, blame,
blaviv, blanpw) Was investigated using polymerase chain reaction (PCR) with primers targeting
gene regions known to confer resistance. The clonal relationship among the study isolates was
examined using Arbitrarily Primed PCR (AP-PCR) with the M13 primer. Based on the AP-
PCR results, a dominant clone was selected for Sequence Type (ST) determination using the
MLST method.

Xi



Findings:

The antibiotic susceptibility testing of the A. baumannii isolates, conducted with the
VITEK®?2 (bio-Merieux, France) automated system, revealed that all isolates were resistant to
carbapenems, piperacillin-tazobactam, ciprofloxacin, levofloxacin, and ceftazidime. The MIC
values for all isolates were found to be above the breakpoint value of 8 pg/L in broth
microdilution antibiotic susceptibility testing. The intrinsic OXA-51 gene was found to be
positive in all isolates. The OXA-23 gene was positive in 25 (31%) of the isolates, and the
OXA-24 gene was positive in 56 (70%) of the isolates. The OXA-58 gene region was not
detected in any of the isolates. No metallo-beta-lactamase enzymes responsible for resistance,
such as IMP, VIM, NDM, were detected. The evaluation of AP-PCR bands revealed two
dominant clones. The ST of a selected isolate from the dominant A clone was determined to be

ST-78 using whole genome sequencing.

Conclusion:

Our study determined that the carbapenem-resistant isolates we investigated possess the
OXA-23 and OXA-24 carbapenem resistance genes. To our knowledge, this is the first study
in Turkey to predominantly identify the OXA-24 resistance gene in carbapenem-resistant A.
baumannii isolates. Identifying multi-drug resistant isolates like A. baumannii, determining
resistance genes, and conducting epidemiological studies will assist in implementing
appropriate infection control measures, application, and development of treatment strategies in

hospitals.

Keywords: Acinetobacter baumannii, hospital infection, carbapenem resistance, AP-PCR
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1. GIRIS ve AMAC

Toprakta ve suda bulunabilen, Gram negatif, aerobik, fermentatif olmayan, oksidaz
negatif ve hareketsiz bir kokobasil olan Acinetobacter’in en Onemli tiiri Acinetobacter
baumannii’dir (1). Acinetobacter baumannii hastane enfeksiyonlarina neden olan en 6nemli
patojenlerden biridir ve pndomoni, sepsis, endokardit, osteomiyelit, menenjit, liriner sistem
enfeksiyonlari, yara ve yumusak doku enfeksiyonlar1 gibi ¢ok cesitli klinik tablolara neden
olabilmektedir. Cogunlukla nozokomiyal yayilma ve kolonizasyonun bir sonucu olarak
enfeksiyona neden olmaktadir. Viriilansinin artmasi ve tedaviye direngli olmasiyla insan
saghigma yonelik en 6nemli tehditlerden biri haline gelmistir (1,2). 4. baumannii'nin ¢ok ilaca
diren¢li izolatlar1, antimikrobiyal ajanlarm yaygin ve uygun olmayan kullanimmin bir sonucu
olarak, son on yilda giderek artan sekilde rapor edilmektedir. Bu durum tedaviyi oldukca
zorlastirmaktadir. Karbapenem direncinin tek basina A. baumannii izolatim yiiksek direngli
olarak tanimlamak icin yeterli oldugu diisiiniilmektedir (3). Karbapenem direnci 6zellikle
1990’larda Enterik bakteriler ile 6nem kazanmaya baslamis olsa da daha sonrasinda
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Stenotrophomonas gibi karbapeneme
direngli fermente olmayan Gram negatif bakterilere iliskin farkindalik artmistir. Giiniimiizde
Gram negatif bakterilerdeki karbapenem direnci, biiyiimeye devam eden 6nemli bir kiiresel
sorun haline gelmistir (4). A. baumannii'deki karbapenem direncinin mekanizmalar1 dort gruba
ayrilabilir; penisilin baglayan proteinlerdeki degisiklikler, dis membran porinlerinin kaybi, atim
pompalarmin asir1 expresyonu, karbapenemi hidrolize eden B-laktamazlarin (karbapenemazlar)
sentezi. Karbapenemazlar ile karbapenemlerin inaktivasyonu veya enzimatik bozunmasi, A.
baumannii'deki en Oonemli karbapenem diren¢ mekanizmasidir ve genellikle plazmitlerle
aktarilabilmektedir (5). Hastane enfeksiyonlarma neden olan bakterilerin direng
mekanizmalarinin belirlenmesi, bu enfeksiyonlarin 6nlenmesinde ve yonetilmesinde 6nemli rol
oynamaktadur. laglara kars1 gelisen direng profillerinin anlasilmas: etkili tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi agisindan gereklidir. Antimikrobiyal direng (AMR) nedeniyle tedavinin basarisiz
olmas1 uzun siireli ciddi hastaliklara ve yiiksek maliyetlere neden olmaktadir. Diinya Saghk
Orgiitii (WHO), kiiresel bir halk saghg1 sorunu olan AMR ile miicadele etmek i¢in koordineli
kiiresel bir ¢abanin gerekliligini kabul etmektedir. Yerel veya ulusal AMR durumlarini ortaya

cikarmak, uygun miidahalelerin yapilmasi agisindan kritik 6neme sahiptir (6,7).

Epidemiyolojik arastirmalar, hastane enfeksiyonlari, salgmlar gibi ciddi kiiresel saglik

sorunlarma yonelik 6nemli bir aractr. Bu c¢aligmalar, hastane ve toplum kaynakli



enfeksiyonlarm yayilimimi, epidemik suslarin kaynagini ve yayilim yollarmi, direngli suslarin
ve bunlarin yayginligmin belirlenmesinde, ve hastalar arasindaki epidemiyolojik iligkilerin

ortaya konulmasinda kritik rol oynamaktadir (8,9).

Bu calismada WHO’nun en 6nemli patojenler listesinde yer alan bakterilerden biri
olmasi ve hastanemiz klinik 6rneklerinden ¢ok sik izole edilmesi nedeniyle A. baumannii tiirii
arastirilmistir. A. baumannii’nin 6zellikle yogun bakim hastalarindan izole edilmesi nedeniyle
calisma yogun bakim kliniklerine yonelik planlanmistir. Saglk hizmeti iliskili enfeksiyonlarin
en onemlilerinden biri olan kan dolasim enfeksiyonlar1 yogun bakim iinitelerinde c¢ok sik
goriilmektedir. Hastanemiz yogun bakim hastalarmin kan kiiltiirlerinden elde edilen A.
baumannii suslar1 genellikle ¢ok ilaca direngli olmaktadir. Calismada bu sebeplerden dolay1
2020-2021 yillarinda tedavi géren yogun bakim hastalarmin kan kiiltiirlerinden izole edilen A.
baumannii suslarmm karbapenem direncininin nedenlerini ortaya koymak bu sayede
antimikrobiyal siirveyansa katkida bulunmak ve izolatlar arasindaki klonal iliskiyi ortaya
cikarmak amaclandi. Diren¢ mekanizmalarinin aydinlatilmasina katki saglamak amaciyla
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile karbapenemaz iiretimine neden olan diren¢ genleri
arastirildi.  Suslar arasindaki klonal iligkiyi gdrebilmek icin genotipik tiplendirme
yontemlerinden faydalanilds. lk olarak Rastgele Primer ile PCR (Arbitraly Primed PCR — AP
PCR) ile klonlarin tespit edilmesi, devaminda baskin olan klondan bir sus se¢ilerek Multi Lokus
Sekans Tipleme (Multi Locus Sequence Typing- MLST) yapilmasi planladi. MLST sonucu elde
edilen ST, global veriler ile karsilastirildi. Elde edilen verilerin hastanemiz yogun bakim
kliniklerindeki enfeksiyon kontrol c¢aligmalar1 i¢in ve A.baumannii izolatlarinin tedavi

stratejileri i¢in yol gosterici olacag diisiiniilmiistiir.



2. GENEL BILGILER

2.1. HASTANE ENFEKSiYONLARI

Hastane enfeksiyonlar1 hastaneye basvuru sirasinda mevcut olmayan ancak tibbi ya da
cerrahi durumlar i¢in tedavi alindig1 sirada edinilen ve genellikle hastaneye yatistan 48 saat
sonra ortaya ¢ikan enfeksiyonlar olarak tanimlanmaktadir. Hastane kokenli enfeksiyonlar
kiiresel olarak gelismis ve gelismekte olan iilkelerde yiiksek morbidite ve mortalite nedeni
olmaya devam etmektedir. Bu enfeksiyonlar, hastalarin hastanede yatis siirelerinin uzamasina,
antimikrobiyal ilaglara karsi diren¢ gelisiminin artmasina ve saglik sistemleri lizerinde
ekonomik yiikiin artigina neden olmaktadir. Gelismis lilkelerde hastane enfeksiyonlar1 %3,5 ile
%12 arasinda degisen insidans oranlar1 gdstermektedir. Ozellikle yogun bakim iinitelerinde
(YBU) enfeksiyon oranlar1 %40°1 bulabilmektedir. Bildirilen en sik hastane enfeksiyonu tipleri
arasinda santral kateter iliskili kan dolagimi enfeksiyonlari, cerrahi alan enfeksiyonlar1 ve
ventilatorle iliskili pnomoni ve kateterle iligkili idrar yolu enfeksiyonlar1 yer almaktadir (10).
Kateter iliskili kan dolasimi enfeksiyonlarinin risk faktorlerine bakildiginda, kateter takilmadan
once hastanede kalis siiresi, birden fazla kateter takilmasi, parenteral nutrisyon tedavisi,
hastanin yas1, hematolojik, onkolojik, kardiyovaskiiler hastaliklar ve gastrointestinal hastaliklar
gibi altta yatan bir ya da birden fazla hastaligi olmasi, erkek cinsiyet gibi faktorlerin etkili

oldugu goriilmektedir (11).

Tiirkiye’de 2015-2019 yillar1 arasinda YBU ve kliniklerde yatan hastalarda gelisen
hastane enfeksiyonlarmin incelendigi bir calismada, primer yerlesim yerlerine gore kan
dolagimi enfeksiyonlar1 %55,3, pnomoni %20,4, cerrahi alan enfeksiyonlar1 %13,7 ve idrar
yolu enfeksiyonlar1 %9,5 olarak tespit edilmistir. Ayrica hastane enfeksiyonlarma neden olan
etkenlerin dagilimina bakildiginda en sik izole edilen mikroorganizma Escherichia coli (%16,7)
olurken, onu sirastyla Pseudomonas aeruginosa (%15,7), Acinetobacter baumannii (%11,3),
Klebsiella pneumoniae (%11,1) ve koagiilaz negatif Stafilokoklar (%10,0) takip etmektedir. P.
aeruginosa izolatlarmda karbapenem direnci %29,8 ; A. baumannii izolatlar1 arasinda %95,1
seklinde bulunmustur (12). Tiirkiye’den, 2019-2021 yillar1 arasinda tedavi goren 24 yogun
bakim hastasinin da dahil edildigi, uluslaras1 yapilan EUROBACT II ¢caligmasinda, hastane
enfeksiyonlarindan kan dolagimi enfeksiyonlar1 incelenmis ve Gram negatif etkenler (402/599)
%67,1 oraninda tespit edilmistir. Gram negatif etkenler arasinda Acinetobacter spp. (135/402;
%33,6) ilk sirada yer almaktadir. Ayrica Acinetobacter tiirlerinin %90,4 ‘liniin karbapenem

direncine sahip oldugu bulunmustur. Ayni ¢alismada Tiirkiye’de YBUde multidisipliner bir



yonetim yaklagiminin benimsenmesi gerektigi vurgulanmigtir.  Ayrica, c¢ok yiiksek
antimikrobiyal diren¢ oranlari, yogun bakim {initelerinde enfeksiyon onleme ve kontrol
tedbirlerinin yani sira antimikrobiyal yonetim uygulamalarinin da iyilestirilmesi gerektigini

gostermektedir. (13).
2.2. Acinetobacter CINSI
2.2.1. Tarihgesi ve Taksonomisi

Acinetobacter cinsinin taksonomisine ve tarihgesine bakildiginda giiniimiizde bile bazi
karmagikliklarin devam ettigi ve kafa karistirict oldugu goriilmektedir. Acinetobacter ilk kez
1911 yilinda Hollandali mikrobiyolog Martinus Willem Beijerinck tarafindan kalsiyumla
zenginlestirilmis besiyeri kullanilarak topraktan izole edilmis ve Micrococcus calcoaceticus
olarak isimlendirilmistir (14). Morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri ile tanimlanmalar1 ve
smiflandirmalar1 olduk¢a karmasik asamalardan gegmistir. Giinlimiize kadar Micrococcus
calcoaceticus, Alcaligenes haemolysans, Mima polymorpha, Moraxella Iwoffii/glucidolytica,
Herellea vaginicola, Achromobacter, Alcaligenes gibi farkli isimlerle anilmistir (15). Brisou ve
Prevot, Acinetobacter (Yunanca’da "akinetos" hareketsiz anlamma gelmektedir) cinsinin
hareketsiz olmasi, Gram-negatif olmasi ve agar ortaminda (Brisou) biiylidiigiinde
pigmentasyon olusturmamasi nedeniyle diger bakterilerden ayrilmasi gerektigini
belirtmislerdir (16). Baumann ve arkadaslar1 1968 yilinda yaptigi kapsamli bir ¢caligmada
Micrococcus calcoaceticus, Alcaligenes hemolysans, Mima polymorpha, Moraxella Iwoffi,
Herellea vaginicola gibi organizmalar1 kapsamli bir sekilde incelemislerdir ve bunlarin tek bir
cinse ait oldugu ve fenotipik ozelliklere dayali olarak farkl: tiirlere ayrilamayacagi sonucuna
varmislardir (17). Moraxella ve Ilgili Bakterilerin Taksonomisi Alt Komitesi, 1970 yilinda
Baumann ve ark. ‘larinin ¢alismasina dayanarak Acinefobacter cinsini resmen tanimistir (18).
Bouvet ve Grimont tarafindan 1986 yilinda DNA-DNA hibridizasyon ¢aligmalar1 sayesinde 12
DNA hibridizasyon grubunu veya genotiiriinii ayiran cok onemli adim atilmistir (19).
Acinetobacter'lerin dort tiirliniin (4. calcoaceticus, A. baumannii, Acinetobacter genomik tiir 3
ve Acinetobacter genomik tiir 13TU), fenotipik benzerlikleri nedeniyle ayirt edilmesi zor
oldugundan A. Calcoaceticus-A.baumannii kompleksi olarak adlandirilmalar1 dnerilmistir. A.
calcoaceticus klinik hastaliklarla iligkilendirilmemisken, kompleksteki diger iic tiir ve 6zellikle
A.baumannii hem toplum kaynakli hem de nosokomiyal enfeksiyonlara neden olan klinik
iliskili ve onemli tiirler olarak belirtilmiglerdir (20). Yakin zamanli yapilan bir ¢alismada
Pasteur Multilokus Dizi Tipleme (MLST) semas1 kullanilarak Acinetobacter cinsinde 72 tiir
izole edilmis ve genotipleme yapilmistir (21). Acinetobacter cinsi igindeki genomik tiirlerin
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cesitliligine ve yeni tiirlerin kesfine yonelik ¢ok sayida ¢aligmalar yaymlanmaya devam

etmektedir. Acinetobacter cinsinin taksonomisi Tablo 1’ de yer almaktadir (22).

Tablo 1: Acinetobacter cinsinin taksonomisi

Alem (Kingdom): Bacteria

Sube (Phylum): Pseudomonadota
Sinif (Class): Gamma Proteobacteria
Takim (Order): Moraxellales

Aile (Family): Morexellaceae

Cins (Genus): Acinetobacter

2.2.2.Morfolojik ve Metabolik Ozellikleri

Acinetobacter cinsi, gram negatif, zorunlu aerobik, fermentasyon yapmayan, hareketsiz,
katalaz pozitif, oksidaz negatif, kolay iireyen, %39-%47 arasinda DNA G+C igerigine sahip
bakterilerden olugsmaktadir. Bunlar kisa, dolgun, gram negatif basillerdir ve dekolorizasyonu
zordur. Acinetobacter’ler logaritmik iireme fazinda kisa 1-1,5 pm x 1,5-2,5 um boyutlarinda,
Gram negatif basilller seklinde goriiliirken, sabit fazda ise kok ya da kokobasil goriiniimiinde

olmaktadirlar. Bu nedenlerle Gram boyama bazen yaniltici olabilmektedir (17,23).

Acinetobacter tirleri, koyun kanli agar, triptik soya agar gibi klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda rutin olarak kullanilan kat1 besiyerlerinde 37°C inkiibasyon sicakliginda iyi
gelismektedir. A. baumannii ise ayrica 41°C ve 44°C’de iireyebilmektedir. Bu organizmalar
besiyerinde piirlizsliz, bazen mukoid, grimsi beyaz koloniler olusturmaktadir. Suslarin ¢ogu
MacConkey agarda iyi lirer ve soluk pembe renktedirler. A.calcoaceticus-A.baumannii
kompleksi’nin disindaki bazi Acinetobacter tiirleri McConkey agarda gelismeyebilir.  A.
haemolyticus ve su anda iyl tanimlanmamis diger bazi tiirler, koyun kanli agarda hemoliz

gosterebilmektedir (23,24).

Acinetobacter tiirleri ¢ok cesitli cevre kosullarinda hayatta kalma yetenekleriyle
bilinmektedir. Biyofilm olusturabilirler ve ¢ok ¢esitli karbon kaynaklarindan yararlanmalarmni
saglayan cesitli metabolik yetenekleri mevcuttur. Bu ozellikleri farkli habitatlarda hayatta

kalmalarinda ve hastane enfeksiyonlarina neden olmalarinda 6nemli bir faktordiir (24).



2.2.3. Epidemiyolojisi

Acinetobacter spp. genel olarak nemli toprak, ¢amur, sulak alanlar, géletler, su aritma
tesisleri, balik c¢iftlikleri, atik su gibi ¢ok cesitli 1slak ve nemli ortamlarda saprofit olarak
yasayabilen bakterilerdir. Yasamini devam ettirmek i¢in diisiik besin ihtiyaci diisiik oldugundan
kuru ve cansiz ylizeylerde ortalama bes ay kadar yasayabilmektedir. Bu yasam sekli ile insan
rezervuarlar1 ve hastane ortamlarinda kolayca kolonize olabilmekte ve dzellikle YBU basta
olmak iizere hastane salginlarina neden olabilmektedir (25). Acinetobacter insanlarda ciltte,

yaralarda, solunum ve gastrointestinal kanallarda kolonize olabilmektedir (26).

Tiirkiye Ulusal Saghk Hizmeti Iliskili Enfeksiyonlar Siirveyans Agi (USHIESA) Etken
Dagilimi1 ve Antibiyotik Direng Raporu 2022 verilerine gore saglik hizmetleri iliskili enfeksiyon
tiirlerine bakildiginda kan dolasimi enfeksiyonlar1 ilk swrada gelmektedir. Kan dolasimi
enfeksiyonlart mukozal bariyer hasarli laboratuvar tarafindan dogrulanmis kan dolasim
enfeksiyonu ve santral kateter iliskili kan dolasimi enfeksiyonu olarak iki gruba ayrilmastir.
Enfeksiyon tiiriine gore etken dagilimi incelendiginde mukozal bariyer hasarli laboratuvar
tarafindan dogrulanmis kan dolagim enfeksiyonuna neden olan etkenlerin %45’ini fermentatif
olmayan gram negatif basiller olusturmaktadir. Acinetobacter spp. bu grubun igerisinde ilk
siradadir ve tiim etkenler igerisinde %21,8 lik bir oran gostermektedir. Santral kateter iliskili
kan dolasimi enfeksiyonlar1 incelendiginde %@45,4linli fermentatif olmayan gram negatif
basiller olustururken Acinetobacter spp. tim etkenler igerisinde %21,5 ile ilk swrada yer
almaktadir. Ayrica Acinetobacter spp. tim saglik hizmeti iliskili enfeksiyonlar g6z Oniine

alindiginda etken olan mikroorganizmalarin %23,7’ sini olusturmaktadir (27).
2.2.4.Viriilansi ve Patogenezi

Acinetobacter enfeksiyonlarmin patogenezinde cesitli mekanizmalar tanimlanmistir.
Cevresel ylizeylerde kolonizasyon, pili yoluyla yapisma ve ardindan biyofilm olusumu ile
desteklenmektedir. Yiiksek biyofilm iireten suslar, diisiik biyofilm iireten suslara gére kurumaya
kars1 daha az duyarhdir; bu nedenle biyofilm iiretimi, Acinetobacter baumannii'in kuru kosullar
altinda hayatta kalma konusundaki yetenegi agisindan dnem tagimaktadir (28). Dig membran
proteini A(OmpA) iiretimi de hem saglam bir biyofilm olusturmak icin hem de epitel
hiicrelerine tutunma icin gereklidir. Apoptoz iiretimini indiikledigi gibi ayrica kompleman
yolunun bir inhibit6rii olan Faktdr H'nin baglanmasina da yardimc1 olmaktadir (29). K1 kapsiilii
onemli viriilans faktorlerinden birisidir ve suslarin yaklasik tigte biri, kompleman

aktivasyonunu Onleyen, hiicre duvari liposakkaritiyle birlikte ¢alisan bir polisakkarit kapstilii



iretmektedir (30). Fimbria, Acinetobacter’lerin gevresel yiizeylere baglanmasina yardimci
olmaktadir ve ayrica bronsiyal epitel gibi canli yiizeylerde kolonizasyona katki saglamaktadir
(31). Hiicre duvarinin lipopolisakkarit bileseni olan Lipid A ile dokulardaki lipitleri yikan
endotoksin lretebilmektedir. Ayrica jelatinaz, esteraz ve fosfolipaz C gibi hiicre digina
salgiladig1 viriilans faktorleri de mevcuttur. N-acgil homoserin lakton yapisindaki sinyal
molekiillerinin rol oynadigi Quorum sensing sistemi de patojenin uygun olmayan c¢evresel
kosullara adaptasyonunu saglamasinda katki saglayan faktorlerden birisidir (32). Viriilans

faktorlerine ait bir gorsel Sekil 1’de sunulmustur (33).
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Sekill. A.baumannii'nin viriilans faktorleri ve patogenezdeki rolleri
2.2.5.Risk Faktorleri ve Enfeksiyonlari

A. baumannii enfeksiyonlari, siklikla yogun bakim tinitelerindeki 6zellikle ventilatore
bagli olup uzun siiredir bakim ve tedavi géren ¢ocuk ve yetiskin hastalarda ortaya ¢ikma
egilimindedir. Risk faktorleri arasinda yakin zamanda gecirilmis cerrahi, mekanik ventilasyon,
santral vaskiiler kateterizasyon, trakeostomi, enteral beslenme, genis spektrumlu antibiyotik
kullanimi yer almaktadir (34,35). Yenidoganlar arasindaki risk faktorleri arasinda diisiik dogum

agirhig1, total parenteral beslenme ve santral vendz kateter yer almaktadir (36). Hastaya ait risk



faktorlerinden bazilari ileri yas, altta yatan hastalik, mevcut hastaligin ciddiyeti, bagisiklik

yanitindaki sorunlar, hastanede uzun siireli yatis hikayesinin mevcut olmasidir. (37).

Acinetobacter tiirleri ¢cok gesitli enfeksiyonlara neden olmaktadir. Ozellikle hastane
kaynakli enfeksiyonlar goriilmekte ve bunlardan da en sik goriilen formlar ventilatorle iliskili
pnomoni ve kan dolasimi enfeksiyonlaridir. Ayrica iiriner sistem enfeksiyonu, yara, yumusak
doku, kemik enfekiyonlari, menenjit ve endokardite de neden olabilmektedir (38). Kan
dolasimi enfeksiyonlarma en sik neden olan kaynaklar vaskiiler kateterler ve solunum
yollaridir. Yaralar ve idrar yollar1 daha az yaygin olan primer kaynaklardir. 4. baumannii
nedenli kan dolasimi1 enfeksiyonunun mortalitesi oldukea yiiksektir. Salgmlar kontamine olmus
solunum yolu ekipmanlari, intravaskiiler kateterler, yatak malzemeleri ve hastane

personellerinin elleri yoluyla bulagma ile iligkilendirilmistir. (39).
2.2.6. Tedavisi

Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarmin tedavisinde potansiyel olarak yararl olan
antimikrobiyal ajanlarin in vitro aktivitesi olduk¢a degiskendir ve direng nedeniyle birgogunun
etkinligi giderek azalmistir, bu durum da mevcut tedavi segeneklerini smirlamaktadir.
Gilinitimiizde 4. baumannii tedavisi i¢in karbapenemler, polimiksinler, tigesiklinler ve bunlarin
birbirleriyle olan kombinasyonlar1 tercih edilmektedir. Duyarli A. baumannii enfeksiyonlari
icin B-Laktam antibiyotikler ilk tercih edilen antibakteriyel ajanlardir. Sefiderokol, sulbaktam
ve durlobaktam kombinasyonu ve yeni tetrasiklinler gibi yeni ajanlarin ortaya ¢ikisi tedavi
seceneklerini gelistirmistir ancak bu antibiyotiklerin daha fazla klinik kanitla desteklenmesi

gerekmektedir (40).
2.2.6.1. B-laktamlar ve B-laktamaz inhibitorleri:

B-laktam ajanlar; penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemlerin yer
aldig1 4. baumannii enfeksiyonlarimin tedavisinde kullanilan 6nemli bir antibiyotik grubudur.
Bu antibiyotik grubu etkinliklerinin yiiksek olmasi1 ve giivenle kullanilabilmeleri nedeniyle
tedavide siklikla tercih edilmektedir. Ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan, en genis etki
spektrumuna sahip B-laktam ajanlar olan karbapenemlerin, diger smif antibiyotiklere karsi
direncin olduk¢a artmis olmasi nedeniyle A. baumannii enfeksiyonlarinda kullanimi
yaygmlagmustir. Fakat bu ajanlara kars: bildirilen diren¢ oranlarinin da artmasi nedeniyle bu

antibakteriyallerin klinik kullanimi giderek kisitlanmaktadir (41,42).



Bazi karbapenemler (6rn. meropenem, imipenem) duyarli Acinetobacter tiirlerine karsi
olduk¢a bakterisidaldir (43). Artan direng nedeniyle tedavide giderek daha kritik bir segenek
haline gelmislerdir. Karbapenemlerin etkinligi serum karbapenem konsantrasyonlart minimum
inhibitdr konsatrasyonun(MIK) nun iizerinde kaldig1 siire uzadikca artmaktadir. Bu nedenle
uygulanan uzamis infiizyon, MIK iizerinde kalinan siireyi artirarak tedavi sonuglarmi, zellikle

direngli patojenler i¢in olumlu etkilemektedir (44).

Bir B-laktam-B-laktamaz kombinasyonu olan ampisilin-sulbaktam tedavide benzersizdir
clinkii kombinasyon ilacinin sulbaktam bileseni (beta-laktamaz inhibitor aktivitesine sahip bir
beta-laktam), ampisilin yoklugunda dahi Acinetobacter'e karsi tek basma miikemmel
bakterisidal aktiviteye sahiptir. Sulbaktamin bu benzersiz etki mekanizmasi, diger beta-laktam
antibiyotiklere ve karbapenemlere diren¢ mevcut oldugunda aktivitesini koruyabilmektedir.
Amerika Birlesik Devletleri'nde ve diger bir¢ok iilkede sulbaktam yalnizca ampisilin ile

kombinasyon halinde mevcut bulunmaktadir (43).

Ozellikle Acinetobacter spp.'yi tedavi etmek icin gelistirilmis yeni bir beta-laktam/beta-
laktamaz inhibitor kombinasyonu olan Sulbaktam-durlobaktam, in vitro olarak 4. baumannii'ye
kars1 oldukea aktiftir ve tek basina sulbaktam ile karsilastirildiginda MIK 90'da 32 kat azalma
sergilemistir (45).

2.2.6.2. Aminoglikozidler:

Aminoglikozidler (tobramisin, amikasin, gentamisin) siklikla Acinetobacter'e karsi in
vitro aktivite sergilemektedir. Idrar yolu enfeksiyonu disinda veriler yetersizdir ve
kullanilacaksa bir kombinasyon rejiminin pargast olarak kullanimi Onerilmektedir. Direng
oranlar1 yiiksek oldugu i¢cin ampirik tedavi olarak tercih edilmemelidir ve toksisite nedeniyle

uzun siire kullanimindan kaginilmalhidir (43,46).
2.2.6.3. Florokinolonlar:

Acinetobacter izolatlar1 bazen siprofloksasin, levofloksasin gibi bir veya daha fazla
florokinolona duyarlidir olabilmektedir. Florokinolonlarin avantajlarindan biri hem oral hem de
parenteral formiilasyonlarmin mevcut olmasidir. Acinetobacter enfeksiyonlarmin tedavisinde
kullanimlarina iligkin veriler smirhidir, duyarli izolatlarin tedavisinde yaygm olarak
kullanilmaktadirlar. Ancak ampirik tedavi secenegi olarak diisiiniilmemelidir ¢iinkii direng

oranlar1 yiiksektir (47).



2.2.6.4. Tigesiklin:

Direngli 4. baumannii enfeksiyonlarimi tedavi etmek i¢in kullanilan bir diger ajan
minosiklin tlirevi olan tigesiklindir. Ribozomlara baglanarak etki gosteren tigesiklin genis
spektrumlu bir antibiyotiktir ve Ozellikle tetrasiklin direngli mikroorganizmalara karsi etki
gostermektedir. Tigesiklinin ¢coklu ilag direngli A. baumannii gibi Gram-negatif enfeksiyonlara
kars1t in vitro etkili oldugu gosterilse de Ozellikle alt solunum yolu enfeksiyonlari ve
bakteriyemiler gibi durumlar icin klinik verilerin smirli olmasi, bu ilacin bu enfeksiyonlarmin
tedavisinde tek basina kullanim1 konusunda c¢ekincelere yol agmaktadir. Klinikte direncli suslar
icin kombinasyon tedavilerinde kullanilmaktadir ve monoterapi olarak kullanimi uygun
goriilmemektedir. Tigesiklin i¢in de direng gelisimi rapor edilmektedir ve bu durum endise
vericidir. Baz1 ¢aligmalarda tigesiklinin etkinligi ve giivenligi konusunda fikir birligi olmadig:
ve tedaviye olumlu katkisi olmadigi rapor edilmistir. Bu nedenle, direngli A. baumannii
enfeksiyonlarina karsi daha etkili bir miicadele stratejisi olarak tigesiklinin diger antimikrobiyal
ajanlarla kombinasyon halinde kullanilmasmin potansiyel faydalarini arastiran detayli

prospektif calismalarin yapilmasi onerilmektedir (48,49).
2.2.6.5. Kolistin (Polimiksin E):

Bakteriyel membranlar1 bozarak hiicresel 6liime neden olan kolistin direngli A.
baumannii enfeksiyonlarmmm tedavisinde kullanilan secgeneklerden birisidir. Kolistinin
antimikrobiyal spektrumu dar olup, bazi ¢oklu ilag direncli Gram-negatif patojenlere karsi in
vitro aktiviteye sahiptir. Bu patojenler arasinda 6nemli non-fermentatif Gram-negatif bakteriler
olan Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas aeruginosa yer almaktadir. Polimiksinler,
Enterobacteriaceae ailesinin c¢ogu tiyesine kars1t bakterisidal aktivite gostermektedir.
Florokinolonlar ve aminoglikozitlerin yani sira tiim B-laktamlara direngli Gram-negatif
patojenlerin prevalansindaki hizli artis, toksisite nedeniye kullanimi azalmis olan kolistinin bir
tedavi secenegi olarak yeniden degerlendirilmesine yol agmistir. Caligmalarin ¢ogu
karbapenemlere karsi direncin arttigini ve tigesiklinin bir¢ok iilkede ruhsatli olmamasi
nedeniyle kolistinin ¢ogu zaman ¢oklu ilaca direngli organizmalara karsi etkili tek antibiyotik
oldugunu bildirmektedir. Ne yazik ki kolistine de direng gelismektedir, heniiz kullanim1 ¢ok
yaygm olmadig1 i¢in diren¢ oranlar1 yiiksek olmasa da, yakin zamanda A. baumannii, K.
pneumoniae ve P aeruginosa gibi gesitli Gram negatif bakteri tiirlerinde kolistine direngli

izolatlar tespit edilmistir (50).
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2.2.7. Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalar

Acinetobacter baumannii viriilans faktorleri ve diren¢ mekanizmalar1 nedeniyle saglik
hizmetlerindeki en tehlikeli patojenlerden biri haline gelmistir. 4. baumanniimin ¢esitli tiirleri
klinik olarak mevcut c¢ogu antibiyotige karst olduk¢a direnglidir. 4. baumanniimin -
laktamazlar, aminoglikozid modifiye edici enzimler, disa atim(efliix) pompalari, gegirgenlik
defektleri ve hedef bolgelerdeki modifikasyonlar dahil olmak iizere bir dizi direng mekanizmasi
mevcuttur. Cesitli diren¢ mekanizmalarinin birikmesi, klinik pratikte A. baumannii
enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in mevcut antibiyotik smiflarinin sayisini giderek azaltmistir.
Ozellikle B-laktamlarin B-laktamazlar tarafindan inaktivasyonu, 4. baumannii'de énemli bir
antibiyotik diren¢ mekanizmasidir. Dizi homolojisine dayanarak B-laktamazlar A, B, C ve D
seklinde molekiiler smniflara ayrilmaktadir. Atim pompalari, 4. baumannii'de imipenem ve
tigesiklin gibi bir¢ok farkli antibiyotik sinifina karsi direngle iligkilidir. Membranda olusan
gecirgenlik defektleri bir diger mekanizmadir, 6rnegin porinler, molekiillerin dis zar boyunca
tasinmasina izin veren kanallar olusturur ve 4. baumannii'nin viriilansinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Porinler membran gecirgenligini etkilediginden diren¢ mekanizmasinda da
onemli rol oynarlar. Dis membran proteinlerinin yani1 smra lipopolisakkaritler ve
peptidoglikanlar gibi zarf bilesenleri de A. baumannii'nin antibiyotik direncini etkilemektedir.
Lipopolisakkaritlerin kayb1 veya modifikasyonu, 4. baumannii'de membran biitiinliglinii
azaltir ve kolistin direncini artirr. Aminoglikozid degistirici enzimler, A. baumannii'nin
aminoglikozidlere diren¢ kazandirdigi ana mekanizmadir. Antibiyotikler i¢in hedef

bolgelerindeki degisiklikler, antibiyotik direncini tetikleyen bir diger mekanizmadir (51,52).
2.2.7.1. Karbapenem Direnci:

Karbapenemler, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere kars1 belirgin etkinin yani sira
genis kapsamli aktivite gostermesi nedeniyle nozokomiyal enfeksiyonlarin tedavisinde 6nem
arz etmektedir. Kritik hastalar i¢in son care anitibiyotiklerden birisidir ve ¢ok ilaca direncli
organizmalardan, 6zellikle Acinetobacter baumannii ile enfekte hastalarin tedavisi i¢in 6nemli
bir ajandir; ancak karbapeneme direngli A. baumannii'min kiiresel dlgekte artmastyla birlikte bu
patojen halk saghgmi onemli Olgiide tehdit etmektedir. Bu nedenle, 4. baumannii ile
miicadelede yeni tedaviler ve kontrol stratejileri gelistirmek amactyla bu patojenin ve direng
mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasina acil ihtiyag¢ vardir. Endemik durumlarm ve gelecekteki

salgmlarm tistesinden gelmek, karbapenem direncinin hizli ilerleyisini kontrol alta almak i¢in
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cok fazla bilgiye sahip olmak gerekmektedir ve karbapenem diren¢ mekanizmalarini anlamak

bunlardan birisidir (53,54).
2.2.7.2. Karbapenem Diren¢ Mekanizmalar:

Acinetobacter baumannii’de karbapenem direnci enzimatik ve enzimatik olmayan
mekanizmalarla olusmaktadir. Genellikle birden fazla mekanizma direng olusuma katki
saglamaktadir. B-laktamaz enzimlerinin varligi, dis membran gegirgenliginin bozulmasi, disa
atim (efluks) pompalar1 ve ilacin hedef bolgesindeki PBP (penisilin baglayan protein)’lerin
yapisindaki degisikler gibi mekanizmalar, direng gelisiminde birlikte gérev almaktadir (53).

Karbapenem direng mekanizmalar1 Sekil 2°de gosterilmistir (55).

— Beta-laktamaz Sentezi

Disa Atim(Efflux)
Pompalari

| Membran
Gegirgenliginde Azalma

'— PBP Yapisinda Degisiklik

Karbapenem Direng Mekanizmalari

Sekil 2. A.baumannii karbapenem direncinden sorumlu mekanizmalar. PBP: penisilin baglayan protein
2.2.7.2.1. Enzimatik Olmayan Mekanizmalar

Penisilin baglayici proteinlerdeki degisiklikler:

A. baumannii suslarinda arasindaki PBP'lerin regiilasyonunun azalmasi nedeniyle
azalan ila¢ afinitesi karbapenem direnci ile iliskili mekanizmalardan birisidir. PBP'lerin {iretim
seviyesini veya baglanma afinitesini degistiren mutasyonlar B-laktam antimikrobiyallerde
dirence yol agsa da PBP'nin rolii, 4. baumannii'de yalnmzca diisiik seviyeli karbapenem

direnciyle iligkili bulunmustur(55).

Dis membran porinlerinin kaybi:

Acinetobacter tiirlerindeki bir diger karbapenem direng mekanizmasi ise porinlerde
ekspresyonun azalmasi veya mutasyona bagli olarak membran gegirgenliginin azalmasi ile
ilgilidir. Porin kanallar1 ve dig membran proteinleri (OMP) normalde antimikrobiyal ajanlarin

hiicreye tasinmasindan sorumludur. CarO veya karbapenemle iligkili OMP, HMP-AB ve OmpW
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gibi B-laktamlarin A. baumannii zar1 boyunca tasinmasi ve dolayisiyla karbapenem direncinin
olusmasi ile iliskili ¢esitli OMP'ler vardir. Ornegin CarO expresyonundaki bir azalma,
imipenem ve meropenem duyarliliginin azalmasina yol agar. Daha ileri ¢aligmalar, bu porin
proteinlerinin varligi veya yoklugu ile karbapenem duyarliligi arasinda dogrudan bir

korelasyonun dogrulanmasi1 konusunda yardime1 olacaktir(56,57).

Atim pompalarinin asir1 ekspresyonu

Atim pompalar1 (efflilks pompasi), A. baumannii'de karbapenem duyarliliginda rol
oynayabilir. iliskili olan dis zar porinleriyle karsilastirildiginda antibiyotik alimiyla birlikte disa
atim sistemleri, bir dizi antimikrobiyal ajani hiicrenin digina pompalayarak aktif olarak
uzaklastirmaktan sorumludur ve bu da coklu ila¢ direncine yol a¢maktadir(48). A.
baumannii'de antimikrobiyal direncle iliskili olarak; small multidrug resistance (SMR) ailesi,
major facilitator superfamily (MFS) ailesi, resistance-nodulation-division (RND) ailesi ve
multidrug and toxic compound extrusion ailesi olmak iizere dort disa atim pompasi
tanimlanmistir. AbeM, multidrug and toxic compound extrusion ailesindendir ve imipeneme

direng kazandirmaktadir (51).
2.2.7.2.2. Enzimatik Diren¢ Mekanizmalan (Beta Laktamazlar)

Karbapenemlerin inaktivasyonu veya enzimatik bozunmasi, A. baumannii'deki en 6nemli
karbapenem diren¢ mekanizmasidir ve genellikle plazmidlerde bulunan ve aktarilabilir olan
karbapenemaz enzimleri tarafindan gerceklestirilmektedir. Ambler simiflandirma sistemine gore
A, B, C ve D smifi olarak dort ana molekiiler B-laktamaz enzim kategorisi vardir. B smifinda
bulunan metallo-B-laktamazlar (MBL'ler) B-laktam halkasini tetiklemek ve bozmak i¢in bir su
molekiiliine ve bir ¢inko iyonuna ihtiyag duymaktadir. Ote yandan A, C ve D sinifina ait B-
laktamazlar, katalitik aktiviteleri i¢in serin gerektiren karbapenemazlardir. D grubu enzimler,
oksazolilpenisilin ve oksasilini benzilpenisiline gore ¢ok daha hizli hidrolize etmelerinden
dolay1 OXA'lar (oksasilinazlar) olarak adlandirilmaktadir. Karbapenemaz aktivitesine sahip
varyantlar igerisinde 400'den fazla OXA enzimi tanimlanmisti. MBL'ler ve OXA tipi
karbapenemazlar benzer fenotipik direng sergilemektedir. OXA tipi karbapenemazlar, A.
baumannii'de MBL'lerden daha yaygmn olarak goriilmektedir ancak MBL’ler, OXA tipi
karbapenemazlardan 100-1000 kat daha oliimciil olan karbapeneme direngli hidrolitik

aktiviteler sergiler (55,58). Karbapenemazlara ait gorsel Sekil 3°de sunulmustur (55).
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Karbapenemazlar

SINIF A SINIF B SINIF D

KPC (Klebsiella pneumoniae e (|m|pen.emase) OXA-51 benzeri
carbapenemases) VIM (Verona integron- OXA-23 benzeri
. encoded metallo-beta-
GES (Guiana extended- OXA-40/24 benzeri
lactamase)
spectrum beta-lactamase) :
SIM (Seoul imipenamase) OXA-58 benzeri
NDM (New Delhi metallo- OXA-143 benzeri
beta-lactamase) OXA-48 benzeri

Sekil 3. A.baumannii tiiriinde bulunan klinik acidan anlaml karbapenemazlar
a) A sinifi

A Smufi beta-laktamazlar penisilin, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemlere
kars1 dirence aracilik etmektedir. Bu enzimler dar spektrumlu olabilecegi gibi, nokta
mutasyonlar1 yoluyla genis spektrumlu antibiyotik aktivitesi de kazanabilirler. Dar spektrumlu
laktamazlar ¢gogunlukla penisiline kars1 aktiftir ve klavulanik asit tarafindan inhibe edilebilir.
Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL'ler) ise seftazidim, seftriakson, sefotaksim ve
aztreonam gibi genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize edebilir. Ek olarak, plazmidler ve
diger hareketli genetik elemanlarin yardimiyla Gram negatif bakteriler arasinda genis bir
yayillim gosterirler.  Bu smifin  diger bir Onemli iiyesi Klebsiella pneumoniae
karbapenemazlardir (KPC). Ambler A sinifi beta-laktamazlar arasinda yalnizca az sayida enzim
karbapenemaz aktivitesi gostermektedir. Bu smif ¢ok sayida enzim icerir ve KPC su anda
karbapenemler i¢in klinik acidan en alakali gruptur. KPC diinya c¢apinda esas olarak
Enterobacterales izolatlarinda ve ayrica P. aeruginosa ve A. baumannii tirlerinde tespit
edilmistir. KPC pozitif 4. Baumannii ilk olarak Porto Riko'dan bildirilmistir. Bir diger
karbapenem iligkili A sinifi enzimlerden biri olan GES (Guiana genis spektrumlu beta-
laktamaz) enzimleri, P. aeruginosa, Enterobacterales ve A. baumannii suslarinda rapor edilen
edinsel betalaktamazlardir. Bu ailenin tiimii genis spektrumlu sefalosporinlere kars1 aktiviteye
sahiptir. Ayrica, aktif bolgenin modifikasyonu sayesinde bircok GES enzimi, imipenemi etkili
bir sekilde hidrolize eden karbapenemaz aktivitesi elde etmistir. GES enzimleri diinya ¢apinda
genis bir dagilim gostermese de GES-11 ve/veya GES-14 beta-laktamaz tasiyan 4. baumannii
suslar1 rapor edilmistir. (55,59).
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b) B sinifi

Bu enzimler siklikla metallo-beta-laktamazlar (MBL) olarak tanimlanmaktadir ve aktif
bolgelerinde, A, C ve D smifi enzimlerde bulunan bir serin kalintisinin aksine genellikle ¢inko
olmak iizere bir veya iki metal iyonu bulundururlar. Cinkoya bagimli olduklar1 i¢in MBL
aktivitesi, etilendiamintetraasetik asit (EDTA) gibi metal selatlayict ajanlarla inhibe
edilmektedir. Bu enzimler, penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemler dahil olmak iizere
genis spektrumlu beta-laktamlara diren¢ kazandirmaktadir. Ayrica, MBL'ler klinik olarak
yararli hi¢cbir beta-laktamaz inhibitérii tarafindan inhibe edilmez. Bu smif enzimler, P
aeruginosa, A. baumannii ve diger Gram negatif nonfermenter bakteriler ile Enterobacterales

ailesinde tespit edilmistir (55,60).

Amino asit dizisi homolojisi ve metal gereksinimini dikkate alarak, MBL'ler B1, B2 ve
B3 olmak iizere ti¢ alt sinifa ayrilir. Substrat spektrumunu karsilastirildiginda, B1 ve B3 alt
smiflari, penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemler dahil genis bir beta-laktam yelpazesini
hidrolize ederken, B2 alt smifi enzimleri dar bir spektruma sahiptir ve bu da karbapenemleri
icerir. B1 alt smifl, su ana kadar tanimlanmig en fazla sayida metallo-beta-laktamazi igerir ve
IMP(imipenemase), VIM(Verona integron-encoded metallo-beta-lactamase), NDM(New Delhi
metallo-beta-lactamase) ve SIM(Seoul imipenemase) ailelerine ait klinik olarak 6nemli
enzimleri barmdirir (61). MBL'ler A. baumannii'de OXA enzimleri kadar yaygin olmamakla
birlikte, karbapenemlere kars1t 6nemli 6lgiide daha yiiksek hidrolitik aktivite sergilemektedir.
Su anda diinya capinda bu enzimlerin dort grubu A. baumannii’ de bildirilmistir: IMP, VIM,
SIM ve NDM (62).

¢) C sinifi

AmpC veya Acinetobacter kokenli sefalosporinazlar olarak da bilinen bu smifa ait
enzimler, A. baumannii’de dogal olarak bulunmaktadir. Bu sinifa ait enzimlerin karbapenemaz
aktiviteleri yoktur. A4.baumannii izolatlarinda bulunan ampC tipi sefalosporinaz, porin
mutasyonlar1 gibi diger diren¢ mekanizmalariyla birlestiginde karbapenem duyarliliginin
azalmasina katkida bulunabilir. Ilging bir sekilde, diger Gram-negatif basil tiirlerinden farkl1
olarak ampC iretiminin A. baumannii'de indiiklenebilir olmadigi goriilmektedir. Bununla
birlikte, yerlestirme dizisi ISAbal, blaampc'den yukari yonde oldugunda promotdr dizileri
saglayabilir, ekspresyonu arttirabilir ve seftazidim direncine yol agabilir ancak bu ampC asir1

tiretimi tek basina karbapenem duyarliligini etkilemez (53).
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d) D simifi

Karbapenemi hidrolize eden smif D beta-laktamazlar (CHDL'ler) 4. baumannii’ nin
karbapeneme direngli hale gelmesinin en sik nedenidir. A. baumannii, direng kazandiran ve
plazmidler veya diger hareketli genetik bilesenler tarafindan tasman bu 6zel OXA grubu B-
laktamaz genlerini aldiginda, bu karbapenem diren¢ genlerinin hizla yayilimi s6z konusu
olmaktadir. Bu genler bagimsiz bir sekilde kopyalanabilmekte ve bakteriler arasinda degis
tokus edilebilmektedir. Plazmitler bu nedenle karbapenem direncinin hizla yayilmasinda ¢ok

onemli bir yere sahiptir (63).

A.baumannii’de tamimlanmig CHDL'ler, intrensek OXA-51 benzeri , kazanilmis OXA-
23 benzeri, OXA-58 benzeri, OXA-24/40 benzeri, OXA-143 benzeri ve OXA-235 benzeri b-

laktamazlar olmak iizere 6 ana grup icermektedir (55).

OXA-23 benzeri beta laktamazlar: Smif D beta-laktamaz olarak tanimlanan ve

karbapenemaz aktivitesine sahip OXA-23, ilk olarak Iskocya Edinburg'da tespit edilmistir (64).
Bu enzimin karbapenemleri hidroliz etme yetenegi, diger CHDL'lere kiyasla 6nemlidir. Bugiine
kadar, OXA-23 benzeri grup 19 enzim igermekte olup, bu enzimlerin ¢ogunlukla 4. baumannii
izolatlarmda plazmidler ve kromozomlar iizerinde bulundugu bilinmektedir. Bu
karbapenemazlar, cogunlukla plazmid aracili transfer yoluyla yayilmaktadir. Insersiyon sekansi
ISAbal’in her zaman blaoxa-3 genine yakin bir bolgede almasi IS4bal’in diizenleyici rol
oynadigini ve blaoxa-23’lin ekspresyonunda kilit rol oynadigini diisiindiirmektedir. OXA-23
benzeri enzimlerin expresyonu, ISAbal'in varlig1 ile artmaktadir. Ayrica, OXA-23 benzeri
enzimler, oksimino sefalosporinler, aminopenisilinler, piperasilin, oksasilin ve aztreonam ile

birlikte karbapenemleri de hidroliz edebilir (65).

OXA-23 tasiyan suslar arasinda karbapenem direncine iliskin klonal calismalar, genin
varligmin direnci saglamak i¢in yeterli oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, yliksek direng
seviyesi, OXA-23 ile birlikte diger diren¢ mekanizmalarmin, 6rnegin RND ailesinin {iyesi
AdeABC efflux pompasinimn bir arada bulunmastyla elde edilebilir. OXA-23 benzeri gruba ait
beta-laktamazlarin yayilimi diinya ¢apinda rapor edilmis olup, bu enzimleri tasiyan A.
baumannii suslar1 italya, Polonya, Fransa, Ispanya, Japonya, Misir, Avustralya, Amerika
Birlesik Devletleri, Brezilya ve digerleri dahil olmak {izere ¢esitli lilkelerde izole edilmistir

(55,66).

OXA-51 benzeri beta laktamazlar: OXA tipi beta-laktamazlarin en biiyiik grubunu

olusturmaktadirlar. Bu enzimler A. baumannii'ye 6zgiidiir ve bu bakterinin kromozomunda
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kodlanmigtir. Caligmalar, OXA-51 enziminin bu antimikrobiyal ajanlara kars1 diisiik afinite
gostermesinden dolay1 katalitik etkinliginin de diisiik oldugunu gostermistir. Yapilan ¢caligmalar,
bu diisiik afinitenin enzimin aktif bolgesinde karbapenem substratina karsi gegici bir sterik
bariyer olusumundan kaynaklandigini gostermektedir. Bu bariyere yapilan bir aminoasit
eklentisi bu sterik engeli ortadan kaldirir ve mutant enzimin karbapenemlere olan afinitesini 10
kat artirarak bu antibiyotiklere karsi direng seviyelerini 6nemli 6l¢lide artirmaktadir. OXA-51'"in
tek bir amino asit degisimi sonucu etkin bir karbapenemaz haline gelme yetenegi, yakin
gelecekte OXA-51 ailesininin en tehlikeli 4. baumannii karbapenemazlarindan biri haline
gelebilecegini diisiindiirtmektedir. Ayrica OXA-51 benzeri beta-laktamazlarin dogal diisiik
seviyeli ekspresyonunun karbapenem duyarliligi tlizerinde ¢ok az etkisi olmasma ragmen,
insersiyon sekansi olan ISAbal’nin aracilik ettigi asir1 tiretim durumunda da karbapenem

direncine yol acabilirler (53,67).

OXA-40/24 benzeri beta laktamazlar: Sinif D karbapenemazlara dahil edilen bir
baska gurp OXA-40/24 benzeri gruptur. OXA-40/24 benzeri grubun ilk kesfedilen tiyesi OXA-

24 enzimi olup, su anda OXA-40 olarak yeniden adlandirilmisti. Bu beta-laktamaz,
Ispanya'daki bir hastaneden 4. baumannii salgm susundan koken almisti. OXA-40 ayni
zamanda Amerika Birlesik Devletleri'nde A. baumannii'de tespit edilen ilk CHDL enzimidir.
OXA-40/24 benzeri grup bugiine kadar 7 enzim i¢cermekte olup, ¢cogunlukla 4. baumannii'de
tanimlanmistir, ancak son zamanlarda baska Gram-negatif bakterilerde de tespit edilmistir.
OXA-40/24 grubu i¢inde kinetik parametreler 6nemli 6lglide farklilik gdsterse de OXA-40
karbapenemlere karsi en yliksek aktiviteyi sergilemektedir. OXA-40 geninin klonlanmas1 veya
insertasyonel inaktivasyonu ile ilgili caligmalar, karbapenemlere direngteki 6nemli roliinii

dogrulamaktadir (66,68).

OXA-58 benzeri beta laktamazlar: Bu grubun ilk temsilcisi, Fransa-Toulouse'daki bir

hastaneden elde edilen karbapeneme direncli 4. baumannii izolatindan izole edilmistir. OXA-
58’in kinetik analizi, 4. baumannii'deki diger OXA tipi enzimlerle kiyaslandiginda benzer
enzimatik spektrum i¢inde bulunmustur. OXA-58'in diisiik seviyede karbapenemleri hidrolize
ettigi disiiniiliirken, insersiyon dizileri ile (0rnegin, ISAba3, ISAba825) expresyonunun
artabildigi ve bu durumun 4. baumannii'de karbapenem direncine yol agabildigi bulunmustur.
Simdiye kadar, bu tiirde dort OXA-58 benzeri grup iiyesi (OXA-58, OXA-96, OXA-97, OXA-

164) tanimlanmistir ve bu enzimler plazmidler veya kromozomlarda yer almaktadir (66,69).
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OXA-143 benzeri beta laktamazlar:

Bildirilen ek bir CHDL, OXA-143'tiir. Bu enzim ilk olarak 2004 yilinda Brezilya'da
klinik 6rnekten izole edilen A. baumanii izolatindan tespit edilmistir. OXA-143"'in amino asit
dizisi analizi, daha O0nce agiklanan enzimlerle farkli derecelerde 6zdeslik oldugunu ortaya
cikarmistir; %88 OXA-40, %63 OXA-23 ve %52 OXA-58 ile benzerlik gostermektedir. Bu
enzim penisilin, oksasilin, meropenem ve imipenemi hidrolitik olarak parcalamaktadir. OXA-
143 diisik hidroliz oranlariyla karakterize olmasina ragmen, imipenem ve meropenem

direncine 6nemli dl¢iide katkida bulundugu diisiiniilmektedir (70).

OXA-235 benzeri beta laktamazlar: OXA-235 enzimi Meksika ve A.B.D.’da 2013

yilinda izole edilen A. baumannii izolatlarmda tanimlanmisti. Bu enzim, penisilinleri ve
karbapenemleri hidrolize etmekte, ancak genis spektrumlu sefalosporinlere karsi aktivite
gostermemektedir. Genetik analiz, OXA-235 ve varyantlar1 olan OXA-236 ve OXA-237

genlerinin iki [SAbal insersiyon dizisi arasinda yer aldigini ortaya koymustur (71).
2.3. EPIDEMIYOLOJIK TIPLENDIRME YONTEMLERI
2.3.1. Fenotipik Yontemler

Fenotipik yontemler mikroorganizmanin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
Ozelliklerine gore yapilmaktadir. Biyotiplendirme, serotiplendirme, antibiyotiplendirme, faj
tiplendirme, bakteriyosin tiplendirme tipi bir¢ok yontem mevcuttur. Biyotiplendirmede
bakterilerin metabolik aktivitesi esas almmaktadir. Bu yontemin ayrim giicli yapilacak
biyokimyasal test sayisina baghdir. Testler 1s1, bliyiime kosullari, kiiltiir yasi, gibi bir¢cok
parametreden etkilenmektedir. Harcanan siire uzundur ve sonuglar degiskenlik gosterebilmekte
ve yaniltict olabilmektedir. Bircok biyokimyasal test bir araya getirelerek A.baumannii ig¢in
biyotiplendirme yapilmasi amaciyla otomatize sistemler gelistirilmistir. Ancak genotipik
yontemlerin 6n plana ¢ikmasiyla bu tiir caligmalar artik tercih edilmemektedir (72,73).
Serotiplendirmede bakterinin antijenik yapisindaki farklililar esas alinmaktadir. Ayni tiiriin
farkli suglar1 veya farkl tiirlerin suslar1 arasinda olabilecek ¢apraz reaksiyona bagli yanlis
pozitif sonuglar almabilmektedir. Acinetobacter suslarini serolojik reaksiyonlarla tiplendirmek
icin ¢ok sayida girisimde bulunulmustur ancak sinirli bir basar1 elde edilebilmistir. Bu yontemin
kullanilabilirligini test etmek i¢in, ¢ok sayida epidemiyolojik olarak tanimlanmis susla daha

fazla c¢aligma yapilmasi Onerilmistir ancak c¢ok ilerleme kaydedilememistir (24,74).
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Antibiyotiplendirme, benzer izolatlar1 gruplandirmak ve direng profillerini tespit etmek
amactyla kullanilan bir ydntemdir. Bu siiregte, genellikle MIK (Minimum Inhibitdr
Konsantrasyonu) degerleri ve disk diflizyon zon degerleri esas alinmaktadir. Kiimeleme analizi
icin bu metotla ¢cok sayida caligma yapilmis ve sonuglarmn diger tiplendirme yontemleriyle iyi
korelasyon gosterdigi goriilmiistiir. Tiplendirme i¢in, antibiyogram sonuglarinin epidemiyolojik
verilerle birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir. Ancak yapilan c¢alismalar, bazen benzer
olmayan suslarin ayni antibiyogram profiline sahip olabildigini veya enfeksiyon ataklari
sirasinda duyarlilik profillerinin degisebildigini de gosterdiginden antibiyogram tipleme
sonuglarmin dikkatle yorumlanmasi gerektigi vurgulanmalidir (24,75).  Bakteriyofaj
tiplendirme, belirli bakterileri enfekte edebilen bakteriyofajlar kullanilarak bakteriyel suslari
ayirt etme yontemidir. Bu yontem, Ozellikle bakteriyel enfeksiyonlarm epidemiyolojik
analizinde kullanilmaktadir. Standardize edilmis bakteriyofajlarla arastirilmak istenen
bakteriler karistirilir. Degerlendirme siirecinde her bir bakteriyofaji olusturdugu plak sayisi ve
karakteristikleri, bakteri suslarmin ayriminda kullanilir. Farkli bakteriyofajlarin farkli bakteri
suslarma kars1 gosterdigi etkinlik, suslarin tanimlanmasinda ve ayristirilmasinda 6nemlidir
Bakteriyofaj tiplendirme, halk sagligi uygulamalarinda, bakterilerin genetik ¢esitliligini ve
popiilasyon dinamiklerini anlamada degerli bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Fransa ve diger
Avrupa iilkelerinden Acinetobacter izolatlar1 lizerinde yapilan bir dizi farkl epidemiyolojik
calismada iki tamamlayic1 bakteriyofaj seti kullanilmistir. Sonuglarin tekrarlanabilirligi
konusunda bazi siipheler olsa da, faj tiplendirmesinin diger tipleme yontemleriyle birlikte
kullanildiginda zaman alic1 olsa da faydali olabilecegi diisiiniilmektedir (24,76). Bakteriyosin
tiplendirme, bakteriler tarafindan iiretilen antimikrobiyal proteinler olan bakteriyosinlerin
smiflandirilmasi ve karakterizasyonunu igeren bir siirectir. Bakteriyosinin biyolojik 6zellikleri,
fizikokimyasal stabilitesi ve antibakteriyel spektrumu incelenir. Son olarak, elde edilen
verilerin analizi ile bakteriyosinler, iiretildikleri bakteri tiirii, hedef bakteriye olan etkileri ve
molekiiler yapilarina gore smiflandirilir. Acinetobacter tiirlerinin incelendigi bir ¢alismada
bakteriyosin iiretimi ile gentamisin direnci arasinda yakin bir iligki bulunmus ve kullanilanin
bu teknigin Acinetobacter epidemiyolojisinin incelenmesinde degerli olabilecegi belirtilmistir.
Yontemin kullanilishgi agisindan daha ¢ok calisma yapilmasi gerekmektedir(77,78). Protein
analizi yonteminde; bakteriden izole edilen proteinlerlerdeki farkliliklara dayali olarak
karsilastirma ve analiz yapilmaktadir. Bu yontemde A. baumannii igin hem hiicre duvari
proteini hem de tiim hiicre proteinleri kullanilmigtir. Téim hiicre proteinlerinin 6rnek hazirlama

asamasl, digerlerine kiyasla kolay oldugu i¢in bu yontem daha avantajli bulunmustur. Hastane
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salginlarinda ve endemik olaylarda belirli suslarin izlenmesinde basariyla uygulanmistir.

Yorumlamasmin diger fenotipik yontemler gibi dikkatle yapilmas1 gerekmektedir (24).

Fenotipik yontemler her ne kadar hastane enfeksiyonlar1 epidemiyolojisi ile ¢alsanlar
tarafindan ilk secenek yontemler olarak kullanilsa da daha ¢ok benzerlikleri ortaya koyan bu
yontemler yeteri kadar ayrim yetenegine ve kullanilabilirlik 6zelliklerine sahip degillerdir.
Genotipik ekspresyon veya varyasyonlarla degisebilecek stabil olmayan 6zelliklerden
faydalanmalari, smirli sayida ozelligi tespit etmeleri, yavas olmalar1 ve yogun emek
gerektirmesi, yorumlama giicliikkleri gibi dezavantajlari mevcuttur. Mikroorganizmalarin
genetik materyallerindeki farkliliklar1 ortaya koyarak tiplendirmenin yapildigi genotipik
epidemiyolojik yontemler fenotipik tiplendirme yontemlerinin eksikliklerini 6nemli dlciide

ortadan kaldirmustir (79).
2.3.2.Genotipik Yontemler

Tarihsel olarak, 4. baumannii'nin klonal dogasini ¢dzmek i¢in fenotipik tipleme
yontemleri kullanilmistir. Ancak molekiiler tekniklerin kullaniminin artmasiyla birlikte
fenotipik yontemlerin biiylik cogunlugunu ge¢cmiste birakan ¢ok sayida genotipik tiplendirme
yontemi tercih edilmektedir. Molekiiler tiplendirme yontemleri, fenotipik yontemlerin ¢ok
otesinde olan, sus 6zelliklerini daha ayrintili saptama kapasitesine sahip yontemlerdir. Bu tiir
molekiiler temelli 6zelliklerin bakteriyel patojenlere iliskin epidemiyolojik caligmalarda ¢ok
yararli oldugu kanitlanmistir. Tibbi rutin mikrobiyoloji, enfeksiyon kontrol ¢aligmalar1 ve
stirveyans gibi farkli alanlarda uzmanlagmis arastirmacilar ve kuruluslar i¢in ¢ok cesitli
epidemiyolojik yontemler mevcuttur. Epidemiyolojik amaglara tam olarak uyacak yOontemi

se¢mek 6nem arz etmektedir (80,81).
2.3.2.1. PFGE (Darbeli Alan Jel Elektroforezi)

Dizilemeye dayali yeni yaklasimlarin ortaya ¢ikmasma ragmen, Pulsed-field Gel
Electrophoresis (PFGE), 4. baumannii'nin epidemiyolojik arastirmalarinda hala altin standart
yontem olarak kabul edilmektedir (82). PFGE’de organizmaya ait tiim genom analiz
edilmektedir. Kromozom 6-8 bazlik enzimler tarafindan kesilerek pargalar elde edilir.
Kromozomal DNA’y1 agaroz bloklar i¢inde hareketsiz birakarak mekanik hasardan korumaya
0zen gosterilir. Bloklar daha sonrasinda bir cihazin kontrolii altinda elektrik alanmin yoniiniin
degistigi bir alternatif voltaj gradyanina tabi tutulur. Elektroforez sonrasijel UV transiliiminator
ile goriintiilenir. Bu yaklagim, boyutu 800-1000 kb'ye kadar olan DNA parcalarini analiz
edebilir. PFGE, bir¢ok bakteriyel patojen icin kisa siireli lokal epidemiyolojik arastirmalarda
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basariyla kullanilmis ve ¢ok dogru ve tekrarlanabilir bir yontem oldugu kanitlanmigtir (83).
Uzun siiren emek yogun ¢alisma olmasi (2-4 giin), baz1 suslarin tiplendirilememesi, sonuglarin
yorumlanmasi ve bant modellerinin bilgisayar destekli analizi i¢in bilgili personel gereksinimi

gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (80).
2.3.2.2. RFLP (Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi )

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) teknolojisi, DNA dizilerindeki
polimorfizmleri belirlemek i¢in kullanilan genetik yontemlerden birisidir. Bu teknik, 6zel
restriksiyon endoniikleazlarla DNA Orneklerinin kesilmesi sonucu farkli uzunluklardaki
parcalarin varligi tespit ederek DNA dizilerindeki farkliliklar1 ortaya ¢ikarmaktadir. RFLP,
bitkiler, hayvanlar ve insanlar dahil hemen hemen tiim organizmalarin genotiplenmesi i¢in
kullanilabilir ve genetik arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. RFLP analizinin temel
adimlari, DNA'nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ve ardindan bu pargalarin elektroforez
ile ayrilmasidir. Parcalar, agaroz jelden nitroseliiloza veya naylon bir membrana aktarilir.
Membrana bagl niikleik asit daha sonra incelenen gen ile homolog olan prob veya problar ile
hibridize edilir. Problarla hibridize olan DNA parcalar1 goriiliir hale geldigi i¢in sonuglarin
analizi kolaylasmstir ve yontemin tekrarlabilirligi yiiksektir. Oncesinde PCR kullanarak
DNA'nin spesifik bir boliimiiniin ¢ogaltildig1 ardindan bu ¢ogaltilmis DNA nin restriksiyon
enzimleri ile kesildigi PCR-RFLP gibi teknikler de gelistirilmistir. Boylece daha 6zgiil DNA
bolgelerinin hizli ve etkili bir sekilde analiz edilmesi miimkiin olmustur. RFLP ve PCR-RFLP

yontemleri daha 6nce 4.baumannii ile ilgili calismalarda kullanilmistir (84—86).
2.3.2.3. Ribotiplendirme

Ribozomal RNA (rRNA) genleri, evrimsel siire¢ boyunca biiylik oranda korunmus ve
tiim bakteri tiirlerinde var olan genlerdir. rRNA genlerinin RFLP analizi temelinde yliriitiilen
ribotiplendirme, bir tiir smiflandirma ydntemidir. Bu yOntemde, bakteriyel DNA'min
saflagtirilmasini takiben, ribozomal RNA'y1 kodlayan ve yiiksek oranda muhafaza edilmis gen
bolgelerindeki cesitlilik arastirilmaktadir. Restriksiyon enzimleri ile kesilen ve elektroforezle
ayristirilan DNA, bir prob ile hibridize edilir. Elde edilen bantlarin analiziyle bakteriler
smiflandirilir.  Hizli ve spesifik bir yontem olmasi nedeniyle bakteriyel tanimlamada
kullanilmaktadir. Yeni tiirlerin belirlenmesinin yani sira, klinik tani, gida ve iceceklerim
mikrobiyal analizi gibi bir¢ok alanda uygulanmaktadir. Yiiksek tekrarlanabilirlige sahip olan
bu ydntem, otomasyona uygunlugu ve gelistirilen bilgisayar programlariyla suslarin tiir

diizeyinde tanimlanmasin1 saglayarak avantajlar sunmaktadir. Ribotiplendirme, diger
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tekniklerle birlestirildiginde, degerli epidemiyolojik veriler elde etme imkanina sahiptir
(87,88). Protokoliinde yogun emek ve teknik bilgi birikimi gerekmektedir. Uygulamaya bagh
olarak degisen enzim, prob ve diger reaktiflerin secimi gibi degisiklikler sonuglar1
etkileyebileceginden, laboratuvarlar arasi karsilastirma yapilmasi zordur. Nispeten uzun geri

doniis siliresi yontemi rutin kullanim i¢in uygunsuz kilmaktadir (89).
2.3.2.4. PCR Temelli Tiplendirme Yontemleri: AP-PCR, RAPD, REP-PCR, AFLP

PCR temelli yontemler ¢ok cesitli bakteri tiirlerinin hizli bir sekilde alt tiplendirmesini
yapmak i¢in kullanilmaktadwr. Bu genotipleme testlerinin en biiyiikk avantajlar1 hizlari,
kolayliklari, diisiik maliyetleri ve ¢ok yonliiliikkleridir. En biiylik dezavantaji ise

tekrarlanabilirliginin siirli olmasidir (90).

2.3.2.4.1. RAPD (Rastgele Arttinnlmis Polimorfik DNA, Randomly Amplified
Polimorphic DNA)

[k kez 1990 yilinda ortaya ¢ikan ve rastgele secilen primerlerin kullanildig1 polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) temelli bir tekniktir. Amag polimeraz zincir reaksiyonuyla polimorfik
genomik parmak izleri olusturmakti. Oncesinde DNA dizilimiyle ilgili bilgiye ihtiyag
duyulmamasi onemli bir avantajidir. Hizli ve kolay uygulanabilir olmasi, ekipmana kolay
erisilebilir olmas1 gibi avantajlar1 mevcuttur. Sadece prokaryot calismalarinda degil dkaryot
calismalarinda da siklikla kullanilmaktadir. AP-PCR ile prensip olarak ¢cok benzemektedir ve
hatta ayn1 yilda bagka bir ¢alisma grubu tarafindan ¢ok benzer bir yontem uygulanmis ve AP-
PCR (Arbitrarily-Primed PCR) olarak isimlendirmistir. RAPD'nin temel prensibi, ilgilenilen
tiirlin genomik DNA's1 iizerinde, rastgele secilmis tek bir 9-10 baz ¢ifti uzunlugundaki
oligoniikleotid primerin diisiik sicaklikta rastgele baglanmasi ve ardindan PCR ile
amplifikasyonun gergeklestirilmesidir. Kullanilan oligoniikleotid dizileri(primer) genellikle
oldukca kisadir. Elde edilen amplifikasyon {iriinii standart jel elektroforezinde yiiriitiiliir ve

bantlar halinde gdzlemlenir. Bantlarin analizi ile sonuglar degerlendirilmektedir (91).
2.3.2.4.2. AP-PCR ( Rastgele PCR, Arbitrarily Primed PCR)

Bu yontem de RAPD yontemine benzer bir sekilde, ilk kez 1990 yilinda ortaya ¢ikan ve
rastgele primerlerin kullanildig1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli bir tekniktir.
Yontemde polimeraz zincir reaksiyonuyla polimorfik genomik parmak izleri olusturulmasi
amaclanmaktadir. Karmasik genomlarin basit ve tekrarlanabilir fingerprint(parmakizi)

bdlgeleri, rastgele segilen tek bir primer veya primerler ile polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
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kullanilarak tespit edilebilir. Yontem RAPD ile benzerlik gostermektedir. Onceden DNA
diziliminin bilinmesine gerek olmamasi 6nemli bir avantajdir. Yontem genomik DNA’nin elde
edilmesinden sonra 20-25 bp uzunlukta bir oligoniikleotid dizisinin 6nce diisiik sicaklik
ardindan yiiksek sicaklikta rastgele hedef DNA dizisine baglanarak amplifikasyon yapmasina
dayanmaktadir. Amplifikasyon {iriinlerinin jel elektroforezde olusturdugu bant profillerindeki
polimorfizmleri karsilastirarak suglarin ayirt edilebilmesi miimkiin olmaktadir (92). AP-
PCR'nin baslica avantajlar1 arasinda hizli sonug elde edilmesi, teknik olarak basitligi, yorumla
kolayligi, maliyet etkinligi ve goOrece iyi ayrim giicli yer alir ve bu da onu molekiiler
epidemiyolojide degerli bir ara¢ haline getirmektedir. Ancak AP-PCR, calismalar arasi ve
laboratuvarlar aras1 diisiik tekrarlanabilirlige sahiptir. Protokol ve reaktif optimizasyonu
gerektirmektedir. Bu zorluklara ragmen, AP-PCR ve benzer PCR bazli yontemler, mikrobiyal
izolatlar arasindaki klonal iligkilerin anlagilmasinda 6nemli yOntemlerdir (93). Salgin
durumunda suslar arasindaki epidemiyolojik iliskinin analizi i¢in AP-PCR ydntemi

A.baumannii suslarinda bir ¢ok kez uygulanmis ve basarili sonuglar elde edilmistir (94,95).

2.3.2.4.3. Rep-PCR (Tekrarlayan Ekstragenik Palindromik Sira Tabanh

Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic-Polymerase Chain Reaction) teknigi,
mikroorganizmalarin genetik analizinde sik¢a kullanilan bir yontemdir. Organizmanin
genomunda bulunan tekrarlayan ekstragenik palindromik dizilere (REP elementleri) spesifik
primerler kullanilarak PCR uygulanmasini igerir. PCR ile bu tekrarlayan bolgeler amplifiye
edilir, iirlinler jel elektroforez yontemiyle boyutlarma gore siralanir ve bantlar goriintiilenir.
Farkli mikroorganizmalarin veya aym tiirlin farkli suslarinin  DNA bant desenleri
karsilastirilarak genetik ¢esitlilik ve iligkiler analiz edilir. REP-PCR, hizl1 ve ekonomik olmasi1

nedeniyle 6zellikle mikrobiyolojik tanimlama ve epidemiyolojik ¢alismalarda tercih edilir (96).

2.3.2.4.4. MLST (Multilokus Sekans Analizi)

MLST (Multilocus Sequence Typing), mikroorganizmalar arasindaki genetik farkliliklari
belirlemek, epidemiyolojik izleme ve bakteriyel tiirlerin filogenetik analizi i¢in kullanilan
onemli bir molekiiler tekniktir. Bu teknikte hedef olarak 6-8 adet housekeeping gen bolgesi
secilir. Segilen lokuslar genellikle evrimsel bir zaman 6l¢eginde ¢ok yavas evrimlesen ev sahibi
genlerdir. Bu genlerin her biri i¢cin PCR yapilarak spesifik DNA bdlgeleri amplifiye edilir.
Amplifiye edilen bdlgelere dizileme yapilir. Elde edilen dizilimler, her bir gen i¢in dnceden

tanimlanmis alellerle karsilastirilir. Bu karsilastirma, izolatin her bir gen i¢in belirli bir alel
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numarasina sahip olmasmi saglar. Her gen i¢in belirlenen alel numaralar bir araya getirilerek,
mikroorganizmanin alel profili olusturulur. Bu profil, izolatin Sequence Type'in1 (ST) tanimlar
ve veritabanlarindaki diger izolatlarla karsilagtirilir (97,98). Genetik farkliliklart yiiksek
hassasiyette ortaya koymasi, laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik ve giivenilirliginin yiiksek
olmasi, veritabanlar1 araciligryla global olarak karsilastirma yapilabilmesi, uzun donem
evrimsel degisikliklerin takip edilebilmesi icin avantajlara sahiptir. Ayrica pahali ve zaman alict
olmasi, teknik uzmanlik gereksinimi, verilerin yorumlanmasinin zorlugu gibi dezavantajlar1 da

mevcuttur (99).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez c¢alismasi Saglik Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)
Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir (Tipta Uzmanlik Projesi - Proje No: 2023-007).
Giilhane Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 17.10.2022 tarihinde etik kurul onayi
almmustir.

3.1. iZOLATLARIN ELDE EDIiLMESI

Calismaya, Saglk Bilimleri Universitesi Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Klinigi Bakteriyoloji Laboratuvari’nda Ocak 2020 — Ocak 2022 tarihleri arasinda
yogun bakim servislerinde yatan hastalarin kan kiiltiirlerinden izole edilen ve stok kiiltiir
koleksiyonunda yer alan 80 4. baumannii susu dahil edildi. Ayn1 hastadan birden fazla 6rnek

olmas1 durumunda ilk izole edilen 6rnek ¢aligmaya dahil edildi, tekrarlayan izolatlar ¢ikarildi.
3.2. IZOLATLARIN TANIMLANMASI

Laboratuvara gonderilen kan kiiltiirii siseleri otomatize kan Kkiiltiirii cihazina
yerlestirildikten sonra pozitif sinyal veren drneklerden mikroskopik inceleme i¢in Gram boya
preparatlar1 hazirlandi. Ardindan %5 koyun kanl agar (RTA, Tiirkiye), ¢ikolatali agar (RTA,
Tirkiye) ve EMB (Eosin Methylene Blue Agar) (RTA, Tiirkiye) agar besiyerlerine ekildi ve
37°C’de en az 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi degerlendirmede
karakteristik koloni morfolojisine sahip kolonilerden konvansiyonel yontemlerle (oksidaz,
katalaz, gram boyama) ve MALDI-TOF MS (Matriks Destekli Lazer Dezorpsiyon Iyonizasyon
Ugus Zamani Kiitle Spektrometresi, Bruker Daltonics, Almanya) kullanilarak tanimlama
yapildi. Tanimlanmis ve saflastirilmis izolatlar -80°C de gliserollii brain heart besiyerinde
stoklandu. Izolatlar ¢alisma icin triptik soy agara pasajlandi. Ureyen izolatlarin tamamina tekrar
MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Almanya) kullanilarak tanimlama yapildi. Izolatlar

Acinetobacter baumannii olarak tiir diizeyinde tanimlandi.

3.3. ANTIBIYOTIK DUYARLILIKLARININ BELIRLENMESI

[zolatlarin antibiyotik duyarliliklar1 VITEK®2 (bio-Merieux, Fransa) otomatize sistem
ile belirlendi. Antibiyotik duyarhlik sonuglar1 Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi
Komitesi [The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)]
kriterlerine gore degerlendirildi. EUCAST kriterlerine gore g¢alisma izolatlarinin tamami

karbapenemlere direngli bulundu. Stoktan triptik soy agara pasajlanarak subkiiltiirii yapilan
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suglar meropenem eklenmis Mueller Hinton besiyerine pasajlandi. Caligmaya dahil edilen
izolatlarin tamami meropenem eklenmis besiyerinde iireme gosterdi. Karbapenem duyarli

oldugu bilinen kontrol susu, meropenem eklenmis besiyerinde lireme gostermedi.

Izolatlarm tamamina sivi mikrodiliisyon ydntemi ile meropenem igin antibiyotik
duyarlilig1 ¢alisildi. Mueller Hinton sivi besiyeri (katyon ayarli) ve meropenem ile hazirlanan
U tabanli mikroplaklara, A4.baumannii siispansiyonlarmdan inokule edildi. Inokiilasyon
sonunda her kuyucuktaki bakteri son konsantrasyonu 5 x 10° cfu /mL olacak sekilde ayarlandi.
Her mikroplaga K. pneumoniae ATCC 1705 ve E. faecalis ATCC 29212 kalite kontrol suslar1
dahil edildi. Inokiile edilmis mikrodiliisyon plaklar1 35°C’de 16-20 saat siire ile aerop
kosullarda etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi {iremeler degerlendirildi ve elde edilen
minimum inhibitor konsantrasyon degerleri EUCAST v14.0 Klinik Sinir Degerler Tablosu’na

gore degerlendirildi.

3.4. DIRENC GENLERININ PCR iLE ARASTIRILMASI
3.4.1.PCR i¢in DNA ekstraksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in kullanilacak kalip DNA’nin elde edilmesi ig¢in
DNA4PCR (RTechMed®, Tiirkiye) DNA ekstraksiyon kiti kullanild1. Ozetle; suslar triptik soy
s1v1 besiyerinde 37°C'de 18-24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda elde edilen 1 ml bakteri
stispansiyonu 12.000 g’de 3 dakika santriftij edilerek pellet elde edildi. Pellete 100 ul kit
soliisyonu pipetlenerek vortekslendi. Devaminda 1s1 blogunda 56 °C 1sida 30 dakika inkiibe
edilip vorteks yapildiktan sonra 100 °C 1sida 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
tamamlandiktan sonra 12.000 g’de 3 dakika santrifiij yapild1 ve iist faz PCR caligmalarinda
kalip DNA olarak kullanildi. DNA ¢aligmalar arasinda hemen kullanilmayacak ise -20 °C derin

donduruca saklandi.

3.4.2.PCR ile karbapenem diren¢ genlerinin tespiti

Calismamizda karbapenem direng genlerinin (blaoxa-23, blaoxa-2sa, blaoxa-s1, blanpwm,
blaoxa-ss, blamp, blaviv, blanpm) varligl, direngten sorumlu oldugu bilinen gen bdlgelerini
hedef alan primerlerin kullanildig1 polimeraz zincir reaksiyonlar: ile arastirildi. Arastirilan
diren¢ genlerini igerdigi bilinen kontrol suslar1 ¢alismaya dahil edidi. Karbapenem direng

genlerinin varhigini tespit edebilmek igin her biri ayr1 reaksiyonlar olacak sekilde polimeraz
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zincir reaksiyonlar1 gergeklestirildi. Hedeflenen bolgeye 6zgiil kullanilan primerlerin dizilimi

ve reaksiyon sonucu beklenen bant biiyiikliikleri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2: Calismada kullanilan primerler

Bant

Gen Primer Dizilim (5°-3°) . .11.... Referans
buyiikliugii
OXA23-F GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA
0X4-23 OXA24-R ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT e (100)
OXA24-F GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA
OXA-24 0XA24-R AGT TGA GCG AAA AGG GGATT 246 bp (100)
OXASI1-F TAA TGC TTT GAT CGG CCT TG
OXA-51 OXA51-R TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG SRl (100)
OXAS58-F AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG
0X4-58 OXA58-R CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC 399 bp (100)
IMP-F GGA ATA GAG TGG CTT AAY TCT
mp IMP-R CCA AACYACTAS GTIT ATCT 188 bp (101)
NDM-F GGT CGC GAA GCT GAG CAC CGC AT
NDM NDM-R GCA GCT TGT CGG CCA TGC GGG C 782 bp (102)
VIM VIM-F AAG TCC GTT AGC CCA TTC CG 773 b Bu
VIM-R AAA GTC CCG CTC CAACGA TT P galisma

Amplifikasyonlarda kullanilan her bir reaksiyon karisimi, 6rnek basma toplam hacim 50 pl

olacak sekilde hazirlandi. 0,2 ml’lik PCR tiipii i¢erisinde reaksiyon gerceklestirildi.

OXA tipi karbapenem direng genleri icin PCR amplifikasyonlar1; 2 pl toplam DNA, 1
X PCR tamponu, 2,5 mM MgCl, her bir deoksiniikleotit trifosfattan (ANTP) 0.2 mM,
her primerden 20 pmol ve 0.15 U Taq DNA polimeraz (5 U/ul) (WizPure™) iceren 50
ul reaksiyon karigiminda gergeklestirildi. Amplifikasyon protokolii 94°C'de bes dakika
baslangi¢ denatiirasyonu ve 94°C'de 30 saniye, 55°C'de 30 saniye ve 72°C'de 60
saniyeden olusan 36 dongii ve 72°C'de sekiz dakika son uzama olacak sekilde
uygulandu.

VIM ve IMP direng genleri i¢in PCR amplifikasyonlar1; 2 pl toplam DNA, 1 X PCR
tamponu, 2,5 mM MgCl,, her bir deoksiniikleotit trifosfattan (dANTP) 0.2 mM, her
primerden 10 pmol ve 0.15 U Taq DNA polimeraz (5U/ul)) (WizPure™) igeren 50 pl
reaksiyon karisiminda gerceklestirildi. Amplifikasyon protokolii 94°C'de bes dakika
baslangi¢ denatlirasyonu ve 94°C'de 30 saniye, 55°C'de 40 saniye ve 72°C'de 50
saniyeden olusan 36 dongii ve 72°C'de bes dakika son uzama olacak sekilde uyguland:

(101).
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e NDM direng geni i¢cin PCR amplifikasyonlar1 ; 2 pl toplam DNA, 1 X PCR tamponu,
2.5 mM MgCly, her bir deoksintikleotit trifosfattan (ANTP) 0,2 mM, her primerden 50
pmol ve 0,15 U Taq DNA polimeraz (5U/pl) (WizPure™) iceren 50 ul reaksiyon
karigiminda gergeklestirildi. Amplifikasyon protokolii 94°C'de ii¢ dakika baslangig
denatiirasyonu ve 95°C'de 30 saniye, 55°C'de 30 saniye ve 72°C'de 60 saniyeden olusan
36 dongii ve 72°C'de bes dakika son uzama olacak sekilde uygulandi.

3.5. PCR SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

PCR sonuglarmin degerlendirilmesi i¢in 100 ml 0.5 X Tris/Borate/EDTA (TBE)
tamponu igerisinde 1 gr agaroz mikrodalga firinda ¢ozdiiriilerek %]1°lik agaroz jel hazirlandi.
Sonrasinda 5 pl goriintiileme boyast Gel Safer (A.B.T.™) eklendi. Elektroforez tankina
yerlestirilen jel lizerine lizerini kaplayacak sekilde 0.5 X TBE tamponu eklendi. Amplifikasyon
iiriiniinden 8ul, 6X Loading Buffer’dan (A.B.T.™) 2 ul alinarak karistirild: ve jel iizerindeki
kuyucuklara 10 pl yiikleme yapildi. ilk kuyucuga 5 ul DNA biiyiikliik belirteci (DNA ladder,
GENESTA™) yiiklendi. Uriinler 45 dk boyunca 85 V elektrik akiminda yiiriitiildii. Elektroforez
sonrast Gel Doc EZ Imager gorintiileme sistemi (Bio-Rad, ABD) ile UV 1sik altinda
goriintiilendi ve Tablo 1°de gosterilen amplikon uzunluklarina gore degerlendirildi. Her bir PCR
reaksiyonunda caligmaya dahil edilen pozitif izolatta beklenen uzunlukta bant olmasina dikkat
edildi. DNA belirteci ve pozitif kontrolde olusan bant referans alinarak beklenen uzunlukta bant
olusturan izolatlar pozitif kabul edildi. PCR sonras1 elde edilen amplikonlarin sekansi ticari
firma (EYS Medikal, Istanbul) araciligiyla ABI 3500 Genetik Analizor (8 kapilerli) sistemi
kullanilarak gergeklestirildi. Sekans sonuglar1 FinchTV programi ile degerlendirildi ve NCBI
(National Center for Biotechnology Information) Nucleotide BlastN araciligiyla NCBI veri
sisteminde sonuglar tarandi. Her reaksiyona dahil edilen negatif kontrolde bant olmamasina

dikkat edildi.

3.6. KLONAL ILISKININ AP-PCR ILE ARASTIRILMASI

AP-PCR yonteminde 5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3’ dizisine sahip M13 primeri (103)
kullanildi. PCR reaksiyonunda 2 pl 6rnek DNA’s1 ve 48 pul ; 1X PCR tamponu, 0,2 mM dNTP
(deoksiriboniikleotid trifosfat) karisimi, 4 mM Mg+2, 50 pmol primer, 2,5 U TagDNA polimeraz
ve DNaz-RNaz igermeyen sudan olugan PCR karigimi kullanildi. Amplifikasyon kosullari;
baslangi¢ denaturasyonu icin 94°C’de 5 dakika, primer baglanmasi i¢in 38°C’de 5 dakika,
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sentez i¢in 72°C’de 5 dakika olacak sekilde 2 dongii ve baslangi¢c denaturasyonu icin 94°C’de
1 dakika, primer baglanmasi i¢in 40°C’de 1 dakika, sentez i¢in 72 °C’de 2 dakikadan olusan 40
dongii olacak sekilde T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, ABD) cihazinda gergeklestirildi.
Amplifikasyon irtinleri 0.5 X TBE tamponu ile %]1,5 oraninda hazirlanmis ve Gel Safer
(A.B.T.™) goriintiileme boyasi eklenmis agaroz jele yiiklendi. ilk kuyucuga 5 ul DNA ladder
(GENESTA™) yiiklendi. Elektroforez islemi 75 V akimla 2 saat, 57 V akimla 1 saat olacak
sekilde uygulandiktan sonra jel, Gel Doc EZ Imager goriintiileme sistemi (Bio-Rad, ABD) ile
UV 151k altinda goriintiilendi.

3.7. AP-PCR SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

Calismamizda M13 primeri kullanarak gergeklestirdigimiz AP-PCR sonucu elde
ettigimiz bant profilleri hem gorsel olarak hem de Gell manual v.2.0 programimi kullanarak
analiz edildi. Analiz sirasinda benzerlik hesaplanmalarinin yapilmasinda Dice benzerlik metodu
kullanildi. Kiimelesme analizi i¢in UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean-Aritmetik Ortalama ile Agirliksiz Cift Grup Yontemi) metodu tercih edildi. Benzerlik
analizinde Dice metodu i¢in tolerans %3 olarak belirlendi (bant pozisyonunda yiizde 3'lik bir
tolerans uygulandi) ve benzerlik sinir1 (cut off) %90 olarak belirlendi. izolatlarm benzerlik
katsayilar1 karsilastirildi ve birbirleriyle %90’ lizerinde benzerlik gosteren suslar ayni klonda
kabul edildi. Benzerlik oranlar1 %90°mn altinda olan suslar ise digerlerinden farkli olarak

degerlendirildi.

3.8. MLSTANALIZI

AP-PCR sonuglarina gdre baskin olan klondan bir izolat (187 numarali) secilerek bu
izolatin MLST y6ntemi ile Sequnce Type (ST)‘1 belirlendi. MLST analizi i¢in dncesinde ticari
firma (Refgen Biyoteknoloji, Ankara) aracilig: ile kiitiiphane hazirhigi ve WGS (Tiim Genom
Dizileme) yapildi. Elde edilen WGS sonucu ile bakterinin MLST tipini bulmak i¢in PubMLST
veritabani kullanildi (104). cpn60, gltA, recA, fusA, pyrG, rplB ve rpoB housekeeping genlerini

iceren Pasteur MLST semasi sonuglar1 degerlendirildi.

3.9. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin  analizi, gozlemlenen frekanslarin yilizde olarak ifade edilmesiyle
gerceklestirilmistir. Ayrica istatistiksel analizler SPSS versiyon 25 (Statistical Package for the
Social Sciences, SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) kullanilarak yapildi. Kategorik gruplar
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arasindaki yayginlig1 karsilastirmak ve bunlarin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini
belirlemek i¢in i¢in Fisher's exact testi ve Chi-kare testi uygulanmistir. P <0.05 degerlerinin

istatistiksel olarak anlamli bir farki gosterdigi kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. HASTALARA ve iZOLATLARA AiIT OZELLIiKLER

Calismaya dahil edilen 80 A.baumannii izolatinin izole edildigi hastalarin cinsiyet
dagilimma bakildiginda 47’sinin erkek, 33’tiniin kadin hasta oldugu goriildii. Yas araligi
incelendiginde hastalar 20-91 yag araligindaydi. Hastalarin 52’sinin 65 yas ve lizerinde, 28’inin
65 yas altinda oldugu gorildii.

A.baumannii izolatlarmin elde edildigi kan kiiltiirlerinin YBU’lerine gére dagilimi
incelendiginde ; 36 izolatn dahiliye YBU’den, ii¢ izolatin genel cerrahi YBU’den, ii¢ izolatin
beyin cerrahi yogun YBU’den, 32 izolatin anestezi YBU’den, dort izolatin kardiyoloji
YBU’nden, iki izolatin KVC YBU’nden génderildigi goriildii. (Sekil 4)

35

izolat Sayilan

Klinikler

Sekil 4. Klinik 6rneklerin YBU’lere gore dagilimi
YBU:Yogun Bakim Unitesi, KVC:Kardiyovaskiiler Cerrahi

4.2. ANTIBIYOTIiK DUYARLILIK TEST SONUCLARI

Calismamizda kullanilan A. baumannii izolatlarmin VITEK®2 (bio-Merieux, Fransa)
otomatize sistem ile yapilan antibiyotik duyarlilik sonuglarmna gore izolatlarin tamamimnin
(80/80, %100) karbapenemlere direncgli oldugu goriilmiistiir. Piperasilin-tazobaktam,
siproflokasin,  levofloksasin,  seftazidim i¢in  antibiyotik  duyarliik  sonuglari

degerlendirildiginde izolatlarinin tamaminin (80/80, %100) bu antibiyotikler i¢in de direngli
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oldugu bulunmustur. Amikasin i¢in 8 izolat standart dozda duyarli, 3 izolat artmis dozda duyarl
69 izolat direngli bulunurken gentamisin i¢in direngli izolatlarin sayis1 77 dir. Tigesikline ise
36 izolat standart dozda duyarli, 41 izolat artmis dozda duyarli bulunmustur. Calismaya alinan

izolatlarin antibiyotik duyarlilik sonuglari, Tablo 3’te gosterildi.

Tablo 3: izolatlarin VITEK®2 Antibiyotik Duyarhlik Testi Sonuglar

Duyarh Duyarh
(Standart dozda) (Artms dozda)

Antibiyotikler

Direncli

Karbapenemler
(Imipenem- 80 (%100)
Meropenem)

0 50 04100

77

:
Siprofloksasin 0 80(%100)
i 0

Tigesiklin 36 41 -

TMP-SXT 8 72/80
TMP-SXT: Trimetoprim/siilfametoksazol

Calismaya dahil edilen A.baumannii izolatlarinin tamaminin meropenem duyarliligi sivi
mikrodiliisyon ydntemi ile g¢ahsildi. Meropenem MIK degerleri 2-128 pg/ml arasinda
degerlendirildi.

EUCAST sinir deerlerine gore 4. baumannii igin meropenem MIK degerleri S<2 pg/L
ve R>8 ng/L seklindedir. Sivi mikrodiliisyon antibiyotik duyarlilik sonuglarina gore biitiin
izolatlarm MIK degeri sinir deger 8 pg/L in iizerinde bulunmustur. 4 izolatin MiK degeri 32
ng/L, 8 izolatin MiK degeri 64 pg/L, 29 izolatin MiK degeri 128 ng/L, 39 izolatin MIK degeri
>128 pg/L idi. MIK degerlerinin dagilimi1 Tablo 4’ de verilmistir.
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Tablo 4: Sivi Mikrodiliisyon ile Izolatlarda Saptanan Meropenem Minimum Inhibitor
Konsantrasyon Degerlerinin Dagilimi

Meropenem konsantrasyonu(pg/ml)
2 4 8 16 32 64 128 >128

A.Baumannii 0 0 0 0 4 8 29 39

MIK: Minimum inhibitor konsantrasyon
* Meropenem igin MIK50 ve MIK90 degerleri Acinetobacter baumannii izolatlarmnda sirastyla 128 ve >128

pg/ml olarak tespit edilmistir.

4.3. DIRENC GENLERI

Calismaya dahil edilen 80 A. baumannii’nin OXA tipi diren¢ genlerine bakildiginda bu
tiire intrensek oldugu bilinen OXA-51 geninin izolatlarin hepsinde pozitif oldugu goriildii.
Izolatlarin 25’inde (%31) OXA-23 geninin pozitif oldugu, 56’sinda (%70) OXA-24 geninin
pozitif oldugu tespit edilmistir. Calismadaki ti¢ izolatin OXA-23 ve OXA-24 direng genlerinin
ikisine birden sahip oldugu bulunmustur. iki izolatta ise OXA-23 ya da OXA-24 gen bolgesi
saptanmamisti.  OXA-58 gen  bolgesi izolatlarm  hi¢birinde  saptanmamistir.
Metallobetalaktamaz enzimlerinden sorumlu IMP, VIM, NDM diren¢ genleri izolatlarin
hi¢birinde tespit edilmemistir. Diren¢ genlerine ait jel goriintiileri Sekil 5, 6, 7, 8 ve 9 ‘da

sunulmustur. Direng genleri ve izolatlar arasinda goriilme oranlar1 Tablo 5° de gdsterilmistir.

Sekil 5. OXA-58 direng genin aragtirilmasi
Bant pozitif kontrole aittir.
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Sekil 6. OXA-23 direng genin arastirilmasi
1 ve 4 numara: diren¢ geni negatif izolatlari 2 ve 3 numara; direng gens pozitif izolatlar

Sekil 7. OXA-24 ve OXA-51 direng genlerinin arastiriimasi
1,3,4,5 numarali izolatlar; OXA-24 direng geni pozitif. 7,8,9,10 numarali izolatlar; OXA-51 direng geni
pozitif

Sekil 8. NDM direng genin arastirilmasi
Bant pozitif kontrole aittir.
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Sekil 9. IMP direng genin arastirilmasi
Bant pozitif kontrole aittir.

Tablo 5: Diren genleri ve izolatlarda bulunma oranlar1

Diren¢ Genleri Pozitif (%) Negatif (%)
OXA-23 - 25(%3125) 55(%68,75)
OXA-24 56(%70) 24(%30)
OXA-51 100(%100) 0
OXA-58 0 0

IMP 0 0
VIM 0 0
NDM 0 0

Her ¢aligmadaki direng geni pozitif olan izolatlara ait amplikonlar dizi analizi ile direng
geni varlig1 acisindan dogrulandi. Her direng geni (OXA23, OXA24 ve OXAS51) i¢in iki sus
secilerek amplikonlarin dizilemesi yapildi. NCBI Nucleotide BlastN araciligiyla NCBI veri
sisteminde sonuglar karsilastirildi. Pozitif izolatlara ait amplikonlarin sekans diziliminin,

aranan gen bolgesi ile %100 uyumlu oldugu goriildii.
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4.4. ARBITRARILY PRIMED POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (AP-
PCR) SONUCLARI

Toplam 80 A.baumannii izolat1 ¢calismaya dahil edildi. AP-PCR ¢aligmasina ait bantlar
gorsel olarak degerlendirildiginde iki baskin klon oldugu goriildii. Bu klonlar Sekil 10°da A ve
B klonu seklinde gosterilmistir. B klonu igerisinde birkag bant farkliligi iceren subtipler oldugu
gorilmiistiir. Gorsel degerlendirmede A klonu 54 izolattan, B klonu 26 izolattan olusmaktadir.
Program bazli degerlendirmede gel goriintiilerinden Gell v.2.3. programi kullanilarak
dendogram olusturuldu (Sekil 11). Dendogram benzerlik indeksi (cut off) %70 (tolerans 3.0.)
baz alinarak degerlendirildiginde, 2 klondan olustugu, yalniz bir izolatin bu klonlar disinda
kaldig1 gorildii. A klonu 54, B klonu 25 izolata sahipti. Benzerlik indeksi %90 (tolerans 3.0.)
baz almarak dendogram degerlendirildiginde izolatlar arasinda 9 farkli genotip tespit edilmistir.
Kiimelesme gosteren izolatlar 6 farkli kiime icerisinde toplanmustir. izolatlarin 77’°si herhangi
bir kiime icerisinde yer almakta olup kiimelesme orani %96’dir. En biiyiik kiime 32 izolatin yer
aldig1 genotip 8 kiimesidir. Ardindan 21 izolatin yer aldig1 genotip 9 kiimesi yer almaktadir. Bu
iki kiimenin olusturdugu 53 izolat bir tanesi haric OXA-24 gen bdlgesi pozitif olan izolatlardir
ve bahsedilen A klonunu olusturmaktadirlar. Bu 53 izolattan iki tanesi OXA-23 ve OXA-24 gen
bolgelerini birlikte tasimaktadir. Bir izolat ise OXA-23 gen bolgesi pozitiftir. izolatlarin 25
tanesi ise 2,3,4,5,6 genotiplerindedir ve bu izolatlar birlikte B klonunu olusturmaktadir. Bu
izolatlarm ise 22 tanesi sadece OXA-23 pozitif, 1 izolat OXA-23 ve OXA-24 birlikte pozitif, 1
izolat sadece OXA-24 pozitiftir. Genotip 6 i¢inde yer alan iki izolatta ise OXA-23 ve/veya
OXA-24 direng genleri tespit edilmemistir. Genotip 1 de ise OXA-24 direng geni pozitif tek
izolat yer almaktadir. AP-PCR c¢alismasina ait jel elektroforez goriintiilerinden biri Sekil 10°da

sunulmaktadir.
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Sekil 10. AP-PCR calismasina ait iki elektroforez goriintiisii, A ve B klonlar1
Sira 1: Biiyiikliik belirteci (100-2000 baz gifti); Sira 2-20: Calisma izolatlar1
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Sus numarast

102

198
194
187
136
134

123
122
12

Klinik

Dabiliye YBU
Anestezi YBU
Anestezi YBU
Anestezi YBU
Anestezi YBU
Anestezi YBU
Dahiiye YBU
KVC YBO

KVC YBU
Kardiyoloji YBU
Anestezi YBU
Dahiiye YBU
Anestezi YBU
Dahiiye YBU
Anestezi YBU
Dahiiye YBU
Anestezi YBU
Dahiiye YBU
Anestezi YBU
Dahiiye YBU
Genel Cerrahi YBU
Dahiliye YBU
Anestezi YBO
Anestezi YBU
Dahiliye YBU
Anestezi YBU
Dabiliye YBU
Anestezi YBU
Dahiiye YBU
Dahiiye YBU
Dahiiye YBU
Datiliye YBO
Dahiiye YBU
Anestezi YBU
Anestezi YBU
Dabiliye YBU
Anestezi YBU
Anestezi YBU
Anestezi YBU
Anestezi YBU
Dahiliye YBU
Beyin Cerrahi YBO
Anestezi YBU
Anestezi YBU
Datiiye YBU
Anestezi YBU
Anestezi YBU
Anestezi YBU
Dahiiye YBU
Anestezi YBU
Dahiiye YBU
Anestezi YBU
Genel Cerrahi YBO
Dahiiye YBU
Datiliye YBU
Dahiliye YBU
Beyin Cerrahi YBO
Anestezi YBU
Dahiiye YBU
Dahiiye YBU
Genel Cerrahi YBU
Dahiliye YBU
Dahiiye YBU
Anestezi YBU
Dahiiye YBU
Dahiiye YBU
Kardiyoloji YBO
Dahiliye YBU
Anestezi YBU
Dahiliye YBU
Dabiliye YBU
Kardiyoloji Y80
Dahiiye YBU
Dahiiye YBU
Beyin Cerrahi YBO
Dahiiye YBU
Kardiyoloji YBO
Anestezi YBO
Anestezi YBU

Dahiliye YBU

OXA-23
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Sekil 11. AP-PCR caligmasina ait dendogram goriintiisii
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Tarih

28.10.2020
12.09.2020
07.09.2020
07.12.2020
29.11.2020
31.10.2020
03.10.2020
07.10.2021
29.09.2020
05,01.2022
09.02.2021
29.08.2020
12.03.2021
17.09.2021
11.02.2021
19.02.2021
29.09.2020
28.09.2020
12.11.2021
11.08.2020
04.08.2020
26.08.2020
18.08.2020
09.08.2020
25,07.2020
20.07.2020
01.11.2020
21.09.2020
12.09.2020
07.09.2020
06.09.2020
31.08.2020
09.02.2021
12.09.2020
22.10.2021
08.10.2021
04.10.2020
28.12.2021
29.08.2020
29.09.2020
27.09.2020
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04,05.2021
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12.03.2021
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20.04.2021
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27.09.2020
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30,08.2020
26.08.2020
10.08.2020
09.08.2020
02.08.2020
17.08.2020
16.08.2020
20.07.2020
05.07.2020
10.10.2020
19,08.2020
24.08.2020
20,06.2020
30.06.2020
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Calisma izolatlarinin iki klondan olustugu tespit edildi. B klonu genotip 2, 3, 4, 5 ve
6’y1 kapsarken A klonu genotip 7, 8 ve 9’u kapsamaktadir. Klonlar arasinda direng genlerinin
varlig1 agisindan karsilastirma yapildi. OXA-23 direng geni agisindan karsilastirildiginda B
klonunun anlamli bir sekilde OXA-23 direng genine sahip oldugu goriilmektedir (p<0,05). Her
iki klon OXA-24 diren¢ geni agisindan karslastirildiginda A klonunun anlamli olarak OXA-24
diren¢ genine sahip oldugu goriilmektedir (p<0,05). B klonunda bir izolat, A klonunda iki izolat
her iki diren¢ genine sahiptir ve B klonunda iki izolatta ise bu direng genlerine rastlanmamustir.

Klon, genotip ve direng genlerine iliskin veriler Tablo 7°de sunulmustur.

Tablo 6: Klon, genotip ve diren¢ genleri

Klon Genotip Sadece Sadece Her iki direng Her iki
OXA-23 OXA-24 geni pozitif direng geni
Pozitif Pozitif negatif
1 0 1
B 2 6 0
3 1 0 1
4 8 1
5 1 0
6 5 0 2
A 7 0 1
8 0 30 2
9 1 20

Klonlarin YBU’lere gore dagilimi incelendi. Sekil 12°de her bir YBU’de A ve B
klonlarmin dagilimi gorsel olarak sunulmaktadir. Dagilima bakildiginda en c¢ok Ornegin
gonderildigi Anestezi YBU ve Dahiliye YBU’ de A klonunun daha fazla oldugu gériilmektedir.
Dahiliye YBU’de Genotip A ve B'nin dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Dahiliye YBU’ de klon A baskim klondur. Anestezi YBU’de
Genotip A ve B'nin dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0.05). Daha az sayida drnegin gonderildigi Beyin Cerrahi YBU’de sadece klon A tespit
edilmisken, KVC YBU’de sadece klon B tespit edilmistir.
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Kliniklere Gére Klon Dagihmi

ANESTEZi YBU 19 13

BEYIN CERRAHI YBU - 3 0
X~
= . .
i DAHILIYE YBU 27 8
=
[UN]
c
LIJ - e
% GENEL CERRAHI YBU - 2 1
© - 10
o
KARDiYOLOJi YBU - 3 1
& 5
KvC YBU - 0 2
A B "0
Klon

Sekil 12. Kliniklere gore klon dagilimi (genotip 1 harig)
Daha koyu renkler daha yiiksek frekanslari temsil ederken, daha agik renkler daha diisiik frekanslar

ifade etmektedir.

4.5. MLST SONUCLARI

Calismadaki baskin olan A klonundan alinan 187 numarali susun MLST tipi tiim genom
kullanilarak PubMLST veritabani araciligiyla belirlendi. cpn60, gltA, recA, fusA, pyrG, rplB ve
rpoB housekeeping genlerini igeren Pasteur MLST semasina gore sekans tipi ST -78 olarak

tespit edildi.
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5. TARTISMA

Yaygin olarak suda, toprakta, havada ve diger dogal ortamlarda bulunan, aerobik,
fermenter olmayan, gram negatif, basil seklinde bir bakteri olan Acinetobacter baumannii ayni
zamanda saglikl bireylerin derisinde, konjonktivasinda, agiz boslugunda, solunum yollarinda,
gastrointestinal sisteminde ve genitoliriner sisteminde de kolonize olabilmektedir. A. baumannii
cesitli yiizeylerde kolonize olabilmekte ve giiclii adezyon gdsterebilmektedir. Ustelik sadece
kuru ve nemli kosullara degil ayn1 zamanda genel dezenfektanlara ve ultraviyole 1smlarina da
dayanikhidir. Bu ozellikler A. baumannii'yi, bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda siklikla
bakteriyemi, yara enfeksiyonlari, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari, gastrointestinal sistem
enfeksiyonlar1 ve idrar yolu enfeksiyonlar1 dahil olmak iizere firsat¢1 hastane enfeksiyonlarina

neden olan dnemli bir patojen haline getirmektedir (38,105).

DSO, 2011 tarihli raporunda yiiksek gelirli iilkelerde yogun bakim hastalarmin yaklasik
%30'unun en az bir saghk hizmeti iligkili enfeksiyondan etkilendigini tahmin etmektedir; bu
durumun orta ve diisiik gelirli lilkelerde goriilme sikligimin en az iki ila ii¢ kat daha yiiksek
oldugunu belirtmektedir. Fermentatif olmayan Gram negatif bakteriler saglik hizmeti iliskili
enfeksiyonlarin 6nde gelen nedenidir; bunlarin arasinda 4. baumannii, 6zellikle yogun bakim
iinitelerinde hastane kokenli septisemi, pndmoni ve idrar yolu enfeksiyonlarina neden olan
firsatg1 bir patojendir. Ozellikle, giderek artan sayida karbapenem direncli A.baumannii
izolatin hastalardan izole edilmesi nedeniyle, bu enfeksiyonlarinin prevalansi ve risk

faktorleri 6nem arz etmektedir (106).

A. baumannii ventilatorle iliskili pndmoni ve kan dolasimi enfeksiyonlar1 en sik
goriilenleri olmakla birlikte cesitli hastane kaynakli enfeksiyonlara sebep olmaktadir. A.
baumanniinin neden oldugu kan dolasimi enfeksiyonlar1 ciddi bir saglik tehdidi
olusturmaktadir ve hastane kaynakli enfeksiyonlar1 olan hastalarda yiiksek mortalite ile
iliskilidir, dolayisiyla bu patojenin molekiiler epidemiyolojisi ve antimikrobiyal direng
ozelliklerinin acilen arastirilmasi gerekmektedir. A.baumannii'nin neden oldugu kan dolagimi
enfeksiyonlar1 ile iligkili mortalitenin %45 gibi yiiksek oranlara ulastigi bildirilmistir ve
nozokomiyal enfeksiyon kontrolii agisindan Onemli bir endise kaynagidir (38,107). A.

baumannii'min neden oldugu kan dolasimi enfeksiyonlarina bagh mortalite oldukc¢a ytiksektir.
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Ozellikle bagisiklig1 zayif olan hastalarda invaziv prosediirler ve asir1 antibiyotik kullanimi

iligkili risk faktorleridir (108).

Asir1 ve uygun olmayan endikasyonda antibiyotik kullanimi, ¢ok ilaca direncli, yaygin
olarak ilaca direngli ve tiim ilaglara direngli 4. baumannii'nin neden oldugu kiiresel salginlara
yol agmistir. Antimikrobiyallerin etkilerinden kacabildigi i¢in A. baumannii, Diinya Saglik
Orgiitii’niin en tehlikeli patojenler olarak tanimladigi ESKAPE patojenlerindendir; diger
ESKAPE patojenleri arasinda Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter spp. yer almaktadir. Antimikrobiyal
direncteki bu artis acil kiiresel bir halk saghgi durumuyla sonug¢lanmistir (109).
A.baumannii’nin antibiyotik direncindeki artis klinik tedavide biiyiik engellere yol agmistir. A.
A.baumannii bir¢gok antibiyotige karsi kayda deger bir direng gostermektedir, bu da
kombinasyon terapisini mevcut klinik tedavinin temel dayanagi haline getirmektedir. Bununla
birlikte, CRAB enfeksiyonu olan hastalarda mortaliteyi 6nemli 6lciide azaltan veya klinik yaniti
belirgin artiran kombinasyon terapisi bulunmamaktadir. Yeni antibiyotikler gelistirilmesi ve
hastaligin yayilmasmin etkili bir sekilde yonetilmesi i¢in 4. baumannii’nin antibiyotik
direncinin altinda yatan mekanizmalar1 tam olarak anlamak Onem arzetmektedir.(110).
Karbapenemler, A. baumannii enfeksiyonlar1 igin son c¢are antibiyotikler olarak
kullanilmaktaydi. Ancak zaman i¢inde gelisen karbapenem direnci ile “karpapenem direngli 4.
baumannii” biiylik bir problem haline gelmistir ve ne yazik ki diinya genelinde yayilarak
taramalar sirasinda gézlemlenen pozitif oran, 2003'te %1'den 2008'de %58'e kadar yiikselmistir.
Bu durum da bu patojenin da insan sagligi i¢in biiyiik bir tehdit olusturdugunu gostermektedir

(111).

Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi ve Diinya Saglk Orgiitiiniin 2023
yaymladigr ve 2021 yilina kadar olan verileri iceren “Avrupa'da Antimikrobiyal Direng
Siirveyans1” raporunda Tiirkiye’den 2021 yilinda 64 laboratuvardan 3516 A.baumannii rapor
edilmistir ve bunlarin %83 yogun bakim izolatlarindan olusmaktadir. Izolat sayis1 ve direng
fenotipine sahip izolatlarin yiizdesine bakildiginda bu izolatlardan 3279’unun %93,3 oraninda
karpanem (imipenem/meropenem) direncine sahip oldugu ve bunun 6nceki yillara gére anlamli
olarak artma trendinde oldugu paylasiimistir. 2019 yilinda 2390 izolatin %90,4 karbapenem
direncine sahip oldugu goriilmektedir. ~Karbapenemlerin, aminoglikozidlerin ve
florokinolonlarin kombinasyonlarindan olusan tedavilere direng oranlar1 ise 3089 izolat i¢in

%84.8 olarak bildirilmistir (112).
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A. baumannii’nin karbapenem direncinde ¢ok ¢esitli mekanizmalarin rol oynadigi
bilinmektedir ancak en sik goriileni ve direngle en iliskili olan mekanizma karbapenemaz
iiretimidir. Karbapenemazlardan OXA tipi (D smif1) olanlar en yaygin goriilen siniftir. Ayrica
MBL ( B sinifi) iiretimi daha nadir goriilmekte ancak belirgin karbapenem direncine neden
olabilmektedir (55). Bu nedenle ¢calismamizda karbapenem direngli A. Baumannii izolatlarinda
MBL ve OXA diren¢ genlerinin varligini arastirdik. Bu amagla her biri diren¢ geni i¢in PCR
gerceklestirilmis ve pozitif bulunan izolatlardan iki tanesi segilerek sekanslama yontemi ile
dogrulugu teyit edilmistir. Calisma izolatlarimizin hepsinde bu tiire intrensek oldugu bilinen
bu nedenle de tiiriin tanimlanmasi i¢in anahtar bir 6zellik olarak kullanilabilen OXA-51 gen
bolgesinin varlig: tespit edilmistir. Izolatlarm 25 (%31,25)’inde OXA-23 gen bdlgesi, 56
(%70)’sinda OXA-24 gen bolgesi pozitif olarak bulunmustur. OXA-58 gen bolgesi higbir
izolatta saptanmamustir. MBL tipi enzimleri tireten VIM, NDM, IMP direng gen bdlgeleri higbir
izolatta tespit edilmemistir. Ug izolatta intrensek OXAS51’in yani sra OXA23 ve OXA24 direng

genleri bir arada tespit edilmistir. Iki izolatta ise sadece OXA51 direng geni pozitif bulunmustur.

Boral ve ark.larmin yaptig1 bir meta analiz calismasinda, Tirkiye’de Acinetobacter
baumannii izolatlarinda karbapenem direng genlerinin ve klonalitenin arastirildigi calismalarin
incelenmesiyle 2006-2019 yillar1 arasinda OXA-23, OXA-24 ve OXA-58 direng genlerinin
varlig1 ortaya konulmustur. incelenen 17 galismada OXA-23 direnc geni; bir cahisma disinda
biitlin ¢aligmalarda tespit edilmis, bulunma oran1 %31 ile %100 arasinda degismistir. Bes
calismada %100 oraninda OXA-23 direng geni pozitif bulunmustur. Diger ¢alismalardaki
OXA-23 direng¢ genine sahip izolatlarin oranlar1 %96, %94,2, %91,5, %89,9, %88, %74,4, %67,
%063,6, %46,6, %35,1, %31 seklindedir. OXA-24 sadece iki ¢calismada %1 ve %4,5 oranlarinda
tespit edilmis, diger calismalarda tespit edilmemistir. OXA-58 direng geni 7 ¢alismada hicbir
izolatta saptanmamigken diger caligmalarda %3 ile %79 arasmnda degisen oranlarda
saptanmistir. Ayrica tiim bu calismalarda, A. baumannii kromozomunda bulunan, intrinsik
oksasilinaz olarak da bilinen OXA-51 i¢cin %100 pozitiflik belirtilmistir(113). Karabay ve
ark.larinin ¢alismasinda Haziran-2016 ile Haziran-2017 tarihleri arasindaki klinik 6rneklerden
izole edilen 50 karbapenem direngli A. baumannii susunda OXA-51, OXA-58, OXA-23 ve
OXA-24 genleri PCR ydntemiyle arastirilmustir. Izolatlarm 50'sinde (%100) blaOXA-51 ve
blaOXA-23 gen grubu tanimlanmistir. Izolatlarm higbirinde OXA-58 gen grubuna
rastlanmazken, 16'sinda (%32) OXA-24 gen grubu pozitifligi belirlenmistir (114).

Bizim ¢alismamiz Tiirkiye’ de yaygin olarak bulunan OXA-23 direng geni acisindan

diger caligmalarla benzerlik gostermektedir. Ancak Tiirkiye’de, arastirdigimiz kadariyla bizim
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calismamizda tespit ettigimiz kadar yiiksek oranda OXA-24 direng geni bildirimi
yaptlmamistir. OXAS58 diren¢g geni negatif bulunan calismalar mevcut olup (113), bu
sonucumuz Tiirkiye verileri agisindan uyumludur. Aymi sekilde A. baumannii izolatlarinda

tespit edilmesi beklenen intrensek OXA-51 direng geni de biitiin izolatlarda pozitif tespit edildi.

Global veriler agisindan bakildiginda; Gu ve ark.’larmin yaptig1 bir calismada, Cin’de
2009-2018 yillar1 arasinda kan dolagimi enfeksiyonlarina neden olan 47 karbapenem direngli
A. baumannii izolat1 incelenmis ve 32 izolatin OXA-23 diren¢ genine sahip oldugu bunlarin
icinden bir izolatin ayrica NDM-1 pozitif oldugu bildirilmistir. Ayrica 15 izolat OXA-24/40
ailesinden olan OXA-72 pozitif bulunmustur (107). Bejarano ve ark.’lar1 Meksika'da bir
hastanede ¢ocuklarda karbapenem direncli A. baumannii enfeksiyonlarimin molekiiler
karakterizasyonunu tanimlamay1 hedefleyen bir calismada 2017-2022 doénemindeki suslari
incelemistir. Besi yenidoganlarda olmak tizere alt1 karbapenem direngli A. baumannii vakasi
belgelenmistir. Alt1 sustan ii¢iiniin OXA-51, OXA-24 ve IMP karbapenemaz genlerini birlikte
barindirdig1 rapor edilmistir. iki yenidogan hastada mortalite bildirilmistir. Bu g¢aligma,
terapotik kararlar tizerinde dogrudan etkisi olan OXA-51, OXA-24 ve IMP-1'in yiiksek oranda
birlikte bulundugunu gostermektedir (115). Dikkat ¢ekici bir bagka ¢alisma ise yine Bejarano
ve ark.’lar1 Meksika’da tiglincii basamak bir merkezde 2017-2022 yillar1 arasinda ardisik
karbapenem direncli A. baumannii enfeksiyonlarini incelemislerdir ve 21 olgunun tamaminin
OXA-24 direng agisindan pozitif oldugunu bildirmislerdir. izolatlarin yarisinda IMP ve OXA-
24 direng geninin birlikte tagindigini tespit etmislerdir (116). Kuo ve ark.’lar1 Taiwan’da 2002-
2010 arasindaki 555 CRAB izolatini ¢caligmalarina dahil etmisler ve 292 izolatta OXA-23 direng
varligi, 59 izolatta ise OXA-24 direng geni varligmi tespit etmislerdir (117). Iran’ da, Abbasi ve
ark.’larinin yaptigi bir ¢calismada 84 CRAB izolatmin 69’u (%82,1) OXA-23, 46’s1(%54,7)
OXA-24 direng geni pozitif belirlenmistir (118). Iran’da Ghasemi ve ark.’lar1 tarafindan
yapilan bir ¢calismada, Nisan 2018 ile Mart 2019 tarihleri arasinda toplamda 133 karbapenem
diren¢li A. baumannii izolat1 izole edilmistir. OXA-23 ve OXA-24 diren¢ genleri prevalansi
strastyla 89 (%66,9) ve 46 (%34,6) bulunmustur. Ayrica OXA-23 ve OXA-24 direng genlerinin
birlikte goriilme oram1 10 (%7,5) bulunmustur (119). Amerika Birlesik Devletleri'nde
karbapenem direngli 4. baumannii siirveyansini yiiriiten Antimikrobiyal Diren¢ Laboratuvar
Ag1, 2017-2020 boyunca 45 eyaletten 6.026 CRAB izolat1 toplamis ve izolatlar1 karbapenemaz
diren¢ genleri agisindan test etmistir. Hedeflenen sinif D genleri i¢in test edilen karbapenem
diren¢li A. baumannii’lerin %83' (4.041'in 3.351") pozitif bulunmustur. Tiim yillar i¢erisinde

toplam bla-OXA24/40 izolat sayis1 1.328 olarak tespit edilmistir, 2017 yilindan 2020 yilina
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kadar pozitiflik giderek artmis ve 2020 yili igcinde test edilen 2084 izolatin 744’ linlin OXA-24
diren¢ genine sahip oldugu bulunmustur (120). Yusuf ve ark.’larinin yaptig1 dikkat ¢eken bir
calismada; Mayis 2015 ile Agustos 2017 arasinda Romanya'daki biiyiik bir {igiincii basamak
merkezden 104 hastadan meropeneme duyarli olmayan 4. baumannii izolat1 toplanmistir.
Izolatlarin %79,1'inde OXA-24 geni, %20,9'unda ise OXA-23 geni tespit edilmistir. Bir izolatta
OXA-23 ve OXA-24 direng genleri birlikte bulunmus, OXA-58 ise hicbir izolatta tespit
edilmemistir. Calismada core genom MLST yontemiyle tiplendirdikleri OXA-24 tastyan ST502
tipinin, izolatlarmin elde edildigi merkeze endemik olabilecegini ¢ilinkii biitlin izolatlarin ¢esitli
servislere kabul edilen farkli hastalardan ¢esitli zamanlarda tek merkezden prospektif olarak
toplandigin1 sdylemislerdir. Universite hastanesi nispeten genis bir alan i¢in sevk merkezi
olarak hizmet verdiginden, bu ST tipinin Romanya'ya veya hastanenin bulundugu Romanya
bolgesine de endemik olabilecegini ancak bunun bir varsayim oldugunu da belirtmislerdir.
Diger bir ¢ok ¢alismada OXA-24 benzeri enzim ailesinin, %60 amino asit homolojisini
paylasan OXA-23'ten daha az yaygin oldugu belirtilmistir (121). Bir bagka Balkan iilkesi olan
ve Romanya’ya komsu olan Sirbistan’da Lukovic ve ark.’larmnin yaptig1 prospektif, gozlemsel,
cok merkezli calismaya Ocak-Haziran 2018 arasinda Sirbistan genelinde hastanede yatan
hastalardan elde edilen klinik numuneler dahil edilmistir. Karbapenem direngli 222 A.
baumannii izolatl, edinilmis karbapenemazlarin varlig1 acisindan PCR ile test edilmistir.
[zolatlarin 98'inde (%44,2) OXA-24 benzeri gen ve 76 izolatta (%34,5) OXA-23 benzeri gen
bulunmustur. Iki izolatin ayn1 anda hem OXA-23 hem de OXA-24 genlerine sahip oldugu ancak
test edilen popiilasyonda OXA-58 benzeri ve OXA-143 benzeri genlerin tespit edilmedigi
belirtilmigtir. NDM, caligmada tespit edilen tek MBL geni olmustur ve 7 izolatta tespit
edilmistir. Ayrica NDM pozitif 4. baumannii'nin timiiniin OXA-24 de pozitif oldugu
bildirilmistir (122). Bahreyn’de Al-Rashed ve ark.’larinin yaptig1 bir baska caligmada dort
biiylik hastaneden toplanan 50 izolatin 41(%82)’inde OXA-23 tespit edilirken, 23 (%46)
izolatta OXA-24, 7 izolatta ise OXA-40 tespit edilmistir. Ayrica OXA-58 hig¢bir izolatta tespit
edilmemistir. (123).

Tim bu g¢alismalar g6z Oniline alindiginda diinya genelinde OXA-40/24 ailesinin
karbapenem direngli A. baumannii izolatlarinda tespit edildigi ¢ok fazla ¢aligma oldugu
goriilmektedir. ABD ve ozellikle Meksika’ da OXA-24 pozitifligi belirgin gézlenmektedir
(115,116,120). Yine Cin, Taiwan gibi Dogu Asya iilkelerinden de ¢ok sayida OXA24 bildirimi
yapilmustir (107,117). Iran’ da bir cok calismada OXA-24 pozitifligi bildirilmistir (118,119).

Romanya’dan ve Bulgaristan’dan yakin zamanda bildirilen ¢aligmalarda bizim ¢aliyjmamizda
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oldugu gibi OXA-24, OXA-23’e¢ gore daha baskin rapor edilmistir (121,122). Biz de
hastanemiz 2020-2022 yilllar1 arasindaki karbapenem direngli A. baumannii izolatlarini
inceledigimiz bu ¢alismamizda OXA-24 geninin OXA-23 genine gore daha fazla izolatta
gorildiglni tespit ettik. Arastirdigimiz kadariyla ¢alismamiz Tiirkiye’de OXA-24’{in baskin
tespit edildigi ilk c¢alismadir. Arastirdigimiz kadariyla tilkemizde OXA-24/40 iireten
karbapenem direngli A. baumannii ilk olarak 2012 tarihinde Sar1 ve ark.’larinin yaptigi
calismada bir yogun bakim Orneginden izole edilmistir ve OXA-24/40 ailesinden OXA-72
diren¢ genine sahip oldugun bulunmustur (124). Sonrasinda daha az sayida OXA-24 tespit
edilen calismalar yaymlanmistir (114,125,126). Ulkemizde az sayida rapor edilmis olsa da
diinya genelinde 6zellikle iilkemize komsu sayilabilecek Bulgaristan ve Romanya gibi Balkan
iilkelerinde ve Iran gibi yakin sayilabilecek orta dogu iilkelerinde rapor edildigini gdrmekteyiz.
Ulkemiz agisindan bu OXA-24 pozitifliginin hastanemize endemik olabilecegini diisiinebiliriz
ancak bu diisiincenin bir varsayimdan ileri gitmesi i¢in il ve {ilke bazinda ¢ok sayida molekiiler

epidemiyolojik caligmaya ihtiyag¢ oldugu bir gercektir.

Metallobetalaktamazlar acisindan bakildiginda; A.baumannii karbapenem direncinde
oksasilinazlar kadar yaygin goriilmese de belirgin karbapenemaz iiretimi nedeniyle MBL
Onemli bir enzim ailesidir. Bu nedenle ¢alismamizdaki suslarda VIM, IMP, NDM direng
genlerinin varligimi da arastirdik. Calismamizdaki suslarin MBL enzimlerini tireten VIM, IMP,

NDM direng genleri agisindan negatif oldugu tespit edilmistir.

Telli ve ark.’larmin yaptig1 bir ¢alismada karbapenem direngli A. baumannii
izolatlarinda direng genleri arastirilmistir ve metallobetalaktamaz enzimler i¢in arastirilan VIM,
IMP, NDM direng genleri hig izolatta tespit edilmemistir (127). Cigek ve ark.’larinin yaptigi bir
calismada 101 klinik izolat karbapenemaz direng genleri agisindan incelenmis ve VIM, NDM,
IMP diren¢ genlerine rastlanmamistir (126). Ulugam ve ark.’larmin ¢alismasinda kan kiiltiiri
orneklerinden izole edilen 74 A.baumannii izolatinda VIM, IMP, NDM direnc genleri tespit
edilmemistir (128). Tiirkiye’de 3 bolgeden 177 karbapenem direngli A. baumannii izolatinin
dahil edildigi Gozalan ve ark.’larinin yaptig1 caligmada karbapenem direng genleri arastirilmis,

IMP ve NDM direng¢ genine rastlanmazken 2 izolatta NDM direng geni tespit edilmistir (129).

[ran’ da Abbasi ve ark.’larmin yaptig1 calismada ise 84 CRAB izolatinm 78 nin MBL
iiretimi yaptig1 ve %60,7 oraninda VIM, %33,3 oraninda IMP diren¢ geni pozitif olduklari
belirlenmistir (118). Hindistan’da Girija ve ark.’larinin yaptig1 ¢alismada 75 A.baumannii
izolatindan %34’ VIM diren¢ geni pozitif bulunmustur. IMP ve NDM diren¢ genlerine
rastlanmanustir (130). Diinya genelinde Iran gibi orta dogu iilkelerinden ve ilk NDM bildirinin
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yapildigi Hindistan’dan(131) daha siklikla MBL direng genlerinin rapor edildigi goriilmektedir.
Calismamizin MBL direng genlerinin sonuglar1 agisindan, iilkemiz verilerine bakildiginda

uyumlu oldugu goriilmektedir.

Bulasic1 hastalik salginlar1 genellikle etiyolojik ajanin ortak bir kaynagina maruz kalma
sonucu ortaya ¢ikar. Genellikle, bir enfeksiyon salgmina neden olan etiyolojik ajan, kaynak
organizmaya genetik olarak ayni veya yakin olan tek bir kaynaktan tiiretilir. Epidemiyolojik
acidan, salginda yer alan organizmalar klonal olarak iligkilidir; yani, ortak bir kkenleri vardir.
Subtiplendirmek veya sus smiflandirmak, enfeksiyon salgmnlarini tanima, hastane kaynakli
patojenlerin ¢apraz bulagsmasini tespit etme, enfeksiyon kaynagini belirleme, 6zellikle viriilan
organizma suslarmi tanima ve asilama programlarini izleme agisindan epidemiyolojik olarak
onemlidir. Sus smiflandirma veya subtiplendirme, bir¢cok farkli yaklasimla basarimistir.
Acinetobacter tiirlerinin tiplendirmesi icin kullanilan fenotipik yontemler yeterli
bulunmamakta, genotipik yontemlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Genotipik yontemler farkli

paternlerin veya DNA parmak izinin ortaya ¢ikartilmasima dayanmaktadir (132).

Acinetobacter tiiriine bagh salgmlarm epidemiyolojik arastirmasina yonelik genel kabul
gormiis bir tiplendirme semas1 bulunmamaktadir. Daha 6nceki bir¢ok ¢alismada, altin standart
olarak kabul edilen PFGE'min Acinetobacter suslarinin karakterizasyonunda en ayirt edici
teknik oldugunu ileri siiriilmiistiir. Ancak bu teknigin zahmetli ve zaman alict olmasi klinik
laboratuvarlarda daha fazla kullanilmasmi engellemektedir. A.baumannii’nin tiplendirilmesi
icin, evrensel primer M13 ile rastgele olarak hazirlanmis PCR, enterobakteriyel tekrarlayan
intergenik konsensiis (ERIC) PCR ve tekrarlayan ekstragenik palindromik (REP) PCR dahil
olmak tizere farkli PCR bazli tiplendirme teknikleri uygulanmistir (133). PFGE’nin ayirt edici
giicliniin tiim bu PCR yaklasimlarindan daha yiiksek oldugunu bildiren ¢aligmalar mevcuttur
(133,134). Ayrica Liu ve ark.’lar1 PFGE'nin salgin suslar1 arasindaki kiigiik mutasyonlar: diger
PCR yaklasimlarindan daha fazla tespit edebildigini belirtmislerdir. Buna karsilik Graser ve
ark. A. baumannii i¢in M13 primer ile AP-PCR gerceklestirmis ve bu PCR yaklasiminin ayirt
edici giliciiniin PFGE'ninkine benzer oldugunu bulmustur (135). Ucuz ve hizli bir yontem olan
RAPD ve AP-PCR uygulamalarmin kosullarinin optimizasyonu ile ilgili yapilan bir calismada
ozellikle agaroz jelin ve elektroforez kosullarinin optimize edilmesini gerekliligi
vurgulanmistir. Bununla birlikte PFGE teknigi, RAPD ve AP-PCR uygulamalariyla
karsilastirildiginda zaman alici, maliyeti yliksek ve emek yogun bir tekniktir. RAPD ve AP-
PCR metodolojisinin basitligi, kullanilabilirligi, maliyetin diisiik olmasi, zaman alic1 olmamasi

ve epidemiyolojik arastirmalarda rutin bir prosediir olarak kullanilma potansiyeli g6z Oniine
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alindiginda, bu tiir optimizasyon ¢aligmalarmin hakli, faydali ve hatta vazgecilmez oldugu
goriilmektedir. RAPD PCR giivenilir sonuglar vermektedir ve uygun parametreler uygulanirsa

yorumlanmasi nispeten kolay olmaktadir (136).

Simonovic ve ark.’larinin yaptig1 bir ¢calismada Haziran 2017 ile Ocak 2019 arasindaki
donemde Sirbistan'in Belgrad Askeri Tip Akademisi'nin farkli kliniklerden 194 izolat toplanmis
ve bu izotlarin RAPD analizi, izolatlarin cogunun yiiksek diizeyde genomik benzerlik ve klonal
dagilim gosterdigini ortaya cikarmistir. M13 primeri ile iki ana kiime olusturulmustur.
Izolatlarm ¢ogunun profil 1'de (86/194 veya %44.,4) oldugu ve profil 1’in profil 2'den (77/194
veya %39,6) bir bantta farklilik gosterdigi belirtilmistir. Ayrica genetik profillerin kiime analizi
ve dendrogramlarin olusturulmasi1 STATISTICA 10 yazilimi ile gergeklestirilmistir. Bu analizde
kiimeleme icin Ward ydntemi kullamldigini ve mesafenin Oklid mesafelerinin karesinin

kullanilarak hesaplandigini bildirmislerdir (137).

A. baumannii izolatlarmin genetik ¢esitliliginin RAPD PCR yontemi ile arastirildig:
Khosravi ve ark.’larmin yaptigi bir calismada bant desenlerinin analizi i¢in, Gel Compare 11
yazilimi kullanilmistir. Homoloji derecelerinin belirlenmesi i¢in Dice katsayisi kullanilmig ve
RAPD jelleri i¢in bir dendrogram olusturulmus ve kiimelenme algoritmasmin hesaplamasi %80
benzerlik smir (cut-off) degeri ile UPGMA (aritmetik ortalamalarla agirliksiz ¢ift grup yontemi)
kullanilarak yapilmistir. Bu ¢alismada en yaygin izolatlar olarak yogun bakim iinitesinden 62
A. baumannii susu icin RAPD tiplemesi yapilmistir. Sonug olarak 37 kiimelenme bulunmustur;
bunlardan 32'si tekli ve tek bir izolat i¢ceren kiime iken ve 5'i ¢oklu kiime seklinde bulunmustur.
Boylece, yontem toplamda 37 RAPD tipi tiretmistir, 62 A. baumannii izolatindan 57'sinin %80
smir(cut-off) degerinde biiyiik bir cesitlilik gosterdigini belirtmiglerdir (138). Karbapenem
diren¢li A.baumannii izolatlarinda klonal iliskinin irdelendigi bir bagska calismada DAF4
primerinin kullanildig1 RAPD analizi, 106 A. baumannii izolatinin A, B, C, D ve E dahil olmak
iizere bes RAPD tipine ayrildigini ortaya ¢ikarmistir. A. baumannii suslarmin ¢ogunlugu 61
(%57,5) sus iceren RAPD tip C ve 28 (%26.,4) sus iceren RAPD tip B olarak kiimelenmistir.
DNA bantlarinin analizi, GelCompare II yazilimi kullanilarak UPGMA yontemiyle
gerceklestirilmistir. Izolatlarin ayn1 genotipte kiimelenmesi i¢in %80'lik bir benzerlik smiri(cut-

off) dikkate alinmistir (139).

Bahsedilen c¢alismalarda ve daha bir¢cok ¢aligmada klonal iliskinin degerlendirilmesi
amaciyla AP-PCR ve RAPD tekniginin kullanildig1 goriilmektedir. Caliymamizda hizl, pratik,
uygun maliyetli olmas1 ve ayrim giiciliniin gorece iyi olmasi nedeniyle AP-PCR yontemini tercih
edildi. M13 primeri kullanarak gergeklestirdigimiz AP-PCR sonucu elde edilen bant goriintiileri
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hem gorsel olarak hem de Gell manual v.2.0 programi1 kullanilarak analiz edildi. Bantlar gorsel
olarak degerlendirildiginde iki baskin klon oldugu goriildii. Gorsel olarak degerlendirildiginde
A klonunun 54 izolattan olustugu, B klonunun 26 izolattan olustugu belirlendi. GelJ programi
ile bilgisayar tabanli bir analiz yapildi. Yapilan analiz swrasinda Dice benzerlik metodu
kullanildi ve UPGMA ile kiimeleme yapildi. Benzerlik analizinde tolerans %3 se¢ildi (bant
pozisyonunda yiizde 3'lik bir tolerans uygulandi) ve benzerlik smir1 (cut off) %90 olarak
belirlendi. Edilen edilen dendogram benzerlik indeksi %70 alinarak degerlendirildiginde 2
klondan olustugu ve bu klonlar disinda tek bir izolat oldugu goriilmektedir. Benzerlik indeksi
%90 baz almarak degerlendirme yapildiginda; izolatlarin 9 farkl genotipte oldugu ve 6 farkl
kiime olusturdugu tespit edimistir. Calisma izolatlarmin 53’4 8 ve 9 genotipindedir ve bu
izolatlar 2 farkli kiime olusturmaktadir. Bu 53 izolat bir tanesi haric OXA-24 gen bolgesi pozitif
olan izolatlardir ve genotip 7 olan tek izolatla birlikte bahsedilen iki klondan A klonunu
olusturmaktadirlar. Bu 54 izolattan iki tanesi OXA-23 ve OXA-24 gen bolgelerini birlikte
tasimaktadir. Bir izolat ise sadece OXA-23 gen bdlgesi pozitiftir. izolatlarm 25 tanesi ise
2,3,4,5,6 genotiplerindedir ve bu izotlar birlikte bahsedilen iki klondan B klonunu
olusturmaktadir. Bu izolatlarin ise 22 tanesi sadece OXA-23 pozitif, 1 izolat OXA-23 ve OXA-
24 birlikte pozitif, 1 izolat sadece OXA-24 pozitiftir. Genotip 6 icinde yer alan iki izolatta ise
OXA-23 ve/veya OXA-24 direng geni tespit edilmemistir. Bahsedilen bu diren¢ geni pozitif
izolatlarm dagiliminin, klonlar ile korelasyon gosterdigini ve AP-PCR sonuglarimizi destekler
nitelikte oldugunu diisiinmekteyiz. Gorsel olarak da program araciligi ile de tespit edilen 2
baskin klon oldugu ve 54 izolat iceren A klonunda (1 izolat hari¢) biitiin suslarn OXA-24
pozitif oldugu, 25 izolat iceren B klonunda (3 izolat hari¢) biitiin suslarin OXA-23 pozitif
oldugu goriilmektedir. Varilan bu sonug ile, yogun bakimlarimizda kan dolasimi enfeksiyonuna
neden olan karbapenem direncli izolatlarin iki klondan kdken aldigini, bu klonlardan birinin
OXA-23 birinin OXA-24 diren¢ genine sahip oldugunu ve OXA-24 pozitif olan klonun baskin
klon oldugunu sdylemek miimkiin olmaktadir.

Izolatlarin kaynaklandigi yogun bakim servislerine bakacak olursak en ¢ok drnegin
gonderildigi Dahiliye YBU ve Anestezi YBU’de baskin olan klonun A klonu oldugu
goriilmektedir. Dahiliye YBU’de A klonunun B klonuna gére anlamli sekilde fazla oldugu tespit
edilmistir. Ornek sayis1 az olsa da Beyin Cerrahi YBU’den gonderilen 6rnekler arasinda B
klonu tespit edilmemis olup 3 &rnek A klonuna aittir. KVC YBU’den gonderilen &rnekler
arasmnda ise A klonu tespit edilmemis olup 2 drnek B klonuna aittir. Diger YBU’lerinde iki
klona ait izolatlar bulunmaktadir. Bu klonlarin neredeyse biitiin yogun bakimlara yayildigini

goriilmektedir. Ozellikle hastane enfeksiyonlarmi 6nleme ve kontrol —stratejilerinin
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degerlendirilmesi gerektigini sdylemek miimkiindiir. Ayrica hastanedeki bu sekilde bir yayilim,
ozellikle drneklerin gonderildigi tarihler icerisinde mevcut olan COVID déneminde artan YBU
ihtiyact ve YBU ler aras1 hasta nakilleri, personel ihtiyaci ve ¢ok sayida personelin ¢ok cesitli
yogun bakimlarda calismis olmasi gibi suslarin taginmasma imkan saglayacak ortamlarin
gelismesi gibi nedenlere baglanabilir.

Calismamizda, OXA-23 ve OXA-24 gen bolgesi pozitifliginin yogun olarak saptanmasi
ve mevcut klonal benzerligin ortaya konulmasi, bu ajanin yayiliminin engellenmesine yonelik
uygulanacak enfeksiyon kontrol programlarmin belirlenmesinde 6nem arz etmektedir.
Calismamiz hastanelerin siirekli ve diizenli olarak kendi diren¢ gen profillerinin ve baskin
klonlarmin tespit edilmesinin ne kadar 6nemli oldugunu gostermistir. Ayrica enfeksiyon 6nleme
ve kontrol stratejilerinin gerekliligini de bir kez daha vurgulamistir.

AP-PCR sonuglarmna gore baskin klon olarak tespit ettigimiz OXA-24 diren¢ geni
pozitif olan A klonundan bir 6rnek alinarak Multi Lokus Sekans Tipleme yapilmistir. Sekans
tipi ST78 olarak belirlenmistir. Veritabanlar1 araciligiyla global olarak karsilastirma
yapilabilme imkani sunan MLST ile belirledigimiz ST78’in iilkemizde ve diinyada tespit
edildigi caligmalar incelendi. A. baumannii salgilarmin biiyiik cogunlugu diinya ¢apinda sinirh
sayida sus tarafindan meydana gelmekte olup, baslangigcta Avrupa klonlar1 olarak adlandirilan
ancak su anda Uluslararas1 Klonal Hatlar (International clonal lineages -1C) I, II ve III olarak
kabul edilen suglara aittir. Yakin zamanda, Avrupa'dan yakindan iligkili ST15 ve ST84
genotipleri, Avrasya'dan ST25 genotipi ve birgok Italyan hastanesinde izole edilen ST78
genotipi gibi ek A. baumannii genotipleri bazi bdlgelerde epidemik klonlar olarak ortaya
cikmustir (140). 2011°de Popolo ve ark.lar1 tarafindan dort Akdeniz iilkesinde ¢ok ilaca direngli
A. baumannii suslarinim MLST semasiyla molekiiler epidemiyolojik arastirmasi yapilmustir.
Yunanistan, Italya, Liibnan ve Tiirkiye'deki 20 hastaneden 484 hastay: kapsayan 28 salgini
temsil eden 35 A.haumannii susu, MLST ile analiz edildi. ST78 italya-Cenova’dan gonderilen
orneklerde ortaya ¢cikmustir (141). Yunanistan, Italya, Liibnan ve Tiirkiye'deki 21 hastaneden
elde edilen 585 c¢ok ilaca direngli A. baumannii klinik izolatinda gergeklestirilen bir baska
caligmada izolatlar, 12 farkli sekans tipine (ST) ait bulunmustur ve ST78 italya’dan gonderilen
orneklerde tespit edilmistir (142). Iran’da, 2023 yilinda yaymlanan bir ¢aligmada 70
A.baumannii izolat1 analiz edilmis baskin klon ST2 olsa ST78 de bildirilmistir (143). Bu
bulgular, A. baumannii'min epidemik suslarmin smirlh sayida genotip tarafindan
yonlendirildigini ve uluslararasi seviyede bir tehdit olusturdugunu vurgulamaktadir. Bahsedilen
calismalar ST78 sekans tipiyle tanimlanan A. baumannii'nin, gesitli iilkelerde ve 6zellikle

Italya'da epidemik bir klon olarak ortaya ¢ikisini belgelemektedir. Ayrica, Yunanistan, Italya,
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Liibnan ve Tiirkiye'deki hastanelerden elde edilen ¢ok sayida izolatin incelenmesi, ST78'in
Akdeniz bdlgesindeki yayiliminm yani sira Iran'da da bildirilmesiyle, bu susun bdlgesel bir
sorun olmanin Otesinde, daha genis bir cografi dagilima sahip oldugunu gostermektedir.
Ozellikle ST78 genotipinin, farkl1 bélgelerde ve saglik kurumlarinda belirlenmesi, bu suslarin
yayilma potansiyelinin ve halk sagligi lizerindeki etkilerinin daha iyi anlagilmasi igin detayl
aragtirmalarin ve uluslararasi is birliginin 6nemini ortaya koymaktadir.

Bu calisma 2020-2022 yillar1 arasindaki karbapenem direngli A. baumannii izolatlarini
degerlendirdigi icin, baskin klondaki veya direng genlerindeki degisim hakkinda yorum
yapilamamaktadir. OXA-24 pozitifliginin uzun zamandir hastanede var olup olmadig1 ya da ne

zaman baskin klon haline geldigi ilgili bilgiler edinilememistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

. A.baumannii izolatlarmmn elde edildigi kan kiiltiirlerinin YBU’lerine gére dagilimi
incelendiginde ; 36 izolatin dahiliye YBU den, ii¢ izolatin genel cerrahi YBU’den, ii¢
izolatm beyin cerrahi yogun YBU’den, 32 izolatin anestezi YBU’den, dort izolatin
kardiyoloji YBU’nden, iki izolatm KVC YBU’nden gonderildigi goriildii.

. Caligmamiza dahil edilen A. baumannii izolatlarinin VITEK®2 (bio-Merieux, Fransa)
otomatize sistem ile yapilan antibiyotik duyarlilik sonuglarina gore karbapenem,
piperasilin-tazobaktam, siproflokasin, levofloksasin, seftazidim igin antibiyotik
duyarlilik sonuclar1 degerlendirildiginde izolatlarinin tamamin ( 80/80, %100) bu
antibiyotikler i¢in diren¢li oldugu goriilmiistiir.

S1vi mikrodiliisyon antibiyotik duyarlilik sonuglarina gore biitiin izolatlarin MiK degeri
smir deger 8 pg/L in lizerinde bulunmustur. 4 izolatin MIK degeri 32 pg/L, 8 izolatin
MIK degeri 64 pg/L, 29 izolatin MIK degeri 128 pg/L, 39 izolatin MiK degeri >128
Mg/L idi.

. Calismaya dahil edilen 80 A. baumannii’nin OXA tipi direng genlerine bakildiginda bu
tiire intrensek oldugu bilinen OXA-51 geninin izolatlarm hepsinde pozitif oldugu
goriildii. Izolatlarmn 25’inde (%31) OXA-23 geninin pozitif oldugu, 56’smda (%70)
OXA-24 geninin pozitif oldugu tespit edilmistir. OXA-58 gen bdlgesi izolatlarin
hi¢cbirinde saptanmamistir. Metallobetalaktamaz enzimlerinden sorumlu IMP, VIM,
NDM direng genleri izolatlarm higbirinde tespit edilmemistir.

AP-PCR c¢alismasina ait bantlar gorsel olarak degerlendirildiginde iki baskin klon
oldugu goriildii. A klonu 54 izolattan, B klonu 26 izolattan olusmaktadir. Dendogram
benzerlik indeksi (cut off) %70 (tolerans 3.0.) baz alinarak degerlendirildiginde, 2
klondan olustugu, yalniz bir izolatin bu klonlar disinda kaldig1 goriildii. A klonu 54, B
klonu 25 izolata sahipti. Benzerlik indeksi %90 (tolerans 3.0.) baz almmarak dendogram
degerlendirildiginde izolatlar arasinda 9 farkli genotip tespit edilmistir. Kiimelesme
gdsteren izolatlar 6 farkli kiime igerisinde toplanmustir. Izolatlarm 77’°si herhangi bir

kiime icerisinde yer almakta olup kiimelesme oran1 %96°dur.

. Klonlar arasinda degerlendirme direng genlerinin varligi agisindan karsilastirma yapildi.

OXA-23 direng geni acisindan karsilastirildiginda B klonunun anlamli bir sekilde OXA-
23 direng genine sahip oldugu goriilmektedir (p<0,05). Her iki klon OXA-24 direng
geni agisindan karglastirildiginda A klonunun anlamli olarak OXA-24 diren¢ genine

sahip oldugu goriilmektedir (p<0,05).
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11.

12.

13.

14.

Dagilima bakildiginda en ¢ok 6rnegin génderildigi Anestezi YBU ve Dahiliye YBU’ de
A klonunun daha fazla oldugu gériilmektedir. Dahiliye YBU’de Genotip A ve B'nin
dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
Dahiliye YBU’ de klon A baskin klondur. Anestezi YBU’de Genotip A ve B'nin
dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).
Calismadaki baskin olan A klonundan alinan 187 numarali susun MLST tipi tiim genom
kullanilarak ST -78 olarak belirlendi. ST78 sekans tipiyle tanimlanan A. baumannii'nin,
cesitli iilkelerde ve dzellikle italya'da ve akdeniz iilkelerinde epidemik bir klon olarak
ortaya ¢ikisini belgelemektedir.

Calismada, yogun bakim klinik Orneklerinden izole edilen suslarla yaptigimiz
epidemiyolojik tiplendirme bize yogun bakimlardaki enfeksiyon dnleme ve kontrol
stratejilerinin gozden gecirilmesi gerektigini gostermektedir.

Hastanemiz A. baumannii izolatlarinin antibiyotik direng profili ile ilgili genis bir veri
saglanmustir. 4. baumannii gibi ¢ok ilaca direncli izolatlarin tanimlanmasi, direng
genlerinin belirlenmesi ve epidemiyolojisi ile ilgili calismalarin yapilmasi, hastanelerde
uygun enfeksiyon kontrol Onlemlerinin alinmasinda, uygulanmasinda ve tedavi
stratejilerinin gelistirilmesinde yardimci olacaktir.

Hastanelerde akilc1 antibiyotik kullanimi, direngli mikroorganizmalarm yayilmasini
Onlemede hayati bir rol oynamaktadir. Antibiyotiklerin gereksiz ve yanlis kullanima,
direngli suslarin ortaya ¢ikmasina ve yayilmasina yol agmaktadir. Bu durumu 6nlemek
icin, hastanelerde antibiyotik yOnetim programlarmnin (antimicrobial stewardship
programs) olusturulmasi ve etkin bir sekilde uygulanmasi gerekmektedir.

Akiler antibiyotik kullanimi, multidisipliner bir yaklasim gerektirir ve bu siirecin
basarisi, tiim saglik personelinin ve hastane yonetimlerinin igbirligi i¢inde ¢aligmasiyla
miimkiin olabilir.

Yogun bakim iinitelerinde enfeksiyon kontrol onlemlerinin artirilmasi hayati 6nem
tagimaktadir. Personel egitimlerinin diizenli araliklarla tekrarlanmasi, el hijyeninin
saglanmas1 ve sterilizasyon protokollerinin titizlikle uygulanmasi gerekmektedir. Bu
onlemler, direngli suslarin yayilmasini engellemek icin kritik rol oynamaktadir.
Klonlarin yogun bakimlara yayilmis olmasi, hastane i¢indeki bulasma yollarmin
dikkatlice izlenmesi ve kontrol altina alinmas1 gerektigini gostermektedir.

Bu tiir ¢caligmalarm hastane enfeksiyonlar1 ve olas1 salgmlar agisindan biiylik 6nemi
bulunmaktadir. Hastaneler, diizenli olarak bu tiir arastirmalar yapmali1 ve elde edilen

veriler dogrultusunda onleyici stratejiler gelistirmelidir. Ayrica, enfeksiyon kontrol
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15.

16.

onlemlerinin etkinligini degerlendirmek igin periyodik gozlem ve denetimlerin
yapilmasi 6nem arz etmektedir.

A. baumannii gibi direncli patojenlerin genetik ve molekiler &zelliklerinin detayli
incelenmesi, direng mekanizmalarinin anlasilmasma ve yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine yardimci olabilir. Bu tlr patojenlerin genomik analizlerini yaparak,
direng genlerinin dagilimmi ve islevlerini daha iyi anlamak fayda saglayacaktir. Bu
bilgiler, hem mevcut antibiyotiklerin etkin kullanimini optimize etmek hem de yeni
antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesine katkida bulunabilir.

Hastane enfeksiyonlariyla miicadelede, klinik patojenlerin direng profilleri ve klonal
iligkilerinin stirekli ve sistematik olarak incelenmesi, ulusal ve uluslaras1 alanda

calismalarin devam etmesi, kritik bir rol oynamaktadir.
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EK 2: Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi Tipta Uzmanhk Egitim
Kurulu (TUEK) Karar: Arastirma izin onayi
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Gilkane Egitim ve Arasimua Hastanes!

Sam  © E-30487449-700
Eorn  : Arsshoms Tznd (Ars. Gir. Cansast Mor
AYDOGAN)

Savin : Arg. Gér. Cansat Mur AYDOGAN
{Trbbi Mikrohivoloji Klinizi Birimi)

“Bir Egitim ve Araztirma Hestanesi Yogun Balam Unitesi Hastalannm Kan Kiltirlerinden Izole
Edilen EKarbapenem Direncli Acinetobacter Baumannii Izolatlannda Beta Laltam Direnc
CGenlerinin ve Klonmal Ilizkinin Arazinlmast™ bazhkh tez caligmanezn bastansmizde aygzuolama
talebiniz Saghk Uyvzulama Arastrma Merkeri Tiptz Uznanlik Egitiond Fumhomm 31.03 2022 tarik va 6
no'hy toplanhsmda gémsilarek kabul edilimiztir

Elinik Arastimnalar Vénstmelifinin 23, maddesine istinaden etk kol cnavt almdibzan sonra
aragtrmayve bazlanabilir. Ay Yanetmelisin 1. Bendi wvannca arastrmanm bdtgasinig karnlanmasmdan
aragtirmacilar sarumbadar.

Geregind rica ederim.

g-Lrgaiidir.
Brof. Dr. Cevdet Serkan GOEEAYA
Bathakim
Bai beliae, wiivenli clekieonik imes ik ati s i il
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Crepetal e Tevlik Sagkimdd Filee AHGE U ER Hine Bk e Phlek BIEMNAY
Pedelodi: Faks M et Hasiranm ve boodunoed 15l
e-Postac dibekomenasy b sag ik gos or Imermel Addresd Tedies s B ¢ 2100 304651 105

Stpec o gl hameeady sa ik gov
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EK 3: T.C. Saglk Bilimleri Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar

Etik Kurulu Arastirma Projesi Degerlendirme Raporu: Etik kurul onayi
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