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Acinetobacter baumannii ¢oklu- ilag direngli firsat¢1 hastane patojenlerinden biridir,
hastane enfeksiyonlarinin ana nedenidir ve ¢ok cesitli antibakteriyel maddelere karsi
direngli olmasi nedeniyle diinya ¢apinda endise olusturmaktadir.

Bu calismanin amaci, ¢oklu ilaca direngli (CID) Acinetobacter baumannii'nin
sergiledigi antimikrobiyal diren¢ ve viriilans faktor genlerini belirlemek, biyofilm

olusumunu analiz etmek ve izolatin klonal alt tiplerini arastirmaktir.

Bu ¢alismada, Trabzon Fatih Devlet Hastanesi’nden A. baumannii susu izole edilerek
VITEK 2 Kompakt sistemi ile izolatin antibakteriyel duyarliliklar tespit edildi. Izolatta B-

laktamaz kodlayan genler ve sinif 1 integronlarin varligit PZR yontemiyle arastirildi. PZR
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sonucu pozitif 6rnek (blaoxa-23) pPGEM-T easy vektoriine klonlanarak baz dizin analizine

gonderildi ve sonuglar biyoinformatik programlar kullanilarak analiz edildi.

Tam genom dizilimi Illumina NovaSeq 6000 platformu ile yapildi ve MLST analizi
Oxford ve Pasteur tipleme semalar1 kullanilarak degerlendirildi. VFDB database programi
kullanilarak A. baumannii A73 susunda var olan tiim viriilans faktor genleri tanimlandi.
Imipenem ve levofloksasin MIK degerleri sivi mikrodiliisyon ydntemiyle tespit edildi.
Biyofilm olusumu ve biyofilm olusumunun indiiklenmesi imipenem ve levofloksasin (1/2,
1/4, 1/8*MIK) konsantrasyonlarinda 96 kuyucuklu plakalarda 3 tekrarli olarak
gerceklestirildi. Izolatin hareket etme yetenegi petri kabinda ii¢ tekrarli olarak yapilip,
%0,2 kristal viyole ile gorsellestirildi.

Susun antibiyotik duyarlilik testine goére; karbapenemlere, penisilinlere,
aminoglikozidlere ve florokinolonlara kars1 direng gostermesiyle ¢oklu -ilag direngli (CID)
olarak tanimlandi. Tam genom dizileme sonucuna gore izolatin blaoxa-23, blaoxa-s1, blaampc
ve blarem beta- laktamaz genlerini tasidigi belirlendi. blaoxas: benzeri genin dizisi

biyoinformatik programlar ile degerlendirilerek, blaoxa-ss oldugu tespit edildi.

Pasteur MLST semasma gore sus, ST2 alelik profilini gosterdi. Oxford MLST
semasinda kullanilan genlerden olan gdhB de bir niikleotit degisimi tespit edildi (G189A)
ve gdhB-227 olarak adlandirildi. Olusan yeni varyant ve diger MLST Oxford semasi
genleri kullanilarak MLST analizi yapildiginda yeni ST klonu belirlendi. Olusan yeni klon
ST2121 olarak adlandirildi. Ayrica gyrA geninde bir amino asit degisikligi (Met638Leu)
tespit edildi.

Coklu ilaca direngli izolatin bap, basABCDFGHIJ, csuA/BABCDE, bauABCDEF,
plcD, pgaABCD, entE, barAB, ompA, abalR, piT2EAFTE/AUBI, fimADT, cvaC, bfmR,
bfmS wvirtilans faktor genleri tasidigi belirlendi. Calismamizda en yiiksek biyofilm
olusumunu 32 pg/mL konsantrasyonda imipenem ve 16 pg/mL konsantrasyonda

levofloksasin olusturdugu gozlemlendi.

Sonug olarak, A. baumannii’de ¢oklu ila¢ direncinin nedeni arastirildi. Yeni bir
STOxf, ST2121 klonu tespit edildi. Bu c¢alisma ile blaoxass genini barindiran
ST2Pas/ST2121 susu Tiirkiye’de ilk kez A. baumannii’de bildirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, MLST, OXA-66, ST2121, Virulans faktor genleri
\%
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Acinetobacter baumannii is one of the multi-drug resistant (MDR) opportunistic
nosocomial pathogens, 1t is the main cause of nosocomial infections and is of worldwide

concern due to its resistance to a wide variety of antibacterial agents.

The aim of this study was to identify antimicrobial resistance and virulence factor
genes exhibited by multidrug resistant Acinetobacter baumannii, to analyze biofilm

formation and to investigate clonal subtypes of isolate.
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In this study, A. baumannii strain was isolated from Trabzon Fatih State Hospital and
antibacterial susceptibility of the isolate was determined with VITEK 2 Compact system.
The presence of B-lactamase encoding genes and class 1 integrons in the isolate was
investigated by PCR method. The sample with positive PCR result (blaoxa-23) was cloned
into pGEM-T easy vector and sent for base sequence analysis and the results were

analyzed using bioinformatics programs.

Whole genome sequencing was performed with the Illumina NovaSeq 6000 platform
and MLST analysis was evaluated using the Oxford and Pasteur typing schemes. All
virulence factor genes in A. baumannii A73 strain were identified using the VFDB
database program. Imipenem and levofloxacin MIC values were determined by liquid
microdilution method. Biofilm formation and induction of biofilm formation were
performed at imipenem and levofloxacin (1/2, 1/4, 1/8*MIC) concentrations in 96-well
plates in triplicate. The ability of the isolate to move was performed in petri dishes in

triplicate and visualized with 0.2% crystal violet.

According to the antibiotic susceptibility test of the strain; It was defined as multi-
drug resistant (MDR) with resistance to carbapenems, penicillins, aminoglycosides, and
fluoroquinolones. According to the results of whole genome sequencing, it was determined
that the isolate carried blaoxa-23, blaoxas1, blasmpc and blatem beta-lactamase genes. The
sequence of the blaoxa-s1-iike gene was evaluated with bioinformatics programs, and it was

determined to be blaoxa-ss.

According to the Pasteur MLST scheme, the strain showed the ST2 allelic profile. A
nucleotide change was detected in gdhB, one of the genes used in the Oxford MLST
scheme (G189A) and named gdhB-227. When MLST analysis was performed using the
newly formed variant and other MLST Oxford scheme genes, the new ST clone was
determined. The resulting new clone was named ST2121. An amino acid change

(Met638Leu) was also detected in the gyrA gene.

It was determined that multi-drug resistant isolate carried bap, basABCDFGHIJ,
CSUA/BABCDE, bauABCDEF, plcD, pgaABCD, entE, barAB, ompA, abalR,
piT2EAFTE/AUBI, fimADT, cvaC, bfmR, bfmS virulence factor genes. In our study
imipenem induced the highest biofilm formation at a concentration of 32 ug/mL and

levofloxacin at a concentration of 16 png/mlL.
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In conclusion, the cause of multidrug resistance in A. baumannii was investigated. A
new clone of STOxf, ST2121 has been detected. In this study, the ST2Pas/ST2121 strain

harboring the blaoxa-ss gene was reported for the first time in A. baumannii in Turkey.

Key Words: Biofilm, MLST, OXA-66, ST2121, Virulence factor genes,
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A. baumannii
A. calcoaceticus:
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AbOmpA
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AFLP
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: Absorbans
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Acinetobacter calcoaceticus

: ATP baglayic1 kaset ailesi

. Amerika Birlesik Devletleri

: Acinetobacter baumannii dis membran proteini A
. Acinetobacter baumannii sus

: Amplifiye fragman Uzunluk Polimorfizmi

: N- agil- D/ L- homoserin lakton

: Apoptoz indiikleyici Faktor

: Aminoglikozid Modifiye Edici Enzim

: Ambler sinif C beta- laktamaz

: Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu

: Beta- laktamaz

: Santigrad derece
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Antibiyotiklerin Tarihi

‘Sihirli mermiler’ Alman bakteriyolog Paul Ehrlich tarafindan enfeksiyonlar1 tedavi
edecek kimyasal ajanlarin test etmesindeki temel diisiinceydi (US News World Rep.,
1998). 1909 yilinda erken frengiyi iyilestirdigini gozlemledigi bir arsenik bilesigi olan
salvarsanin ilk tedavisini de kesfetmis oldu. Tipgilar, frengiye neden olan belirli mikroplari

6ldiirdiigii i¢in buna ‘sihirli mermi’ adini verdiler (Hoel vd., 1997).

19. ylizy1l ortalarina gelindiginde Louis Pasteur baz1 mikroorganizmalarin digerlerini
imha ettigini gozlemledi. 1928 yilinda Isvegli bakteriyolog Alexander Fleming, stafilokok
varyant1 ile calistigi sirada tesadiif eseri olarak kiiltiir ortamina bulagsmis olan kiif
mantarinin  ¢evresinde Dbakterilerin iireyemediginin farkina vardi. Fleming, kiiltiir
ortaminda iireyen ve bakterileri 6ldiiren kiif mantarmin Penicillium notatum, olmasina
ithafen kesfettigi ajana ‘Penicillin’ adin1 verdi. Boylece ilk antibiyotik olan penisilin 1928
yilinda Sir Alexander Fleming tarafindan kesfedilmis oldu (Goldsworthy vd., 2002).
Fleming tarafindan kesfedilmis olan penisilin 1940 yilinda Howard W. Florey ve Ernst B.
Chain tarafindan kiiltiir filtratindan, Fleming’in orijinal filtratindakinden milyon kat daha
giiclii olan ‘penisilin tozu’ izole edildi. Biitiin bu kesifler sonucunda Fleming, Floray ve

Chain 1945 yilinda Nobel T1p Odiilii’nii kazandilar (Hoel vd., 1997).

Yunanca anti (karsi) ve bios (yasam) sozciiklerinden tiirevlenmis olan ‘antibiyotik’
terimi, Amerika Birlesik Devletleri'ne giden Rus go¢men bilim adami Selman A.
Waksman tarafindan, toprakta tasinan mantarlar ve organizmalar tarafindan tretilen, diger
mikroplar1 yok eden veya biiylimesini yavaglatan kimyasallara hitaben verilen addir (Hoel
ve Williams, 1997). Penisilinin potansiyelinden etkilenen Waksman hayatini antibiyotik
tireten mikroorganizmalara adamistir. Penisilinin tiiberkiiloz hastalari i¢in ise yaramadigin
kanitlayinca, Waksman o eski belay1 dindirebilecek bir antibiyotigin pesine diismeye karar
verdi. O ve ogrencileri 10.000'den fazla toprak kiiltiiriinii arastirdi (Hoel ve Williams,
1997). 1943 yilinda Tubercle basilini 6ldiiren kiifii kesfetti ve ona ‘streptomisin’ adini
verdi. Bir yil sonra kritik bir hastada denendi basarili oldu. 1952 yilinin Nobel Odiilii
kesfinden dolay1 Selman A. Waksman’ a verildi (Khardori, 2006).



Enfeksiyon karsit1 ilaglarin altin ¢agi 1943°te baslamistir. Alman eczaci Gerhard
Domagk kiyafet boyas: olarak kullanilan boyanin farelerde streptokok kaynakli
enfeksiyonu tedavi ettigini fark etti. Bu boyanin aktif bileseni olan ‘siilfonamid’ Isvegli
bilim adam1 Daniel Bovert tarafindan kesfedildi. Kesfinden dolay1 1939 Nobel Tip Odiilii
Gerhard Domagk’a layik goriildii (Goldsworthy vd., 2002,). Fleming ve Waksman’in
kesifleri bilimi antibiyotiklerin harikalarina uyandirdi. Cok ge¢meden daha genis
spektrumlu penisilinler ve aminoglikozitler bulundu, ardindan diger 6nemli antibiyotikler
geldi (Meleney, 1947). Bugiin 5000°den fazla antibiyotik bilinmektedir. Bunlarin yaklagik
1000 tanesi detaylica arastirilmis ve 100°e yakini1 enfeksiyon tedavisinde kullanilmaktadir.

Bunlarin ¢ogu aktinomisetler, kiifler ve bakteriler tarafindan iiretilmektedir (Dixon, 1994).

1.2. Antibiyotiklerin Simiflandirilmasi

Gliniimiizde bilinmekte olan antibiyotikler farkli kriterlere gore siniflandirilabilirler.
Etki giicli, etki mekanizmas1 ve kimyasal yap1 yaygin olarak kullanilan ii¢ siniflandirma
kriteridir (Topal vd., 2015). Ayn1 simiflandirma grubunda bulunan antibiyotikler genellikle
etkinlik, toksisite ve alerjik potansiyelli yan etkiler agisindan benzerlik gosterebilir (Etebu
ve Arikekpar, 2016).

1.2.1. Etki Giic¢lerine Gore Antibiyotikler

Etki giiclerine gore antibiyotikler iki ana gruba ayrilir. Bunlardan birincisi; bakteri
hiicrelerinin geligsmesini veya iliremesini engelleyen ‘bakteriyostatikler’ iken ikincisi ise
bakteri hiicresini dogrudan yok eden ‘bakterisidler’ dir. Bu siniflara ait antibiyotiklerin etki
giicii bakteriyostatikler icin MIK (Minimum Inhibitér Konsantrasyon), bakterisidler i¢in
MBK (Minimum Bakterisidal Konsantrasyon) ile gosterilir (Akkan, 1997).

1.2.2. Etki Mekanizmalarina Gore Antibiyotikler

Antibiyotikler, etki mekanizmalaria gore 5 gruba ayrilir; bunlar bakteri hiicre duvar
sentezini bozan ve litik enzimleri aktive edenler, sitoplazma membran permeabilitesini
bozanlar (deterjan etkisi yapanlar), ribozomlarda protein sentezini bozanlar, bakteri genetik
materyali iizerine etki edenler (DNA ve RNA sentezini bozanlar) ve bakteriyel
antimetabolitler (Akkan, 1997).



1.2.3. Kimyasal Yapilarina Gore Antibiyotikler

Kimyasal yapilarma gore siniflandirilan antibiyotiker; beta-laktamlar, fenikoller,
siilfonamidler, tetrasiklinler, aminoglikozidler, makrolidler, linkozamidler, polipeptidler,

kinolonlar, nitrofuranlar, imdidazoller ve rifampimisinler olarak siralandirilir (Akkan,

1997).

1.3. Antibiyotik Direnci

Yirminci ylizyillin sonlarinda farmasotik arastirma ve imalat katlanarak biiyiime
gosterdi. Ilaclar kesfedildi, hastaliklara kars1 zafer kazamldi, direngli mikroorganizmalar
ortaya ¢ikt1 ve goriiniiste tilkenmez bir dongiide daha fazla ilag kesfedildi (Meleney, 1947).
Enfeksiyonlar1 tedavi etmek igin gerekli antimikrobiyal bilesiklerin kesfi ve yaygin
kullanilmaya baslanmas1 modern tipta devrim etkisi yapti. Sonrasinda, enfeksiyon tedavisi
yant sira cerrahi prosediirler, organ nakli ve kanserli hasta tedavisinde gerekli olan 6nemli

tibbi miidahale ajanlar1 haline geldiler (WHO, 2014).

Yogun antibiyotik kullanimi ile yillar i¢cinde direngli mikroorganizmalar ortaya ¢ikti
ve bu direngli mikroorganizmalarin tedavisinde sorunlar yasanmaya baslad1 (Yiice, 2001;
Tenover and Hugles, 1996; Gold and Muellering, 1996). Onemli bakteriyel patojenler
arasinda direncin ortaya ¢ikmasi diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi tehdidi olarak
sayllmaktadir. Birden fazla ilaca direngli bakterilerin hastane ortamina ek olarak toplum
ortamlarinda da goriilmesi antibiyotige direngli bakterilerin hastane disinda da
bulundugunu goéstermektedir (Munita ve Arias, 2016). Antibiyotik direnci Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) tarafindan 21. Yiizyilin en 6nemli ii¢ halk saghigi tehdidinden biri olarak
adlandirmaktadir (WHO, 2014). Yapilan c¢alismalar dogrultusunda 2050 yilinda
antimikrobiyal direng sebebiyle 10 milyon insanin 6lmesi beklenmektedir (AMR Review,
2014).

Bakteriyel direng, bakteri hiicrelerinin antibiyotiklerin bakeriyostatik veya
bakterisidal etkilerini dnleme kapasitesi olarak tanimlanabilir (Munita ve Arias, 2016).
Gilinlimiizde neredeyse biitiin bakteriler kendisine karsi kullanilan antibiyotiklere karsi
direng kazanmustir (Oztiirk, 1997). Bir grup veya tiir olarak bakteriler, herhangi bir belirli
antimikrobiyal maddeye her zaman esit sekilde duyarli veya direngli degildir. Direng
seviyeleri, ilgili bakteri gruplar i¢inde biiyiik 6l¢iide degisebilir. Duyarlilik ve direng

genellikle, bakterilerin biiyiimesini engelleyecek minimum ila¢ konsantrasyonu olan



minimum inhibe edici konsantrasyonun (MiK) bir fonksiyonu olarak 6lciiliir (Coculescu,
2009; Martinez, 2014).

Antibiyotik direnci dort ana temelde gergeklesir; dogal (igsel, yapisal), kazanilmas,

capraz ve c¢oklu ilag ve diger direng tiirleri.

1.3.1. Dogal Direng (i¢sel, yapisal)

Bu tip diregte antibiyotik kullanimi direncgle iliskili olmayip, bakterinin yapisal
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir (Kadhum ve Hasan, 2019). Bu, yapisal direng veya
hedef antibiyotik yapisini takip etmeyen mikroorganizma veya 6zellikleri nedeniyle hedefi
ile karsilasmayan antibiyotiklerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar (Waglechner ve Wright,
2017). Ornegin, gram negatif bakteriler ve vankomisin. Vankomisin antibiyotikleri dis
membrandan gegmez, bu ylizden Gram negatif bakteriler dogal olarak vankomisine kars1

duyarli degildir (Antonoplis vd., 2019).

1.3.2. Kazanilmis Diren¢

Bakterilerin genetik 6zelliklerinde meydana gelen degisiklikler sonucunda daha 6nce
yanit verdigi antibiyotiklerden etkilenmemesi nedeniyle kazanilmis bir diren¢ olusumudur
(Andersson vd., 2020). Bu direng bigimi ana kromozomdan veya ekstra kromozom
yapilarindan (plazmit, transpozon vb.) kaynaklidir (Aljanaby ve Aljanaby, 2018).
Kromozomal direng, rastgele bakteri kromozomunu degistiren mutasyonlardan
kaynaklanir. Bu mutasyonlar belirli fiziksel ve kimyasal faktorlerle meydana gelebilir
(Majeed ve Aljanaby, 2019). Ekstrakromozomal diren¢ plazmitler, transpozonlar ve

integronlar yoluyla iletilebilen ekstrakromozomal materyallere dayanir (Jabuk vd., 2017).

1.3.3. Capraz Direng

Ozdes veya iliskili mekanizmalarla ¢alisan ve aymi zamanda diger antibiyotiklere de
direngli olan mikroorganizmalar tasiyan spesifik bir antibiyotige karsi diren¢ anlamina
gelir (Etebu ve Arikekpar, 2016). Bu genelde antibiyotiklerin ortak yapilart oldugunda
goriiliir. Eritromisin, kanamisin, neomisin direnci ya da sefalosporinlere ve penisiline
direng 6rnek olarak gosterilebilir (Jahne vd., 2015). Bunlara ek olarak ¢apraz direng bazen
tamamiyle farkli ila¢ gruplar1 arasinda da goriilebilir, 6rnegin eritromisin-linkomisin
arasinda var olan c¢apraz diren¢. Bu diren¢ kromozomal orijinli olabilir veya olmayabilir

(Ng, 2019).



1.3.4. Coklu ila¢ ve Diger Direnc¢ Tiirleri

Coklu ilaca direngli tiirler tipik olarak antibiyotiklerine direngli olan patojenlerdir, bu
bakterilerin artik tek bir ilacla ortadan kaldirilamamasina ve diizenlenememesine sebep
olur (Alanis, 2005). Tedavi i¢in uygun olmayan antibiyotik kullanimi, ¢oklu ilaca direngli

patojenik bakterilerin ortaya ¢ikmasiyla sonuglanmistir (Dheda, 2017).

Bakterilerde ¢oklu ilag direncini indiikleyen mekanizmalar; ilk olarak, bu bakterilerin
her biri spesifik ilag direncini kodlayan birka¢ gen kazanacaktir, bu diren¢ sekli genellikle
R-plazmitlerinde mevcuttur (Téth vd., 2020). Ikinci olarak efluks pompalar1 igin
gelistirilmis gen ekspresyonu, antibiyotikler i¢in enzimatik inaktivasyon, hedef yapidaki
degisiklikler ve digerleri tarafindan da ¢oklu ilag¢ diren¢ formu ortaya ¢ikabilir (Salloum,
2020).

Bakteri suslart ii¢ veya daha fazla antimikrobiyal sinifa direngli ise ‘coklu ilaca
direngli (MDR)’ kabul edilir. Bir veya iki antibiyotik grubu disinda hepsine direngli suslar
‘genislemis ila¢ direnci (XDR)’ ve biitiin antibiyotiklere direncli suslar ise **’panresistant’’
ilag direnci (PDR)’ olarak siiflandirilir (Nikaido, 2009; Manchanda vd., 2010; Eliopoulos,
2008). Coklu ilag direncine sahip Acinetobacter tiirleri O6rnegin tim penisilin ve
sefalosporin, aminoglikozidler ve kinolon gruplar i¢in en az {i¢ grup antibiyotik sinifina
direng kabiliyetine sahip bakteriler olarak tanimlanabilir (Escudero, 2018). XDR suslar
yukarida belirtilen ii¢ tip antibiyotik smifina direngli ve hatta karbapenem direngli
Acinetobacter suslari, PDR bakteriler ise XDR suslarin direnci yani sira polimiksin ve
tigesiklin direngli olabilir (AL-Harmoosh vd., 2016; Nikaido, 2009).

1.4. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Antimikrobiyal diren¢ mekanizmalart 5 ana kategoriye ayrilir; modifikasyon,
enzimatik inaktivasyon, i¢ ve dis membran gecirgenligi, aktif pompa sistemleri ve

alternatif metabolik yolak kullanimia.

1.4.1.1. Modifikasyon

llagla ilgili reseptéorde ve antibiyotiklerle iliskinin  hedef bdlgenin
lokasyonundameydana gelen degisiklikler belirgindir, bunlar karmasik enzimler ve
ribozomlar olabilir (Parashanth vd., 2012). Ribozomal hedefteki varyasyonlarla uyumlu en
stk tanimlanan direng, makrolid antibiyotiklerdedir (Shaikh vd., 2007). Buradaki en

popiiller ornekler Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Neisseria
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meningitides ve Enterococcus faecium suslarinda penisilin baglayici proteinlerde beta-
laktamaz enzimlerinin mutasyonlarina bagli olarak penisilin direncinin geligsmesidir

(Southon vd., 2020).

1.4.1.2. Enzimatik inaktivasyon

Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin ¢ogu antibiyotikleri pargalayan enzimleri
sentezler. Bu enzimatik inaktivasyon mekanizmasi, en 6nemli diren¢ mekanizmalarindan
biridir (Pérez-Llarena ve Bou, 2016). Bu grupta beta-laktamazlar, aminoglikozidaz,
kloramfenikol ve eritromisin modifiye edici enzimler bulunmaktadir (Sharkey ve O'Neill,
2019).

1.4.1.3. i¢ ve Dis Membran Gegirgenligi

Bu mekanizma, i¢ ve dis zarin gegirgenligindeki degisikliklerden kaynaklanir,
bdylece hiicreye ilag alimini azaltir veya pompa sistemlerinden hizla disari atilir (Santajit
ve Indrawattana, 2016). Ornegin direngli suslarin proteinlerinde meydana gelebilen porin
mutasyonlar1 sonucunda membran gecirgenligindeki azalma nedeniyle, OprD adi verilen
belirli porinlerdeki bir mutasyon Pseudomonas aeruginosa susunda karbapeneme karsi
dirence neden olabilir (Nikaido ve Pages, 2012). Dig membran (OM) gecirgenligindeki
azalma kinolon direnci ve aminoglikozid direncinde 6nemli bir rol oynayabilir (Li vd.,

2012).

1.4.1.4. Aktif Pompa Sistemleri

Aktif pompa sistemleri yoluyla gelisen direng, en ¢ok tetrasikin grubu
antibiyotiklerde yaygindir (Breidenstein vd., 2011). Tetrasiklinler enerjiye bagli aktif
pompa sistemi ile disar1 atilir ve hiicrede birikmez (Liv vd., 2020). Bu tiir bir direng
plazmidin ve kromozomun kontroliindedir. Aktif pompa sistemleri kinolonlara, 14 tyeli

makrolidlere, kloramfenikol ve beta-laktamlara direngte etkilidir (Guo, 2020).

1.4.1.5. Alternatif Metabolik Yolak Kullanimi

Bakterilerdeki bazi hedef degisikliklerinin aksine, ilaca duyarlilik i¢in yeni bir yol,
objektif gelistirme ihtiyacini ortadan kaldirir (Fatahi-Bafghi, 2019). Bakteriler folik asidi
stilfonamid ve trimetoprim arasinda direngli hale gelecek sekilde sentezlemek yerine

¢evreden folik asit hazirlayabilir (Tan vd., 2020).



1.4.2. Antibiyotik Grubuna Goére Diren¢ Mekanizmalari

1.4.2.1. Beta-laktam Direnci

Penisilinler, sefalosporinler (birinci nesil, ikinci nesil, ti¢lincii nesil, doérdiincii nesil
ve besinci nesil), monobaktamlar ve karbapenemleri igeren genis bir antibiyotik sinifidir.
Bu gruptaki en yaygin diren¢ mekanizmasi beta-laktamaz enzim sentezi dolayisiyladir
(Yiice, 2001; Jawetz vd., 1995; Mayer vd., 1995; Medeiros, 1997; Philippon vd., 1994;
Giilay, 2005). Beta-laktamaz enzimlerinin basit siniflandirilmas1 molekiiler yapiya dayanir
ve buna gore A, B, C ve D olmak iizere dort temel gruba ayrilir. Tablo 1.1. Beta-laktamaz
enzimlerinin basit siniflandirilmasini géstermektedir (Sawa vd., 2020). A, B ve C grubu
hem kromozomal olarak kodlanmig hem de plazmit aracili enzimler olarak iyi bir sekilde
belgelenmistir (Gutkind vd., 2013). D grubu beta-laktamazlarin bulunmasi ¢ok daha zordur
ve ¢ogunlukla Gram negatif bakterilerde plazmitle kodlanmig beta-laktamazlar olarak
tamimlanirlar. D grubu beta- laktamaz enzimleri de aslinda penisilinazlardir ve bunlar, A
grubu beta-laktamazlardan farkli olarak, penisilinin yani sira oksasilini hidrolize eder ve

direng kazanabilir, dolayisiyla adi oksasilinazdir ve OXA 6n eklidir (Bush vd., 1995).

Tablo 1.1. B-laktamazlarin siniflandirilmasi (Sawa vd., 2020)

— Metal- olmayan | A Smufi: Klasik dar- spektrum (PSE, CARB)
(ser) Genisletilmis spektrumlu B- laktamazlar (ESBLs)
(TEM, SHV, CTX- M)
A smuifi karbapenemazlar
(GES, KPC, SME, IMI/ NMC-A, SHV- 38, SFC-1)

Metal (¢inko)+ B Snifi: Metallo p- laktamaz (MBL)
Alt siuf B1: (IMP, VIM, SPM, IND, NDM, DIM, GIM, SIM)
Alt siif B3: (AIM, CAU- 1, GOB-1, FEZ- 1)

Alt siif B2: (CphA, Sth- I, ImiS)

C Swmufi: AmpC
ESAC (Genisletilmis spektrum AmpC)

D Sinifi: ESBLIer (Genisletilmis spektrumlu B- laktamazlar)
(Oksasilinazlar, OXA)
CHDL ler (Karbapenem- hidrolize edici D sinifi B- laktamazlar)

Karbapenemazlar

Bakteriyel peptidoglikan hiicre duvarinin temel bileseni olan penisilin baglayici
proteinlerde (PBP) degisiklikler de beta-laktam direnci mekanizmalar1 arasindadir. PBP’

ler glikan polimerizasyonundan ve glikan zincirleri arasindaki ¢apraz baglardan sorumlu
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enzim ailesidir (Meroueh vd., 2006; Sauvage vd., 2008). Bu proteinler beta-laktam
antibiyotiklerine baglanma yetenegi dolayisiyla penisilin baglayic1 protein olarak anilir
(Scheffers ve Pinho, 2005; Josephine vd., 2006). PBP’ lerinin penisilin baglanma
domainleri, peptidoglikan metabolizmasinda rol oynayan transpeptidazlar veya
karboksipeptidazlardir (Goffin ve Ghuysen, 2002; Sauvage vd., 2008). Bu enzimlerdeki
mutasyonel degisiklikler, antibiyotigin aktif bolgeye baglanmasini azaltarak veya

antibiyotigi bozan bir beta-laktamaz aktivitesi gelistirerek direng saglayabilir (Sun vd.,
2014).

Gram negatif bakterilerde porin kanallarindaki degisiklik, membran proteinlerinde
modifikasyon dolayisiyla beta-laktam direncine sebep olur. OprD’ de kayitli 6zel bir kanal
proteinine sahip P. aeruginosa, karbapenem direnci gelistirebilir (Sauvage ve Terrak
2016). Aktif pompa sistemleri ile antibiyotik birikimi Onlenebilir. Sonu¢ olarak, beta-
laktamlar, tetrasiklinler, kloramfenikol ve kinolon grubu dirence yol agabilir (Harkins vd.,

2017).

1.4.2.2. Aminoglikozid Grubu Direnci

Aerobik Gram negatif bakterilerde aminoglikozidlere karsi direng gelisimindeki en
onemli mekanizma enzimatik inaktivasyondur. Enzim modifikasyonu, aminoglikozidlere
direngte 6nemli bir role sahiptir (Naha vd., 2020). Bu enzimler genelde plazmit veya
transpozon kokenlidir, bu grupta asetiltransferaz ve fosfotransferaz vardir (Gonzalez,
2019). Enterokoklarda yiiksek dereceli gentamisin direncinden modifiye edici enzimler

sorumludur (Gil- Gil, 2020).

Ribozomal hedef modifikasyonlar1 ise 6zellikle streptomisin direncinde Snemlidir.
Enterokoklarda ribozomal 30S alt {initesi mutasyonu sebebiyle streptomisin hedefi
ribozomal 30S alt iinite ile baglanti kuramaz (Breijyeh vd., 2020). Bunlarla birlikte, ilacin
sitoplazmaya gegisinin dnlenmesi anaerobik bakterilerde streptomisin direncinden sorumlu
temel mekanizmadir (Yiice, 2001; Jawetz vd., 1995; Mayer vd.,1995).

1.4.2.3 Tetrasiklin Direnci

Bakterilerdeki spontan kromozom mutasyonlarindan kaynaklanan membran
gecirgenliginin azalmasi sonucu ilag alimini 6nlemek i¢in direng gelisimi ve aktif pompa
sistemlerine bagli olarak gelisen direng birincil meknizmalardandir (Das vd., 2020; Bohm,

2020). Tetrasiklin direncine sebep olan ikinci Onemli mekanizma ise ribozomun

8



korunmasidir. TetM, tetO, tetQ ile tetS genleri tetrasiklin baglanan sitoplazmik ribozomu
modifiye ederek ilag aktivitesini inhibe ederler (Sivagami vd., 2020; Kapoor, 2017).

1.4.2.4. Makrolid, Linkosamid ve Streptogramin (MLS) Grubu Direnci

Gram negatif bakteriler MLS grubu antibiyotiklere karsi dogal direnclidir.
Ribozomal hedef modifikasyonu mekanizmasi ise en ¢ok Gram pozitif bakterilerde 50S
ribozomal alt birimde yaygindir. rRNA’da bir adenin molekiiliiniin spesifik metilasyonu ile
olusan yapisal degisiklik dolayisiyla ilacin rRNA’ya baglanmasinda azalma goriiliir. Buna
ek olarak ilacin enzimatik aktivite ile inaktivasyonu da diren¢ mekanizmalar1 arasindadir

(Linkevicius vd., 2016; Zhanel, 2020).

1.4.2.5. Kloramfenikol Direnci

Kloramfenikol asetiltransferazin (CAT), kloramfenikol antibiyotigini asetile eden
enzimler tarafindan inaktivasyonu, bu enzimin iiretildigi bakterilerde dirence yol acar
(Siibak, 2011). Azalmis ilag alimi1 genellikle Gram negatif bakterilerde direng kaynagidir
(Petrov, 2004).

1.4.2.6. Kinolon Direnci

Kinolon direnci i¢in farkli direng¢ mekanizmalar1 vardir. Hedef enzim
topoizomerazlarinda esas olarak enzim fonksiyonunu tehlikeye atmadan kinolonlarin
afinitesini azaltan mutasyonlarin neden oldugu modifikasyonlar, edinilmis kinolon
direncinin en yaygin mekanizmasidir ve birkag bakteri tiiriinde bildirilmistir (Munita ve
Arias, 2016; Roberts ve Schwarz, 2017). Gegirgenligin azalmasi nedeniyle ilag aliminin
azalmasi veya aktif pompa sistemleri, Gram negatif bakterilerde kinolonlara kars1 direng
dis zar proteinlerindeki varyasyonlara bagli olarak ila¢ aliminin azalmasi ile olur
(Theuretzbacher vd., 2020). Topoizomerazin belirli proteinlerle hedef korumasi,
topoizomeraz i¢in hedeflere baglanan ve onlar1 kinolon etkilesiminden koruyan Qnr
proteinleri adi verilen kiiciik bir pentapeptid tekrar protein ailesi tarafindan saglanir
(Bansal vd., 2017). Kinolonlara karsi en son tanimlanan diren¢ mekanizmasi ilag
modifikasyonu ile inaktivasyondur (Ghai ve Ghai, 2017). Asetilasyon, plazmit tarafindan

kodlanmis bir AAC enzim varyanti tarafindan gergeklestirilir (Ruiz vd., 2012).



1.4.2.7. Rifampisin Direnci

Cogu bakteride yiiksek seviyeli direng kromozomal mutasyona bagli olarak hizlica
gelisir, boylece RNA polimerazda baglanmayi engelleyen kararli degisiklik olusur (Hooper
ve Jacoby, 2016).

1.4.2.8. Siilfonamid ve Trimetoprim Direnci

Siilfonamidler paraaminobenzoik asit (PABA) yapisal analoglaridir ve metabolik
yolaklarda siilfonamid dihidropteorat sentetaz (DHPs) enzimini, trimetoprim ise
dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimini inhibe ederek tetrahidrofolik asit sentezini engeller
(Goldstein, 2014; Imran vd., 2019). Siilfonamid ve trimetoprim direnci kromozom ve

plazmit aracil1 gelisebilir (Capasso ve Supuran, 2019).

1.4.2.9. Glikopeptid Direnci

Bu grup antibiyotikler (vankomisin, teikoplanin, ristostin ve avoparisin)
peptidoglikanda D-alanin-D-alanine baglanir ve bakteriyel hiicre duvari peptidoglikan
sentezinde ge¢ bir asamayi inhibe eder. Gram negatif bakterilerin dis membranindan
gecemedigi i¢in, bu bakteriler dogal olarak bu antibiyotiklere kars1 direnglidir.
Enterokoklarda glikopeptid antibiyotik direncinin ii¢ fenotipi bulunur VanA, VanB ve
VanC. VanA tipi direng plazmit aracilidir, VanB tipi indiiklenebilir kromozomal aracilidir.
VanC ise 6zel yapisal direng fenotipidir ve iletilip indiiklenemez (Gold ve Moellering,
1996; Mayer, 1995; Hollenbeck ve Rice, 2012).

1.5. Acinetobacter Cinsi

1.5.1. Tarihsel Bakis Acis1
Acinetobacter cinsinin tarihi, 20. yiizyilin baslarina dayanmaktadir. 1911 yilinda

Hollandali mikrobiyolog Beijerinck, organizmay: kalsiyumasetat i¢ceren minimal bir
besiyerinde zenginlestirme yoluyla topraktan izole etmis ve Micrococcus calcoeceticus
olarak tamimlamustir (Beijerinck, 1911). Sonraki yillarda, benzer organizmalar
tanmmmlanmistir ve Diplococcus mucosus, Micrococcus calcoaceticus, Alcaligenes
haemolysans, Mima polymorpha, Moraxella Iwoffi, Herellea vaginicola, Bacterium
anitratum, Moraxella Iwoffi var. glucidolytica, Neisseria winogradskyi, Achromobacter
anitratus ve Achromobacter mucosus iceren en az 15 farkli cins ve tiir gosterilmistir
(Baumann vd., 1968).
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Mevcut cins tanimi, Acinetobacter (Yunanca ‘akinetos’ yani hareketsiz) baslangigta
Brisou ve Pre’vot tarafindan 1954 yilinda hareketli olmayanlart Acromobacter cinsi
igindeki hareketli mikroorganizmalardan ayirmak igin Onerilmistir (Brisou ve Prevot,
1954). Sonra, Baumann ve digerleri kapsamli bir anket yayimladilar ve listelenen farkli
tiirlerin, Acinetobacter adinin Onerildigi tek bir cinse ait oldugu ve fenotipik 6zelliklere
dayanarak farkli tiirlere daha fazla alt smiflandirma yapilmasimnin miimkiin olmadig:
sonucuna vardilar (Baumann vd., 1968). Bu bulgular, 1971°de Moraxella ve Allied
Bacteria Taksonomisi Alt Komitesi tarafindan Acinetobacter cinsinin resmi olarak kabul
edilmesiyle sonuglanmistir (Lessel, 1971). Bergey’in Sistematik Bakteriyoloji El
Kitabi’nin 1974 baskisinda, Acinetobacter cinsi, tek bir tiiriin tanim1 olan Acinetobacter
calcoaceticus (hem cins hem de tiir i¢in sus tipi A. calcoaceticus ATCC23055) ile
listelenmistir (Beijerinck, 1911). Acinetobacter cinsi, Gamma- proteobacteria sinifina,
Pseudomonadales takimina ve Moraxellace ailesine aittir (McConnell vd., 2012; Espinal
vd., 2011).

1.5.2. Giincel Taksonomi

Giinlimiizde tanimlandig1 gibi Acinetobacter cinsi %39 ila %47 oraninda DNA G+C
icerigine sahip, Gram negatif, zorunlu aerob, non-fermentatif, gii¢ iiremeyen, katalaz
pozitif, oksidaz negatif bakterilerden olusur (Peleg vd., 2008). A. calcoaceticus- A.
baumannii kompleksi, Acinetobacter baumannii, Acinetobacter pittii, Acinetobacter
nosocomialis ve Acinetobacter calcoaceticus’tan olusan, dort farkli Acinetobacteria’y1
kapsayan bir gruptur. Bunlardan ilk {g¢ii enfeksiyonlarla iliskilendirilirken, sonuncusu

nadiren patojenik olarak kabul edilir (Pourabbas vd., 2016).

1.5.3. Acinetobacter Tiirlerinin Tanimlanmasi

Yakin iligkili tiirlerin kiimelenmeleri nedeniyle, Acinetobacter taksonomisini
fenotipik Ozellikler ve kemotaksonomik yontemler kullanarak ayirt etmek zordur.
Antibiyotik duyarliligi ve klinik iligkisi, farkli genomik tiirler arasinda 6nemli dlgiilerde
farkli oldugundan, Acinetobacter tiirlerinin tam olarak tanimlanmasi gerekir (Bergogne-
Berezin ve Towner, 1996; Dijkshoorn vd., 1996; Houang vd., 2003; Lee vd., 2007). Birgok
genomik parmak izi yontemi gelistirilmistir (Koeleman vd., 1998; Chang vd., 2005; La
Scola vd., 2006; Croxatto vd., 2012; Higgins vd., 2012; Lee C. R. vd., 2015; Li X. M. vd.,
2016);
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e tekrarlayan ekstrajenik palindromik sekans bazli polimeraz zincir reaksiyonu (rep-

PCR),
e darbeli alan jel elektroforezi (PFGE),

e matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus siiresi (MALDI-TOF) kiitle

spektrometrisi,
e ribotipleme,
e giliclendirilmis ribozomal DNA kisitlamas1 dahil analizi,
o rastgele amplifiye polimorfik DNA analizi,
e multilocus sekans tipleme (MLST),
e RNA spacer parmak izi, amplifiye edilmis fragman uzunlugu polimorfizm analizi

e 16S-23S rRNA intergen ayirict bolgelerin veya rpoB ve gyrB genlerinin sekans

analizi.

1.5.4. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Insan kokenli Acinetobacter tiirleri, 37°C inkiibasyon sicakliginda koyun kanl agar,
triptik soya agar, ¢ikolata agar ve MacConkey agar gibi klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinda rutin olarak kullanilan kat1 besiyerinde iyi gelisir. Kanli agarda, 37°C’de
18-24 saat inkiibasyondan sonra renksiz, hemolitik olamayan, parlak mukoid koloniler
olusturur. MacConkey agar lizerinde parlak mukoid ve laktoz i¢cermeyen fermentasyon
kabiliyeti gosteren, lahit sekilli, renksiz koloniler iretir. Segici agar ilizerinde, Leeds
Acinetobacter Medium, takviye varliginda biiyiitiildiiglinde pembe renkli koloniler verir
(Almasaudi, 2018). Bu organizmalar diiz, bazen mukoid, grimsi beyaz koloniler olusturur;
A. calcoaceticus- A.baumannii kompleksi bir gecelik kiiltiirden sonra koloni ¢ap1 1,5 ila 3
mm olan Enterobacteriaceae’ninkilere benzerken, diger Acinetobacter tiirlerinin ¢ogu
daha kiigiik ve daha yar1 saydam koloniler {iretir. A. calcoaceticus- A.baumannii kompleksi
35°C- 37°C’de iyi gelisir; bununla birlikte bazi g¢evresel izolatlar 20°C- 30°C sicaklik
araliginda iyi gelisim gosterir. A. baumannii, cins iginde 44°C’de biiyiiyebilen tek
bakteridir (Bouvet ve Grimont, 1987).
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1.5.5. Epidemiyolojisi

Acinetobacter cinsine ait organizmalarin hemen hemen tiim toprak ve yiizey suyu
orneklerinden geri kazanilabildikleri géz Oniine alindiginda, dogada her yerde bulundugu
diistiniilmektedir (Baumann vd., 1968). Acinetobacter tiirleri serbest yasayan saprofitik
organizmalardir ve toprak, su, atik su, sebzeler, hayvanlarin ve insanlarin derisi dahil
olmak iizere farkli ortamlarda yaygin olarak bulunur (Maravi¢ vd., 2016). Acinetobacter,
insan cilt florasinin bir pargasidir (Seifert vd., 1997); burun, kulak, bogaz, alin, trakea,
konjuktiva, vajina ve perine, koltuk alt1, kasik, el ve ayak parmaklari dahil olmak iizere
saglikli bireylerin ¢esitli viicut kisimlarindan izole edilmislerdir ancak izole edilen suslarin

cogu A.baumannii’den farkli olarak bulunmustur (Al Atrouni vd., 2016).

1.6. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii (Yunanca akinetos bactrum: hareketsiz ¢ubuk; baumannii:
Paul Baumann’dan sonra) (Murray vd., 2016; Bouvet ve Grimont, 1986) Moraxellaceae
familyasina ait Gram negatif, fermente olmayan, zorunlu aerobik, oksidaz negatif, katalaz
pozitif kokkobasildir (Bouvet ve Grimont, 1986; Baumann vd., 1968). Bu bakterinin
Onemi, hastane kaynaklli enfeksiyonlara neden olma kabiliyetine (Stirland, 1969) ve artan
antibiyotik direncine (Tognim vd., 2004; Chung vd., 2011; van Dessel vd., 2004)
dayanmaktadir. Acinetobacter tiirleri arasinda A. baumannii, diinya capinda hastane

kaynakli enfeksiyonlarla iligkili en 6nemli tiyedir (Lin ve Lan, 2014).

Acinetobacter tiirleri hastane ortaminda yataklarin, perdelerin, duvarlarin, ¢atilarin,
tibbi cihazlarin ve ekipmanin yani sira tibbi personelin esyalarinda, musluk suyu
lavabolarinda, telefonlarda, kap1 kollarinda, el dezenfektanlarinda, dagiticilarda,
arabalarda, kutularda ve hatta bilgisayarlarda bulunur. Cansiz nesneler iizerinde uzun siire
yasama kapasitesine sahiptirler. Hastane ortaminda kaliciliklarindan sorumlu olan
faktorler, temel antimikrobiyal ilaglara ve dezenfektanlara karsi direng ve kurutucularda

hayatta kalma yetenekleridir (Evans vd., 2013).

A. baumanii, etkilenen hastalarin ya da carsaflar, perdeler, yatak raylari, masalar,
lavabolar, kapilar, besleme tiipleri ve hatta tibbi ekipman gibi kolonilestiricilerin
cevresinden bulasabilir. Intravaskiiler erisim igin kullanilan solunum destek ekipmani,
aspirasyon cihazlar1 ve cihazlarin Kontaminasyonu enfeksiyonun temel kaynagidir (Jung ve

Park, 2015).
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A. baumannii, diinya ¢apinda 6zellikle yogun bakim {initelerinde (YBU) hastane
kaynakli enfeksiyonlara sebep olan onemli bir suglu olarak ortaya ¢ikmistir. Bu
organizmanin uzun siire hastane yiizeylerini kirletme yetenegi, hastane kaynakli salginlarla
baglantilidir (Shimose vd., 2016). Sadece hastanede yatan hastalar1 degil, ayn1 zamanda
genel nufiisu da enfekte etme yetenegi kazanmistir. Hastane ortamlarinda yogun bakim
tinitelerinde %26’dan %43’e varan Oliim orani vermektedir (Greene vd., 2016a). A.
baumannii, tibbi servislerde ve 6zellikle YBU’de en yiiksek morbidite ve mortalite ile
hastane kaynakli enfeksiyonlarin yaklasik %15’ini olusturan ventilator iliskili pndmoninin
(VAP) ana ajanidir. YBU’de toplam antibiyotik kullaniminin yaklasik %50’sini olusturur
(Demirdal vd., 2016).

A. baumannii esas olarak akciger, idrar yolu, kan dolasimi veya cerrahi yara
enfeksiyonlarina neden olur. Ana risk faktorleri arasinda mekanik ventilasyon, santral
vendz veya turiner katater kullanim1 ve genis spektrumlu antimikrobiyaller gibi invaziv
prosediirler yer alir (Schreckenberger vd., 2003). MDR A.baumannii enfeksiyonlari,
immun sistemi baskilanmis hastalarda, altta yatan ciddi hastaliklar1 olan hastalarda ve
invaziv prosediirlere maruz kalmis ve genis spektrumlu antibiyotiklerle tedavi edilen
hastalarda ortaya ¢ikma egilimindedir (Garcia-Garmendia vd., 2001). Bu nedenle,
A.baumannii’ye bagli enfeksiyonlar siklikla YBU’de bulunur ve burada ventilatorle iliskili
pndémoni, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve bakteriyeminin nedeni olarak suc¢lanirlar. Ayrica
daha az siklikta da olsa karmasik cilt ve doku, abdominal ve merkezi sinir sistemi

enfeksiyonlarina neden olur (Fournier ve Richet, 2006).

A. baumannii, ge¢cmiste diisiik kategorili bir patojen kabul edilirken, gliniimiizde
hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarin ©6nde gelen sorumlusu olarak kabul
gormektedir (Pourhajibagher vd., 2016; Qi vd., 2016). Bu cok ilaca direncli (CID) patojen
fenomeni, hem hastane hem de toplum kaynakli enfeksiyonlar agisindan giderek artan
sekilde ciddi bir endise haline gelmistir (Peleg vd., 2008). Son yillarda, biiyiik 6l¢iide genis
antibiyotik diren¢ spektrumundan kaynaklanan, tip kardesligi arasinda alarm olusturan bir
‘kirmiz1 alarm’ insan patojeni olarak belirlenmistir (Cerqueira ve Peleg, 2011). Diinya
Saglik Orgiitii (DSO) son zamanlarda antimikrobiyal direnci insan sagliginin kars1 karsiya
oldugu en Onemli ii¢ sorundan biri olarak tanimlad:i (Bassetti vd., 2011). Direng,
hastaliklarin uzunlugunu, hastalik ve oOlim oranini, saglik tesislerindeki maliyetini

artirmaktadir (WHO, 2014). A. baumannii, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
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Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve
Enterobacter spp.’yi belirten bir kisaltma olan ‘ESCAPE’ adli bir bakteri grubuna aittir.
Bu grubun patojenleri bir¢ok antibakteriyel ilacin etkisinden ka¢maktadir ve su anda
hastane kaynakli enfeksiyonlardan sorumlu olan baslica antibiyotige direngli
mikroorganizmalardir (Rice, 2008; Boucher vd., 2009). Dahasi, bu organizmalarin hepsi
tercihli olarak immun sistemi baskilanmig ve klinik hastalii olan yogun bakim

tinitelerindeki hastalar1 etkilemektedir (Rice, 2010).

1.6.1. Epidemiyolojisi

Son yillarda A. baumannii’nin CID suslar1 yaygin hale gelmistir ve bu suslarin
epidemiyolojisini tanimlamak i¢in onemli ¢aba sarfedilmektedir. A. baumannii salginlar
genellikle klonaldir ve klonlarin veya soylarin yayilmasi ulusal ve uluslararasi diizeyde
gortilebilir (Dijkshoorn vd., 1996; van Dessel vd., 2004). Kiiresel epidemiyolojik anlay1s
icin ve salgin potansiyeli gibi A. baumannii izolatlarinin genotipi ve fenotipi arasindaki
iligkileri incelemek igin bir temel olarak klonal iliskilerin standart bir tanimina ihtiyag
vardir. Multilokus (¢ok odakli) sekans tipleme (MLST), bakteri tiirlerinin popiilasyon
yapisini arastirmak icin mevcut standarttir (Feil, 2004; Maiden, 2006; Spratt, 2004). ilk
calismalar, CID A. baumannii’nin kiiresel yayilmasim uluslararasi klonlar (IC) I, II ve III
(Dijkshoorn vd., 1996; van Dessel vd., 2004) olarak adlandirilan, amplifiye fragman
uzunluk polimorfizmi (AFLP) analizi ile tanimlanan {i¢ ana klonal soy ile
iligkilendirilmistir. Kiiresel olarak ¢ok sayida enfeksiyon, bu salgin soylardan {igiine
atfedilebilir. Daha yakin zamanlarda, MLST, A. buamnnii’nin popiilasyon yapisini
arastirmak icin altin standart haline geldi (Zarrilli vd.,2013) ve ST1, ST2 ve ST3 gibi IC I,
II, IIT ile baglantili (sirasiyla) sekans tiirlerine (ST) sahiptir (Diancourt vd., 2010). Son
zamanlarda, Higgins ve arkadaslar1 (Higgins vd., 2010), imipenem direngli A.baumannii
izolatlarinin genis bir arastirmasinda bes baska soy belirlediler ve salgin soylarin
WW1’den WW8’e ( WW1, WW2 ve WW3 sirastyla ICI, ICII ve ICIII’e karsilik gelir)
kadar diinya ¢apinda soylar olarak adlandirilmasini 6nerdiler (Coelho vd., 2006).

Kuzey Avrupa’daki (Belgika, Danimarka, Cek Cumhuriyeti, Fransa, Ispanya,
Hollanda ve Birlesik Krallik’taki hastaneler dahil) hastanelerin yani sira italya, Yunanistan
ve Tiirkiye gibi Giiney Avrupa iilkeleri (Dijkshoorn vd., 1996; Nemec vd., 2004a; van
Dessel, 2004) ve Dogu Avrupa (Wroblewska vd., 2007) hastanelerinden, {i¢ uluslararasi A.

baumannii klonu (s6zde Avrupa klonlar1 I, 11 ve III) rapor edilmistir.
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1.6.2. Acinetobacter baumannii Antimikrobiyal Direnci

Son yillarda A. baumannii’nin neden oldugu enfeksiyonlardaki artis, etkili
antimikrobiyal tedavinin uygulanmasinda karsilasilan zorluklar nedeniyle biiylik endise
kaynagidir (Valencia vd., 2009). Son 20 yilda yapilan ¢alismalar A. baumannii’nin, kiiresel
olarak MDR, XDR ve PDR fenotipleri ortaya ¢ikaran, olduk¢a sorunlu bir hastane kaynakli
patojen olarak ortaya ciktigini gdstermektedir (Upadhyay vd., 2018). Inanilmaz
antimikrobiyal diren¢ kazanma yetenegi nedeniyle A. baumannii, modern saglk
hizmetlerinde en basarili patojenlerden biri haline geldi (Lin ve Lan, 2014).
Karbapenemler, iyi aktiviteleri ve disiik toksisiteleri dolayisiyla A.baumnnii
enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in kullanilan tek biiyiik siirdiiriilebilir antibiyotik grubudur
(diger gruplara karst olusan diren¢ nedeniyle). Bununla birlikte, son birka¢ yilda
karbapenemlere karsi artan direncin ortaya cikist bu terapotik secenegi de tehlikeye
atmaktadir (Livermore, 2009). A. baumanni, aminoglikozidler, kinolonlar ve genis
spektrumlu B-laktamlar dahil olmak tizere hemen hemen biitiin yaygin olarak kullanilan
antimikrobiyal ajanlara direngli hale geldi (Livermore vd., 2008; Rossolini ve Mantengoli,
2008; Morgan vd., 2009). A. baumannii’nin birka¢ susu, klinik olarak mevcut
antibiyotiklerin ¢oguna oldukga direnglidir (Lin ve Lan, 2014).

Acinetobacter tiirlerinde rastlanan baslica diren¢ mekanizmalari; ilact inaktive eden
enzimlerin tretimi  (beta-laktamazlar, aminoglikozid modifiye edici enzimler),
antibiyotigin hedef bolgesinde degisiklik, dis membran proteinlerinde degisim ve efluks

pompa sistemlerinin agir1 aktivitesi olarak siniflandirilabilir (Giamarellou vd., 2008).

A. baumannii'deki B-laktamlara direngle ilgili mekanizmalar tipik olarak sunlari
igerir: (i) enzimatik mekanizmalar veya [-laktam hidrolize eden enzimlerin (p-laktamazlar)
iiretimi ve (i1)) OMP'lerin ekspresyonunun kayb1 veya azalmasi veya efluks pompalarinin
artan ekspresyonu ve ayrica PBP'lerin sekans varyasyonu yoluyla membran gecirgenliginin

modifikasyonunu igeren enzimatik olmayan mekanizmalar (Roca vd., 2012).

1.6.2.1. Enzimatik Mekanizmalar

1.6.2.1.1. A Simifi Beta-Laktamazlar

Klavulanat tarafindan inhibe edilen A sinifi f-laktamazlar, bazt KPC tipi enzimler
disinda penisilinleri ve sefalosporinleri karbapenemlerden daha verimli bir sekilde

hidrolize eder (Jeon vd., 2015). A.baumannii’ de termoniera (TEM), siilthidril degiskeni
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(SHV), sefotaksim hidrolizleme yetenekleri (CTX-M), Guiana genisletilmis spektrum
(GES), Escherichia coli’den kendi kendine transfer edilebilir plazmit (SCO), Pseudomonas
genisgletilmis direng (PER), Vietnam genisletilmis spektrum [B-laktamaz (VEB),
karbenisilin hidrolize eden B- laktamaz (CARB), Klebsiella pneumoniae karbapenemaz
(KPC) dahil olmak {izere bir dizi A sinifi f-laktamaz tanimlanmistir. TEM-1, CARB-4 ve
SCO-1 gibi bu enzimlerin bazilart dar spektrumlu B-laktamazlar iken, PER-1, TEM-92,
CARB-10, SHV-5, PER-2, CTX-M-2, CTX-M-15, VEB-1, GES-14 ve PER-7 gibi diger
enzimler ise genis spektrumlu B-laktamazlardir (ESBL). A.baumannii’ de GES-14 ve KPC-
2 gibi bazi1 karbapenemazlar tespit edilmistir (Moubareck vd., 2009; Bogaerts vd., 2010).

1.6.2.1.2. B Simifi Beta-Laktamazlar

Serin bagimli B-laktamazlarin (sinif A, C ve D) aksine, B sinifi B-laktamazlar, kataliz
icin ¢inko veya bagka bir agir metal gerektiren metallo-p-laktamazlardir (MBL’ler) (Jeon
vd., 2015). Smif B p-laktamazlar genis aralikhi giiclii karbapenemaz aktiviteleri ve
inhibitorlere direngleri nedeniyle B-laktamlarin ¢oguna direng saglayabilir (Cornaglia vd.,
2011). MBL’ler A. baumannii’ de baskin karbapenemazlar olmamasina ragmen, Verona
integron kodlu metallo B-laktamaz (VIM), imipenemaz ve Seul imipenemaz (SIM)
MBL’lerin karbapenemlere karsi yiliksek diizeyde dirence katki sagladigi bulunmustur
(Yum vd., 2002).

1.6.2.1.3. C Simifi Beta-Laktamazlar

Simif C B-laktamazlar, sefamisinlere (sefotaksim ve sefotetan), penisilinlere,
sefalosporinlere ve B-laktamaz inhibitor kombinasyonlarina direng gosterebildikleri i¢in
terapotik problemler olusturur, ancak klavulonik asit gibi klinik olarak kullanilan -
laktamaz inhibitorleri tarafindan biiyiik 6lgiide inhibe edilmezler (Jeon vd., 2015). A.

baumannii kendine 6zgii bir AmpC sefalosporinaza sahiptir (Gordon ve Wareham, 2010).

A. baumannii’ de bir AmpC p-laktamaz kodlayan kromozomal sefalosporinaz
geninin niikleotid dizisi ilk olarak 2000 yilinda ispanya’dan bir klinik izolatta karakterize
edilmistir (Bou vd., 2000). A.baumannii’ nin farkli izolatlarinin hemen hemen ayni AmpC
sekanslarina sahip oldugu gosterilmistir (en fazla iki aminoasit substitiisyonu) (Héritier vd.,
2006). Filogenetik bir analiz, Acinetobacter ampC genlerinin ortak bir atadan geldigini ve
diger bakteri tlirlerinde bulunan ampC genlerinden daha yakindan iligkili oldugunu

gostermistir (Hujer vd., 2005). AmpC B-laktamaz varligi A. baumannii’ de p-laktam
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direncinde 6nemli bir rol oynar ve aslinda ilag direngli A. baumannii’ nin yiiksek bir

yiizdesi ampC’ye sahiptir (Chen vd., 2006).

1.6.2.1.4. D Simifi Beta-Laktamazlar

Smif D B-laktamazlara OXA’lar (oksasillinazlar) adi1 verilir, ¢link{i bunlar genellikle
izoksazolilpenisilin oksalini penzilpenisilinden ¢ok daha hizli hidrolize ederler (Jeon vd.,
2015). Baz1 OXA’lar ayrica genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize edebilir ve hatta
bazilar1 karbapenemazlar gibi davranarak karbapenemleri inaktive edebilir (Perez vd.,
2007). 400’den fazla OXA tipi enzim tanmimlanmistir ve bir¢ok varyant aslinda
karbapenemaz aktivitesine sahiptir. Karbapenem hidrolize edici sinif D B-laktamazlarin
(CHDL’ler) veya MBL’lerin varligi, A. baumannii’ deki baslica karbapenem direng
mekanizmalarindan biridir (Lin ve Lan, 2014). OXA-23, OXA-40/24, OXA-51 ve OXA-
58 gibi karbapenem hidrolize edici OXA alt gruplari A. baumannii’ de yaygindir (Walther-
Rasmussen ve Hgiby, 2006; Poirel vd., 2010). OXA-23 enzimi ilk olarak 1985 yilinda
Birlesik Krallik’ta bir A. baumannii izolatinda tanimlanmistir (Perez vd., 2007). blaoxa-23
geni diinya ¢apinda yayilmigtir ve OXA-23 iireten A. baumannii suslarinin sikligi 6nemli
olgiide yiiksektir (Mugnier vd., 2010; Al -Agamy vd., 2016). blaoxa genleri, kromozom
veya plazmit tlizerinde ve bazen integronlarda bulunabilir (Vila vd., 1997; Navia vd.,
2002). ISAbal’in blaoxa-23 promotor sekansina ilave olmasinin, 4. baumannii’ de blaoxa-
23, blaoxa-s1 veya blaoxa-ss ‘in asir1 ekspresyonu ile baglantili oldugu bildirilmistir (Turton
vd., 2006). Bugiine kadar tanimlanan en biiyilk OXA tipi B-laktamaz grubu, OXA-51
benzeri B-laktamazlardir. Grubun kurucu iiyesi OXA-51, ilk olarak 1996°da Arjantin’den
izole edilen A. baumannii izolatlarinda tanimlandi. Bu enzimler A. baumannii’ ye 6zgiidiir
ve dogal olarak bu tiiriin kromozomunda bulunur (Brown vd., 2005; Héritier vd.,2005).
Bunlar arasinda OXA-23 B-laktamaz, OXA-23 iireten Acinetobacter izolatlarin diinya
capinda yayilmasi nedeniyle A. baumannii’ de karbapenem direncinin baslica kaynagi
olarak kabul edilmektedir (Mugnier vd., 2010; Poirel vd., 2010).

1.6.2.2. Enzimatik Olmayan Mekanizmalar

1.6.2.2.1. Dis Memran Proteinleri/ Ge¢irgenlik Kusurlar

Membranlarda ¢ok sayida islevi yerine getiren porinler, molekiillerin ¢ift katmanl
membranlar boyunca tasinmasina izin veren kanallar olusturabilen proteinlerdir (Vila vd.,

2007). Bu dis zar proteinleri (OMP) sadece Omp38 ile indiiklenen epitel hiicre apoptozu,
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OmpA ile iliskili biyofilm olusumu (Gaddy vd., 2009), Ompa’ya bagli konakg¢i hiicre
olimi ile A. baumannii viriilansini etkilemekle kalmaz, CarO ve OprD benzeri protein
kodlayan genlerin ekspresyonunun azalmasi ile viriilansin hafiflemesinde ve ayn1 zamanda
diren¢ mekanizmalarinda énemli bir rol oynar (Jin vd., 2011). A.baumannii, diger Gram
negatif bakterilere kiyasla nispeten daha az porine sahiptir ve bu, i¢sel antimikrobiyal
direncinin bir kismindan kismen sorumlu olabilir (Sato ve Nakae, 1991). Yapilan
calismalar A.baumannnii’ de CarO oldugu belirlenen 29kDa’luk bir dis zar proteini
kaybinin, imipenem direncine katkida bulundugu gésterilmistir (Jin vd., 2011; Siroy vd.,
2005; Mussi vd., 2005; Catel-Ferreira, 2011). Diger baz1 ¢alismalar da A. baumannii’ nin
karbapenem direncinde rol oynayan bir dizi OMP’yi tanimlamistir (Bou vd., 2000). OXA-
51 benzeri veya OXA-23 benzeri karbapenemazlar iireten A. baumannii’ deki Omp29
kaybi, imipenem direncinin artmasina neden olur (Jeong vd., 2009; Fonseca vd., 2013). Bir
calisma, OmpA ve CarO’nun OXA-23 karbapenemaz ile fiziksel olarak etkilesime
girdigini ve bu etkilesimlerin antibiyotik direnci ile iligkili oldugunu gostermistir (Wu vd.,
2016).

1.6.2.2.2. Hedef Proteindeki Degisiklikler

Antibiyotikler i¢in, antibiyotik hedef bolgelerindeki degisiklikler A. baumannii’ de
antibiyotik direncine neden olabilir. Penisilin baglayici proteinlerdeki (PBP) degisiklikler,
DNA giraz mutasyonlari, TetM proteini tarafindan ribozomal korunma ve trimethoprim
direncinde dihidrofolat rediiktazinin katiliminin tiimii, antibiyotikler i¢in hedef bdolgeleri
degistiren mekanizmalar  yoluyla gergeklesir ~ (Lambert, 2005). Bu direng
mekanizmalarindan biri PBP’ lerin afinite veya ekspresyon seviyelerindeki degisiklikleri
igerir. Cesitli raporlar, karbapeneme duyarli ve karbapeneme direngli A. baumannii suslari
arasindaki PBP ekspresyon modellerinde farkliliklar tanimlamistir. Bu tiirlerin bazilarinda,
karbapenem direnci, bilinen baska herhangi bir diren¢ mekanizmasinin yoklugunda
(Gehrlein vd., 1991; Urban, 1995) karbapenem igin diisiik afiniteye sahip PBP’lerin asiri
ekspresyonu ile, ayn1 zamanda farkli B-laktamaz iiretimi veya 22.5 kDa OMP kaybiyla
birlikte PBP tiplerinin azalmis ekspresyonu ile iliskilendirilmistir (Fernandez-Cuenca vd.,
2003; Cayo vd., 2011).
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1.6.2.2.3. Efluks Pompalari

A. baumannii efluks pompa sistemleri, asir1 ekspresyon durumunda cesitli
antimikrobiyal ajanlara direngten sorumlu kromozomal genler tarafindan kodlanir (Chen
vd., 2017). Spesifik ajanlarin efluks mekanizmalarini kodlayan genler genellikle
MGE’lerde (transpozonlar, integronlar ve plazmitler) bulunur ve bunlarin diger
organizmalardan elde edilmeleri dirence katkida bulunur (Butaye vd., 2003; Poole, 2005).
Efluks pompalari A. baumannii’ de imipenem (Hu vd., 2007) ve tigesiklin (Peleg vd.,
2007) gibi birgok farkli antibiyotik smifina karsi direngle iliskilendirilmistir. Direng-
nodiilasyon- hiicre boliinmesi (RND) ailesine ait ti¢ efluks pompasinin (AdeABC, AdelJK
ve AdeFGH) A. baumannii’ de B-laktam direncine katkida bulundugu kanitlanmistir
(Magnet vd., 2001; Damier- Piolle vd., 2008; Coyne vd., 2010). Genel olarak efluks
sistemleri araciligiyla B-laktam ihraci, MIC’ de kiigiik artiglara neden olur ve yiiksek
diizeyde direng yalnizca ek direng mekanizmalariyla birlikte elde edilebilir (Heritier vd
2005).

1.7. Acinetobacter baumannii Viriilans Faktorleri
1.7.1. D1is Membran Bilesenleri

1.7.1.1. D1y Membran Proteinleri

Porinler, hidrofilik ¢ozlinenler igin ¢ok az gegirgenlik gosteren, molekiillerin lipid
cift tabakali zarlar boyunca tasinmasina izin veren kanallar olusturan proteinlerdir. Cok
islevli membranlar saglarlar. Porinler, diger hiicrelere yapisma ve bakterisidal bilesiklerin
Gram negatif bakterilerin yiizeyine baglanmasi i¢in potansiyel hedef olarak hareket
edebilir. Antibiyotiklerin varhigmma yanit olarak antibakteriyel basingtan kagma
mekanizmasi veya porin ekspresyonunun regiilasyonu gibi yapilarindaki varyasyonlar,
bircok bakteri tarafindan gelistirilen hayatta kalma stratejileridir. Porinler direng
mekanizmalarinda rol oynayabilir (Vila vd., 2007). Gram negatif bakterilerin dis zar
proteinleri (OMP) konak¢1 hiicrelerde antibiyotik direnci, adaptasyon ve patogenez ile
iliskilendirilmistir (Vallenet vd., 2008).

Dis zar proteini A (OmpA, daha 6nce Omp38 idi), en bol bulunan A. baumannii dis
zar proteini ve en iyi karakterize edilmis viriilans faktorlerinden biridir. OmpA, 103 klinik

izolattan 83’iinde %99’dan fazla sekans 6zdesligi gostererek yiliksek oranda korunur ve en
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farkli olan1 %85 sekans 6zdesligine sahiptir (Ahmad vd., 2016; Ansari vd., 2018; lyer vd.,
2018). Daha once yapilan calismalar, A. baumannii’ den salgilanan bazi molekiillerinin
konakg1 hiicre liimiinden sorumlu oldugunu belirlemistir (Lee vd., 2001). Bu molekiiller
arasinda A. baumannii’ den OmpA (AbOmpA), patogenez ve sinyal islemede ¢ok sayida
onemli etkiye sahip potansiyel bir viriilans faktorii olusturur (Perez vd., 2011). AbOmpA,
epitel hiicrelerine tutunma ve bu hiicrelerin istila edilmesinde gorev alan en bol yiizey
proteinidir ayrica A. baumannii enfeksiyonunun erken asamalarinda apoptozu indiikler
(Gaddy vd., 2009). A. baumannii, hiicre yilizeyi 6lim reseptorleri ve mitokondriyel
parcalanma yoluyla hiicre oOliimiine (Hep-2 hiicreleri) neden olabilir. Saflastirilmis
AbOmpA, epitel hiicrelerinde apoptoz-indiikleyici faktor (AIF) bagimli ve kaspaz bagiml
apoptoza aracilik eden ve aym1 zamanda kromozomal DNA’y1 degrade eden, apoptoz
indiikleyici faktor ve sitokrom C gibi proapoptoptik molekiillerin salinimimin indiiklendigi
yer olan mitokondride tanimlanmistir. Epitel hiicre apoptozu, bozulmus mukozal astar
yoluyla bakterinin i¢sellesmesine yol agabilir ve bu nedenle, bu mikroorganizmanin neden
oldugu enfeksiyonlarin sonucu, epitel hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonuna baglidir (Choi

vd., 2005).

AbOmpA ayrica komplement (tamamlayici) ve biyofilm olusumuna karsi direncgle
iliskilendirilir (Gaddy ve Actis 2009; Kim vd., 2009). Bazi A. baumannii suslari,
Acinetobacter yeteneklerini bakteremiye neden olacak sekilde artiran genetik bilesenler
araciligiyla insan serumunun O6ldiirme aktivitesine direnglidir. Seruma direng i¢in 6nerilen
mekanizma, konak¢r kompleman C3 proteini boliinmesinin inhibisyonunu ve konakgi
fagositik hiicre tanimasini inhibe eden ve serum direnci fenotipi ile sonuclanan bakteri
yiizeyine baglanmasin1 igerir. Ek olarak, kompleman diizenleyicilerin OMP’lere
baglanmasi da tamamlayic1 aktivasyonun da rol oynar. Bir caligma, normal insan
serumunda A. baumannii’ nin 6ldiiriilmesinden alternatif bir tamamlayict yolun sorumlu
oldugunu gosterdi. In vitro deneyler, bu yolun ana diizenleyicisi olan faktdr H’nin, normal
insan serumu ile muamele edilen bu organizmanin ylizeyine baglanmasinin, konakta
Acinetobacter’in kaliciligina ve yayilmasina katkida bulunabilecegini gostermistir (Kim

vd., 2009).

Omp34, A. baumannii’ de yiiksek oranda korunur, OmpA’ya benzer sekilde Omp34,
kaspaz bagimli mekanizmalar ve otofajinin inhibisyonu yoluyla okaryotik hiicrelerde

apoptozu indiikler ve otofagozomda bakteriyel kaliciligi tesvik eder (Rumbo vd., 2014;
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Jahangiri vd., 2018). Ek olarak, OmpW ayn1 zamanda hem yiiksek derecede immunojenik
olan hem de dis membran vezikiillerinde (OMV) konsantre olan sekiz iplikli bir OM f-
varil proteini olusturur, ancak bu proteinin fonksiyonel roliiniin demir alim1 ve antibiyotik

direnci ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir (Huang vd., 2015; Manuella vd., 2016).

1.7.1.2. Lipopolisakkarit, Lipooligosakkarit ve Kapsiil

Lipopolisakkarit (LPS), bir endotoksik lipid A pargasi, bir oligosakkarit ¢ekirdek ve
tekraralayan O- antijenden olusur (Lee vd, 2013). LPS’nin aksine lipooligosakkarit (LOS)
O- antijen igermez ve bunun yerine genisletilmis cekirdek oligosakkaritlere sahiptir
(Whitfield ve Trent, 2014; Weber vd., 2016; Joseph ve Stephen, 2018). Sitoplazmada ¢ok
adimli Raetz yoluyla sentezlenen her iki tip de i¢ zardan hiicre yiizeyine Lpt yolu ile
tagmir. Iki potansiyel waalL (O- antijen ligaz) homologunu kodlamasma ragmen, A.
baumannii O- antijen veya LPS iiretmez bunun yerine OM’yi LOS ile dekore eder
(lwashkiw vd., 2012). Lipid A, LPS ve LOS un immun sistemi uyarici bilesenidir ve daha
Once biitin Gram negatif bakterilerde gerekli oldugu diisiiniilmiistiir. Son on yil iginde
Acinetobacter, daha 6nce sadece Neisseria meningitidis ve Moraxella catarrhalis’in bu
kapasiteye sahip oldugu disiiniilen, lipid A’nin yoklugunda hayatta kalabilen yalnizca
ticiincti Gram negatif patojen haline geldi. Lipid A igermeyen A. baumannii ilk olarak in
vitro kolistin maruziyetine yanit olarak tanimlandi ve ATCC 19606°’da IpxA, IpxC veya
lpxD’nin inaktivasyonu ile sonugland1 (Moffat vd., 2010). ilging bir sekilde IpxA, IpxC,
IpxD ve IptD hari¢ diger tiim LOS biyosentetik genleri, sonugta ortaya ¢ikan toksik ara
tirtinler nedeniyle gereklidir (Joseph ve Stephen, 2018). Lipid A, toll-like reseptor (TLR4)
icin ana uyaran oldugundan, lipid A eksi suglarinin TLR4 sinyalini azaltmasi, ancak artan
OM lipoprotein maruziyetinin bir sonucu oldugu diistiniilen TLR2 uyarimin1 yiikseltmesi
sagirtic1 degildir (Moffat vd., 2013). LOS eksikliginin tersine A. baumannii, antimikrobiyal
direnci artirmak i¢in lipid A kismini daha sik degistirir. Diger Gram negatif patojenlerin
aksine, A. baumannii bir lipid A palmitoil transferaz (PagP) homologunu kodlayamaz; bu
nedenle, heksa-agillenmis lipid A’nin modifikasyonu, sirasiyla LpxL ve LpxM aktivitesi
ile sentez sirasinda bir ve iki lauril agil zincirinin eklenmesi yoluyla gerceklesir (Boll vd.,
2015; Lopalco vd., 2017). Bu modifikasyon, katyonik antimikrobiyal peptidlere daha
direncli, TLR4’ii daha az uyaran ve kurutucu sag kaliminda rol oynayan hepta- acillenmis

lipid A ile sonuglanir (Boll vd., 2015).
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Kapsiil gibi yiizey polisakkariti, Gram negatif bakterilerde 6nemli bir viriilans
Ozelligi olarak kabul edilir (Russo vd., 2010). OmpA’nin 6tesinde, A. baumanni zarfi,
patojeniteye katkida bulunan bir¢cok faktorle iliskilidir. Bunlar arasinda kapsiiler
ekzopolisakkaritler A. baumannii’ de patojenite faktdrleridir. Ozellikle A. baumannii
enfeksiyonlu hastalardan alinan birgok izolat yilizey kapsiiler polisakkaritleri ekspres eder
ve kapsiiler polisakkaritlerin iiretimini belirleyebilen K lokusu adi verilen korunmus bir
gen kiimesi igerir (Koeleman vd., 2001; Hu vd., 2013; Kenyon ve Hall, 2013; Geisinger ve
Isberg, 2015). Yapilan bir ¢alismada, kapsiil polimerizasyonu ve montaji i¢in gerekli
oldugu tahmin edilen ptk ve epsA genlerinin tanimlanmasina yol ag¢ti ve bu genlerin
mutantlar kapsiil tiretiminde yetersizdir ve insan serumunda bir biiylime kusuruna sahiptir,
bu da yumusak doku enfeksiyon bolgesinde hayatta kalmada oldukca 6nemli bir diisiise
neden olur (Russo vd., 2010). Kapsiil, hiicre dis1 yiizeyde koruyucu bir tabaka olusturur,
katyonik antimikrobiyal peptidlere ve seruma karsi dirence aracilik eder ve ardindan in
vivo hayatta kalmayi artirir. Bir c¢alisma, kapsiiler polisakkaritlerin A.baumannii’ nin
antimikrobiyal direncinde rol oynadigin1 gostermistir. Kapsiiler polisakkaritlerde eksik
mutantlar, peptid antibiyotiklerine kars1 daha diisiik dirence sahiptir. Ek olarak,
antibiyotiklerin varligi, kapsiiler polisakkaritlerin hiper liretimine neden olur. Bu ¢alisma
ayrica, bir antibiyotige maruz kaldiktan sonra artan kapsiil {iretiminin, K lokusu gen
ekspresyonundaki transkripsiyonel artiglara bagli oldugunu ve K lokus genlerinin
ekspresyonunun bfmRS iki bilesenli diizenleyici sistem tarafindan diizenlendigini gosterdi.
Kapsiil tiretimi, belirli antibiyotikler (kloramfenikol ve eritromisin) olmak {izere ¢evresel
uyaranlara yanit olarak iki bilesenli diizenletici sistem (TCS) olan BfmRS tarafindan
negatif olarak diizenlenir ve bu da artan ekspresyon ve antimikrobiyal direngle sonuglanir
(Geisinger ve Isberg, 2015). Ayrica kapsiiliin varlig1 veya yoklugu, Acinetobacter fenotipik
degisimiyle de iliskilendirilmistir; bu sayede opak viriilent form, iki kat daha az kapsiil
tretimi sergileyen yar1 saydam aviriilent formun aksine, gelismis kapsiil iiretimi ile

karakterize edilir (Chin vd., 2018).

1.7.1.3. Fosfolipaz

Fosfolipazlar, iyi bilinen viriilans faktorleridir ve Acinetobacter, hem fosfolipaz C
hem de D enzimini kodlar, bélinme pozisyonu tercihleriyle farklilagirlar ve bir fosfo bas
grubu (fosfolipaz C) veya fosfatidik asit ve ayr1 bir bag grubu (fosfolipaz D) ile sonlanir

(Schmiel ve Miller, 1999). A.baumannii, tiimii Okaryotik membran bileseni olan
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fosfatidilkoline yonelik substrat 6zgiilliine sahip iki fosfolipaz ¢ ve ii¢ fosfolipaz D
enzimini kodlamaktadir (Stahl vd., 2015; Fiester vd., 2016). Her iki enzim de ferrik alim
diizenleyici (Fur) tarafindan transkripsiyonel olarak diizenlenir ve insan eritrositlerine karsi
hemolitik aktivite gosterir, bu da demir alimina yardimci olur. Bu 6nemli rolle tutarh
olarak, fosfolipaz C, ATCC 19606, ATCC 17978, ACICU, AYE be AB0057 dahil olmak
tizere ¢ok sayida susta korunur (Fiester vd., 2016). Benzer sekilde, ti¢ fosfolipaz D geni,
serum direnci, epitel hiicre istilas1 ve in vivo patogenez ile iliskilidir (Jacobs vd., 2010;
Stahl vd., 2015). iki fosfolipaz D enzimi, HxKx4Dx6GS/GGxN (HKD) motifini iceren iki
katalitik lan tarafindan tanimlanabilen bir gen kopyasinin sonucu gibi goriiniirken,
fosfolipaz D3, yalnizca bir tane igerir. Benzerligine ragmen, fosfolipaz D2’nin istila igin
diger ikisinden daha onemli oldugu gosterilmistir (Stahl vd., 2015). A. baumannii’ de
viriilans faktorleri olarak onerilen ek proteinler arasinda fosfolipaz D ve fosfolipaz C

bulunur (Antunes vd., 2011a).

1.7.2. Salg Sistemleri

Diger Gram negatif patojenik bakterilerde oldugu gibi A. baumannii, gevresel ve
konakg1 adaptasyonunu kolaylagtirmak i¢in salgilanan proteinleri kullanir. Bugiine kadar
Acinetobacter tiirlerinde bes salgi sistemi (tip I, II, IV, V ve VI) tanimlanmistir (Weber
vd., 2017). Tip I salgilama sistemi (T1SS), proteinleri sitozolden hiicre dis1 ortama tasiyan
ticlii bir sistemdir (Harding vd., 2017). Tip IV salgilama sistemi (T4SS), DNA, plazmitler
ve diger mobil genetik elemanlarin konjugatif transferinden sorumludur (Smith vd., 2007;
Lacono vd., 2008; Liu vd., 2014). Tip VI salgilama sistemi (T6SS), hem 6karyotik hem de
prokaryotik hiicreleri hedefleyebilir, ancak Acinetobacter’de T6SS yalnizca diger
bakterileri hedef alir, peptidoglikan hidrolazlar, niikleazlar veya hiicre zarlarim
hedefleyenler dahil bir dizi toksin salgilar (Elhosseiny ve Attia, 2018). A. baumannii
bakteriyel rekabet i¢in T6SS kullanir (Weber vd., 2013; Carruthers vd., 2013).

1.7.2.1. Tip II Salg: Sistemi

Tip II salgilama sistemi (T2SS), salgilamadan Once periplazmaya substrat
translokasyonu i¢in Sec veya Tat’a bagli iki asamal1 bir salgi mekanizmasidir (Eijkelkamp
vd., 2014). Yaygm olarak Gram negatif bakterilerde bulunan tip IV pili sistemlerine
yapisal olarak ¢ok benzeyen, ¢ok proteinli bir komplekstir (Korotkov vd., 2012). T2SS,

periplazmik bosluktan hiicre dis1 ortama veya dis zar yiizeyine genis bir protein yelpazesini
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yerlestirir; dort alt gruptan olusan 12- 15 proteinden olusur: bir psédopilus, bir sitoplazmik
salgi ATPase, bir i¢ zar platform tertibat1 ve dodekamerik dis zar kompleksi (Korotkov vd.,
2012; Harding vd., 2016). T2SS ile salg: iki adiml bir siiregtir. Hedef proteinler ilk 6nce
genel salgi1 (Sec) veya ikiz arginin tasima (Tat) sistemi tarafindan periplazmaya aktarilir,

burada hedef proteinler daha sonra T2SS yoluyla hiicreden salgilanir (Korotkov vd., 2012).

Efektor proteinler, A. baumannii viriilans1 i¢in kritik olan lipaz, elastaz, alkalin
fosfataz ve fosfolipazlar gibi enzimleri igerir (EIhosseiny ve Attia, 2018). A. baumannii’ de
spesifik T2SS efektorleri arasinda, biliylime i¢in karbon kaynaklari olarak uzun zincirli yag
asitlerini hidrolize eden lipazlar, LipA ve LipH, fibrinojen ve faktdr V degredasyonundan
sorumlu olan metallo-endopeptidaz, CpaA bulunurken, PilD peptidaz T2SS ve T4SS
arasinda paylasilir (Harding vd., 2016; Johnson vd., 2016; Weber vd., 2017). Bu sistemin
Onemi, cesitli mutantlarin gozlenen zayiflamasiyla agiklanmaktadir (Harding vd., 2016;
Johnson vd., 2016).

1.7.2.2. Tip V Salgi sistemi

Tip V salgilama sistemi (T5SS) (otomatik aktaricilar), Gram negatif bakterilerde en
basit ve en yaygin salgi sistemidir (Henderson vd., 2000). Bunlar bir N- terminal Sec-
bagimli sinyal peptidi, bir merkezi yolcu alan1 ve C- terminali B-fig1 dahil olmak {izere
kendi farkli alan mimarileri ile tanimlanabilirler (Henderson vd., 2004). Bugiine kadar, bu
ailenin bes alt bolimi Tip Va- Ve olarak tanmimlanmigtir (Leo vd., 2012); ancak
Acinetobacter yalnizca iki tip Vb (AbFhaB/ C) ve bir tip Vc (Ata) kodlamaktadir
(Bentancor vd., 20123, b; Pérez vd., 2017; Elhosseiny ve Attia, 2018). A.baumannii’ de
tanimlanan ilk salgilama sistemi, membranla iligkili bir tasiyict domain ve tasiyici alan
tizerinden disar ¢ikan biiyiik, tekrarlayan yolcu domaininden olusan, bir Ve tipi trimerik
otomatik tasiyici olan adezin Acinetobacter otomatik tasiyici (Ata) idi. Ata, Acinetobacter
enfeksiyonunun murin sistemik modelinde biyofilm olusumuna, kollajen I, IIT ve IV gibi
hiicre dis1 matris bilesenlerine yapismaya ve viriilansa aracilik eden trimerik bir membran
proteinidir. Bu proteinin silinmesi, ATCC 17978’in biyofilm olusturma yetenegini 6nemli

o6l¢iide azaltir ve in vivo virlilans1 tamamen zayiflatir (Bentancor vd., 2012a).

1.7.2.3. Efluks Sistemleri

Bakteriyel efluks sistemleri, periplazmadan hiicre dis1i ortama potansiyel olarak

toksik bilesikleri ihra¢ eden, genis substrat 6zgilliigii sergilyen, membrani1 kapsayan, ii¢
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pargal1 sistemlerdir. Bugiine kadar baglica ATP baglayici kaset ailesi (ABC), kolaylastirict
stiper ailesi (MFS), kiigiik ¢oklu ilag direng ailesi (SMR), ¢oklu ilag¢ ve toksin ihrag ailesi
(MATE), direng- nodiilasyon hiicre boliinmesi siiper ailesi (RND) ve ilag/ metabolit
tastyici ailesi (DMT) dahil olmak tizere alt1 bakteriyel efluks pompasi ailesi tanimlanmistir
(Du vd., 2018; Poole, 2002). Tam metabolik siire¢lerde, protein ve enzimlerin
tasinmasinda genellikle yiiksek derecede oOzgiillik vardir, ancak c¢oklu ilag efluks
pompalar1 genis bir yapisal ve kimyasal olarak farkli substrat yelpazesini tanir (Henderson
PJF vd., 2000). Gram negatif bakterilerde, dis zar hiicreye giren antimikrobiyallerin oranini
simirlar  ve c¢oklu ila¢ efluks pompalari, ¢oklu, yapisal olarak farkli siiflarin
antimikrobiyallerini aktif olarak bakteri disina verir. Efluks pompalar1 tiim canli hiicrelerde
ifade edilir ve onlar1 organik kimyasallarin toksik etkilerinden korur. Bakteriyel ¢oklu ilag
direnci, siklikla bu tastyicilarin asir1 ekspresyonu ile iligskilendirilmistir. Hiicreden disari
atilan antimikrobiyallerin tekrar iceri girebilmek i¢in diisiik gecirgenlige sahip dis zari
gegmesi gerekir; bu nedenle efluks pompalari, dis zarin diisiik gegirgenligi ile sinerjik

olarak calisir (Poole, 2002).

A. baumannii’ de, antimikrobiyallere efluks pompasi aracili direng genellikle MFS
ve RND ailesi ile iligkilidir. Fransa’da salgmn olan A. baumannii CID AYE susunda
bulunan tiim diren¢ genlerinin belirlenmeye ¢aligildig1 bir ¢calismada (Fournier vd., 2006),
susta bulunan direng¢ genlerinin cogu bir adada kiimelenmistir. Bu direng adasinin (AbaRI)
disinda, 46 acik okuma cercevesi (ORF) antimikrobiyallere direncle iliskilendirildi ve
bunlarin 32°si RND ailesiyle, yedisi MFS ile, ikisi MATE ailesiyle ve biri SMR ailesiyle
iliskilendirildi. Dahasi, bir gen ABC iist ailesi ile ve digeri DMT {ist ailesi ile
iliskilendirildi. A. baumannii klinik izolatlari, biyofilm olusturma konusunda giiglii bir
yetenege sahiptir (Rodriguez-Bano vd., 2008). AdeFGH efluks pompasimin diisiik doz
antimikrobiyal terapi ile asir1 ekspresyonu, biyofilm olusumunu indiikleyen otoindiiktor
molekiillerinin sentezini ve tasinmasini artirir (He, X vd., 2015). Acinetobacter’de Acel ve
AdeABC efluks pompalar1 sirasiyla biyositlere ve aminoglikozidlere direnci artirir
(Marchand vd., 2004; Hassan vd., 2013; Liu vd., 2018). Karakterize edilen efluks
pompalarinin ¢ogunlugu yalnizca toksik molekiillerin diglanmasina bagliyken, AdeABC

pompasinin in vivo bakteriyel uygunlugu etkiledigi gosterilmistir (Yoon vd., 2016).
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1.7.2.4. Dis Membran Vezikiilleri

Dis membran vezikiilleri (OMV’ler), ¢esitli bliylime kosullari altinda incelenen tiim
Gram negatif tiirler tarafindan iiretilen, 10 ila 300 nm arasinda degisen boyutlarda kiigiik,
kiiresel vezikiillerdir ve bu evrimsel olarak korunmus bir mekanizmanin gostergesidir.
Isminin aksine, bu vezikiiller sitoplazmik bilesenler, i¢ membran (IM), periplazmik
proteinler ve dis membranin (OM) kapsiillenmesidir (Kulkarni ve Jagannadham, 2014,
Roier vd., 2016). Biyogenezleri i¢in ti¢ hipotez mevcuttur: birincisi, OM lipoprotein-
peptidoglikan etkilesimlerinin kaybi1 zar ¢ikintisina ve vezikiil olusumuna yol agar; ikincisi,
periplazmada yanlis katlanmig proteinlerin ve peptidoglikan fragmanlarinin birikmesi zar
siskinligine yol acar; dgilinclisii, membran egriligini yonlendiren molekiillerin
zenginlesmesi vezikiil olusumunu tetikler (Roier vd., 2016).

OMV’lerin bakteriyel sinyalizasyon, konak¢i- patojen etkilesimlerinin modiilasyonu
ve immun kaginma ile iligkileri nedeniyle konak¢1 dogal immun sistemine karsi bakteriyel
bir savunma mekanizmasi olarak islev gordiikleri uzun siiredir varsayilmaktadir (Beceiro
vd., 2013). A. baumannii OMV’ler okaryotik kolesterol mikro alanlariyla etkilesim
yoluyla, OmpA ve diger varsayilan viriilans faktorlerinin konak hiicrelere salgilanmasi i¢in
onemli bir mekanizma saglar (Kwon vd., 2009; Jin vd., 2011). In vivo OMV’ler, TLR
sinyalinin aktivasyonu yoluyla bagisiklik tepkilerini uyarabilir veya dogustan gelen
bagisiklik faktorlerinin ayrilmasi yoluyla bagisikliktan kacinmay: diizenleyebilir
(Kaparakis-Liaskos, ve Ferrero, 2015). Ayrica OMV’ler, enkapsiile edilmis genetik
materyalin topluluklar i¢inde veya tiirler arasinda bakteriyel yayilimi i¢in essiz bir firsat
saglar (Koeppen vd., 2016; Bitto vd., 2017). Birden fazla grup A. baumannii klinik
izolatlarinin OMV’leri blaoxa-24 ve blanpm-1 dahil olmak iizere karbapenem direngli genleri
iceren plazmitlerin yayilmasi i¢in bir mekanizma olarak kullandigini ve bu sistemin ¢ok
yonliiliiginii  gostermistir (Rumbo vd., 2011; Chatterjee vd., 2017). Bu bakimdan
OMV’ler, sadece konakgi- patojen etkilesimlerine katildiklart i¢in degil, ayn1 zamanda
antibiyotik diren¢ genlerinin ¢evredeki bakterilere yayilmasia izin verdikleri i¢in de

onemli viriilans faktorleri olarak diisiiniilebilir (Roca vd., 2012).

1.7.3. Besin Edinimi

1.7.3.1. Metal Edinimi

Insan konag enfekte etmek, A. baumannii' den yalmizca hiicresel savunma

mekanizmalarim1 bozmakla kalmayip, esas olarak kapsiiler polisakkarit yoluyla koruma
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seklinde, ayn1 zamanda metabolik ve beslenme esnekligini de miimkiin kilan koordineli bir
yanit gerektirir. Demir, manganez ve ¢inko gibi ge¢is metalleri yasamin tiim alanlari igin
gereklidir; bu nedenle konakgilar, besin bagisikligi olarak adlandirilan bir siire¢ olan
metalleri ayirmak igin ayrintili mekanizmalar gelistirmistir. A. baumannii’ nin hastane
kaynakli patojen olarak basarisinin anahtarlarindan biri, bu yetersiz besin maddelerini in
vivo olarak temizlemeye yonelik ¢esitli mekanizmalaridir (Wang vd., 2014;
Subashchandrabose vd., 2016; Gebhardt, 2015).

1.7.3.2. Demir

Demir, ¢evresel ve biyolojik sistemlerde en bol bulunan elementlerden biri olmasina
ragmen ferrik demir, aerobik ve nétr pH kosullarinda zayif ¢oziiniirliigliniin (ferrik demir
icin 10- 17 M) yan1 sira hem gibi diisiik molekiiler agirlikli bilesikler veya laktoferrin ve
transferrin gibi yiiksek afiniteli demir baglayici bilesikler tarafindan selasyonu nedeniyle
bakteriler i¢in tercih edilen durumda nispeten bulunmaz (Rakin vd., 2012; Saha vd., 2013).
Bu demir smirlamasinin iistesinden gelmek i¢in, ¢cogu aerobik bakteri, siderofor olarak
bilinen yiiksek afiniteli bir demir selatorii tiretir. Sideroforlar, demir igin yiiksek afiniteye
sahip, diisik molekiiler agirlikli (400- 1000 kDa) bilesiklerdir (Saha vd., 2013).
A.baumannii ayrica demir sideroforlara sahiptir ve en iyi karakterize edilen A. baumannii
sidereforu olan acinetobactin, treoninden tiiretilmis bir oksazolin halkasi ile karisik tipte bir
siderofordur (McConnell vd., 2013). Dahasi, A. baumannii suslar1 bes farkli sideroforu
kodlar. Kiime 1, sekiz geni ve 1 MFS ailesi efluks pompasini igerir; kiime 2 (yalnizca
ATCC 17978’de mevcuttur) ayr1 bir MFS ve MATE efluks pompasina sahip 15 geni igerir;
kiime 3, 1y1 karakterize edilmis acinetobactin ve ABC efluks pompasi iken; kiime 4
yalnizca 8399 susunda bulunur ve kiime 5, ATCC 17978 haricinde ¢ogu susta mevcuttur.
Kiime degiskenligine ragmen, bugline kadar tarif edilenlerin tiimii transkripsiyonel olarak
Fur tarafindan diizenlenir ve ilgili promotorlarinda bir Fur box sekansinin (palindromik 25-
niikleotid sekansi) varligi ile tanimlanabilir (Eijkelkamp vd., 2011a). A.baumannii’ de en
yaygin olarak korunan demir selator maddesi, katekol- hidrokdimat siderofor
acinetobactindir (Antunes vd., 2011b). Hiicre dis1 ortamin pH’sina bagl olarak
acinetobactin, her ikisi de demir selatlayan, oksazolin igeren veya izooksazolidinon igeren
iki formdan birine izomerize olabilir (Shapiro ve Wencewicz, 2016). Bu benzersiz
izomerizasyon Ozelligi, acinetobactinin akut enfeksiyonlar sirasinda bulunan asidik

kosullar altinda demiri baglamasini saglar. Onemli olarak acinetobactin viriilans icin kesin
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gereklidir. Bozulmus acinetobactin biyosentezi ve tasima fonksiyonlari, A.baumannii
ATCC 19606 hiicrelerinin epitel hiicreleri i¢inde kalma, hiicre hasar1 ve hayvan 6liimiine
neden olma Kkabiliyetini O6nemli Ol¢iide azaltir (Gaddy vd., 2012). Bir ¢alisma,
acinetobactin tiretiminin, MDR A. baumannii izolatlarinda aviriilent izolatlara gore dnemli

Ol¢iide daha sik meydana geldigini gostermistir (Megeed vd., 2012).

Fe- S kiimelerinin olusumuna katilan ve demir selasyonuna ve oksidatif strese hiicre
yanitlarinda rol oynayan A. baumannii NfuA Fe- S iskele proteini de viriilans faktorii
olarak tanimlanmistir. NfuA mutanti, hidrojen peroksit ve kiimen peroksit gibi reaktif
oksijen tiirlerine (ROS) daha duyarlidir ve insan epitel hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide azalmis

biiylime gosterir (Zimbler vd., 2012).

1.7.3.3. Cinko ve Manganez

Demire benzer sekilde, ¢inko biyolojik olarak 6nemlidir ve ¢esitli proteinler i¢in hem
dogal bir katalizor hem de kofaktdr olarak hareket eder (Hood ve Skaar, 2012). Dogal
immun metal selatlayici protein kalprotektin, ¢inko (Zn?* ve Zn) ve manganez (Mn?* ve
Mn) gibi metallerin konakg¢1 aracili selasyonu yoluyla bakteriyel biiylimeyi inhibe eder
(Corbin vd., 2008). Ancak A. baumannii, in vivo olarak bu besleyici immun proteinin
varliginda hastaliga neden olabilir (Juttukonda vd., 2016). Cinko sinirlamasiyla miicadele
etmek i¢in A. baumannii, Zn sinirlayici kosullar altinda up- regiile edilen bir ¢inko toplama
sistemi (ZnuABC) kullanir ve znuB mutant susu, vahsi tipten daha yiliksek Zn
konsantrasyonlarinda Zn agligi yasar (Hood vd., 2012). A. baumannii, transkripsiyonel
olarak Zur tarafindan kontrol edilen ZnuABC tasiyicist ve ZigA GTPase aktivitesi ile
hiicre i¢i ¢inko konsantrasyonlarini diizenler. ZnuABC ¢inkoyu hiicreye ithal ederken,
ZigA onun salinimint HutH aktivasyonu ve histidin katabolizmasi yoluyla tesvik eder
(Mortensen vd., 2014; Nairn vd., 2016).

Ayni derecede karakterize edilmemesine ragmen, manganez acliglr ayni derecede
onemlidir; bu nedenle NRAMP ailesi tasiyicisi MumT ve iire karboksilaz, MumC,
kalprotektine yanit olarak manganez birikimini kolaylastirir. A. baumannii tarafindan bir
Mn simirlamasiin iistesinden gelebilmek i¢in kullanilan bir mekanizma tanimlanmistir.
Kalprotektin, bir NRAMP (Dogal Direngle Iliskili Makrofaj Proteinleri) ailesi Mn
tagtyicisinin - ve kalprotektinin antimikrobiyal aktivitelerine direnmek i¢in bir {ire
karboksilazinin transkripsiyonunu artiran A. baumannii'de Mn agligini indiikler. Bir iire

karboksilaz enzimi (MumC), kalprotektin varliginda A.baumannii’nin biiylimesi igin
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onemlidir ve bir NRAMP ailesi tasiyicist (MumT), bir murin pndmoni modelinde A.
baumannii uygunluguna katkida bulundu. A. baumannii, iireyi tek bir nitrojen kaynagi
olarak kullanabilir ve bu tire kullanimi MumC igin gereklidir (Juttukonda vd., 2016).
Ayrica A.baumannii, Mn ag¢ligindan ve oksidatif stresten kurtulmak i¢in MumR aracili bir
transkripsiyon mekanizmasina sahiptir. MumR ’nin fenilasetat ve gama- aminobiitirik asit
katabolizma yollarmi diizenlemedeki rolii aracilifiyla ROS’a kars1 bakteriyel dirence

katkida bulundugu ortaya ¢ikt1 (Green vd., 2020).

1.7.4. Topluluk Etkilesimleri

1.7.4.1. Yeterli Cogunluk Algilama (Quorum Sensing)

Bakterilerin komsu hiicreleri algilama, yanit verme ve onlarla iletisim kurma
yetenegi, popiilasyonun basarisi igin kritik 6neme sahiptir (Bhargava vd., 2010; Rutherford
ve Bassler, 2012). Bakteriler, hiicreler arasi etkilesimi ve g¢evresel adaptasyonu
gerceklestirmek icin hiicrelerden salgilanan kimyasal sinyalleri ayritilandirirlar.
Bakterilerin bir fenotipi ifade etmeden once hiicre yogunlugunu izleme yetenegi ‘yetersayi
algilama (QS)’ olarak bilinir (Whitehead vd., 2001). QS, Gram negatif bakteriler arasinda
yaygin bir diizenleyici mekanizmadir ve genellikle LuxI ailesi AHL sentazlar1 tarafindan
iretilen acil- homoserin lakton (AHL) benzeri sinyal molekiillerinin yardimiyla gergeklesir
(Sarkar ve Chakraborty, 2008; Gonzalez vd., 2009). Ayn1 zamanda QS, bakterilerin AHL
gibi hormona benzer molekiilleri tespit edip bunlara tepki vermesi, motilite ve biyofilm
olusumu dahil olmak iizere ¢ok sayida fenotipi diizenleyen siirectir (Bhargava vd., 2010;
Rutherford ve Bassler, 2012). A¢il homoserin laktonlar (HSL) ve agil olmayan HSL aracili
sistemler tarafindan kontrol edilen fizyolojik siire¢lerin modiilasyonu, hiicre yogunluguna
ve biiyiime fazina bagli bir sekilde gerceklesir. AHL aracili QS, virlilans faktorlerinin
iretimi, biyoemiilsan iiretimi, biyoliiminesans ve biyofilm olusumu ile baglantilidir
(Whitehead vd., 2001; Vallenet vd., 2008). Bu otoindiikleyiciler, transkripsiyonel
diizenleyici proteinlere baglanir ve organizmada gen ekspresyonunu aktive eder veya
diizenler (Bhargava vd., 2010). Gram negatif bakterilerin ortak AHL sistemine iki protein
aracilik eder: LuxR ile etlkisimde olan LuxI proteinleri. Bu kompleks, QS hedef genlerinin
ekspresyonunu diizenleyen lux- box olarak bilinen spesifik bir promotor sekansina
baglanir. Acinetobacter’de lux- box abal’nin varsayilan ATG’sinin yukarisinda bulunur ve
AbaR ig¢in bir baglanma bdlgesini temsil eder. Abal proteini, birincil sinyal olarak N-(3-
hydroxydodecanoyl)-I-HSL (3-hydroxy-C(12)-HSL) iireten ve sinyal iretimi ve QS
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islevini yerine getiren LuxI otoindiiktor sentaz ailesine aittir. A.baumannii’ de bir
otoindiiktor reseptorii olan AbaR proteini, AHL ile etkilesime girer ve gen ekspresyonunu
kontrol eder (Niu vd., 2008).

Acinetobacter quorum sinyallerinin viriilan ve viriilan olmayan suslarda degisiklik
gosterdigi tespit edilmistir, bu nedenle bunlar arasinda QS temelinde ayrim yapmak zordur
(Niu vd., 2008; Bhargava vd., 2010). Diger yandan, A. baumannii’ de son galismalar
biyofilm gelisimini QS ile iliskilendirmistir (Kroger vd., 2016; Paluch vd., 2020; Saipriya
vd., 2020). A. baumannii, Vibrio’nun arketipsel QS genlerinin luxl ve luxR homolog
genlerini (abal ve abaR) kodlar. Abal’nin silinmesi A. baumannii’ de biyofilm olusumunu
azaltir (Niu vd., 2008). Ayrica A. baumannii’ de kuruma doneminde oksidatif stres de
indiiklenir (Gayoso vd., 2014; Harding vd., 2018). Yapilan bir ¢alismada, QS ve oksidatif
stres arasindaki iliski incelendi ve ilk kez A. baumannii’ deki katalaz ve siiperoksit

dismutazin QS sistemi tarafindan diizenlendigi bildirildi (Bhargava vd., 2010).

1.7.4.2. Biyofilm Olusumu

Konakger hiicrelere baglilik, kolonizasyon veye enfeksiyonun ilk adimini temsil eder.
Kolonizasyon sirasinda bakteriler ‘biyofilm’ adi verilen, oldukc¢a yapilandirilmig bir
mikrobiyal toplulukla sonuglanan mikro koloniler olusturabilir. Biyofilm, sert ortamlarda
ve konak enfeksiyonu sirasinda hayatta kalmak i¢in koruyucu bir mekanizma olusturan, bir
polimerik matriks (karbonhidratlar, niikleik asitler, proteinler ve diger makromolekiillerden
olusan) icine yerlestirilmis, biyotik veya abiyotik bir yiizeyle ilskili ¢ok sayida bakteri
hiicresinden olusan yapisal bir topluluk olusturur (Costerton, 1995). Bu bakteriler
antimikrobiyal stres faktorlerine, antibiyotiklere veya temizlemeye, planktonik
benzerlerine gore daha direngli hale gelir ve bu nedenle biyofilm iiretme yetenegi 6nemli
bir viriilans faktoriinii temsil eder (Donlan, 2002; Wroblewska vd., 2008; de Breij vd.,
2009; Gaddy ve Actis, 2009). Biyofilm, besin bulunabilirligi, bakteriyel uzantilar ve yiizey
bilesenleri, QS, makromolekiiler sekresyonlar (Irie ve Porsek, 2008; Gaddy ve Actis 2009;
Bhargava vd., 2010) ve cevresel sinyallere yanit olarak biyofilm ile iligkilli gen tiriinlerinin
ekspresyonu ile ilgili iki bilesenli diizenleyici sistemler ve transkripsiyon diizenleyicileri
iceren karmagsik diizenleyici aglar gibi ortak faktorlerden etkilenebilir (Standley ve
Lazazzera, 2004).

A. baumannii, hem biyotik hem de abiyotik yiizeylerde biyofilmler olusturarak, kalici
tibbi cihazlarda, hastane yiizeylerinde veya baska sekilde elverissiz kosullarda hayatta
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kalmayr tesvik eder. Biyofilm olusumu, ilk baglanma ile baslayan, hiicrelerin
mikrokolonilere giiclii bir sekilde yapismasi ve toplanmasi ile devam eden, ardindan
cevreye hiicre dagilimindan 6nce biyofilm biiylimesi ve olgunlagmasi ile takip edilen ¢ok
asamal1 bir stirectir (Hall-Stoodley vd., 2004). Abiyotik yiizeylerde biyofilm olusumu,
titanyum ve polistiren gibi tibbi olarak ilgili ylizeylere yapisma kabiliyetleri ile hastane
ortamlarinda bu patojenlerin basarisina katkida bulunmustur (Loehfelm vd., 2008;
Brossard ve Campagnari, 2011). Hiicreden hiicreye baglanma ve biyofilmin baslatilmasiyla
iligkili Csu tipl saperon-user pili i¢in ¢ok sayida sus kodlar (Tomaras vd., 2008; Brossard
ve Campagnari, 2011). Operon, sirasiyla pili ve mindr alt birimleri, saperon, kullanici veya
yapiskan ug¢ kodlayan alt1 gen igerir CSUA/B, A, B, C, D ve E (Moon vd., 2017). Agirlikli
olarak BfmRS TCS tarafindan diizenlenmesine ragmen, GacAS TCS ayrica csu ve bfmR
promotorlerinde tanimlanan varsayilan bir folata duyarli riboswitch’e ek olarak, ¢evresel
sinyaller ve popiilasyon dinamikleri arasindaki etkilesimi vurgulayarak ifadesini de modiile
eder (Cerquiera vd., 2014; Moon vd., 2017). BfmRS’ nin agirlikli olarak abiyotik
biyofilmlerle iligkili olmasina ragmen, bu sistem ayni zamanda dkaryotik hiicre yapismast

ve antimikrobiyal direng ile baglantilidir (Liou vd., 2014).

A. baumannii ayrica abiyotik filmlerle iligkili T1SS efektor biyofilm ile iligkili
protein, Bap, iiretir. Daha 6nce Staphylococcus’da tanimlanan homolog, muazzam boyutu
(800kDa’nin  iizerinde) ve immiinoglobulin benzeri kivrimi ile tanimlanir.
Staphylococcus’un aksine, A.baumannii Bap, hiicre yiizeyi hidrofobikliginin modiilasyonu
yoluyla hiicreden diicreye yapismayi ve Okaryotik hiicre yapigsmasini destekleyen c¢ok
sayida dahili tekrar i¢eren dort modiil, A- D igerir (Loehfelm vd., 2008; Brossard ve
Campagnari, 2011). Pilus komplekslerine ek olarak, ototransporter Ata ve pagABCD
lokusu tarafindan kodlanan hiicre dis1 poly-B-1,6-N- acetylglucosamine (PNAG) gibi
proteinlerin de biyofilmdeki hiicrelerin baglanmasina ve yapismasina aracilik ettigi
gosterilmistir (Choi vd., 2009; Brossard ve Campagnari, 2011).

Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari sirasinda, A. baumannii popiilasyonlart hem
yarada hem de tikayici pansumanlarda saglam biyofilmler olusturur (Thompson vd., 2014).
A. baumannii ayrica, endotrakeal tiipler gibi saglikla ilgili ekipmanlarin yani sira
polikarbonat ve paslanmaz celik de dahil olmak {iizere ¢ogu abiyotik yiizeyde biyofilm
topluluklar1 olusturur (Greene, 2016b). Ozellikle A. baumannii dahil olmak iizere biyofilm

topluluklarindaki bakteriler, hiicre dis1 strese karsi toleransi artirmistir (Greene, 2016b;
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Greene, 2016a). A. baumannii, uzun siireler boyunca kuru kosullara ve besin agligina
maruz kaldiktan sonra bile parmak uglari, cam, plastik ve diger ¢evresel yiizeyler gibi
cansiz nesneler lizerinde hayatta kalir (Jawad vd., 1996; Wendt vd., 1997; Lee et al.,2006;
de Breij vd., 2009; Espinal vd., 2012). Bu hayatta kalma, aymi1 zamanda bu
mikroorganizmanin antimikrobiyal ilaglara ve kurumaya karsi direncine atfedilmistir
(Jawad vd., 1998; Tomaras vd., 2003). Tarama ve transmisyon elektron mikroskobu
caligmalari, yalnizca biyofilm olusturan suslarda hiicreleri kaplayan ekler ve bir
polisakkarit tabakasi gostermistir (Espinal vd, 2012). Bu yiiksek oranda hidratlanmis
katman, 6liimciil kurumay1 6nleyebilir ve boylece nemdeki degisikliklere karsi koruyabilir,
ayrica mekanik stabiliteye, daha uzun siire hayatta kalmaya ve antimikrobiyal dirence

katkida bulunabilir (Sutherland, 2001; Donlan, 2002).

1.7.5. Hareketlilik

Pek ¢ok farkli cinste bakteriyel hareketlilik, bir organizmanin hastaliga neden olma
yetenegi ile yakindan baglantihidir (Eijkelkamp vd., 2013). Paradoksal olarak
Acinetobacter ‘hareketsiz ¢ubuk’ anlamina gelmektedir; ancak, A. baumannii ve A.
nosocomialis, yiizey iliskili hareketlilik (surface associated motility) ve segirme
hareketliligi (twiching motility) olmak iizere iki bagimsiz bakteri hareket formuna sahiptir
(Harding vd., 2018). Segirme hareketliligi, bircok bakteri tarafindan kullanilan iyi
tanimlanmis bir bakteriyel hareket ¢esididir. A. baumannii ve A. nosocomialis’ de segirme
hareketliligi, bakteri hiicrelerini ileri dogru ¢ekmek i¢in tekrarlanan uzatma ve geri ¢ekme
turlar1 i¢in tam islevli tip IV piliye baghdir (Eijkelkamp vd., 2011b; Wilharm vd., 2013;
Harding vd., 2013). A. baumannii i¢in tip IV pili ve/ veya viriilanstaki segirme hareketliligi
arasinda dogrudan bir baglant1 gézlenmemis olsada, tip IV pilinin biyogenezi i¢in gerekli
olan proteinleri kodladig1 tahmin edilen genlerin insan serumundaki biiyiime sirasinda up-
regiile oldugu gosterilmistir (Jacobs vd., 2012) bu da tip 1V pilinin bakteriyemi sirasinda
onemli olabilecegini gosterir (Harding vd., 2018). Ayrica, neredeyse tiim A. baumannii ve
A. nosocomialis suslari, tip IV pilinin biyogenezi igin gerekli olan proteinleri kodlayan
oldukca homolog genleri tagir. Bununla birlikte, ana pilinin alt birimi olan fimbrial protein
PilA, tiirler arasinda ve hatta suslar arasinda kayda deger dizi farkliligi gosterir

(Piepenbrink vd., 2016).

A. baumannii klinik izolatlarinda yilizeyle iliskili hareketlilik olarak adlandirilan

baska bir hareketlilik bicimi de gozlemlenmistir. Acinetobacter tiirlerinin yiizeyle iliskili
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hareketliligine dair en eski raporlar, bu hareketin segirme hareketliligine bagli oldugunu
gostermistir (Henrichsen vd., 1984). Yapilan bazi ¢alismalar (Wilharm vd., 2013; Clemmer
vd., 2011) A. baumannii ve A. nosocomialis tip IV pili mutant suslarin, bozulmus yiizeyle
iliskili hareketlilik gosterdigi gozlemlenmistir. A. baumannii’ de yiizeyle iliskili
hareketlilik, goriinlis olarak P. aeruginsa’ nin kiimelenme hareketliligine (swarming
motility) ¢ok benzerdir, ancak kiimelenme flagellaya baghidir ve A. baumanni flagella
tretmez (Kearns, 2010). Su anda, A. baumannii yiizeyle iliskili hareketliligin 1, 3
diaminopropan (DAP) (Skiebe vd., 2012), quorum algilama (Clemmer vd., 2011) ve LOS
tiretimi (McQueary vd., 2012) sentezine dayandigi gosterilmistir. DAP’in veya DAP’1n bir
tiirevinin, quorum algilama yoluyla yiizeyle iliskili hareketliligin diizenlenmesi i¢in dnemli
olan bir sinyal molekiilii olarak islev gérmesi miimkiindiir (Skiebe vd., 2012). Spesifik
olarak A. baumannii susu AB5075’ te yeni faz degiskenli koloni opasitesi kesfedilmistir,
burada koloniler opak ve yar1 saydam varyantlar arasinda birbirine doniisiim gostermistir.
flging bir sekilde, opak faz varyantlar: gelistirilmis yiizeyle iliskili hareketlilige ve buna
eslik eden gelismis bir viriilans faktoriine sahipken, yar1 saydam varyantlar biiylik 6l¢iide

daha az hareketlilik gostermistir (Tipton ve Rather, 2016).
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal

2.1.1. Alet ve EKipmanlar

Calismada kullanilan, Giimiishane Universitesi, Miihendislik ve Doga Bilimleri

Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii Laboratuvarinda bulunan cihazlar

sunlardir:

Buzdolab1 (Beko, Tiirkiye),

Buz makinesi (Scotsman Ice, Italia),

Calkalayici inkiibator (Shel Lab, USA),

Diktip otoklav (Hirayama, Japan),

Distile su cihaz1 (mes, Tiirkiye),

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (BIO-RAD, USA),
Elektroforez tanki (Scie-Plas HU10 Mini, England),
Etliv (Dathan, Tiirkiye),

Hassas terazi (Kern ABJ-NM/ABS-N, England),
Manyetik karistirict (IKA RH Basic 2, Germany),
Mikrodalga firin (Altus, Tiirkiye),

Otomatik pipetler (Eppendorf, Germany)

Santrifiij (Allegra, Germany),

Steril Kabin,

Termal dongii cihazi (Thermo scientific, USA),
Thermo-Shaker inkiibator (Thermo Scientific, USA),
UV illiiminator (Herolab, Germany),

Vorteks (Heidolph, Germany),

Pipet ucu, eppendorf tiip, falkon,

Genetik ve Biyomiihensilik Laboratuvarinda bulunan erlenmayer, beher, petri,

meziir, jel dokme tepsisi ve tarak, 6ze, deney tiipii, tlipliikk, ekiivyon cubugu, parafilm

kullanildi.



2.1.2. Kimyasallar, Enzimler, Vektorler ve Kitler

Kullamilan kimyasallar:

Agaroz (Sigma, USA), Agar (Liofilchem, Italy), Gliserol (ADR), dNTP (Solis
Biodyn) MgCl> (GeneON), Buffer (GeneON), Etidyum bromiir (PanReac AppliChem,
Germany), Etanol (Alkomed, Tiirkiye), Tripton (Pronadisa, Spain), Maya 6ziitii (Lab M,
United Kingdom), DNA ladder (Promega), Ampisilin, NaCl, KCI, Tris, EDTA, CaCl.2H.0
(Sigma), KCO2CHjs (Sigma), IPTG (Sigma), X-gal (Sigma), Glasiyal asetik asit (Merck),
Kristal viyole (Merck), MHA (Nitra Kimia).

Kullanilan enzimler:

Tagq DNA polimeraz (GeneON).

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

2.1.3. Cozeltiler, Tampon Soliisyonlar ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi
Deneyler sirasinda kullanilan ¢ozelti ve tamponlarin isimleri ve bilesenleri Tablo 2.1
de belirtilmistir.

Tablo 2. 1. Cozelti, Tampon ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Cozeltiler, Tampon Soliisyonlar ve Bilesenleri
Besiyerleri

IX TAE 20 mL 50X TAE, 980 mL saf su

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

dNTP Stok ANTP’den 50 pL, 950 uL steril deiyonize su

FSB (Frozen Storage Buffer) 50 mM CaCl 2 .2H 2 O, %10 gliserol, 1 M KCO
2CH 3, 100 mM KCI, 50 ml saf su. pH’s1 HCI
kullanilarak 6.2 olacak sekilde hazirlandi. Son hacim
100 mL’ye tamamlandi.
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Tablo 2.1. (Devami)

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

LB (Luria-Bertani) agar 10 tripton, 5 g maya 6ziitii, 5 g NaCl, 15 g agar, 1000
mL saf su.

Ampisilinli LB (Luria-Bertani) 10 g tripton, 5 g maya 0ziitii, 5 g NaCl, 1000 mL saf
su, sicaklik 55°C’ye diistiikten sonra 1000 pl
ampisilin.

LB (Luria-Bertani) 10 g tripton, 5 g maya 0ziitii, 5 g NaCl, 1000 mL saf
Su

%1 Kristal viyole 1 g Kristal viyole, %95°lik Etil alkol (etanol)

2.2. Yontem

22.1. A. baumannii Izolatimn Temini ve Antibiyotik Duyarlihgmn

Tanimlanmasi

Bu ¢alismada Trabzon Fatih Devlet Hastanesinden A. baumannii susu temin edildi ve

tam genom sekanslamasi yapildi.

Antibiyotik duyarlilik testi icin kullanilan antibiyotikler; piperasilin, piperasilin/
tazobaktam, seftazidim, sefepim, aztreonam, imipenem, meropenem, amikasin, gentamisin,
netilmisin, tobramisin, siprofloksasin, levofloksasin, tetrasiklin, tigesiklin, Kkolistin,
trimetoprim/siilfametaksazol dur. VITEK 2 Kompakt Otomatize Sistemi (bioMerieux,
Craponne, Fransa) ile izolatlarin antibakteriyel duyarliliklar1 tespit edilmistir ve sonuglar
Avrupa Klinik Sinir Deger Tablosuna (EUCAST 2017 standartlarina) gore belirlendi.

2.2.2. A. baumannii izolatimin 16S rRNA Dizi Analizi

Molekiiler tanimlama amaciyla, ¢oklu- ila¢ direngli izolatlar icin 16S rRNA gen
bolgesi 27F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") Forward ve 1492L (5'-
GGYTACCTTGTTACGACTT-3") reverse (Macrogen, Amsterdam, The Netherlands)
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oligoniikleotidleri (primer) kullanilarak amplifiye edildi. PZR reaksiyonu; 5 uL DNA, 10
ul 5X DNA polimeraz tamponu (Promega), 3 pL 1,5 mM MgClz, 2,5 uL 4 mM dNTP, 2
pL Forward 2 pL Reverse primer stogu (25 pmol/ puL) ve 1,5 iinite DNA polimeraz
(GoTaq, Promega) son hacim 50 plL’ ye tamamlanacak sekilde deiyonize su eklenerek
hazirlandi. PZR amplifikasyon sartlar1 sirasiyla 94°C’de 2 dk, 94 “C’de 45 sn, 55 °C’de 60
sn, 72 °C’de 60 sn (35 dongii) ve son sentez 72 “C’de 10 dk olacak sekilde gerceklestirildi.
PZR sonucu olusan iirlinler %1°lik hazirlanmis olan agaroz jelde yiiriitiildii. Yiiriitme
sonrast UV 151k altinda goriintiilendi. Uygun goriilen PZR iiriinleri DNA dizi analizi
yapilmak tizere Macrogen’e (Amsterdam, Hollanda) gonderildi. Dizileme sonrasi elde

edilen verileri degerlendirmek i¢cin BLAST programi (NCBI GenBank database) kullanildi.

2.2.3. A. baumannii Izolatimin Stoklanmasi ve DNA izolasyonu

A. baumanii izolatindan segilen tek koloni, tek koloni diisiirme yontemiyle EMB
besiyerine ekimi yapildi. Ardindan 16 saat inkiibasyon siiresince 37°C etiiv igerisinde
birakildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda secilen tek koloni, 3 mL LB broth besiyerine ekildi
ve sonrasinda 37°C” de calkalamali inkiibatdrede inkiibasyona birakildi. Uretilen bakteriyel
stispansiyonlarin stoklamam islemi, -20°C’ de stoklanmak {izere bakteriyel siispansiyondan
800 pl ve %20’lik gliserolden 200 pl olcak sekilde hazirlandi. Hazirlanan ornekler
etiketlenerek -20°C’ ye kaldirildi.

DNA izolasyonu igin Kaynatma metodu tercih edildi. Hazirlanmis olan 3 mL gecelik
kiiltiir eppendorf tiiplere aktarildi ve 10.000 rpm’ de 2 dk santrifiij edildi. Sonrasinda
siipernatant uzaklastirildi ve pellet kism1 1000 pl saf su eklenerek vortekslendi. Ardindan
tekrar 10.000 rpm’ de 2 dk santrifiij edildi. Tekrar siipernatant uzaklastirildiktan sonra
pellet 1000 ul saf su eklenerek vortekslendi. Ornekler 100°C’ de 10 dk kaynatildiktan
sonra tekrar 10.000 rpm’ de 2 dk santrifiij edildi. Son olarak tiiplerin iist kismindan 500 pl
DNA alinarak, PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) reaksiyonlarinda kullanilmak {izere

yeni eppendorflara aktarildi ve etiketlendi.

2.2.4. B-laktamaz Diren¢ Genlerinin Varhginin PZR Yontemiyle Arastirilmasi

Antibiyotik direng genleri (blaoxa-23, blaoxa-s1, blaoxa-ss, blaces ve blatem) ve sinif 1
integronlarin A. baumannii suslarindaki varliginin belirlenmesi, PZR yontemi kullanilarak
gerceklestirildi. PZR reaksiyonu standart olarak 1,5 iinite Taq DNA polimeraz (GeneON),
5 pL genomik DNA, 10 pL DNA polimeraz tamponu, 4 puL 2,5 mM her bir ANTP, 2’ser
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uL ileri ve geri primer stogu (20 pmol/ puL) (Sentegen), 3 uL 25 mM MgCl. ve son hacim

50 uL’ ye tamamlanacak sekilde steril deiyonize su eklenerek hazir hale getirildi.

Amplifikasyon dongii sartlar1 6n denatiirasyon 94°C’de 3 dk, denatiirasyon 94 °C’de

25 sn’de, uzama 72 °C’de 50 sn ve son sentez 72 °C’de 5 dk olacak sekilde uygulandi. PZR

amplifikasyonu i¢in kullanilan T ve primerler Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2. PZR Amplifikasyonu i¢in Kullanilan Trm ve Primerler

Uriin

TAATCAGTGAGGCACCTATCTC

Primer | Sekans (5°-3) Tm°C Kaynak
(bp)
F:5°CS:5-
Smif 1 | GGCATCCAAGCAGCAAG-3'
intogron | 3 CS:5-AAGCAGACTT 56 Degisken | Gisek vd.,
ACCTGA-3' 2013
R:
OXA- | F: ATGAATAAATATTTTACTTG £01 Woodford
23 TTAAATAATATTCAGCTGTTR: vd., 2006
F: TAATGCTTTGATCGGCCTTG
OXA- | TGGATTGCACTTCATCTTGG - 253 Woodford
51 R: vd., 2006
OxA. | F: AAGTATTGGGGCTTGTGCTG
CCCCTCTGCGCTCTACATAC 599 Woodford
58 _ vd., 2006
R:
F: ATGCGCTTCATTCACGCAC
GES CTATTTGTCCGTGCTCAGGA - 863 Moubareck
R vd., 2009
TEM F: 49 860 Copur
R: AGTATTCAACATTTYCGTGT g(‘)‘,izk vd,

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiilenmesi

Agaroz jel elektroforezi PZR f{irlinlerini goriintiilemek ve degerlendirmek igin

kullanildi. Agaroz jel, 0,7 g agaroz ve 70 mL 1X TAE ve 0,5 pg/mL etidyum bromiir

kullanilarak %1°lik olacak sekilde hazirlandi. PZR iriinlerinin %1’ lik agaroz jel
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kuyucuklarina yiiklemesi yapildi. ilk kuyucuga marker olarak 3 pL DNA Ladder
(Promega) yiiklendi. PZR Orneklerinin yiiriitiilmesi 90- 100 voltta, marker tam agilana
kadar siirdiiriildi. Son olarak UV illiminator kullanilarak jelin goriintilenmesi

gergeklestirildi ve sonuglar degerlendirildi.

2.2.6. Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

Kompetent hiicre i¢in, E. coli DH5a stogundan 3 mL LB broth besiyerine ekildi ve
sonrasinda 1 gece 37°C’ de inkiibasyon gercgeklestirildi. Hazirlanan gece kiiltiirtinden 30
mL’ lik LB besiyerine 100 pl aktarilarak ekim yapildi ve ODgoo= 0,4’ e ulasana kadar 30
dk calkalayic1 inkiibatorde biiyiitiildii. Istenilen OD’ ye ulasinca kiiltiir calkalayici
inkiibatorden ¢ikarilarak iki falkona ayrildi ve 10- 15 dk buz tistiinde birakildi. Sonrasinda,
5 dk 4°C’ de 4500 rpm’de santrifiij yapildi ve slipernatant uzaklastirildi. Kalan pellet kismi
tizerine 7,5 mL soguk FSB (Frozen Storage Buffer) eklenerek mikropipet yardimiyla
¢Ozdiirtildii. Ardindan 2 saat buzda bekletildi ve sonrasinda tekrar 10 dk 4°C’ de 4500
rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirildi ve kalan pellet kismi1 2
mL FSB ile mikropipet yardimiyla ¢ozdiiriildii. Son olarak, hazirlanmis olan kompetent

hiicreler steril eppendorflara aktarilarak kullanima hazir hale getirildi.

2.2.7. PZR Pozitif Orneklerin pGEM-T Easy Vektériine Klonlanmasi

PZR iiriinleri pGEM- T easy vektor protokol kurallart takip edilerek ligasyonu
saglandi. Ligasyon reaksiyonu i¢in, son hacim 4 pl olacak sekilde 0,2 ul pGEM- T easy
vektoriine (10 ng), 2 pl 2X T4 ligasyon tamponu, 0,2 pl T4 DNA ligaz ve 1,6 ul PZR
tirtinti eklenerek 16°C” de 16 saat birakilda.

PZR iriiniin vektore ligasyon yapildiktan sonra transformasyon islemi
gerceklestirildi. Daha dnce hazirlanmis olan E. coli DH5a kompetent hiicresine kimyasal

yontemle transforme edildi.

Transferlerin secilmesi asamasinda mavi- beyaz koloni teknigi tercih edildi. Mavi-
beyaz koloni se¢imi i¢cin, AMP’ li (ampisilin) hazirlanmig LB agar iizerine 40 ul IPTG
(100 mM stok) ve 40 pl X- gal (40 mg/ mL) eklenerek yayimi yapildi. Kimyasal yontemle
transformasyonu gerceklestirilmis hiicreler bu petriler iizerine yayildi ve 37°C’ de gece

boyu inkiibasyona birakildi.
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2.2.8. Plazmit izolasyonu

Inkiibasyon sonrasi1 olusan beyaz koloniler steril pipet ucuyla secilerek her biri ayri
ayr1 hazirlanmis, igerisinde 3 mL AMP’ li LB broth besiyeri bulunan tiiplere ekimi yapildi.
Tiipler 37°C’° de 16 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonras: kiiltiirler eppendorflara
aktarilarak 12. 000 rpm’ de 2 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirildi
ve kalan pelletden GeneJET Plazmit Miniprep kiti protokolii takip edilerek, plazmit DNA
izolasyonnu yapildi. Izolasyon sonrasi elde edilen plazmit DNA’s1 %1’ lik hazirlanmis
agaroz jelde yiiriitiildi. Jelin goriintiilenmesi sonrasinda degerlendirilen ve secilen 6rnekler

DNA dizi analizi i¢in Sentebiolab’ a (Ankara/ Tiirkiye) gonderildi.

2.2.9. Sekans Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Sentebiolab’a DNA dizi analizi i¢in gonderilen Orneklerin  sonuglarinin
degerlendirilmesi, Expasy translate Tool ve BLAST programlart araciligiyla

gerceklestirildi.

2.2.10. Siv1 Mikrodiliisyon Yontemi ile iImipenem ve Levofloksasin Minimum

Inhibitér Konsantrasyonlarimin (MiK) Belirlenmesi

Susun farkli antibiyotik gruplarina direngli oldugu daha 6nce tespit edilmisti. Bu
dogrultuda karbapenem grubunu temsilen imipenem ve florokinolon grubundan
levofloksasin secilerek minimum inhibitdr konsantrasyonlart sivi  mikrodiliisyon
yontemiyle belirlendi. Deneyler 96 kuyucuklu plakalar kullanilarak {g¢li tekrar halinde
yapildi. Antibiyotik konsantrasyonlar1 128-1 pg/mL olarak hazirlandi. Kontrol olarak
E.coli DH5a kullanildi. Sonuglar EUCAST’a gore degerlendirildi. Elde edilen MIK
degerleri antibiyotik ile indiiklenerek biyofilm olusumunun arastirilmasinda referans olarak

kullanilmastir.

2.2.11. DNA lzolasyonu

Bakteri genomik DNA'si, Zymo Research “Quick-DNA TM Fungal / Bakteri
Miniprep Kiti, Kat. No: D6005” {ireticisinin talimatlarina gore izole edildi. DNA kalitesi

ve miktar1 spektrofotometrik ve florometrik olarak 6l¢iildii.
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2.2.12. Tam Genom Dizileme

Siralama kiitliphanesi, Nextera XT DNA Kiitliiphanesi Hazirlama Kiti kullanilarak
hazirland1 ve siralama, eslestirilmis u¢ (PE) 2x150 baz okumalar1 olarak Illumina NovaSeq

6000 platformu tarafindan yapildi.

2.2.13. MLST Sekans Tipi Belirlenmesi

Susun klonal alt tiplerini karakterize etmek icin Oxford ve Pasteur tipleme semalari

kullanildi.

2.2.14. Biyoinformatik Analiz

Sekanslamadan sonra ham okumalarmn kalitesi kontrol edildi ve adaptdr sekanslari,
kontaminasyon ve diisiik kaliteli okumalar ¢ikarildi. Daha sonra, Acinetobacter baumannii
susu AB030 (NCBI erisimi: NZ CP009257.1) referans genomu iizerinde temiz veriler
haritaland1 ve referans bazli bir konsensus genomu toplandi. Konsensus genomundaki
varsayilan genler, CLC genomik calisma tezgahi araci kullanilarak referans genom ek
aciklama dosyasina dayali olarak ¢ikarildi ve bu genler, OmicsBox araci kullanilarak

islevsel olarak agiklandi.

2.2.15. Viriilans Genlerinin Belirlenmesi

Viriilans faktor database (VFDB) programi kullanilarak A. baumannii A73 izolatinda
bulunan tiim viriilans genleri (bap, bas, csu, bau, plc, pga, entE, bar, omp, abal, pil, fim,
cvaC) belirlendi.

2.2.16. Biyofilm Olusumunun Kantitatif Olarak belirlenmesi

Susun kantitatif analizi yar1 kantitatif kristal viyole boyama kullanilarak yapildi.
Izolat, Mueller Hinton Agar (MHA) ortaminda gece boyunca inkiibe edildi ve tek bir
koloni, 0.5 birim bakteri siispansiyonu hazirlamak i¢in LB broth besiyeri ile karigtirildi. 96
kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 200 mL bakteriyel slispansiyon ilave edildi ve
daha sonra plaka, 24 saat boyunca 37°C' de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
kuyucuklarda bulunan bakteriyel stispansiyon dokiildii ve plaka daha sonra her 30 saniyede
bir ii¢ kez saf su ile yikandi. Her kuyucuga 200 uL %1 kristal viyole boya ilave edildikten
sonra oda sicakliginda 20 dakika bekletildi ve daha sonra boya uzaklastirildi. Boya
uzaklastirildiktan sonra saf su ile plaka tekrar yikandi ve 15 dakika oda sicakliginda

kurutuldu. Her bir kuyucuga 200 pL %095 etanol ilave edildi ve optik absorbans (A) degeri,

41



kuyucuk duvarma yapisan kristal viyole tamamen ¢oziildikten sonra 620 nm'de
spektrometrede (Thermo Scientific, ABD) okundu. Negatif kontrol olarak E.coli DH5a'nin
OD degeri (Ac) ilk once iki kez ol¢iildii ve ortalama degeri, izolatlar tarafindan dort
biyofilm olusturma kabiliyetinde yorumlama kriterleri olusturmak igin kullanildi: (1)
negatif (-), A <AC; (2) zayif pozitif (+), Ac <A < 2Ac; (3) orta derecede pozitif (++), 2Ac
<A < 4Ac; ve (4) kuvvetli pozitif (+++), A >4Ac (Zhand vd., 2016; Cimen ve Ozad
Diizgiin, 2021).

2.2.17. Antibiyotik ile Indiiklenmis Biyofilm Olusum Deneyi

Antibiyotik indiikkleme ile biyofilm olusumunu arastirmak i¢in yukarda bahsedilen
imipenem ve levofloksasin antibiyotikleri kullanilmistir. Biyofilm olusum deneyleri 96
kuyucukulu plakalarda gerceklestirildi ve 3 tekrarli olarak yapildi. A. baumannii A73 susu,
farkli sublethal imipenem ve levofloksasin konsantrasyonlar1 (1/2, Y4, 1/8 * MIK) ile LB
broth igerisinde inokiile edilerek 37°C' de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrast yukarda bahsedilen biyofilm olusumunun kantitatif olarak belirlenmesi metodu

gerceklestirildi (He vd., 2015; Cimen ve Ozad Diizgiin, 2021).

2.2.18. Motilite Deneyi

Tiim hareketlilik deneyleri i¢in %0,8 agar ile modifiye edilmis LB broth (tripton- 10
g/l; NaCl- 5 g/l; maya 6zii- 5 g/l) kullanildi. Susun hareketliligini test etmek icin kiiltiir,
erken duragan faza biyiitiildii ve steril LB broth ilave edilerek ayni optik yogunluga
ayarlandi ve plakanin merkezine 1 mL'lik bir damla yerlestirildi. Asilamadan sonra, 37°C'
de 48 saat inkiibe edildi. Pozitif izolatlarin toplanmasi, asilama bdlgesi ¢evresinde> 10
mm'lik bir bolge gosteren suslar olarak tanimlandi. Segirme hareketliligi i¢in agar atildi.
Plakalar 9%0,2 kristal viyole ile boyand1 ve fotograflandi. Deneyler {i¢ kez gergeklestirildi
(Vijayakumar vd., 2016; Cimen ve Ozad Diizgiin, 2021).
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3. BULGULAR

3.1. A. baumannii Izolatimn Temini ve Antibiyotik Duyarhhginin Tanimlanmasi

Bu c¢alismada kullanilan sus, 2017 yilinda Tiirkiye' de Trabzon Fatih Devlet
Hastanesinde yogun bakim hastasinin balgam kiiltiiriinden izole edildi ve tam genom
sekanslamas1 yapildi. Izolatin biyokimyasal ve molekiiler tanimlamasi yapildi ve her iki

yonteme gore susun A. baumannii oldugu belirlendi.

VITEK 2 Kompakt sistemi ile izolatin antibakteriyel duyarliliklari tespit edilmistir ve
sonuglar Avrupa Klinik Smir Deger Tablosu (EUCAST 2017) standartlarina gore
belirlenmistir. Izolat antibiyotik duyarlilik testine gore karbapenemlere (imipenem,
meropenem), penisilinlere (piperasilin, piperasilin / tazobaktam), aminoglikozitlere
(amikasin, gentamisin, tobramisin, netilmisin) ve florokinolonlara (siprofloksasin,
levofloksasin) kars1 direnclidir (Tablo 3.1). Izolatin bu antibiyotik gruplarina duyarlilik
profiline gére susun CID oldugu bulundu.

Tablo 3.1. A. baumannii A73 Susu Antibiyogram Sonuglari

Antimikrobiyal MIK Yorum
Piperasilin >= 128 IE
Piperasilin/ Tazobaktam >=128 IE
Imipenem >=16 R
Meropenem >=16 R
Amikasin >=64 R
Gentamisin >=16 R
Netilmisin >=32 R
Tobramisin >=16 R
Siprofloksasin >=4 R
Levofloksasin >=8 R
Tigesiklin <=0,5 S
Kolistin <=0,5 S
Trimetoprim/ Siilfametaksazol <=20 S

(IE: Tiirtin tedavi i¢in iyi bir hedef olduguna dair yetersiz kanit, R: Direncli, S: Duyarl1)



3.2. izolatin Tam Genom Sekans Analiz Sonuclari

A. baumannii (A73) susunun tam genom dizisi verileri bu c¢alismada NCBI
BioProject'e erisim numarast PRINA600804 ve GenBank erisim numarasi CP047930
olarak girilmistir. Tam genom sekans analiz sonuglarina gore izolatin OXA-23, OXA-51,
ampC ve TEM-tipi beta-laktamazlari tagidig1 belirlendi. Tam genom sekans analiz sonucu,
izolatin tasimis oldugu blaoxa-s1 benzeri genin blaoxa-ss varyanti oldugunu ortaya ¢ikardi.
blaoxa-23 genine ek olarak CarO geninin varlig1 da susta gézlemlendi. CarO, karbapenem
ile iligkili bir dis zar proteinidir ve A.baumannii’' de karbapenem direncini destekleyen ana
faktorlerden biridir.

Ayrica izolatin, tabloda gosterildigi gibi diger ila¢ diren¢ genlerini de igerdigi
goriildii; aminoglikozid direng genleri (aac (3), aac6 ', aph (6) -I, strA), kloramfenikol
direng genleri (cat, CatB), tetrasiklin diren¢ genleri (tetR; baskilayici). Florokinolon
direncinden sorumlu olan GyrA geninin Metiyonin olan 683. amino asidinin Ldsin
(Met638Leu) amino asidine degistigi tespit edildi (Tablo 3.2). Tam genom dizileme analiz
sonucuna gore tanimlanan efluks pompalar aileleri ise, RND (adeA, adeB, adeC, adeF,
adeG, adeH, adel, adeJ, adeK), MFS (EmrA / B), SMR (EmrE) ve DMT (permease)
oldugu belirlendi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. A. baumannii A73 Susu Antibiyotik Diren¢ Genleri ve Efluks Pompasi Aileleri

Antibiyotik Sinifi Gen Adi Efluks Pompast  Gen Adi
Alilesi
Betalactam ampC MFS family MFS-ShiA-like
b|ao><A.65 Aral
blaoxa-23 MFS transporter
blaTEM.1 MFS_NepI_Iike
MEFS transporter NreB
MFS
EmrA/B
ABC transporter
permease
Aminoglycosides aac(3) DMT family DMT family transporter
aac6’ transporter multidrug DMT
aph(6)-I transporter
StrA drug/metabolite DMT
transporter permease
Chloramphenicol Cat RND Family adeA
CatB adeF
adeG
adeH
adel
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Tablo 3.2. (Devami)

adel

adeK
adeT
adeT?2
OEP

tolC
LolA_like
permease

Fluoroquinolones Mutation at position LysE family
638 in gyrA: transporter
Met = Leu
Tetracyclines tetR SMR EmrE

3.3. B- Laktamaz Genlerinin PZR ile Belirlenmesi
A. baumannii susunda; Sinif 1 Integron, OXA-23, OXA-51, OXA- 58, GES ve TEM

genlerinin varligi PZR yontemiyle arastirildi.

blaoxas:1 geni A. baumannii izolatlarinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir.
Calismadaki izolatin blaoxa-s1 geni tespit agisindan pozitif oldugu belirlenmistir. blaoxa-ss
genine ise susta rastlanmamustir. Ayrica ornegin siif D B-laktamazlardan blaoxa-23 geni
tasidig1 tespit edilmistir. 822 bp biiyiikliigiinde PZR {irtinii DNA markir ile yirttiilerek UV
altinda goriintiisii alind1 (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. 822 bp’lik blaoxa-23” iin DNA Markir ile Jeldeki Gortintiisii (M: marker; 1:
OXA-23 pozitif 6rnek).

45



3.4. blaoxa-23 Geninin pGEM-T Easy Vektoriine Klonlanmasi
PGEM-T easy vektoriine 822 bp’lik blaoxa-23 geninin ligasyonu gergeklestirildikten

sonra E. coli DH5a hiicrelerine transformasyonu yapild: (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Transformasyon Sonucu Mavi- Beyaz Koloni Olusumu.

GeneJET Plazmit Miniprep Kitindeki protokol takip edilerek plazmit DNA
izolasyonu gerceklestirildi. Izole edilen plazmitler %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii (Sekil
3.3).

Sekil 3.3. Plazmit izolasyonu Jel Goriintiisii (M: Mavi koloniden izole edilen plazmid, 1, 2,
3: blaoxa-23 genini bulunduran plasmid)

3.5. MLST Analiz Sonucu

MLST analizi i¢in, Oxford tipleme semalar1 (gdhB, gltA, gpi, gyrB, recA, rpoD ve
cpn60) ve Pasteur sistemi (cpn60, fusA, gltA, pyrG, recA, rplB ve rpoB) kullanildi. Susun,
Pasteur tipine gore ST2 alelik profiline sahip oldugu gosterildi. Oxford MLST tiplendirme
semasina gore ise, gdhB geninde tek bir allelik degisiklige (G189A) sahip oldugu goriildii.

Pubmlst.org sitesine mutasyonlu olan gdhB gen siras1 girildi ve site bu alellik degisimi
gdhB-227 varyanti olarak adlandirdi. Yeni varyant belirlenip ve adlandirilmasi yapildiktan
sonra aynit siteye Oxford MLST tiplendirmesinde kullanilan genlerin niikleotid siralari
(Sekil 3.4) girildi. Sonug olarak, Oxford tipleme semasina dayal1 yeni bir Klon tespit edildi
ve Pubmlst.org sitesi bu klonu ST2121 olarak adlandird1 (https://pubmlist.org/).
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>Oxf recA 2
TTGCAAGCAATTGCTCAATGTCAAAAATCTGGTGGTACATGTGCCTTCATTGATGCTGA
GCACGCCCTAGACCCTCAATATGCACGCAAACTTGGTGTAGATATTGATAACCTACTT
GTTTCACAACCCGACAACGGTGAGCAAGCACTTGAAATTGCTGACATGCTTGTCCGTT
CAGGCGCAATTGATTTAATCGTTGTGGACTCGGTAGCTGCACTTACCCCTAAAGCAGA
AATCGAAGGTGAGATGGGTGACTCTCATATGGGTCTACAAGCACGTCTTATGAGCCAG
GCACTTCGTAAAATTACGGGTAATGCTAAACGTTCAAACTGTATGGTTATCTTCATTAA
CCAGATTCGTATGAAAATTGG

>Oxf _gpi_102
CGCGGTGCTACGGGTGAAGTGATTCAGGATGTCGTTAATATTGGTGTAGGTGGTTCCG
ATTTAGGGCCTCAAATGGTGACCCATGCACTATGCGATTTTAAAGTAAAAACTGCCAA
ACCACTTAATGTACACTTTGTTTCGACTATGGATGGTAGCCAGTTATCAGACCTACTCC
ATCAACTGCGTCCGGAAACAACTTTATTTATTATTTCTTCAAAGTCATTTGGTACCATT
GATACCTTATCAAATGCACAGACAGTTCGTCAGTGGCTTGAAAAAGCTTTAGGAAAAC
ATGATCGCGTTGT

>Oxf_gltA 1
GATCCTGGTTTTATGGCGACAGCTTCATGCGAGTCTAAAATCACATTTATCGATGGTGA
CAAAGGTATTTTATTACACCGCGGTTACCCGATTGACCAGTTAGCGACTCAAGCAGAC
TACCTTGAAACTTGTTATTTATTATTAAATGGCGAGTTACCAACTGCTGAACAAAAAGT
TGAGTTCGATGCGAAAGTTCGTGCTCATACTATGGTTCATGATCAAGTTAGCCGTTTCT
TCAATGGTTTCCGTCGTGATGCTCACCCTATGGCAATCATGGTTGGTGTAGTAGGCGCA
TTATCTGCTTTCTATCACAACAACCTTGACATTGAAGACATCAACCACCGCGAAATTAC
TGCGATTCGTTTGATTGCTAAAATTCCAACGCTTGCTGCTTGGAGCTACAAATATACTG
TAGGTCAGCCATTCATCTATCCACGTAATGACTTAAATTACGCGGAAAACTTCTTACAC
ATGATGTTTGCAA

>Oxf_gdhB_227
AGAGTAAATCCTGAATCTGGTAGCGCGAAAACAGTATTTCAGGTTCCTGAAATTGTGA
GTGATGCTGATGGGCAAAATGGTTTGTTAGGCTTTGCTTTTCATCCTGACTTTAAACAT
AACCCTTATATCTATATTTCAGGCACTTTTAAAAATCCAAAATCTACAGATAAAGAGTT
ACCTAATCAGACAATTATTCGTAGATATACCTATAACAAAACTACAGATACATTTGAA
AAGCCTATTGATTTGATTGCAGGTTTACCGTCATCAAAAGACCATCAGTCTGGTCGTCT
TGTCATTGGTCCAGACCAAAAAATCTACTATACGATTGGTGACCAAGGCCG

>Oxf_rpoD_3
TGGCCAAATGCTGTTGAAGTTGTATTAAAAGAATATAATGATTTTTTAACTGGCGAAC
GCCGTCTTGCCGATATCTTATCTGGTTATTTAGACCCTGAAACTGACGAAGATATTCCT
GAAGTTTTAGAAGATGTTGAAGAGCTTGAGGAAGAAGACGAATCATCTACAAAGTCA
ACGAAAGAAGTTAAGCTTGATGATGACGATGAAGAAGAAGAGTCTGAAGGTGATGAT
GATTCTGAAGGTGATTCAGGTCCAGACCCTGAAGTTGCAAAAGTTCGTTTTGCTGAATT
AGAAGCTGCATGGGCTCAAACTAAAGCTGTCATCGAAAAACATGGCCGTAATAGCCCT
GAAGCAAATGAAGCTCTTGAGTCTTTAGCAACTGTATTTATGATGTTTAAATTTACTCC
ACGTTTATTTGACATCATTTCAGAAATGATTCGCGGAACTCATGAACAAATTCGTGCC
AATGAACGTGAAATTATGCGTTATGCAGTACGTCGTGGCCGTATGGAC

Sekil 3.4. A. baumannii A73 Susu MLST Profil Gen Siralari
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>Oxf_cpn60_2
ATGAACCCAATGGATTTAAAACGCGGTATCGACATTGCAGTAAAAACTGTAGTTGAAA

ATATCCGTTCTATTGCTAAACCAGCTGATGATTTCAAAGCAATTGAACAAGTAGGTTC
AATCTCTGCTAACTCTGATACTACTGTTGGTAAACTTATTGCTCAAGCAATGGAAAAA
GTAGGTAAAGAAGGCGTAATCACTGTAGAAGAAGGCTCAGGCTTCGAAGACGCATTA
GACGTTGTAGAAGGTATGCAGTTTGACCGTGGTTATATCTCTCCGTACTTTGCAAACAA
ACAAGATACTTTAACTGCTGAACTTGAAAATCCGTTCATCCTTCTTGTTGATAAAAAAA
TCAGCAACATTCGTGAATTGATTTCTGTTTTAGAAGCAGTTGCTAAAACTGGTAAACCA
CTTCTTATCATCG

Sekil 3.4. (Devami)

Tablo 3.3. A. baumannii A73 MLST Klonal Alt Tipleri

Pasteur cpn60  fusA gltA pyrG recA rplB rpoB
ST

ST2 2 2 2 2 2 2 2
Oxford gltA gyrB gdhB recA cpn60  gpi rpoD
ST

ST2121 1 3 221 2 2 102 3

3.5. Viriilans Genlerinin Belirlenmesi

Izolatin tam genomu dizilenmesi yapildiktan sonra viriilans faktorii genleri VFDB
programi kullanilarak belirlendi. Elde edilen verilere gore, izolatin bap, bas (basA, basB,
basC, basD, basG, basJ, basF, basH, basl), csu (csuA, csuB, csuC, csuD, csuE, csuA /
csuB), bau (bauA, bauB bauC, bauD, baukE, bauF), plc (plc, plcD), pga (pgaA, pgaB, pgaC,
pgaD), entE, bar (bara, barB), ompA, pil (pilT2, pilE, pilA, pilF, pilT, pilE / A, pilU, pilB),
aba (abaR, abal), cvaC, fim (fimA, fimT, fiD), bfmR, bfmS viriilans genlerini tasidig
tespit edilmistir (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4. A. baumannii A73 Susunda Tespit Edilen Virulans Faktor Genleri

Virulans faktor genleri

cvaC

Bap

bfmR bfmS

bas basA basB basC basD basf basG basH basl  basJ
csu CSUA csuB csuC csuD CsukE

bau bauA bauB bauC bauD bauk bauF

pga pgaA pgaB pgaC pgaD

entE

bar barA barB

aba abal abaR

omp OmpA

plc plc PlcD

pil pilT2 pilE pilA pilF pilT PilE/A pilU  pilB
Fim FimA FimT fimD

3.6. S1ivi Mikrodiliisyon Yontemi ile imipenem ve Levofloksasin Minimum

Inhibitér Konsantrasyonlarimin (MiK) Belirlenmesi

Imipenem ve levofloksasin MIK degerleri sivi mikrodiliisyon ydntemi ile
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gére imipenemin ve levofloksasinin MIK degerlerinin

64 pg/mL oldugu tespit edilmistir.

3.7. Biyofilm Olusumunun Kantitatif Olarak Belirlenmesi

A.baumannii' nin viriilansla ilgili en énemli 6zelliklerinden biri biyofilm olusturma
yetenegidir. Bu nedenle, izolatin biyofilm olusturma kapasitesini 6liildii. Izolatin biyofilm
olusturabilme kabiliyetinin oldugu goriildii. Biyofilm olusturmasinin kantitatif degerinin
ODes20 de ii¢ tekrarli okuma ile elde edilen ortalama degerin 0.1775 oldugu tespit edildi.
Negatif kontroliin ii¢ tekrarli ile okuma sonucu elde edilen degerin 0, 0450 oldugu

goriilmiistiir. Bu sonu¢ dogrultusun da susun orta derecede biyofilm olusturdugu tespit
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edilmistir. Sekil 3.5 ve Sekil 3.6, antibiyotiklerin yoklugunda (0 pg/mL) ve 1/8, 1/4 ve 1/2
MiK'lerde imipenem ve levofloksasin varliginda susun biyofilm olusum profilini

gostermektedir.

3.8. Antibiyotik ile Indiiklenmis Biyofilm Olusumu

Sus i¢in, imipenem varliginda biyofilm olusturma kapasitesi onemli 6l¢iide artmistir,
32ug/mL (MiK'in 1/2) konsantrasyonunda en yiiksek biyofilm indiiksiyonunun oldugu
tespit edilmistir (yaklasik 1,5 kat). Yine imipenemin % (ODe2o degeri 0.2216) ve 1/8*Mik
(ODes20 degeri 0.2002) konsantrasyonunda antibiyotiksiz biyofilm olusumuna gére susun
biyofilm olusturma kabiliyetinin arttigi goriilmektedir (Sekil 3.5). Levofloksasin
konsantrasyonu 32 pg/mL de 0,2026, 16 pg/mL de 0,2764 ve 8 pg/mL de 0,1633 olarak
kantitatif biyofilm olusum degerleri gozlemlendi. 16 pg/mL (MIK'in 1/4%)
konsantrasyonlarinda levoflaksasin varliginda susta 1,66 kat artisla sonuglanan biyofilm
olusumunda o6nemli bir indiiksiyon goriilmistir. 8 ug/mL  levofloksasin
konsantrasyonunda ise susun biyofilm olusturma kabiliyetinde diisiis oldugu goriilmiistiir
(Sekil 3.6). Bu sonuglara gore biyofilim olusumun en ¢ok indiiklenmesi 16 pug/mL de
levofloksasin konsatrasyonunda olmustur. A. baumannii' nin biyofilm olusumu,
levofloksasin ve imipenem varliginda 6énemli 6l¢iide indiiklenmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda, orta derecede biyofilm olusturma kabiliyeti olan susun hem imipenem hem
de levofloksasin varliginda giiclii bir sekilde biyofilm olusturma kabiliyetinin oldugu tespit

edilmistir.

0.2372 4

0.2216 A

A73
Biyofilm Olusturma Kabiliyeti

0.2002 4

0.1775

r T T T
0 8 16 32

Imipenem Konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 3.5. Imipenem Konsantrasyonuna Gére Biyofilm Olusumu

50



0.2764 A

A73
Biyofilm Olusturma Kabiliyeti

0.2026 A

0.1775

0.1633 A

T T
0 8 16 32

Levofloksasin Konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 3.6. Levofloksasin Konsantrasyonuna Goére Biyofilm Olusumu

3.9. Motilitenin Belirlenmesi

A. baumannii segirme motilitesi, hiicrenin petri kaplarina yayilma kabiliyetine
dayanilarak analiz edildi. Segirme bdlgesi ¢cap1 <5 mm ise, izolat segirme negatif olarak
kabul edildi. 5 ila 20 mm arasinda bir segirme bolgesi ¢ap1 ara olarak kabul edilirken, > 20
mm segirme bolgesi olduk¢a hareketli izolat olarak kabul edilir. Sekil 3.7'de, izolatin

ortalama 16,6 mm capinda bir hareket alani sergiledigi goriilmektedir.

Sekil 3.7. Moatilite deneyi.
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4. TARTISMA

A. baumannii, diinya ¢apinda gesitli enfeksiyonlara neden olan firsatg1 bir hastane

patojenidir. Coklu ilag direnci gelisimi ve viriilans belirleyicilerinin liretimi nedeniyle
yiikksek morbidite ve mortaliteye yol agmaktadirlar (Liu F. vd., 2014). A. baumannii' nin
neden oldugu enfeksiyon semptomlarinin viriilans faktorii ile yakindan iliskili oldugu
bilinmesine ragmen, viriilans genlerinin klinik A. baumannii’ deki dagilimi nadiren
bildirilmistir.
Klinik enfeksiyonlarinda A. baumannii suslarinin en 6nemli viriilans genlerinden biri
kolisin V tiretimidir (cvaC). Bu galismada A. baumannii izolatinin cvaC geni tasidigi tespit
edilmistir. Momtaz ve arkadaslari hastane enfeksiyonlarindan izole edilen A. baumannii’
deki viriilans genlerinin arastirilmasi iizerine bir c¢alisma yapmiglardir. Yaptiklar
calismada cesitli 6rneklerden A. baumannii izole etmislerdir. cvaC geninin en yiiksek, kan
orneklerinden izole edilen A. baumannii’ lerde oldugu goriilmiistiir. Idrar ve beyin
omurilik sivindan izole edilen suslarin hi¢birinde cvaC genine rastlamamislardir (Momtaz
vd., 2015). Yapilan bagka bir ¢calismada cvaC geninin idrar 6rneklerinden izole edilen A.
baumannii’ de yiiksek oranda oldugu tespit edilmistir (Darvishi, 2016).

Biyofilm ile ilgili genlerin varhigimin (bap, ompA, csukE, fimH, epsA, blaper-1, bfmS,
ptk, pgaB, csgA ve kpsMIl) PZR kullanilarak arastirildigi bir ¢alismada, en yaygin gen
csuE (%100), ardindan pgaB (%98), epsA ve ptk (%95), bfmS (%92) ve ompA (%S81)
bulunmustur (Zeighami vd., 2019). Biyofilm A. baumannii’ nin 6nemli bir viriilans
faktoriidiir. Loehfelm ve arkadaglari gelisme ve adezyonun Bap ailesi proteinleri
(kodlanmis gen bap) ile yakindan iliskili oldugunu bildirmislerdir (Liu vd., 2018). CID A.
baumannii' nin nozokomiyal enfeksiyonlarda artan Onemine ragmen, A. baumannii
patogenezinde insan enfeksiyonlari i¢in viriilans faktorlerinin rolii ve mekanizmasi biiyiik
Ol¢iide belirsizligini korumaktadir. Diinya genelinde oldugu gibi Tiirkiye’de de
A.baumannii virulans genlerinin arastirilmasina yonelik kisith sayida ¢alisma
bulunmaktadir. 2020 yilinda Tiirkiye’de csgA, csuE, fimH, ompA ve blaper-1 viriilans
genlerinin varligt PCR ile arastirllmistir. Calisilan izolatlarin  %60’nin  biyofilm
olusturdugunu tespit etmislerdir. PCR ile arastirilan virulans faktor genlerinin (ompA,

CcsuE, fimH ve csgA) sirasiyla %71.2, %32.1, %21.8, %7.1 oranda izolatlarda



belirlemiglerdir. Caligmada yiiksek oranda virillans gen varligr saptamislar ve bu

izolatlarda viriilans ile biyofilm yapiminin iliskili olabilecegini sirasiyla csgA, ompA ve

csuE gen varliklarinin izolatlardaki biyofilm olusumunda katkilarinin oldugunu, fimH

geninin ise biyofilm yapimiyla iliskili olmadigini gostermislerdir (Altinok vd., 2020).

Tam genom dizileme ile viriilans genlerinin belirlendigi bir ¢alismada A. baumanii’
nin, adeG, csuD, bap, IpsB, IpxA, IpxB, IpxC, IpxD, IpxL, barAB, basA, basB, basD, bauA,
entE, hemO, pbpG, plcC ve abal, abaR, bfmRS viriilans determinatlarini tasidig1 tespit
edilmistir (Silva vd., 2018). Yine tam genom dizileme ile yapilan baska bir ¢alismada ClpP
(ATP'ye bagl Clp proteaz proteolitik alt birimi), aldA (aldehit dehidrojenaz), xcpR (genel
salgi yolu protein E), ureA (lireaz alfa alt birimi), tviB (Vi polisakkarit biyosentez
proteini), pilG (segirme hareketlilik proteini) homologlart pilH (segirme motilite proteini),
htpB (60 K 1s1 sok proteini), sodB (siiperoksit dismutaz) ve manB (fosfomannomutaz) A.
baumannii suslarinin tamaminda mevcut oldugu gorilmistir (Liu F. vd., 2014). Bu
calismada CID A. baumannii’nin tam genom dizelemesi ile (basA, basB, basC, basD,
basG, basJ, basF, basH, basl), csu (csuA, csuB, csuC, csuD, csuE, csuA / csuB), bau
(bauA, bauB bauC, bauD, bauE, bauF), plc (plc, plcD), pga (pgaA, pgaB, pgaC, pgaD),
entE, bar (bara, barB), ompA, pil (pilT2, pilE, pilA, pilF, pilT, pilE / A, pilU, pilB), aba
(abaR, abal), cvaC, fim (fimA, fimT, fiD), bfmR, bfmS viriilans genlerini tasidigi tespit
edilmistir. Cesitli raporlar, CSUE, ompA, bap, epsA, bfmS dahil olmak tizere A. baumannii'
nin biyofilm ile ilgili genlerinin biyofilm gelisiminden ve antibiyotik direncinden sorumlu
oldugunu gostermistir (Zeighami vd., 2019). Ayrica, PgaABCD genleri A. baumannii' de
biyofilm olusumu i¢in 6nemli yapilardir. Acinetobacter spp. klinik izolatlar1 arasinda
biyofilm olusumunun ¢ekirdek algilama sistemi (abal, abaR) molekiiliiniin kontrolii altinda
oldugu bulunmustur. ila¢ direnci ile abaR'in A. baumannii' nin biyofilm olusumu
tizerindeki etkisi arastirilmis ve A. baumannii' deki abaR'm biyofilm olusumu ile iliskili
oldugu bulunmustur (Eze vd., 2018). PCR metodu daha ucuz ve kullanisli bir metot olsada
bir veya birka¢ genin varligim tespit etmek icin uygundur. WGS ise pahali bir metot
olmasinin yani sira, bir susun tiim DNA dizisinin ortaya ¢ikarilmasi sayesinde tasidig

genleri daha net bir sekilde tespit etme imkan1 saglamaktadir.

Bu calismada CID A. baumannii A73’iin hareket etme yetenegi arastirilmis olup,
susun orta seviyede hareket etme 6zelliginin oldugu tespit edilmistir. Tiirkiye’ de Era¢ ve

arkadaslart 2014 yilinda 65 A. baumannii’nin biyofilm olusturma, segirme ve yayilma
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hareketlerinin de incelendigi calismada 1 susun segirme, 7 susun ise yayilma hareketinin
oldugunu gostermislerdir. Ayni ¢alismada suslarin 12 giiclii, 3 orta, 1 tanesinin ise zayif

biyofilm olusturma yeteneginin oldugunu tespit etmislerdir (Erag vd., 2014).

Yapilan bir ¢aligma da biyofilm indiiklenebilirligini degerlendirmek i¢in A. baumannii
ABR2, ABR11 ve ABS17 olarak adlandirilan ii¢ temsilci sus kullanilmistir. Bu suslarin
biyofilm indiiklenmesi meropenem ve levofloksasinnin konsatrasyonu 1/8, 1/4 ve 1/2
*MiK'lerde yapilarak degerlendirilmistir. Antibiyotik yoklugunda, biyofilm olusturmada
en bilyik kabiliyetin ABS17 susunda, ardindan ABRI11 ve ABR2'de oldugunu
gozlemlemislerdir. ABR2 susu i¢in, biyofilm olusturma kapasitesi levofloksasin varliginda
onemli dlgiide arttigr gosterilmis, 2 pg/mL (MIK'nin 1/2) konsantrasyonunda en yiiksek
biyofilm indiiksiyonunu (2,51 kat) tespit etmislerdir. ABR11 susu i¢in biyofilm olusumu
levofloksasin varliginda, 2 pg/mL (MiK'nin 1/4) konsantrasyonunda &nemli bir artisla
indiiklendigi goriilmiistiir. Biyofilmin indiiksiyonu meropenem varliginda ABR2 susunda
acik bir sekilde saptayamamislardir ki 32 pug/mL (1/2 MIK) meropenem konsantrasyon
varliginda biyofilm olusumunun énemli 6l¢iide azaldigini tespit etmislerdir. 8 pg/mL (MIK
1/8) ve 16 ng/mL (MIK 1/4) konsantrasyonlarinda meropenem varliginda 2.12 ve 2,43 kat
artisla ABR11 susunda onemli bir biyofilm olusumu indiiksiyonunu gostermislerdir. A.
baumannii ABS17'nin biyofilm olusumu, hem levofloksasin hemde meropenem varliginda
onemli 6l¢iide indiiklendigini bildirmislerdir; 0.06 pg/mL levofloksasin konsantrasyonda
(MIK 1/4) 6.24 kat artis ve 0.06 pg/mL meropenem varhiginda (1/8 MIK) 4.41 kat artisla
bu susta en fazla biyofilm olusumunu gostermislerdir (He vd., 2015). Bizim ¢alismamizda
da benzer sekilde A. baumannii A73’tin karbapenem grubu antibiyotiklerden olan
imipenem ve florokinolon grubundan olan levofloksasin varliginda biyofilim olusumunun
indiiklendigi tespit edilmistir. En yiiksek biyofilm indiiklenmesi 16 pg/mL (1/4 MIK)
levofloksasin konsantrasyonunda belirlenmistir. Bu sonu¢ A. baumannii tarafindan
olusturulan biyofilmlere kars1 antibiyotik tedavisi se¢iminden Once molekiiler

epidemiyolojinin 6nemine 151k tutmaktadir.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalar, A. baumannii izolatindaki en 6nemli viriilans
genlerinin varligmmin klinik 6nemleri ile tutarli oldugunu bulmus ve ayrica hepsinin
potansiyel biyofilm iireticileri oldugunu dogrulamistir. Biyofilm olusumu, antimikrobiyal
direng¢ ve kuruma direnci, birbiriyle iligkili 6nemli faktorlerdir. Biyofilm olusumu

antibiyotik direnci gelistirmede onemli bir viriilans faktorii olmakla birlikte, kolistin gibi
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katyonik polipeptitlere karsi direncin kuruma toleransina aracilik ettigi ve arttirdig
bilinmektedir (Lee vd., 2008; Boll vd., 2015). Tim bunlara dayanarak, viriilans faktorleri,
biyofilm olusumu ve antibiyotik direnci arasindaki iliskinin arastirilmasi A. baumannii ile

ilgili sorunlarin ortadan kaldirilmasinda 6nemli bir arag olacagi diisiiniilmektedir.

OXA tipi karbapenemazlar, A. baumannii' deki karbapenem direncinin ana
mekanizmalarindan biridir (Lopes vd., 2012; Lukovic, 2020). A. baumannii' nin bes OXA
karbapenemaz ailesi vardir (de Souza Gusatti vd., 2012). OXA-23 benzeri enzimlerin
varligi, A. baumannii' deki en yaygin karbapenem diren¢ mekanizmalarindan biridir. Bu
calismada, A. baumannii' de hem OXA-23 hem de OXA-66 tip D sinifi beta laktamazlar
tespit edildi. Bildigimiz kadariyla, bu ¢alismada OXA-66 Tiirkiye'de ilk kez A. baumannii
klinik izolatinda rapor edilmistir. TEM gibi OXA ve ESBL genlerinin varligi hemen
hemen tiim beta-laktam antibiyotiklere direng¢ saglar (Sharif vd., 2014). Bu galismada A.
baumannii' nin beta-laktamaz tip TEM-1 tasidig1 belirlendi. Hem OXA hem de TEM tipi
beta laktamaz tasiyan susun karbapenemlere direng gosterdigi gortilmektedir. Susun ADC
tipi ampC trettigi tespit edildi. Cin'de A. baumannii' de AmpC p-laktamazlarin
yaygmhgin ve ilgili ilag direncini belirlemek i¢in bir ¢alisma yapildi ve A. baumannii
suglarindaki ¢ogu genis spektrumlu B-laktam antibiyotige direncin ADC tipi ampC ile
iligkili olabilecegini gosterdi. (Liu vd., 2015).

Eflux pompalari, Gram-negatif bakterilerde ¢oklu ila¢ direncine katkida bulunur. A.
baumannii' de, dort akis pompasi kategorisi RND, MF, MATE, SMR tasiyici ailesi
antimikrobiyal direng ile iligkilidir (Farlow vd., 2019). Bir¢ok ¢alisma, AdeABC'nin asir1
ekspresyonunun ve mutasyonlarin, A. baumannii izolatlarinda c¢oklu ilag direnci igin
onemli bir mekanizma sagladigini gostermistir (Jassim vd., 2016). blaoxa ve AdeABC
genleri arasindaki is birligi, A. baumannii izolatlarinda yiikksek karbapenem direncine
neden olabilir. Baz1 ¢aligmalar, adeFGH operonunun kismen antimikrobiyal ajana direncle
iliskili olabilecegini gdstermistir. AdeFGH eflux pompast muhtemelen A. baumannii' deki
florokinolonlara dirence aracilik etmektedir. Calismamizda izolatin florokinolonlara kars1
yiiksek direng gosterdigi goriilmiistiir. Bazi arastirmacilar, AdeG'in asir1 ekspresyonu ile
siprofloksasin direncindeki artis arasinda bir korelasyon oldugunu gostermistir (Mobasseri
vd., 2018). Calismalar, AdeG'in asir1 ekspresyonunun A. baumannii patojenitesi ile iligkili
oldugunu bildirmistir. A. baumannii’ de bulunan bir baska pompa da AdelJK pompasidir.

Bu pompa beta-laktamlar, kloramfenikol, florokinolonlar, rifampin, trimetoprim gibi ¢esitli
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antibiyotik gruplarini disar1 akitir. Arastirmacilar, A. baumannii' deki AdelJK kaybinin
antibiyotik duyarlilik profilleri iizerinde bir etkisi oldugunu gostermistir (Knight vd.,
2018). Kiigiik ¢oklu ila¢ direnci (SMR) ailesi, RND akis pompasi ailesi gibi bir ilag direnci
belirleyicisidir. Escherichia colimin EmrE proteini, SMR ailesinin iyi bilinen bir tiyesidir
ve toksik bilesiklere karsi dirence katkida bulunur (Li X.Z. vd., 2003). Bu ¢alismada A.
baumannii' de EmrA/B, EmrE, adeABC, adeFGH ve adelJK akis pompalar1 tespit

edilmistir.

GyrA, gyrB, parC ve parE genlerindeki mutasyonlar siklikla A. baumannii' de
tanimlanir ve bunlar yiiksek diizeyde florokinolon direnci saglar. Calismalar, GyrA'daki
Ser83Leu'nun amino asit degisikliginin siprofloksasin ve nalidiksik aside yiiksek dirence
neden oldugunu gostermistir (Liu Y.H. vd., 2012). Bu calismada, gyrA geninde yeni bir
mutasyon tespit edildi (Met638Leu). Bu mutasyon, izolatin yiiksek florokinolon direncinin

nedenlerinden biri olarak gosterilebilir.

Daha once, Tiirkiye dahil Akdeniz iilkelerinde A. baumannii' de ST2 klonu rapor
edilmisti (Nawfal vd., 2019; Abhari vd., 2019). ST2 klonunun OXA-23 karbapenemaz
dretimi ile iligkili oldugu bilinmektedir. Dagher vd. izolatlarin Liibnan'da en yaygin ST2
klonuna sahip oldugunu gostermistir (Nawfal vd., 2019). SENTRY Antimikrobiyal
Gozetim Programu tarafindan Cin, Hong Kong, Hindistan, Kore, Singapur ve Tayland'da
yapilan bir arastirma, OXA-23 ireten yiiksek bir A. baumannii dagilimmin oldugunu
gosterdi. Farkli {ilkelerde benzer sonuglarin elde edilmesi gercegi, diinya capinda
salginlarin uluslararast I ve II klonlarmin yayilmasiyla ilgilidir. Ayrica Tiirkiye gibi
Akdeniz iilkelerinde A. baumannii salginlar1 6zellikle ST2 suslarinin yayilmasindan
kaynaklanmigtir (Nawfal vd., 2019). Oxford semasma goére, ST218 gibi ST'ler,
antimikrobiyal direncin yayilmasindan sorumludur. A. baumannii’ nin klinik izolatlarindaki
ST218 klonlar1 Tiirkiye'de heniiz rapor edilmemistir. Bugiine kadar, ST218 klonu
Danimarka, Japonya, Cin ve Tayvan'daki A. baumannii izolatlarinda rapor edilmistir
(Wang vd., 2013; Liu vd., 2019). Bu ¢alismada ST218 klonuna benzer Yeni ST2121 klonu
tespit edilmis ve Tirkiye'de ilk olarak A. baumannii izolatinda rapor edilmistir (Cimen ve
Ozad Diizgiin, 2021).
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5. SONUC ve ONERILER

Biyofilm olusumu, antimikrobiyal diren¢ ve kuruma direnci birbiriyle iligkili 6nemli
faktorlerdir (Ranjbar ve Farahani, 2019). Biyofilm olusumu antibiyotik direncinin
gelismesinde dnemli bir viriilans faktorii iken, kolistin gibi katyonik polipeptidlere direncin
kuruma toleransina aracilik ettigi ve onu arttirdigi bilinmektedir (Boll vd., 2015). Tim
bunlardan yola ¢ikarak, viriilans faktorleri, biyofilm olusumu ve antibiyotik direnci
arasindaki iligkinin arastirillmasi ve analiz edilmesi, A. baumannii ile ilgili sorunlarin

giderilmesinde 6nemli bir ara¢ olacaktir.

Sonug olarak, izole A.bumannii' de ¢oklu ilag direncinin nedeni arastirildi. Bu
calismada gyrA genindeki yeni amino asit degisiklikleri WGS ile belirlendi. Yeni bir
STOxf, ST2121, klonu da tespit edildi ve arastirildi. Ayrica blaoxass genini barmdiran
ST2Pas/ST2121 susu Tiirkiye'de ilk kez A. baumannii' de bildirildi.

A. baumannii, diinya ¢apinda sorunlu bir yogun bakim patojeni haline gelmistir. Her
gecen giin MDR, WDR ve PDR suslar1 artis gostermektedir. Bu durum, yogun bakim
hastalar1, polikliniklerde yatan hastalar ve trajik olarak saglikli insanlar i¢in tehlike arz
etmekte ve halk sagligi problemi olarak kabul gérmektedir. Diinya ¢apinda 6nemi fark
edilmis olup arastirilsa da, Tiirkiye’de literatiir acisindan fazlaca eksik bulunmaktadir. A.
baumannii kaynakli saglik problemleri ile basa c¢ikmak igin epidemiyolojisinin
arastirilmasi, tam genom dizilemesi ile sahip oldugu kritik genlerin ortaya ¢ikarilmasi
onem arz etmektedir. Yapilacak olan calismalarin ivedilikle yapilmasi ise kritik dnem

tagimaktadir.

Bu calisma, Tiirkiye’deki A. baumannii profilini olusturmak i¢in bir adim sayilabilir
ve sonradan yapilacak caligmalar i¢in yol gosterici olabilir. Bu kapsamda gelecekte
yapilacak olan detayli caligmalar, literatiir icin 6nem arz etmektedir. Daha detayli ve
kapsamli literatiir bilgisi ile, A. baumannii ile verilen savasta iistiin konumda olmak

Ongoriilebilir bir durum olabilir.
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