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1. OZET

Amagc: Acinetobacter baumannii suslari, diinya {izerinde yaygin goriilen
nozokomiyal patojenlerdir. Bu ¢alismada 2018-2019 yillar1 arasinda Hitit Universitesi-
Corum Erol Olgok Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde ¢esitli klinik 6rneklerden izole
edilen A. baumannii izolatlarinin fenotipik ve genotipik testlerle viriilans faktorlerinin
test edilmesi (biyofilm olusumu, haraket yetenegi, hemoliz olusturma), direng
genlerinin arastirilmasi, uluslararasi klon analizi yapilmasi, izolatlar arasindaki klonal

yakinlhigin belirlenmesi ve plazmid profilinin tanimlanmas1 amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: 98 A. baumannii izolatinin identifikasyonu ve antibiyotik
duyarliligi Vitek 2 sistemiyle, kolistin antibiyotik duyarliligi ise sivi mikrodiliisyon
metoduyla belirlendi. Karbapenem direnci iliskili genler ve biyofilm iligkili genler
tarand1. Izolatlar molekiiler yontemlerle tiplendirildi, uluslararas1 klonlar1 belirlendi ve
alkali lizis yontemiyle suslarin plazmid profilleri ¢ikarildi. Izolatlarm koloni tipi,
hemoliz 6zelligi, motilitesi, biyofilm olusumu ve metallobetalaktamaz tretimi fenotipik
yontemlerle test edildi. Biyofilm olusumu seramik yiizey, plastik tip, vaskiiler kateter
ve foley Kkateter ylzeylerinde arastirildi. Biyofilm seviyesi spektrofotometreyle 6lgtldd,

elektron mikroskobuyla goértntilendi.

Bulgular: A. baumannii izolatlariin imipenem-meropenem direnci %87
(85/98), kolistin direnci %8 (8/98) olarak bulunmustur. Izolatlarm %42’si ¢oklu ilaca
direncli, %451 asir1 ilag direncli, %13’1 ise tiim antibiyotiklere duyarli saptanmustir.
Suslarin  %83,5 (71/98)’inde metallobetalaktamaz enzimi pozitif bulunmustur.
Karbapenem direngli izolatlarin  %98,8 (84/85)’inde blaOXA-51, blaOXA-23,
ISabl/blaOXA-51, ISAbal/blaOXA-23 genleri pozitif saptanirken, blaOXA-24/40 ve
blaOXA-58 genleri saptanmamistir. Hastane salgin izolati Genotip D, uluslararasi clon
Il olarak belirlenmistir. Genel olarak, duyarli ve direncli izolatlarin plazmid profilleri,
genotipleri ve klonalitesi arasinda benzerlik gdozlenmemistir. Izolatlarin %88’inde farkli
seviyelerde biyofilm olusumu oOl¢lilmiistiir ve ¢ogunda biyofilm genleri saptanmustir.
Biyofilm olusumu en giiglii foley kateter yilizeyinde gézlenmistir. Calismada hemolitik

aktivite haricinde virtlansla direng arasinda iliski bulunmamustir.



Sonug: Direngli A. baumannii suslarinin virilans ozelliklerinin ve direng
mekanizmalarinin  belirlenmesi, suslarin  epidemiyolojik takibi A. baumannii
enfeksiyonlarina karsi korunma ve tedavide fayda saglayacak, olas1 komplikasyonlari
ve mortaliteyi azaltmada etkili olacak, gelecekte yeni tedavi yontemlerin

gelistirilmesine yardimci olacaktir.

Anahtar Kelimeler: A. baumannii, antibiyotik direnci, virilans, REP-PCR,

plazmid

VI



IV. ABSTRACT

Investigation of Phenotypic and Genotypic Characteristics of Acinetobacter

baumannii Clinical Isolates

Background: In this study, we aimed to investigate the virulence factors
(biofilm formation, movement ability, hemolysis) and resistance genes to determine
international clones and clonal relationship, plasmid profile by phenotypic-genotypic
tests in A. baumannii isolated from various clinical samples in Hitit University-Corum
Erol Olcok Training and Research Hospital between 2018-2019.

Materials and Methods: Identification and antibiotic susceptibility of 98 A.
baumannii isolates were determined with the Vitek 2 system. Colistin antibiotic
susceptibility was determined with the broth microdilution method. Carbapenem
resistance genes and biofilm associated genes were investigated. Isolates were typed by
molecular methods and international clones identified. The plasmid profiles of the
strains were determined by the alkaline lysis method. Colony morphology, type of
hemolysis, motility, biofilm formation and metallobetalactamase production were tested
by phenotypic methods. Biofilm formation was investigated on ceramic surface, plastic
tube, vascular catheter and foley catheter surfaces. Biofilm level was measured by

spectrophotometer and visualized by electron microscope.

Results: The imipenem-meropenem resistance of A. baumannii isolates was
87% (85/98) and colistin resistance was 8% (8/98). 42% of the isolates were resistant to
multiple drugs, 45% to extreme drugs, and 13% to all antibiotics. Metallobetalactamase
production was found in 83,5% (71/98) of the strains. The genes of blaOXA-51,
blaOXA-23, ISabl / blaOXA-51, ISAbal / blaOXA-23 were found in 98,8% (84/85) of
carbapenem resistant isolates. The blaOXA-24/40 and blaOXA58 genes were not
detected. Hospital epidemic isolate was Genotype D and it has been classified as clon 1.
Overall, no similarities were observed between susceptible and resistant isolates in
terms of plasmid profiles, genotypes and clonality. Different biofilm levels were
measured in 88% of the isolates, and biofilm associated genes were detected in most of

them. Biofilm formation was most strongly observed on the foley catheter surface.

Vil



Except for hemolytic activity, no relationship was found between virulence and

resistance in the study.

Conclusion: Determination of virulence factors and resistance mechanisms of
strains and epidemiological follow-up will be beneficial in prevention and treatment of
A. baumannii infections. It will also be effective in reducing possible complications and
mortality and will help the development of new treatment methods in the future.

Keywords: A. baumannii, antibiotic resistance, virulence, REP-PCR, plasmid
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V. KISALTMALAR

ABC : Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex
AB : Avrupa Birligi

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

ADC : Acinetobacter derived cephalosporinase

AFLP : Amplified Fragment Length Polymorphism

AID . Asir1 Tlaca Direngli

AK : Amikasin

ARDRA : Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis
AT Ototransportor

Ata : Acinetobacter Trimeric Autotransporter

ATCC : American Type Culture Collection

BAL : Bronkoalveolar Lavaj

Bap : Biyofilm-iligkili Protein

BfmRS : Biofilm Formation Regulator System

BH : Blylk Hata

BHIB : Brain Heart Infusion Broth

BOS : Beyin Omurilik S1visi

CAESAR : Central Asian and Eastern European Surveillance of

Antimicrobial Resistance

CAZ . Seftazidim

CBH : Cok Buyuk Hata

CFU : Coloni Forming Unit (Koloni olusturan (nite)
CHLD : Karbapenem-Hidrolize Edici Sinif D-Laktamazlar
CIP : Siprofloksasin

CiD : Coklu Tlaca Direncli

CN : Gentamsin

CRAB : Carbapeneme Resistance Acinetobacter baumannii

CsuA/BABCDE : Chaperone—usher Pili Assembly System
CT : Kolistin

CYB : Cerrahi Yogun Bakim

DAP : 1,3-diaminopropan



DNA
dNTP
DSO
EARS-Net
ECDC
EDTA
EMB
EPS

EU
EUCAST
G-BHIB
GSBL

LPS
MALDI TOF-MS

MATE
MBL
MEM
MHA
MiK
MLST
MYSTIC
NaCl
NaOH
NCBI
NCTC
oD
OMP

: Deoksiribonukleik Asit

: Deoksinukleotidtrifosfat

: Diinya Saglik Orgiitii

: The European Antimicrobial Resistance Surveillance Network
: Avrupa Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri

: Etilendiamintetrasetik Asit

: Eozin Metilen Blue Agar

: Ekzopolimerik Madde

: European Clone

: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
: Glikozlu Brain Heart Infusion Broth

: Genislemis Spektrumlu pB-Laktamaz

: International Clone

: Imipenem

: Insersiyon Sekansi

: Katyon Ayarli Mueller Hinton Broth

: Luria Bertani

: Lipopolisakkarit

. Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time Of Flight
Mass Spectrometry

: Multidrug and Toxic Compound Extrusion

: Metallobetalaktamaz

: Meropenem

: Mueller Hinton Agar

: Minimum Inhibitér Konsantrasyon

: Multilocus Sequence Typing

: Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection
: Sodyum Klorur

: Sodyum Hidroksit

: National Center for Biotechnology Information

National Collection of Type Cultures

: Optik Dansite

: D1s Membran Proteini



OmpA
OXA
PBP
PBS
PCR
PFGE
PL
PNAG
QS
RAPD
REP-PCR
RND
SDS
SEM
SMD
SXT
TAE
TGC
TIiD
T1SS
VIP
YBU
Rpm

g

bp

Kb

dk

sn

sa

pL

mL
pm

mm

: Outer Membrane Protein A

: Oksasilinaz

: Penisilin Baglayan Protein

: Phosphate Buffer Salin

: Polymerase Chain Reaction

: Pulse Field Gel Elektroforezi

: Fosfolipaz

: Poli-beta-1-6-N-asetilglukozamin
: Quorum Sensing

: Random Amplified Polymorphic DNA
: Repetitive Extragenic Palindromic - Polymerase Chain Reaction
: Resistance-nodulation-division
: Sodyum Dodesil Sulfat

: Taramal1 Elektron Mikroskobu
: S1v1 Mikrodiliisyon

: Trimetoprim-Sulfametaksazol

: Tris - Asestik Asit- EDTA

: Tigesiklin

: Tiim Ilaglara Direncli

: Tip 1 Sekresyon Sistemi

: Ventilator Iliskili Pnémoni

: Yogun Bakim Unitesi

: Revolutions Per Minute

: Gravite

: Base Pair

: Kilobaz

: Dakika

. Saniye

: Saat

: Mikrolitre

: Mililitre

: Mikrometre

: Milimetre
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ug
mg
mM

°C

: Mikrogram
: Miligram

: Milimolar
: Molarite

: Santigrat Derece
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1. GIRIS VE AMAC

Acinetobacter baumannii suslari, hizla ¢oklu antibiyotik direnci gelistiren,
insanda ¢esitli klinik enfeksiyonlara neden olan non-fermentatif gram negatif
kokobasillerdir (1). Cesitli ylizeylerde biyofilm olusturma, kuruluga ve dezenfektanlara
direncli olma o&zellikleri nedeniyle 6zellikle yogun bakim iinitelerinde (YBU)
ventilatorle iliskili pndmoniye (VIP) sebep olan ve hastane salginlarindan siklikla izole

edilen mortalitesi yiksek 6nemli bir nozokomiyal patojendir (2).

A. baumannii’nin P-laktam antibiyotiklere karsi direng olusumunda {irettigi
genislemis spektrumlu B-laktamazlar (GSBL), metallobetalaktamazlar (MBL),
oksasilinazlar (OXA) énemli rol oynamaktadir (3). Farkli iilkelerden yapilan siirveyans
caligmalar1 A. baumannii suslari arasinda karbapenem direncinin kademeli yiikseldigini,
son on yilda Avrupa, Kuzey Amerika ve Latin Amerika’da giderek arttigini
gostermektedir (4). Karbapenem direncinden esas olarak bakterinin salgiladigi OXA tipi
karbapenemazlarin ve MBL’lerin sorumlu oldugu bilinmektedir (3,5). Yine ISAbal
insersiyon elementinin  karbapenem  direnci  gelistiren OXA tipi  genlerin

ekspresyonunda ve transferinde biiytik bir rol oynadig: tespit edilmistir (6,7).

Kolistin dirinci diisiik olmakla birlikte, yaygin kullanimina bagl kolistin direngli
izolatlar da bildirilmeye baslamis, A. baumannii i¢in tedavi segenekleri oldukga kisitli
hale gelmistir (8,9). Mevcut durum gelecekte yasanabilecek tedavi sikintist nedeniyle
coklu ilaca direngli (CID) izolatlarin artmasini énlemede; uygun ve akilcr antibiyotik
secimi, temas izolasyonu onlemleri, el hijyeni, ¢evre temizligi egitim faaliyetleri ve
siirveyans ¢alismalar1 gibi enfeksiyon kontrol miidahalelerinin geregini acikca

gostermektedir (4).

Hastane ici salginlar1 énlemede CID A. baumannii gibi 6nemli nozokomiyal
patojenlerin, siirveyans programi dahilinde rutin ya da diizenli araliklarla tiplendirilmesi
onerilmektedir. Giiniimiizde cesitli molekiiler yontemler epidemiyolojik tiplendirmede

kullanilmaktadir. Rutin laboratuvarlarda hizli, kisa siirede sonug¢ veren, ayrim giicii
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yuksek amplifikasyon temelli yontemlerden REP-PCR (repetitive extragenic
palindromic - PCR) tiplendirmede yaygin olarak kullanilmaktadir (10). Direngli
patojenlerin baskin soylarinin kiiresel ¢apta epidemiyolojik takibi gerekli olup, 6zellikle
Avrupa salgmlarindan sonra A. baumannii’nin uluslararas1 soylar1 da (International
Clones, IC) tanimlanmistir. IC tiplendirmesinde Pulse Field Gel Elektroforezi (PFGE),
Multilocus Sequence Typing (MLST) ve Polymerase Chain Reaction (PCR) tabanl
molekiiler yontemler kullanilmaktadir (11). Literatiirde ayrica A. bumannii’nin tasidigi
plazmidlerin diren¢ genlerinin kazaniminda rol oynadigina ve epidemiyolojik

calismalarda belirteg olarak kullanildigina dair ¢alismalar da az sayida mevcuttur (3).

Son yillarda A. baumannii izolatlartyla yapilan caligmalar incelendiginde
bakterinin virulans faktorleriyle ilgili arastirmalarin  olduk¢a sinirlh  oldugu
gorulmektedir (12). Yapilan ¢alismalarda virulans faktorleri arasinda; dis membran
proteini A (Omp A), penisilin baglayan protein (PBP)-7/8, fosfolipazlar (PL),
lipopolisakkarit (LPS), polisakkarit kapsul, tip-1 pili gosterilmistir (13,14). Bu virilans
faktorleri biyofilm olusturma, hareket yetenegi, hemolitik aktivite, serum direnci, efluks
pompasi, demir kazanimi gibi kritik mekanizmalara etki ederek enfeksiyon
patogenezinde Onemli rol oynamakta ve bakterinin olumsuz kosullarda hayatta
kalmasimi saglamaktadir (13,14). A. baumannii, ¢esitli biyotik ve abiyotik yiizeylerde
biyofilm olusturarak olumsuz kosullar altinda uzun slre hayatta kalabilmektedir (15).
Biyofilm olusumunda bakteri yapisal bilesenleri (pili), bakteriyel yiizey bilesenleri
(OmpA), makromolekiler sekresyonlar ve gevreyi algilama sistemi (QS) rol almaktadir
(15).

Literatlirde A. baumannii’de yapilan fenotipik ve genotipik testlerle bakteri
virilans faktorleri, direng genleri ve bunlar arasindaki iligki arastirilmakla birlikte

caligmalar arasinda farkliliklar oldugu gorilmektedir (16).

Calismamizda Corum’da klinik o6rneklerden izole edilen A. baumannii
izolatlariin fenotipik olarak antimikrobiyal direng paterninin ve virtilans 6zelliklerinin
(biyofilm olusturma, hareket yetenegi, hemolitik aktivite) belirlenmesini; genotipik
olarak ise direng iliskili OXA-tipi genleri, ISAbal genleri ve biyofilm iliskili genleri
arastirmayi, suslarin Klonal yakinligin1 ve hastanemizdeki uluslararasi baskin klonun
belirlenmesini, plazmid profilinin tanimlanmasint ve bunlar arasindaki iliskiyi
degerlendirmeyi amagcladik. A. baumannii suslarmin gincel genotipik ve fenotipik

ozellikleriyle epidemiyolojik acidan degerlendirilmesi sonucunda elde edilen kapsamli
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veriler hastanemiz A. baumannii enfeksiyonlara yonelik alinacak enfeksiyon kontrol
onlemlerinin  belirlenmesine, gelecekteki profilaktik ve terapotik segeneklerin
olusturulmasina ve bir sonraki asamada yapilacak olan ileri ¢alismalara 151k tutacak

olup, hem ulusal hem de uluslararasi literatlire 6nemli katkilar saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce ve Taksonomi

Acinetobacter spp. katalaz pozitif, oksidaz negatif, zorunlu aerob, non-
fermentatif, hareketsiz, Moraxellaceae ailesinin Uyesi gram negatif kokobasillerdir
(17,18). ilk olarak 1911 yilinda, Hollandali mikrobiyolog Martinus Willem Beijerinck
tarafindan  topraktan izole edilmis ve Micrococcus calcoaceticus olarak
isimlendirilmistir (4). Zaman i¢inde bu tanimlamalar, siniflandirmalar yetersiz kalmis
yeni calismalarla benzer organizmalar olan Diplococcus mucosus, Micrococcus
calcoaceticus, Alcaligenes haemolysans, Mima polymorpha, Moraxella Iwoffi, Herellea
vaginicola, Bacterium anitratum, Neisseria winogradskyi, Achromobacter anitratus ve
Achromobacter mucosus gibi farkli jenerik isimlerle bircok cins ve tur iginde yer
almstir (19,20).

Yunan dilinde ‘akinetos’ olarak gegen ‘hareketsiz’ anlamina gelen
‘Acinetobacter’ cins ismi uzun siire zarfinda ¢esitli ¢alismalar sonucunda belirlenmistir.
1954 yilinda Brisou ve Prevot (21) tarafindan, Achromobacter cinsi bakterilerden
ayirabilmek amaciyla tiiretilmistir. Baumann ve ark. (22) 1968’de yaptigi arastirma
sonucunda Acinetobacter cinsi olarak Moraxellaceae ailesi icinde 1971’de “Moraxella

ve Iliskili Bakteriler Taksonomi Komitesi” tarafindan resmi olarak onaylanmistir (23).

Acinetobacter cinsine ait tiir ¢alismast 1986 yilinda Bouvet ve Grimont (24)
tarafindan yapilmis ve DNA-DNA hibridizayon yontemiyle Acinetobacter cinsi iginde
12 farkli genomik tiir tanimlanmistir. Bu tiirler arasinda A. calcoaceticus, A.
baumannii, A. haemolyticus, A. johnsonii, A. junii ve A. Iwoffii bulunmaktadir. 1989°da
Tjenberg ve Ursing, ardindan Bouvet ve Jeanjean’nin (25-27) yaptigi calismalarla

tanimlanan genomik tiir sayis1 artmis, giinlimiizde bu say1 82’ye ulagmustir.

1991°de Gerner-Smidt ve ark. (28) fenotipik olarak yiiksek benzerlik gésteren A.
calcoaceticus (genomik tir 1), A. baumannii (genomik tir 2), A. pittii (genomik tir 3),

A. nosocomialis (genomik tir 13TU) tirlerine ‘Acinetobacter calcoaceticus-baumannii
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complex’ (ABC) adin1 vermislerdir. Yapilan arastirmalarda tistiin molekuler yontemlerle
genomik tir 13TU’ya ve aym: zamanda ABC uyelerine ¢ok benzer yeni bir tir
bulunmus, Acinetobacter seifertii tlr ismi verilerek ABC komplex grubuna dahil
edilmistir (29). Sonug olarak, A. calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis

ve A. seifertii bu komplekste yer alan tiirler olmustur.

Smaf Gamma proteobacteria
Familya Moraxellaceae
Cins Acinetobacter

Sekil 1. Acinetobacter spp. Taksonomisi

2.2. Acinetobacter Turlerinin Genel Mikrobiyolojik Ozellikleri

Acinetobacter tlrleri zorunlu aerob, hareketsiz, sporsuz, ince kapsul
olusturabilen 1-1,5 um x 1,5-2,5 um boyutlarinda gram negatif bakterilerdir.
Biyokimyasal olarak katalaz pozitif, oksidaz negatif, sitrat pozitif, deoksiriboniikleaz
negatif, indol negatif, seker fermente etmeyen, asit olusturmayan, nitrati rediikte
etmeyen bir gruptur (17,18). Bakteriler antibiyotik igeren bazi besiyerlerinde ve
logaritmik {ireme fazinda basil, Gram boyamada alkol ile dekolarizasyona direng

gosterip gram negatif kok, kokobasil, diplokok formunda gorilebilmektedir (17,18).

Acinetobacter tiirleri koyun kanli agar, triptik soy agar ve Mac Conkey/ Eozin -
metilen blue (EMB) agar gibi rutin kullanilan standart besiyerlerinde kolay Urerler. Mac
Conkey/ EMB agarda laktoz negatif renksiz ya da besiyerinin renginde koloniler
olustururlar. Koyun kanli agarda 0,5-2 mm ¢apinda seffaf ya da grimsi-beyaz, zeminden

kabarik smirlar1 diizgiin, bazen mukoid koloniler olustururlar (18). Klinikte bu



bakterilerin izolasyonu i¢in kullanilabilen segici ve ayirt edici besiyerleri de mevcuttur.
Safra tuzlari, seker ve bromkrezol moru ile hazirlanmis Herellea agar, vankomisin,
sefsulodin, sefradin gibi antibiyotikleri iceren Leeds Acinetobacter Medium Holton’s

agar bu amagla kullanilmaktadir (30,31).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda geleneksel yontemlerle tiir ayriminda
kullanilan tireme derecesi, hemoliz olusturma, jelatin hidrolizi, glikozdan asit olugturma
ve farkli karbon kaynaklarmin asimilasyonu gibi uygulanmasi zahmetli ve zaman alan
metabolik testler kullanilabilmektedir (9). Klinikte en sik izole edilen A. baumannii
hemoliz yapmadan, glukozu oksitleyerek ve 44°C sicaklikta iireyebilme yetenegi ile
diger Acinetobacter tirlerinden ayirt edilebilir (17,30,32). A. Ilwoffii glukozu
oksitlemeyen ve hemoliz yapmayan tlrdir. A. haemolyticus hemoliz yapan bir tlrddr.

A. johnsonii ise 37°C’de lireyememesi ile diger tiirlerden ayirt edilebilir (17).

Rutin tan1 laboratuvarlarinda Acinetobacter cinsi bakterileri tir dizeyinde
tanimlayacak, diger non-fermenter gram negatif bakterilerden ayirt etmeyi saglayacak
kesin bir metabolik test bulunmamaktadir. Bouvet ve Grimont (4,33) 12 genomik turin
11’ini tamimlayabilen 28 fenotipik test iceren bir Acinetobacter tanimlama semasi
tasarlamistir. Ancak yeni bulunan tirlerin bu semayla tanimlanmasi olanaksiz olup,
Ozellikle A. baumannii ile Acinetobacter genomik tir 13TU birbirinden ayirt

edilememektedir.

Klinik mikrobiyoloji rutin laboratuvarlarinda karbon kaynaklarinin asimilasyonu
temeline dayanan APl 20NE, Vitek 2, Phoenix ve MicroScan WalkAway sistemleri gibi
yar1 otomatize ve gelismis otomatize tanimlama sistemleri kullanilmaktadir. Kisith veri
taban1 igerigi, genomik benzerlik nedeniyle bu sistemlerle ABC turleri tam olarak
identifiye edilememektedir. Bu anlamda, MALDITOF-MS (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time of Flight Mass Spectrometry) pahali ekipman ve veri tabani
gerektirmesine ragmen ABC kompleksi de dahil Acinetobacter tirlerini basit, bir

saatten az bir siirede dogru tanimlamast ile iyi bir teknik olarak gortilmektedir (34,35).

Acinetobacter’leri tiir diizeyinde tanimlamak i¢in duyarliligi ve guvenilirligi
yuksek molekiler yontemler kullanilmaktadir. Protein profili, serotiplendirme,
bakteriyosin ve faj tiplendirme, MLST, PFGE, rastgele amplifiye polimorfik DNA
analizi (RAPD), amplifiye rRNA geni restriksiyon analizi (ANDRA), PCR, ribotipleme,
gibi yontemler bu alanda kullanilmaktadir (33,34). Molekuler yontemlerin yiksek



dizeyde duyarli olmalarina ragmen maliyetli, uygulamasi zor, gesitli ekipman ve
deneyimli personel gerektirmesi nedeniyle Acinetobacter turlerinin identifikasyonunda

rutin laboratuvarlarda kullanimlari sinirlidar.

2.3. Epidemiyoloji

Acinetobacter spp. genel olarak nemli toprak/camur, sulak alanlar, goletler, su
aritma tesisleri, balik ¢iftlikleri, atik su ve hatta deniz suyu dahil olmak {izere 1slak
ortamlarda saprofit olarak yasayan bakterilerdir (36). Canliligin devami igin besin
ihtiyact diisiik oldugundan kuru ve cansiz yiizeylerde ortalama bes ay kadar
yasayabilirler. Bu yasam sekli ile insan rezervuarlari1 ve hastane ortamlarinda kolayca

kolonize olur, hastane igi salginlara neden olurlar (36,37).

Acinetobacter turleri saglikl kisilerin %25’inde deri ve mukoz membranlarinda
kolonize olabilirler (2). Mikroorganizmanin o6zellikle solunum yollart olmak Uzere
orofarenks, deri, Uriner sistem ve gastrointestinal sistemde kolonizasyonlari saptanmistir
(38). Kasiklar ve ayak parmaklari aralari gibi nemli alan kiiltiirlerde sik tiremektedir.
Orofarengial ve rektal tasiyicilik oranlar1 yogun bakim {initeleri disindaki hastalarda
nadirdir (39). Acinetobacter tiirleri 6zellikle hastane calisanlarinin ellerinde uzun siire
kalabilen bakterilerdir (40).

Hastane ortaminda Acinetobacter tirlerinin endotakeal tlip, intravendz kateter,
periton diyaliz Kkateteri, ventrikilostomi tipl ve driner kateter gibi invaziv
uygulamalarla olusan zayif noktalardan direk temas veya kontamine sivilar vasitasiyla
enfeksiyona ya da kolonizasyona sebep oldugu goriilmiistiir. Temas izolasyonu, medikal
aletlerin dekontaminasyonu, Unitelerde siki dezenfeksiyon uygulamalar1 ve el yikama

enfeksiyon ve salginlardan korunmada etkili bulunmustur (37).

Gunlimizde Acinetobacter enfeksiyonlar1 diinya ¢apinda hastaneler arasi ¢apraz
yayillimla hizla artmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Ulusal Saglik
Giivenligi Ag1 2009-2010 surveyans verileri, Acinetobacter spp.’nin saglik iligkili tiim
enfeksiyonlarin %1,8’ini olusturdugunu gostermistir (41). Hastane aglarindan alinan
siirveyans c¢alismalarina gére, bu durum Avrupa ve Latin Amerika’daki YBU’lerde de
benzer bulunmustur (42,43). Bununla birlikte Cin, Tayvan ve Gliney Amerika’daki bazi
ulkelerde, Acinetobacter’in ¢ok daha yuksek oranda nozokomiyal enfeksiyonlara neden

oldugu goriilmiis, Hindistan’da baskin bir nozokomiyal patojen haline gelmistir (44).



Asya ve bazi Latin Amerika tilkelerinde Acinetobacter, bakteriyemi ve nozokomiyal
pndémoninin en yaygin ii¢ nedeninden biridir (45-47). ABD’de yilda tahmini 45.000
(41.400 - 83.000), diinya ¢apinda 1 milyon (600.000 - 1.400.000) Acinetobacter
enfeksiyonu vakasi oldugu saptanmustir (48). Tiirkiye’de 2001 yilinda 22 merkezin
katilimiyla yapilan bir calismada YBU’lerde gelisen enfeksiyonlarda Acinetobacter

tiirleri %18,2 oraninda etken olarak bulunmustur (49).

Toplum kaynakli Acinetobacter enfeksiyonlar1 Avustralya ve Asya’da
bildirilmistir (50,51). Toplum kaynakli enfeksiyonlar, organizmanin faringeal taginmasi,
agresif pnoémoni ve yuksek vaka 6lim oranlar ile karakterize edilmistir. Toplum
kokenli kan dolasimi enfeksiyonlar1 da bildirilmistir (52). Bazi cografi bolgelerde
Acinetobacter enfeksiyonlarinin daha yiiksek prevalansinin nedeni bilinmemektedir,
ancak kismen kolonize olan bakterileri etkileyen sicaklik ve nem farkliliklarindan

kaynaklandig: diistiniilmektedir (53).

Savaglar ve dogal afetlerde de Acinetobacter enfeksiyonlarinin prevalansi
yuksek bulunmustur. A. baumannii’nin 2007-2008 yillar1 arasinda Irak ve Afganistan’da
bulunan ABD askerlerinin savas yaralarindan izole edilen bakterilerin %63’0ni
olusturdugu bildirilmistir (54). 2004’te Giineydogu Asya tsunamisinde yumusak doku
yaralanmalar1 ve fraktiir gelisen kritik 17 hastanin %20’sinin yara érneklerinden, kan ve
solunum sekresyonlarmdan CID Acinetobacter izole edilmistir (55). Tiirkiye’de bir
YBU’de daha once nadiren izole edilirken, 1999 Marmara depremini takiben A.

baumannii en yaygin nozokomiyal patojen olarak saptanmistir (56).

Acinetobacter tiirleri immiin sitemi baskilayan bir ila¢ ya da kronik hastalik
olmag siirece hastanede yatan hastalar i¢in diigiik viriilansl bir patojen olarak kabul
edilmektedir. A. baumannii enfeksiyonlarinin baglica risk faktorleri ileri yas, 6zellikle
uzun sureli, hastanede veya yogun bakimda yatis ve mekanik ventilasyon destegi,
invaziv girisimler, hastane ortaminda enfekte veya kolonize hastalara daha fazla temas
sireci, agir cerrahi ameliyatlar, kan transflizyonu ve genis spektrumlu antimikrobiyal

ajanlarin kullanilmasidir (57).

2.4. Virulans Faktorleri

A. baumannii ile iligkili bir¢ok viriilans faktorl tanimlanmistir. Virdlans

faktorleri arasinda porinler, LPS, kapsiiler polisakkaritler, PL, protein sekresyon



sistemleri, iki bilesenli efluks pompalari, biyofilm, demir kazanim mekanizmalari,
PBP7/8 ve pili bulunmaktadir (58). Bu viriilans faktorleri enfeksiyon patogenezinde
onemli rol oynamakta ve bakterinin olumsuz kosullarda hayatta kalmasini
saglamaktadir. A. baumannii ile ilgili baslica viriilans faktorleri Resim 1’de

gosterilmektedir ve bu faktorlerin fonksiyonu Tablo 1°de 6zetlenmistir (58,59).

Kapsiiler
" polisakkarid  poripler

CITTETTEEN
LLLLULLARALL

Fosfolipaz

Dis membran

Dig

membran Efluks
vezikill pompast
Olusumu

Resim 1. A. baumannii Virtlans Faktorleri.

(i)Porinler, hucre yuzeylerinde bulunur (ompA ve omp22 gibi) biyogenezin dizenlenmesine
yardimci olurlar. (ii) Dig membrandan olusan LPS’ler, hayatta kalmada dnemli bir rol oynar.
(iii) Kapsiiler polisakkaritler, antimikrobiyal direngle iliski dig membranda bulunur. (iv) Protein
salgilama sistemleri, proteinleri periplazmik alandan hiicre disina tasir. (v) PL, membranin igine
gomiilii, fosfolipid metabolizmasinda rol oynar. (vi) Dig membran vezikiilleri (OMV), bakteriler
ve konak hiicre arasinda vasita gorevi gorlr (58)



Tablo 1. A. baumannii’nin Baslica Virllans Faktorleri

Virulans faktora Fonksiyonlari Referans
Porin (OmpA, Omp33- Apopitoz, biyofilm olusumu, olumsuz kosullarda (60-63)
36) devamlilik, biyogenezin diizenlenmesi
LPS Tiimor nekroz faktor salinmasi, serum direnci, (64-65)
konak immiin yanitindan kagma, doku
enfeksiyonunda hayatta kalma
Kapstiler polisakkaritler Biyofilm olusumu, serumda biiylime, kapsiiler (66-68)
polisakkarit iiretimi, viriilans1 ve 6ldiiriilmeye
karsi direnci artirma
PLC ve PLD Sitotoksik etkilerin azaltilmasi, invazyon, serum (69-71)
direnci
Protein Sekresyon ATP baglayict membran transporter, in vivo (72-76)
sistemleri hayatta kalma, bir ototransporter
“TI1SS, T2SS, T5SS”’
Dis Membran Vezikili Viriilans faktorlerinin dagitimi, antibiyotik direng (77-79)
(OMV) genlerinin yatay transferi
Demir Kazanim in vivo hayatta kalma, olumsuz kosullarda (80,81)
Mekanizmalari devamlilik, konak hiicrenin 6limi
(acinetobactin and
NfuA)
PBP7/8 ve p-laktamaz Serum direnci, in vivo hayatta kalma, yapisma (82,83)
Pili Yapisma, biyofilm olusumu (84)

2.4.1. Porinler

Porinler, hiicresel gegirgenligi saglayan dis membran proteinleridir [Outer
membrane proteins (Omps)]. Omps, hiicre yiizeylerinden kaynaklanir ve dis membran
vezikiiller (OMV’ler) ile birlikte salinir (59). OmpA, A. baumannii’de bulunan 6nceden
tamimlanmis foksiyonel 6zellikleri iyi bilinen bir virtlans faktoridir. OmpA, sitokrom
C ve apoptozu indukleyen faktorler gibi molekiller Greterek hicre apoptozunu
indikleyen “b-barrel” olarak adlandirilan fig1 seklindeki bir porindir (59). OmpA, por
gecirgenligini 70 kat diistirebilir. Ayrica, OmpA genini bozmak, birka¢ antibiyotigin
(kloramfenikol, aztreonam ve nalidiksik asit) minimal inhibitér konsantrasyonlarini
(MIK) énemli dl¢giide azaltir (60). OmpA, OMV’lerin biyogenezinin diizenlenmesine
yardimer olur. OmpA ayrica fibronektin ile etkilesime girerek epitel hiicrelere yapisma

ve invazyonda biyik bir rol oynar. OmpA, ylzey motilitesi ve biyofilm olusumu
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yoluyla A. baumanniinin hayatta kalmasi iizerinde dogrudan etkiye sahiptir (59).
Bakteri canliliginda 6nemli fonksiyonlara sahip olmasi nedeniyle antibakteriyel ilag
uretiminde hedef olarak goriilmiistiir (61). A. baumannii’de bulunan Omp 33-Omp 36
proteinleri, suyun gegisi i¢in ortam goérevi goriir ve apoptozu indiikleyerek patogenezde

6nemli bir rol oynar (62,63).

2.4.2. Lipopolisakkaritler

LPS’ler A. baumannii’nin dis membran yapisinda bulunan ana bilesenlerden
biridir. Makrofajlardan timor nekroz faktord ve interlokin-8’in salinmasini indukleyen,
bu sayede bakterinin patojenitesine katkida bulunan immunoreaktif molekillerdendir
(64). LPS, bir endotoksik lipid A pargasi, bir oligosakarit ¢cekirdek ve tekrarlayan bir O-
antijenden olusur. LPS’deki modifikasyonlar, kolistin gibi antimikrobiyal ajanlara

duyarlilig1 azaltmaktadir (65).

2.4.3. Kapsuler Polisakkaritler

Kapsuler polisakkaritler, biyofilm olusumunda, 6karyotik hiicrelere yapigsmada,
insan serumuna direncte ve antimikrobiyal direncte 6nemli rol oynayan bir viriilans
faktorudir (66). K-lokus gen kiimesi tarafindan kapstler polisakkarid tretimi saglanir
(67). A. baumannii’nin ekzopolisakkarit Uretimini antibiyotiklerin MIiK degerlerinin
altinda arttirdigr ve bu asir1 {iretimin geri donilisiimlii oldugu, mutasyonel olmadig:
gosterilmistir (66). Kapsil polimerizayonu igin gerekli olan “ptk” ve “epsA” genlerinin
inaktive edilmesiyle yapilan bir ¢alismada da kapsiil yapisinin bozuldugu ve yumusak

doku enfeksiyonlarinin engellendigi goriilmistiir (68).

2.4.4. Fosfolipazlar

PL, fosfolipid metabolizmasinda rol oynayan, bircok bakteride virtilans faktori
olan bir lipolitik enzimdir. Genel olarak PLA, PLC ve PLD olarak siniflandirilir.
Fosfolipitlerin bozunmasi, konak hiicrenin membran stabilitesini etkiler ve konak
immiin yanitinda degisikliklere neden olabilir (69). PLC ve PLD enzimleri A.
baumannii’de tanimlanmis virtlans faktorleridir (70). A. baumannii ATCC 17978 ile
yapilan bir ¢alismada, bakterinin iki PLC geni (A1S-0043, A1S-2055) bulunmus ve
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A1S-0043 geninin inaktivasyonu ile epitel hucrelerinde sitotoksik etkinin azaligi

gozlenmistir (71).

2.4.5. Protein Sekresyon Sistemleri

Cogu gram negatif patojenlerde oldugu gibi A. baumannii, ¢evreye ve konaga
adaptasyonu kolaylastirmak icin protein iiriinlerini salgilar. Bunlardan tip 1 sekresyon
sistemi (T1SS), dis membranda ATP baglayici transporter islevi goriir. Ayn1 zamanda
bir mebran flizyon proteinidir. Birgok T1SS substrati tanimlanmis ve bunlar hastalik
stireciyle iliskili bulunmustur (72). T2SS birgok bakteride tanimlanmus ilk sekresyon
sistemi olarak tanimlanan, i¢ ve dis membrana yerlesik bir multiprotein kompleksidir
(73,74). Genel sekresyon sistemleriyle hedef proteinleri periplazmik araliga tasir ya da
twin arjinin transport sistemiyle hedef proteinleri hiicre disina transfer eder (75). T5SS,
bir ototransporter salgi sistemidir [Acinetobacter trimeric autotransporter (Ata)].
Yardimei herhangi bir enerji formuna ihtiyag duymadan salgilama yetenegine sahiptir
(72). A. baumannii suslarmin kolajen I, III, IV ve V gibi ekstraseliler matriks
elemanlarina yapismada onemli rol oynadigi bulunmustur (76). Salgilanan proteinler,
enfekte dokulardaki mikrobiyal ¢ogalmada ve konak savunmasini manipiile etmede

onemli rolleri nedeniyle terap6tik hedef olarak dikkat cekmektedir.

2.4.6. Dis Memran Vezikiili [Outer Membrane Vesicles (OMVs)]

Protein salgisinin 6zel bir 6rnegi olan OMV’ler, bakteri dis membranindan
balonlagarak olusur (77). Acinetobacter’deki OMV’ler {izerine yapilan birkag
calismada, yatay gen transferi, antibiyotik direnci ve virtlans iliskili bir¢ok roli
oldugunu bulunmustur. Acinetobacter tlrlerinde, virulans proteinleri, antibiyotik direng
genlerini iceren gesitli OMV tirleri tanimlanmistir (78). OMV’ler, konakta bagisiklik
yanitim1  gliglit  uyarabildikleri ve yapilan as1 uygulamalarinda Kkoruyucu etki

olusturabildikleri i¢in yeni ilaglarin ve asilarin gelistirilmesinde 6ne ¢ikmaktadir (79).

2.4.7. Demir Kazanim Mekanizmalari

A. baumannii kapsiiler polisakkaritlerinin yaninda, metabolik etkileri ile de

hiicresel savunma mekanizmalarinda kagarak enfeksiyonlar1 kolaylastirir. Bakteriler
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cogalmalar1 esnasinda ihtiyag¢ duyduklar1 demiri konak hiicre ile yarigarak
saglayabilmeye calisirlar. Fakat demir, insan viicudunda serbest tasinmamasi nedeniyle
bakteride siderofor adi verilen protein yapilar tarafindan Uretilir. Demiri baglayarak
hiicre i¢ine alimi1 saglar, hiicre dis1 demiri azaltarak konak savunma mekanizmalarindan
kagip kolonize olmay1 kolaylastirir. Ayn1 zamanda enfekte konakta hiicre hasarina da
neden olan bir virtlans faktoridir (80). Bakterilerin olusturdugu siderofora
“aerobaktin” adi verilir. Acinetobacter sideroforu acinetobactin’ adin1 alir. NfuA, Fe-S
proteini de demir selasyonuna katilan ve oksidatif strese hiicre yanitinda rol oynayan, A.
baumannii icin bir viriilans faktorii olarak tanimlanmistir. NfuA mutanti bakteriler,
hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen radikallerine daha duyarlidir ve insan epitel

hicrelerinde biiytime hiz1 6nemli 6l¢iide azalmustir (81).

2.4.8. Penisilin Baglayic1 Protein 7/8 ve p-laktamaz

PBP’ler B-laktam antibiyotiklere direncle ilgili olmalarina karsin, “pbpG” geni
tarafindan kodlanan PBP 7/8, A. baumannii’de bir viriilans faktorii olarak bulunmustur.
PbpG mutant suslarinin PBP 7/8 kaybi ile peptidoglikan yapisinin bozuldugu
diisiiniilmiis ve bu suslarin insan serumunda biylme hizinin azaldigi, sican yumusak
doku enfeksiyonu ve pnomoni modellerinde sagkalimin onemli Olgiide azaldigi
goriilmiistir (82). ilging bir sekilde, bir GSBL olan PER-1 geninin de A. baumannii’nin
virilans faktorii oldugu ileri siiriilmiis, mekanizmasi ag¢iklanmamis olup hiicre

adezyonuyla iliskilendirilmistir (83).

2.4.9. Pili

A. baumannii’de tip 1V pili sistemi ve Csu pili sistemleri tanimlanmistir. Tip IV
pili, bakterilerin motilitesini diizenleyen, Csu pili ise hlcre adezyonu ve biyofilm

olusumuna katkida bulunan ipliksi ekstraselliiler yapilardir (84).

A. baumannii, flagellas1 bulunmadigi i¢in hareketsiz olarak tanimlanmustir.
Yakin zamanda yapilan tim genom dizi analizlerinde, A. baumannii’de flagellar
genlerin  bulunmadigr dogrulanmistir. Bu sonu¢ bakteride flagella gerektiren
"swimming" (ylzme) ve "swarming" (yayilma) hareketinin olmadigini diisiindiirmiistiir
(85). Cesitli calismalar ise ABC kompleksine ait bakterilerin hareket yeteneginin

oldugunu gostermistir (86). A. baumannii suslari, iki bagimsiz hareket formuna sahiptir:
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yiizeyle iliskili hareketlilik (surface-associated motility) ve segirme (twitching)
hareketliligi. ‘Twitching’ hareketi bir¢ok hareketli bakteride gosterilmistir. A.
baumannii twitching hareketi, tip 1V pilinin bakteri hiicrelerini tekrarlayan ileri-geri
cekme hareketi ile agar yiizeyinde karisik dallanmalar olusturmasi seklindedir (87). Bu
tip hareketin swarming hareketinin bir tipini temsil ettigi one stiriilmiis, fakat daha sonra
yapilan ¢aligmalarda twitching hareketi olarak tanmimlanmistir (88). Bu hareket
yeteneginin organizmanin yari kati ve bazi abiyotik yiizeylerde hizla yayilmasini

sagladig1 gosterilmistir (89).

Twitching hareketi saglayan Tip IV pili icin gerekli genler (pilA-C, pilF, pilM-
Q, pilw, pilZ, pilR-T) A. baumannii genomunda tespit edilmistir. Tim genom analizi
yapilan A. baumannii suslarinda birden fazla Tip IV pili iliskili gen varligi da
gosterilmistir (85-87). Ayrica, major subunit PilA geni ile segirme hareketliligi derecesi

arasinda pozitif bir korelasyon gosterilmistir (89).

A. baumannii ylzey-iliskili hareketliligi, goriiniis olarak Pseudomonas
aeruginosa nin swarming hareketliligine ¢ok benzerdir, ancak swarming flagellaya
baghdir ve A. baumannii’nin flagellas1 yoktur. Simdiki ¢alismalarda A. baumannii
yizeyle iligskili hareketliligin  1,3-diaminopropan (DAP) sentezine, QS ve
lipooligosakkarit iiretimine dayandigi gosterilmistir (90-92).

Bakterilerdeki hareketlilik, coklu sinyal iletim yollar1 ile diizenlenir. Isik
(6zellikle mavi dalga boyunda), demir mevcudiyeti ve stres gibi ¢esitli cevresel

faktorlerin A. baumannii’deki hareketliligi etkiledigi gosterilmistir (92-94).

2.4.10. Biyofilm Olusturma

Biyofilm, gesitli yilizeylere yapisarak ekzopolimerik madde (EPS) i¢inde gomulu
halde yasayan ve birbirleriyle irtibat kuran bakterilerin olusturdugu karmagik bir
mikroorganizma toplulugudur (95). Biyofilmler, EPS icindeki kanallar yoluyla kat1 ve
stvi molekdlleri pompalayan basit bir dolasim sistemi gibi islev goriir (95). Bakteriler
biyofilm sayesinde aside ve kuruluga direngli hale gelir, hastane ortamlarinda sag
kalimi artar. Bakteriler kalp kapakgiklari, akcigerler ve dis minesi gibi canli ve
polistiren, cam gibi cansiz yiizeylere kolonize olarak ¢esitli enfeksiyonlara neden olurlar
(96). Tibbi cihazlarda biyofilm olusumu, tedavisi zor olabilen nozokomiyal

enfeksiyonlarin baslica nedenlerinden biridir. Biyofilmler, hem bakteri ve konak hticre
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etkilesimini saglaylp hem de immiin yanit ve antimikrobiyal etkiden kagisi
kolaylastirmaktadir (97).

Biyofilm olusumu basamakli bir siire¢ seklinde yiiriitilmekte ve 0Onemli
molekiler dizenlenmeler ile kontrol edilmektedir. Yiizey hidrofobikligi, sicaklik ve
oksijen konsantrasyonu gibi ortam fiziksel ve kimyasal faktorlerinin etkiledigi
bildirilmistir (98). Biyofilm olusumu slreci asagida dort asama ile Resim 2’de

gosterilerek anlatilmaktadir (99). Bu siire¢ bir dongu halinde devam etmektedir.

S

Planktonik hicreler

P
A Q AL 3&% , auen® oYY st
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I. Tutunma = 2.Cogalma ~———»3. Matiirasyon —— 4. Kopma

Resim 2. Biyofilm Olusumunun Dort Asamasi

Ototransportorler (AT), viriilansta 6nemli olan ¢esitli proteinler grubudur; fonksiyonel 6zellikler
arasinda yapisma, oto-agregasyon, kolonizasyon, enterotoksin aktivitesi ve proteoliz yer alir.
EPS'ler arasinda lipitler, niikleik asitler, polisakkaritler ve proteinler bulunur (99).

1. Tutunma: Planktonik hicreler uygun yiizeye geri doniisiimlii olarak tutunur.

2. Cogalma: Hiicreler cogalmaya baslar ve mikrokoloniler olusturmak igin

yuzeye geri doniistimsiiz sekilde yapisir.

3. Matirasyon: Hucreler, mikrokolonilerden ¢ok katmanli hiicre kiimelerine
dontistir ve matriksi olusturan EPS’leri sentezlemeye baslar. Matriks EPS’leri

arasinda lipitler, niikleik asitler, polisakkaritler ve proteinler; biyofilmin yapisal
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biitiinliigiiniin korunmasinda, ylizeylere yapigsmanin kolaylagtirilmasinda ve
biyofilm hiicrelerinin sabit kalmasini saglayan kohezif polimerler aginin

olusturulmasinda rol oynarlar.

4. Kopma: Biyofilm igindeki bazi hiicreler, diger ortamlarda biyofilm odagi

olusturmak i¢in planktonik hiicreler olarak ayrilir ve dagilir.

Biyofilm baslangici ve gelisim siireci cok basamakli siire¢ seklinde yliriitiilmekte
ve onemli molekiler dizenlenmeler ile kontrol edilmektedir. Biyofilm olusumuna
katkida bulunan faktorler susa bagli gibi goriinse de, bazi ortak faktorler tanimlanmistir.
Cogu A. baumannii susu, Csu pilisi tasir ve bu pililer csuUA/BABCDE (Chaperone—usher
Pili Assembly System) saperonu onciiliigiinde eksprese edilir (100). Bakterideki ug
adezini kodlayan gen olan “csuE” geninin inaktivasyonuyla pili Uretimi ve biyofilm
olusmasimin sonlandigr gorilmistir (101). Biofilm Formation Regulator System
(BfmRS) ad1 verilen iki bilesenli diizenleyici sistem tarafindan diizenlenen Csu pilinin,
polistiren de dahil olmak Uzere abiyotik yiizeylerde biyofilm olusumunda etkili oldugu,

biyotik yiizeylerde gerekli olmadigi gosterilmistir (102).

Birgok farkli protein, hem biyotik hem de abiyotik ylizeylerde biyofilm
olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bunlardan en sik goriileni dis membran
proteini OmpA’dir. OmpA, A. baumannii’nin hem plastik ylzeylere hem de insan epitel
hlcrelerine tutunmasinda rol oynamaktadir (103). Ayrica A. baumannii Staphylococcal
biyofilm iligkili protein (Bap) homologu olan BapAb dretir (104,105). Spesifik olarak
Bap polistiren ve titanyum gibi tibbi agidan ilgili malzemeler {izerinde biyofilm

olumunda 6n plana ¢ikmaktadir (104).

A. baumannii klinik izolatlarinda biyofilm gelisimi ve olgunlagmasi igin PNAG
(poli-beta-1-6-N-asetilglukozamin) salgilama kapasitesi de énemlidir. PNAG, dort gen
kiimesi tarafindan (pgaABCD) kodlanir ve biyofilm EPS’nin ana bilesenidir. Bazi
calismalarda PNAG’ye karst gelisen antikorlarin A. baumannii’yi elimine etmesi,

PNAG’1n potansiyel bir as1 hedefi olabilecegini diistindiirmiistiir (107,108).

Biyofilm olusumunun diizenlenmesinde kapsuler polisakkaritler, ototransporter

sistemi ve QS katkida bulunan diger faktorlerdir (109).

2.4.11. Hemolitik Aktivite
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A. baumannii genel olarak hemolitik olmayan bir tir olarak kabul edilmesine
ragmen, tiim genom analizinde virulansta rol oynayan hemolizinleri / hemaglutininleri
kodlayan genler tespit edilmistir. Bu genlerin ekspresyonu kanli agar plaklarinda ve sivi
vasatlarda da gosterilmistir (24,88). Yapilan bir calismada 6zellikle A. baumannii
suslariin hemolitik aktivitesinin, sivi ortamda agar plaklarindan ¢ok daha belirgin
oldugu, ayrica koyun eritrositleri degil de, at kan1 kullanilarak tespit edilebilir oldugu
gosterilmistir. Bu farkliliktan dolay1 A. baumannii’nin tarihsel olarak hemolitik olmayan
bir bakteri olarak kabul edildigi belirtilmistir (24,88).

2.5. Patogenez

Bagisiklig1 baskilanmis hastalarda agir bir klinige neden olmasina ragmen, A.
baumannii patogenezi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Anahtar sorulardan biri,
hastaligin ciddiyetinin, bakteriyel viriilans mekanizmalarindan m1 kaynaklandigi, yoksa
konagin predispozan yatkinligi ile aciklanip agiklanamayacagidir (110). Konak
predispozan faktorlerinin evrensel varligi géz Oniine alindiginda, bir¢ok bilim adami
hastaligin ciddiyetinin lokal (6rnegin solunum yolu) ve sistemik immiinolojik kusurlarin

bir sonucu olduguna inanmaktadir (110).

Simdiye kadar arastirilan viriilans 6zelliklerinden A. baumannii’de patogenezde
tanimlanmis bes ana mekanizma tizerinde durulmaktadir. Bunlardan birincisi, bakterinin
cevresel ylizeylere kolonize olmasini saglayan, tim fiziksel ve kimyasal strese karsi
bakteriyi koruyan, zor kosullar altinda bakterinin uzun siire canli kalmasini saglayan
biyofilm olusumudur. Saglam biyofilm olusumunda onceklikle giigli adezyon
gereklidir. Yiizeylere tutunmayi saglayan dis zar proteinleri ve pililer biyofilm
olusumunu destekleyen diger sorumlu virtilans faktorleridir. Ayrica konak immiin
yanitindan kagma ve serum direnci olusturmada, kapsiil iiretimi ve demir kazanim

mekanizmalar1 patogenezde 6nemli rol oynayan diger faktorlerdir (58,100).

2.6. Antibiyotik Duyarhhgi ve Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

A. baumannii’nin tanimlandig1 giinden itibaren gelistirdigi CID ile 1980’lerde
klinik 6nemi artmustir (111). 1970’lerden bu yana giderek artan antimikrobiyal direnc
Uzerine Amerika Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi en 6nemli nozokomiyal patojenlerden

biri olarak tanimlamigtir (112).
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A. baumannii, aminopenisilinler, birinci ve ikinci nesil sefalosporinler,
aztreonam, ertapenem, fosfomisin, kloramfenikol ve trimetoprim gibi gram negatif
patojenlere kars1 etkili birgok antibiyotige dogal direnclidir. Yapilan ¢alismalarda genis
spektrumlu sefalosporinler (sefotaksim, seftazidim), karbapenemler (imipenem-
meropenem), cogu aminoglikozidler, kinolonlar, gibi antibiyotiklerin MiK degerlerinde
zamanla artis meydana gelmis, 0zellikle tedavide en glivenilir se¢enek olan imipeneme
direncin artis1 endise verici seviyeye gelmistir (112). Karbapenemlere direncli A.
baumannii izolatlar1 siklikla aminoglikozid ve florokinolonlara karsi da direng
mekanizmasi edinmistir. Karbapenem direncli Acinetobacter enfeksiyonlarinda kolistin
kullaniminin artmasi nedeniyle kolistine direncli izolatlar da bildirilmeye baslamistir
(113). Hizli direng gelistirmede olaganiistii olan A. baumannii, B-laktamazlar,
aminoglikozid modifiye edici enzimler, efluks pompalari, hiicre zar1 gecirgenlik
defektleri ve hedef bolgelerin modifikasyonlari gibi bir dizi diren¢ mekanizmasina
sahiptir. Plazmid, transpozon ve integronlarin direng genlerinin taginmasinda onemli

katkis1 bulunan faktorler oldugu gosterilmistir (114).

Antimikrobiyal direncli bakterilerde bulunan farkli diren¢ modellerini
karakterize etmek icin CID, asir ilaca direngli (AID) ve tum ilaglara direncli (TID)
bakterileri  tamimlamak igin  standartlastirilmis  bir  uluslararasi  terminoloji
kullanilmaktadir. Her bakteri icin epidemiyolojik olarak 6nemli antimikrobiyal
kategoriler olusturulmustur. Antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in 6nerilen antimikrobiyal
kategorilerin listeleri, Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisi (CLSI), Avrupa
Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST) ve Amerika Birlesik Devletleri
Gida ve Ilag Dairesi’nden alman belgeler ve siir degerleri kullanilarak olusturulmustur.
Acinetobacter tiirlerinde ortaya ¢ikan CID, (¢ veya daha fazla antimikrobiyal kategoride
en az bir ajana kars1 kazamlmis direng olarak tanmimlanmustir. AID, iki veya daha az
antimikrobiyal kategorinin tamaminda en fazla bir ajana duyarli olma olarak tanimlamis
ve TID, tim antimikrobiyal kategorilerdeki tum ajanlara direncli olma olarak

tanimlanmustir (115).

A. baumannii’de cesitli direng mekanizmalarinin birikmesi nedeniyle CID
patojenlerin antimikrobiyal diren¢ genlerini ve izolatlarla olan genetik iliskisini
belirlemek icin klinik mikrobiyoloji labroratuvarlarinda molekiiler analizlerin
uygulanmasi onerilmektedir. A. baumannii’deki antimikrobiyal direncin altinda yatan

molekdler nemli mekanizmalar Tablo 2°de gézden gegirilmis ve dzetlenmistir.

18



Tablo 2. A. baumannii’nin Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Antimikrobiyal Simif  Diren¢ Mekanizmas1 ~ Sorumlu Genler / Protein Referans
B-laktamlar Sinif A B-laktamaz PER-1,-2; VEB-1,-2; GES-1,; (119-125)
SHV-5,-12; TEM-92,-116; CTX-
M-2,-3
Sinif B B-laktamaz IMP, VIM, NDM, GIM, SIM (4,126,127)
Sinif C B-laktamaz ADC 1-7 (128,129)
Simif D B-laktamaz OXA-51; OXA-23-24/40 -58 -  (130-137)
143 -235
PBP’lerin PBP2, PBP6b (138)
modifikasyonu
OMP’lerin degisimi  CarO (139)
Diga atim pompasi AdeABC (139)
Aminoglikozidler Aminoglikozidleri AAC; ANT; APH (4,140)
modifiye edici
enzimler
16s rDNA ArmA (141)
metiltransferaz
Disa atim pompasi adeABC (142)
AdelJK (142)
abeM (143)
Kinolonlar Giraz subinite GyrA (144)
degisimi
Topoizomeraz IV ParC (144)
subunit degisikligi
Disa atim pompasi adeABC (23)
abeM
Tetrasiklin Disa atim pompasi TetA, TetB (145,146)
adeABC 2
Ribozomal koruma  tetM (147)
sistemi
Glisilsiklinler Disa atim pompasi adeABC (2)
(Tigesiklin)
Polimiksinler Dis membran sentezi  PmrAB (9,148-
(Kolistin) (n%j)tgg );or:?;larlnda LpxA, LpxB, LpxD 150)
y (151)
Disa atim pompasi ErmAB (152)
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2.6.1. p-laktam Antibiyotiklere Direng

A. baumannii’nin B-laktam antibiyotiklere karsi direngten sorumlu 6nemli
mekanizmalardan biri kromozom veya plazmid kontroliinde B-laktamaz enzimlerinin
uretilmesidir. Antibiyotige 6zgii dis membran porinlerinin kaybi ve PBP’lerdeki
degisiklikler de A. baumannii’nin B-laktam direncinde rolii oldugu bilinen diger

mekanizmalardir (116).

B-laktamazlarin siniflandirilmasinda en yaygin olarak molekiiler temelli Ambler
siniflamasi1 kullanilmaktadir (117). B-laktamazlar, Ambler simif A, Ambler smif B
(metallobetalaktamaz), Sinif C p-laktamazlar ve Ambler sinif D (oksasilinazlar) olmak
tizere dort grupta toplanmistir. Sif A, C ve D aktif bolgelerinde serin igerirken sinif B
kofaktor olarak divalan metal katyonlarini (¢inko) kullanir, bu nedenle bu grup B-

laktamazlara, metallobetalaktamaz da denir (117).

Ambler A sinifina ait SHV-5,-12; TEM-92,-116 gibi farkli f-laktamazlarin sik
goriilmemesine ragmen, A. baumannii’de rapor edilmistir (118-120). Bu enzimler dar
spektrumlu penisilini hidrolize eder, ancak sefalosporinleri ve karbapenemleri hidrolize
etmez ve ayrica klavulanik asit ve tazobaktam tarafindan inhibe edilir. PER-1, t¢lncl
kusak sefalosporinlere direngte A. baumannii’de tanimlanan ilk GSBL olarak
Belgika’da bildirilmistir (121). Daha sonra PER-2,-3,-7 gibi bir¢ok varyant ve diger
GSBL direncinde sorumlu VEB-1,-2; GES-1; CTX-M-2,-3 gibi enzimler diinyanin
cesitli tilkelerinden rapor edilmistir (121-124). GES ve VEB p-laktamaz aktivitesi,
seftazidimden ziyade sefepim ve sefpiromu hidrolize eden atipik bir GSBL olarak

tanimlanmastir.

Ambler B sinifina ait B-laktamaz enzimleri aztreonam hari¢ karbapenemleri ve
diger B-laktamlar1 hidrolize eder ve klavulanik asit ve tazobaktam gibi klasik f-
laktamaz inhibitorleri tarafindan inhibe edilmezler (117). Metal selatorler ve EDTA
tarafindan aktiviteleri inhibe edilebilir (125). Bugune kadar IMP, VIM, NDM, GIM,
SIM dahil olmak iizere birkag grup tanmimlanmistir (4,118,126). Bunlardan ilk olarak
IMP, 1990 yilinda Japonya’da bir P. aeruginosa susunda tanimlandi daha sonra bu
enzimin dokuz varyanti A. baumannii’de olmak tizere diger gram negatif basillerde

kiiresel olarak rapor edilmistir (127).

Ambler C sinifinda bulunan ‘Acinetobacter derived cephalosporinase’ (ADC)

adryla da bilinen AmpC enzimleri A. baumannii tarafindan dogal olarak iiretilmektedir
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(128,129). Bu enzimlerin, aminopenisilinler ve birinci kusak sefalosporinleri hidrolize
ettigi ve genis spektrumlu sefalosporinlerin etkinligini azaltmadigi goriilmiistiir. Diger
gram negatif bakterilerde AmpC gen ekspresyonu induklenebilirken A. baumannii’de
genin st kisminda “ISAbal” olarak bilinen insersiyon elementinin bulunmasi
durumunda eksprese edilir, sefotaksim ve seftazidim gibi genis spektrumlu sefalosporin
direncine neden olan B-laktamaz tretimi gergeklesir (130). Karbapenemler ve sefepim

bu enzimden etkilenmemektedir.

Ambler sinif D B-laktamazlar veya oksasilinazlar (OXA’lar), hem oksasilin hem
de kloksasilinin yani sira benzilpenisilinleri hidrolize edebilir, ancak klavulanik asit
veya diger inhibitorler tarafindan inhibe edilmezler (131). Oksasilini, benzilpenisilinden
daha hizli hidrolize ettikleri i¢cin OXA (oksasilinaz) olarak adlandirilmiglardir. 400°den
fazla OXA tipi enzim tanimlanmistir ve bir¢cok varyantta karbapenemaz aktivitesi vardir

(132).

Acinetobacter turlerinde OXA-51 grubu (OXA-51, -64, -65, -66, -68, -69, -70, -
71, -78, -79, -80 ve -82) B-laktamazlar dogal olarak iiretilmektedir (8). A. baumannii
OXA-51 benzeri enzim analizleri, tum izolatlarda blaOXA-51 benzeri gen bulunmasina
ragmen sadece ISAbal ile komsu olan blaOXA-51 benzeri genleri tagiyan suslarin

karbapenem direncli oldugunu goéstermistir (5).

OXA-51 dogal B-laktamazin yani sira, A. baumannii’de kazanilmis karbapenem-
hidrolize edici simif D-laktamazlar (CHDL) da tanimlanmistir. CHLD veya MBL’lerin
varligt A. baumannii’deki ana karbapenem diren¢ mekanizmalaridir (132). OXA-tipi
karbapenemazlar, MBL’ler ile karsilastirildiklarinda karbapenemleri hidrolize etmede
daha diisiik aktiviteye sahiptirler (100-1.000 kat daha diisiik). Fakat bu enzimlerin
onemli karbapenemazlar olmalarin1 saglayan ISAbal gibi IS (insersiyon sekanslari)
elemanlarini tasimalaridir. A. baumannii’de tanimlanan 1S (ISAbal, ISAba2, ISAba3 ve
IS18)’ler artan ekspresyon ile iliskili hibrit promotor sekanslar olarak islev
gormektedirler ve bu sayede bu enzim grubunun karbapenemlere karsi ciddi direng
olusumunu saglar ya da azalan duyarliligina sebep olurlar. Bugiine kadar, bes temel
CHDL grubu tanimlanmistir: OXA-23, OXA-24/40, OXA-58, OXA-143 ve OXA-235.
Bunlardan diinya ¢apinda A. baumannii’de en yaygin goriilen OXA-23, %56 OXA-51
ile homoloji gosteren, Iskogya’dan bildirilen ilk enzimdir (133). Kromozomal veya
plazmid genleri tarafindan kodlanan OXA-23 benzeri enzim genleri ISAbal insersiyon

elementi varligi ile enzimin kopya sayisimi artirarak onemli derecede antibiyotiklere
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direnci artirir (5). 4. baumannii’de tanimlanan ikinci edinilmis CHDL grubu, OXA-
24/40 benzeri enzimlerdir. Bu grup, OXA-24 dahil ¢esitli varyantlari igerir ve ilk kez
Ispanya’da izole edilen karbapeneme direngli suslarda tanimlanmustir (134). Uglincl
CHDL grubu, ilk kez Fransa’da (135) tarif edilen ve daha sonra Avrupa YBU’lerinde ve
Brezilya’da genis capta yayilmis olan OXA-58’¢ karsilik gelir. OXA-58, genellikle
plazmid kokenli bir gen tarafindan kodlanir ve IS elementleriyle (ISAbal, ISAba2,
ISAba3 ve IS18) iliskilidir. OXA-143 rapor edilen dérdiincii CHDL grubudur. Ilk
olarak 2004 yilinda Brezilya’da izole edilen imipeneme direncli bir A. baumannii
susunda tanimlanmistir (136). Oksasilinazlarin son grubu OXA-235 2013 yilinda ABD
ve Meksika’da izole edilen suslardan karakterize edilmistir (129). Bu grup A.
baumannii’de (OXA-235, 236 ve 237) genleri kromozomda veya bir plazmid Uzerinde

bulunan ii¢ varyantt igerir (137).

B-laktam direncine neden olan diger onemli mekanizmalar; dis membran
proteinlerindeki (OMP) degisiklikler, penisilin baglayan proteinlerin (PBP)
modifikasyonu ve aktif disa atim pompalar1 yer almaktadir (138). OMP’ler arasinda
protein CarO, azaltilmis ekspresyon hipotezini destekleyen ve en c¢ok calisilan
porinlerdir (139). PBP2’nin azaltilmis ekspresyonu siilbaktam ig¢in direng¢ gelisimine
neden olmaktadir (130). A. baumanni izolatlarinda RND (Resistance-nodulation-
division) ailesinden AdeABC isimli atim pompasinin varlig1 birgok p-laktam ve diger

antibiyotik siniflarinda dirence sebep olur (139).

2.6.2. Aminoglikozit Direnci

Aminoglikozitlere direng, esas olarak aminoglikozit degistirici enzimlerin
uretiminden sorumlu olan plazmidlerin, integronlarin veya transpozonlarin
edinilmesinden kaynaklanir. A. baumannii’de aminoglikozitleri inaktive eden (¢ tip
enzim yani aminoglikozid asetiltransferazlar (AAC), aminoglikozid
nukleotidiltransferazlar (ANT) ve aminoglikosit fosfotransferazlar (APH) tarif
edilmistir (4). Avrupa’da A. baumannii izolatlarin %84°’l, aminoglikozidlerin
inaktivasyonu igin en az iki enzim uretmektedir (140). Ayrica, A. baumannii suslarinda
streptomisin hari¢ tiim aminoglikozitleri inaktif hale getiren ArmA metilaz tarafindan
16S rRNA’nin metilasyonu bildirilmistir (141). Ek olarak, aminoglikozidlere direng

gelisiminde AdeABC disar1 atim pompasinin asir1 ekspresyonu, gentamisin ve
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kanamisinin atimini1 saglayan MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion)
ailesinin bir Uyesi olan AbeM pompasinin aktivitesi rol oynamaktadir (142,143).

2.6.3. Kinolon Direnci

Kinolonlar direncinin ana mekanizmasi, gyrA ve parC genlerindeki mutasyonlar
sonucu DNA giraz veya topoizomeraz IV yapisinda meydana gelen degisimlerdir (144).
Ote yandan, efluks pompalarmin diizenleyici sistemlerindeki mutasyonlar, antibiyotik
birikimini engeller ve kinolonlara karsi baska bir diren¢ mekanizmasi olusturur. Bu
nedenle, RND tipi (AdeABC, AdelJK) ve MATE (AbeM) disar1 atim pompalarinin asiri

ekspresyonu kinolon direncinin kazanilmasina katkida bulunur (2).

2.6.4. Tetrasiklin ve Tigesiklin Direnci

Acinetobacter suslarinda tetrasiklin direnci genellikle aktif disa atim pompa
sistemi ve ribozomal koruma sistemi ile meydana gelmektedir (2). Tetrasiklin direng
genlerinin ¢ogu plazmidler veya transpozonlarda iizerinde bulunmustur (145). MFS
ailesinden TetA ve TetB isimleriyle tanimlanana aktif pompa sistemlerinden TetA
sadece tetrasiklin, TetB ise hem tetrasiklin hem de minosiklin direncine sebep
olmaktadir (146). Diger bir mekanizma ise ribozomu tetrasiklin etkisinden koruyan
tetM geni tarafindan kodlanan ribozomal koruma proteinler ile tetrasiklin, doksisiklin,
minosiklinin ribozomdaki hedef boélgelerine baglanmalarini engellenmektedir (147).
Ayrica RND-tipi efluks sistemleri AdeABC pompa sistemi hem tetrasiklin hem de
tigesiklini substrat olarak kullanmaktadir (2).

2.6.5. Kolistin Direnci

Kolistin esas olarak gram negatif bakterilerinin dis membranina etki eder.
Membrandaki LPS yapiya baglanarak Ca™ ve Mg*™ koprilerinde yer degisikligine
neden olur; sonugta membran permeabilitesinde bozulma ve hiicre 6limi meydana gelir
(9). Kolistin ayrica bakteri hiicre membranindaki Lipid A yapisina baglanarak
bakterinin endotoksinini notralize eder (148). Kolistin genis spektrumlu antibiyotiklerin
yaygin kullanilmasiyla ortaya ¢ikan direncgli enfeksiyonlar nedeniyle 6nemli yan etkileri

olmasina ragmen yaygin olarak kullanilmaya baslamistir. Kolistin direncini olusturan
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ana mekanizma LPS biyosentez yolaklarindaki modifikasyonlardir. iki bilesenli
diizenleyici sistem PmrAB’yi etkileyen ¢esitli mutasyonlar LPS’nin bir bileseni olan
lipid A’y1 bozar, sitoplazmik membranin negatif yiikiinii diisiiriir ve sonugta Kolistinin
bakteri ylizeyine afinitesi azalir (149,150). Ikinci mekanizma LPS sentezinin sorumlu
IpxA, IpxC ve IpxD genlerindeki mutasyonlar sonucunda, LPS Uretimi bozulur ve
kolistin hedef mebrana baglanmaz (151). Bu mekanizmalar bakterinin kromozomal
DNA’s1 tarafindan kodlanmistir. Ayrica EmrAB disa atim pompasmin A. baumannii’de

kolistin direncinde rol oynayabilecegi yakin zamanda bildirilmistir (152).

2.7. A. baumannii Enfeksiyonlari

Acinetobacter enfeksiyonunun en sik goriilen klinik belirtileri ventilatorle iliskili
pnomoni ve kan dolasimi enfeksiyonlaridir. Ek olarak, insanlarda Acinetobacter cildi,
yaralari, solunum ve gastrointestinal yollar1 kolonize edebilir. Ozellikle kolonizasyon
ortaminda bir¢ok enfeksiyon meydana geldiginden, kolonizasyon ile gercek enf