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OZET
Boliikbas1 Y. (2024). Klinik orneklerden izole edilen Acinetobacter spp. suslarinda
antibiyotik diren¢ profili ve yeni nesil antibiyotiklerin in vitro etkinliklerinin
arastirilmasi. Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali. Tipta Uzmanlik Tezi. Istanbul.

Acinetobacter spp. ve Ozellikle A. baumanni yasami tehdit eden hastane kaynakl
enfeksiyonlardan sorumlu bakterilerdir. Son yillarda, ¢oklu ve yaygin ilaca direncli
suslardaki artig, mortalite ve morbidite agisindan endise kaynagi olmus ve yeterli tedavi
saglayan yeni antibiyotiklerin acilen tedavi protokollerine dahil edilmesi gliindeme
gelmistir.

Hastanemizin farkli kliniklerinden goénderilen gesitli klinik 6rneklerden izole edilen
coklu ilaca direncli Acinetobacter suslart ¢alisma kapsamina alimmis ve suslarin
tanimlama ve antibiyotiklere duyarliligi VITEK-2 sistemi ile gerceklestirilmistir. Yeni
antibiyotiklerden eravasiklin, sefiderokol ve imipenem relebaktam duyarliliklart hem disk
difizyon (DD) hem de gradiyent strip yontemleriyle, kolistin duyarliligi standart sivi
mikrodilisyon (SMD), sefiderokol duyarliligi ise demiri azaltilmig ortamda SMD
yontemiyle test edilmistir. Duyarlilik testleri EUCAST Onerileri dogrultusunda
gerceklestirilip, yorumlanmustir.  Sefiderokol igin ayrica CLSI kriterleri ile
karsilastirilmistir. Fenotipik olarak karbapenem direnci belirlenen tim suslarda A.
baumannii'ye 6zgl kromozomal blaoxas: ayrica karbapenem direncinden sorumlu
blaoxazs, blaoxass ve optimize edilmis PCR ile blaoxa2s varligi arastirilmistir. Ayrica disa
atim pompasini kodlayan ve tetrasiklinlere direncte rol alan tetA ve karbapenem
direncinde rol oynayan blawp arastirilmstir.

A. baumannii olarak tanimlanan 80 izolatin tamami karbapeneme direncli
bulunmustur. SMD yontemiyle kolistin direnci %7,5 (n:6) olarak saptanmstir.
Sefiderokol direnci DD ve SMD yontemiyle sirasiyla %18,75 (n:15) ve %22,5 (n:18)
belirlenmistir. Sefiderokol icin MiKso ve MiKgo degerleri sirastyla 0,25 mg/1, 128 mg/1 ve
MIK aralig1 <0,03 — 256 mg/l olarak saptanmustir. Eravasiklin icin MiKso ve MiKgg
degerleri sirastyla 0,25 mg/l, 0,75 mg/l ve MIK araligi 0,016-0,75 mg/l olarak
saptanmistir. Imipenem-relebaktam ise tiim suslarda direncli bulunmustur. Blaoxasa tim
suslarda pozitif bulunmustur. Izolatlarin %82,5 (n:66)’inde blaoxazs, %17,5 (n:14)’inde
blaoxa24 saptanmustir. Higbir susta blaoxass, tetA ve blame genlerine rastlanmamustir.

Antibiyotik direnci sorununu asmak i¢in yeni antibiyotik arayiglar1 devam
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etmektedir. Karbapenem direncli suslarda, imipenem-relebaktam gibi beta-laktam
inhibitorlerinin eklenmesinin ana karbapenem direnci tizerinde bir etkinliginin olmadigi
gozlenmistir. Eravasiklin, A. baumanii suslarina karsi in-vitro olarak kayda deger
sonuglar gostermistir. Sefiderekol ise en umut verici ilag olmasina ragmen heniz
Tirkiye'de kullanilmamaktadir ve sadece bu ¢alismada MiK ile tespit edilen %22,5 direnc
orani, lilkemiz genelinde heterojen bir direng olabilecegini ve klinik korelasyon igin
tedavi edilen hasta grubunda yeterli sayida g6zleme ihtiya¢ oldugunu diisiindiirmektedir.
Bununla birlikte sefiderokol ve eravasiklin icin saptanan diisiik MiK degerleri olumlu in-
vitro sonuglar olarak degerlendirilmis ve direngli enfeksiyonlarin tedavisi i¢in umut

vadettigi goriilmiistiir.

Anahtar kelime: Acinetobacter baumannii, ¢coklu ilag direnci, sefiderokol, eravasiklin,
imipenem-relebaktam.

Bu proje, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir.
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ABSTRACT

Boliikbast Y. (2024). Antibiotic resistance profile in Acinetobacter spp. strains isolated
from clinical samples and investigation of in vitro activities of new generation antibiotics.
Istanbul University Istanbul Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology
Medical Speciality Thesis. Istanbul.

Acinetobacter spp. and especially A. baumanni are bacteria responsible for life-
threatening nosocomial infections. Inrecent years, the increase in multidrug-resistant and
extensively drug-resistant strains has been a source of concern in terms of mortality and
morbidity, and the urgent inclusion of new antibiotics that provide adequate treatment in
treatment protocols has come to the fore.

Multidrug-resistant Acinetobacter strains isolated from various clinical samples
sent from different clinics of our hospital were included in the study and identification
and antibiotic susceptibility of the strains were performed by VITEK-2 system. Among
the new antibiotics, eravacycline, cefiderocol and imipenem relebactam susceptibilities
were tested by both disc diffusion (DD) and gradient strip methods, colistin susceptibility
was tested by broth microdilution (BMD) and cefiderocol susceptibility was tested by
BMD method in iron reduced medium. The susceptibility tests were performed and
interpreted according to EUCAST recommendations and also compared with CLSI
criteria for cefiderocol. The presence of A. baumannii-specific chromosomal blaoxas: and
blaoxazs, blaoxass and blaoxazs responsible for carbapenem resistance by optimised PCR
were investigated in all strains phenotypically determined to be carbapenem resistant. In
addition, tetA, which encodes the efflux pump and is involved in resistance to
tetracyclines, and blae, which is involved in carbapenem resistance, were investigated.
All 80 isolates identified as A. baumannii were carbapenem resistant. Colistin resistance
was found 7.5% (n:6) by BMD method. Cefiderocol resistance was determinedas 18.75%
(n:15) and 22.5% (n:18) by DD and BMD methods, respectively. MICso andMICy values
for cefiderocol were 0.25 mg/l, 128 mg/l and MIC range <0.03 - 256 mg/I,respectively.
MICso and MICyo values for eravacycline were 0.25 mg/l, 0.75 mg/l andMIC range was
0.016 - 0.75 mg/I, respectively. Imipenem-relebactam was resistant in allstrains. blaoxas:
was positive in all isolates. blaoxa2s Wwas detected in 82.5% (n:66) and blaoxaz2s in 17.5%
(n:14) of the isolates. No blaoxass, tetA and blawmp genes were detected in any of the

isolates.
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The search for new antibiotics to overcome the problem of antibiotic resistance
continues. In carbapenem-resistant strains, it was observed that the addition of beta-
lactam inhibitors such as imipenem-relebactam had no effect on main carbapenem
resistance. Eravacycline showed remarkable results against A. baumanii strains in vitro.
Although cefiderecol is the most promising drug, it is not yet used in Turkey, and the
22.5% resistance rate detected by MIC only in this study suggests that there may be
heterogeneous resistance throughout our country and that sufficient number of
observations in the treated patient group are needed for clinical correlation. However, the
low MIC values determined for cefiderocol and eravacycline were considered as
favourable in-vitro results and promising for the treatment of resistant infections.
Keywords: Acinetobacter baumannii, multidrug resistance, cefiderocol, eravacycline,
imipenem-relebactam.

This project was supported by Istanbul University Scientific Research Projects
Unit. Project No: 39385
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1. GIRIS-AMAC

Diinya genelinde antimikrobiyal direng (AMR), kiiresel sagliga yonelik en buyiik
10 tehditten biridir (1). Duyarli Acinetobacter izolatlar1 genellikle beta-laktamlar, Ggtnct
kusak sefalosporinler, beta-laktam / beta-laktamaz inhibitér kombinasyonlari veya
karbapenemler ile tedavi edilmektedir. Bu ajanlar ¢ogunlukla bir aminoglikozit ile
kombine edilmektedir. Ozellikle direncli Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarinin
tedavisinde karbapenemler ilk secenek olarak siklikla kullanilmaktadir. Ancak son
yillarda pek ¢ok A. baumannii klinik izolat1 karbapenemler de dahil olmak iizere tiim
konvansiyonel antibiyotiklere direng kazanmistir.

Acinetobacter tiirleri arasinda A. baumannii klinik éneme sahip en énemli tir
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Hastane kaynakli izolatlar, genellikle antibiyotiklerin ¢oguna
karst direnclidir. Bu nedenle direng sorunu Klinisyenleri gesitli ¢6zim arayislarina
zorlamaktadir. Birgok calismada klinik izolatlarda gittikce daha yuksek oranda
karbapeneme direncli Acinetobacter spp. bildirilmesi ve Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin
‘oncelikli patojenler’ listesinde A. baumannii’nin ilk sirada yer almasi, yeni
antibiyotiklerin ve tedavi segeneklerinin gelistirilmesine acilen ihtiya¢ oldugunu
gostermektedir (2-6).

Hastane kaynakli enfeksiyonlar icerisinde son yillarda 6zellikle Sars-Cov-2
enfeksiyonuyla birlikte uzun siireli yogun bakim yatislar1 ayrica MDR-Acinetobacter
enfeksiyonlarinda gilincel olarak uygulanmakta olan tedavi rejimlerine yanitsizliga sik
rastlanmasiyla beraber yeni antibiyotiklere olan ilgi artmis ve ¢alismalar hiz kazanmaya
baglamistir.

Son yillarda Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) ve Avrupa Ilag Ajansi
(EMA)’ndan onay alan imipenem-relebaktam, eravasiklin ve sefiderokol gibi yeni nesil
ilaglarin in-vitro kosullarda yapilacak duyarlilik ¢aligmalart ve bu ¢alismalarin in-vivo
caligmalar ile desteklenmesi sonucunda {imit verici birer tedavi segenegi olabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak, Acinetobacter spp’de eravasiklin duyarliligi i¢cin DD
yonteminin standardizasyonunun olmamasi ve MIK saptanmasi gerekliligi, sefiderokol
icin standart SMD yoOnteminin uygulanamamasi, demiri azaltilmig Gzel besiyerinde
calisma zorunlulugu gibi nedenlerle literatiirde bu antibiyotiklerle yapilan ¢alismalarin

say1st sinirlidir.



Bu nedenle bu c¢alismada heniiz Tiirkiye’de tedavi protokollerine alinmamis ve
diinya genelinde de simirli kullanimi olan sefiderokol, eravasiklin ve imipenem-
relebaktam antibiyotiklerinin coklu ilaca direncli bakterilerdeki in-vitro etkinlikleri
arastirilarak in-vivo ¢alismalar i¢in yol gosterici veriler olusturulmasi amacglanmustir.
Ayrica bu ¢alisma A. baunmannii suslarinda sefiderokol i¢in altin standart olan demiri
azaltilmis katyon ayarli Mueller Hinton buyyon (KA-MHB) kullanilarak SMD
yontemiyle minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) nun belirlenmesi icin uygulanan
ilk galisma oOzelligini tasimaktadir. Bu nedenle bu c¢alisma sonucunda elde edilen

bulgularin iilkemiz verilerine 6nemli katki saglayacagi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Acinetobacter baumannii
2.1.1. Tarih¢e

Karmasik bir taksonomik ge¢mise sahip olan mikroorganizma ilk kez Hollandal1
mikrobiyolog Beijerinck’in 1911'de kalsiyum asetatla zenginlestirilmis bir besiyeri
kullanarak  topraktan izole etmesiyle Micrococcus calco-aceticus olarak
isimlendirilmistir. Sonraki yillarda benzer mikroorganizmalar Achromobacter anitratus
(Brisou, 1953), Achromobacter mucosus (Mannheim and Stenzel, 1962), Alcaligenes
haemolysans (Henriksen, 1973), Bacterium anitratum (Schaub and Hauber, 1948),
Diplococcus mucosus (von Lingelsheim, 1908), Herellea vaginicola (DeBord, 1942),
Mima polymorpha (DeBord, 1939), Moraxella lwoffi (Audureau, 1940), Neisseria
winogradskyi (Lemoigne ve ark., 1952) gibi ¢ok sayida farkli cins ve tiire ayrilmistir.
Brisou ve Prevot tarafindan 1954 yilinda bu bakteriler i¢cin Achromobacter cinsi hareketli
mikroorganizmalardan ayirt etmek amaciyla Yunancada hareketsiz anlamina gelen ve
"akinetos" kelimesinden koken alan Acinetobacter cins adi onerilmistir. 1968 yilinda
Baumann ve ark.’nmin Micrococcus calco-aceticus, Alcaligenes hemolysans, Mima
polymorpha, Moraxella Iwoffi, Herellea vaginicola ve Bacterium anitratum gibi
mikroorganizmalar (izerine genis ¢apli bir arastirma yayimlayarak fenotipik 6zelliklerine
gore bu tiirlerin tek bir cinse ait oldugunu bildirmelerinin ardindan bu isim yaygin kabul
gormiistiir. ‘Moraxalle ve iliskili bakterilerin taksonomisi alt grubu’ tarafindan Baumann
ve ark.’nin bulgular1 dikkate alinarak 1971°de Acinetobacter cins adi kabul gormiistiir.
Daha sonra Bergey'in Sistematik Bakteriyoloji kitabinin 1974 baskisina dahil edilmis ve
tek tlirt Acinetobacter calcoaceticus olarak listelenmistir (Bergey ve ark., 1975) (7).

Acinetobacter cinsini ve tartind belirlemek icin fenotipik testlerin uygulanmasinda
tutarsizliklar gbzlemleyen Bouvet ve Grimont, 1986 yilinda yayimladiklar1 bir galismada
DNA-DNA hibridizasyon analizi ile 12 genotir belirlemislerdir. Ayrica A. calcoaceticus
ve Acinetobacter Iwofii'nin tanimlarimi diizeltmisler, Acinetobacter baumannii,
Acinetobacter johnsonii ve Acinetobacter junii olmak {izere ii¢ yeni tiir 6nermislerdir (8).
Son yayimlanan ¢alismalarda Pasteur MLST (Multilocus sequence typing) semas: ile

Acinetobacter cinsi i¢in 72 tir tanimlanabilmistir (9).



Bu konuda calismalar devam etmekte olup tlr sayismin her gecgen giin daha da artmakta
oldugu bilinmektedir (10).

2.1.2. Taksonomi

Acinetobacter baumannii prokaryot canlilar igerisinde, bakteriler aleminde,
Proteobacteria subesinde, Gammaproteobacteria smifinda, Moraxellaceae ailesinde,
Acinetobacter cinsi icerisinde simiflandirilir (11). Ancak tirlerin benzer fenotipik
ozelliklere sahip olmasi nedeniyle tiir ayriminin yapilmasi zordur. A. pittii, A. seifertii, A.
lactucae ve A. nosocomialis fenotipik ve genotipik olarak A. baumannii ile benzerlik

gosterdiklerinden dolay1 A. baumannii kompleks olarak tanimlanmiglardir (9).

Acinetobacter tiirlerinin sadece bir kismi klinik olarak anlaml1 enfeksiyonlara yol
acmaktadir. Hastane enfeksiyonlarinda en yaygin ve 6nemli tiir A. baumannii‘dir. Bu

patojen, global olarak nozokomiyal enfeksiyonlar ve salginlarla iliskilendirilmistir (10-

12).

2.1.3. Genel ozellikler

Acinetobacter tlrleri zorunlu aerop, nonfermentatif, hareketsiz, kapsulsiiz, katalaz
pozitif, oksidaz negatif, Gram negatif boyanan ve pleomorfik 6zellik gosteren kokobasil
seklinde bakterilerdir. Kisa, tombul, Gram negatif kokobasil morfolojileri ve boyay1
(kristal viyole) zor birakmalar1 nedeniyle Neisseria veya Moraxella’ya benzetilerek Gram
negatif kok ya da Gram pozitif kok olarak yanlis tanimlanabilirler (13). Acinetobacter
hareketsiz olmasina ragmen, A. baumannii suslarinin birgogu yuzeyle iliskili ve segirmeli
hareketlilik yetenegine sahiptir (14). A. baumannii’nin bazi biyokimyasal ozellikleri

Tablo 2.1 “‘de gosterilmistir.



Tablo 2.1 A. baumannii’nin bazi biyokimyasal ve fenotipik 6zellikleri (15).

A. baumannii

Oksidaz =
Piyosiyanin -
Glukoz +
Ksiloz +
Mannitol =
Laktoz +
Maltoz =
4211C’de Ureme +
Eskulin =
Ureaz -1+
DNaz -+
ONPG -
Indol -
Hareket -
H2S =
Nitrat rediiksiyonu -
Pigment =

McConkey agarda Ureme B

A. baumannii’nin genomu tek dairesel bir kromozom ve plazmitlerden
olusmaktadir (16).

Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda; APl 20NE, Vitek 2, Phoenix, MicroScan
WalkAway ve matriks destekli lazer dezorpsiyon iyonizasyon ucus zamani Kdtle
spektrometresi (MALDI-TOF MS) sistemleri gibi yar1 ve tam otomatize tanimlama
sistemleri kullanmilmaktadir (17). Fenotipik benzerlik nedeniyle Acinetobacter tirleri, bu
sistemlerle tam olarak tanimlanamamaktadir. Bu baglamda, MALDI-TOF MS, bakteri
cinsini tanimlamak i¢in kullanilan uygun bir tekniktir ve farkl tiirler arasinda ayrim
yapilmasma yardimci olabilmektedir. A. baumannii'nin tanimlanmasinda MALDI-
TOFun duyarlilik ve 6zgillik oranlarinin sirasiyla %100 ve %91,7-%99 oldugu
bildirilmektedir (18). Bu yontem, A. baumannii kompleks de dahil olmak (izere
Acinetobacter turlerini basit ve dogru bir sekilde bir saatten daha kisa slrede
tammlamasiyla One g¢ikmakla birlikte Acinetobacter dijkshoorniae ve Acinetobacter

seifertii gibi bazi tiirlerin tanimlamasinda zorluklar yasandigi bilinmektedir. Ayrica
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MALDITOF icin pahali ekipman ve genisbir veri tabanmi gerekmektedir (19, 20).
Acinetobacter’i tiir diizeyinde tanimlamak i¢in kullanilan molekiler yontemler arasinda
DNA-DNAhibridizasyonu (DDH) ve rpoB, 16SrRNA ve 16S-23S intergenik spacer (ITS)
calismasina dayanan DNA dizisi tabanli analizler yer almaktadir. Yapilan ¢alismalar

Acinetobacter'in tlr diizeyinde tanimlanmasinda blaoxasi benzeri genlerin saptanmasina

yonelik PCR ve rpoB sekanslamasinin birlikte yapilmasinin uygulanabilecek en iyi
yontem oldugunu gostermistir. Ancak, molekiler yontemlerin yuksek maliyeti,
uygulanmasinin zorlugu ve ¢esitli ekipman ile deneyimli personel gerektirmesi nedeniyle

Acinetobacter tiirlerinin tanimlanmasinda rutin laboratuvarlarda kullanimlari simirlidr.

2.1.4. Epidemiyoloji

Acinetobacter’ler, cogunlukla gevresel etkenlerle iliskilendirilen neredeyse her
yerde bulunabilen 6zellikle serbest saprofit yasayan oldukga heterojen bir gruptur (21).
Dolayisiyla enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi de genis kapsamlidir; savaslar, dogal
afetler, tropikal ortamlar ve hastane kaynakl salginlarla iliskilendirilmistir. Su ve toprak
gibi ¢evresel 6rneklerde bulunmakla beraber olasi rezervuarlarindan kuslar, baliklar gibi
evcil hayvanlar ve eklem bacaklilarda da yasayabilmektedirler (22). Acinetobacter’ler
insanlarda ise normal deri florasinda, mukozal membranlarda, solunum sistemi ve

gastrointestinal sistemde kolonize olarak bulunabilmektedir (23).

Seifert ve ark. (24) 1997'de yaptiklar ¢alismada, Acinetobacter spp.'nin saglikli
bireylerin viicudunda, alin, burun, kulak, bogaz, trakea, konjunktiva, el, vajina ve perine
gibi ¢esitli bolgelerde, ayrica koltuk alti, kasik ve ayak parmaklar1 gibi nemli bolgelerde
bile yasayabildigini gostermislerdir. Bu sebeple deri florasi, ¢esitli Acinetobacter tirlerini
bulundurmasi nedeniyle potansiyel enfeksiyon kaynagi olarak dogal bir rezervuar olarak
gosterilmektedir. Yine ayni epidemiyolojik arastirma verilerine gore, Acinetobacter
spp.'nin yliksek tastyicilik oranlari rapor edilmistir; yatan hastalarda %75 ve hastaneye
yatirtlmayan kontrol hastalarinda %43 oraninda deride ve mukozal membranlarda
kolonizasyon saptanmustir. Bu ¢alismada en sik izole edilen tiirler A. Iwoffii (%47) ve A.
johnsonii (%21) olarak belirlenmistir. Sasirtict bir sekilde, klinik agidan 6nemli olan A.
baumannii (%0,5) ve A. nosocomialis (%]1) tiirlerinin deri florasinda yaygin olarak
bulunmadig tespit edilmistir (24). Avrupa’da yapilan bir baska ¢alismada ise yine benzer

sonuclar elde edilmis, saglikli bireylerde %44 oraninda A. lwoffii saptanmustir (25). Diger
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taraftan Hongkong’da yapilan bir calismada Avrupa'daki dagilimdan farkli olarak deri ve
mukozal yiizeylerde saptanan tiirlerin sirasiyla A. pittii (%32), A. nosocomialis (%14) ve
A. baumannii (%4) oldugu bulunmustur (26). 2005 yilinda Hollanda’da yapilan bir diger
calismada ise saglikli bireylerden alinan diski 6rneklerinde tasiyicilik arastirmasi
yapilmis ve %25 tastyicilik oranmi bildirilmistir. Caligmada en sik saptanan tir A.
johnsonii (%17,5) olurken, bunu A. guillouiae (%4) izlemis, sadece bir 6rnekte (%0,8) A.
baumannii izolati bulunmustur. Buna gore, insan bagirsaginin klinik agidan dnemi olan
A. baumannii tiirii igin dikkate deger bir rezervuar olmadigi goriisii ileri stiriilmiistiir (27).
Diger taraftan Ispanya'da bir yogun bakim (nitesinde yatan hastalardan alman digk1
orneklerinde coklu ilaca direncli A. baumannii kolonizasyon orani1 %41 iken, Ingiltere ve
Hollanda'da hastaneye yatirilmayan kisilerden alinan digki 6rneklerinde %1 veya daha
diisiik oranda bulunmustur (27, 28). Dolayistyla bu sonuglara gére ispanya’daki ¢alismada,
coklu ilaca direncli A. baumannii ile diski kolonizasyonunun esas olarak yogun bakim
iinitesinde yatislar sirasinda edinildigi one siirtilmiistiir (25-28). Saglik c¢alisanlarinin
ellerinde de kolonize olabilen Acinetobacter suslarinin viriillansindaki en 6nemli
Ozelliklerden biri uzun sireler boyunca kuru yiizeylerde yasayabilme potansiyelidir.
Dolayisiyla, Acinetobacter tdrleri hastane ortaminda endotrakeal tup, mekanik
ventilasyon cihazlari, intravendz ve Uriner kateterlerde kolaylikla kolonize olup yapilan
invazif islemler sonucunda enfeksiyon ya da kolonizasyona neden olabilmektedir.Temas
izolasyonu, tibbi cihazlarn dekontaminasyonu, birimlerde dizenli dezenfeksiyon
uygulamalari ve el yikama, enfeksiyon ve salginlardan korunmada etkili 6nlemler olarak

belirlenmistir (29).

Hijyen kurallarina uyulmamasi halinde ¢oklu ilaca direncli Acinetobacter
enfeksiyonlar1 hastanelerde 6zellikle yogun bakim servisleri basta olmak {izere immiin
diiskiin hastalarin yogun oldugu birimlerde salginlara neden olabilmektedir. Bu durum
Ozellikle 2019 yilinda tim diinyayr sarsan COVID-19 pandemisi sirasinda yogun
bakimdaki yatis ve ventilasyon sirelerinin artmis olmasina bagli olarak basta
karbapeneme direncli Gram negatif bakterilerin rol oynadigi sekonder bakteriyel
enfeksiyonlarda artisa yol acarak Klinisyenler icin ikinci bir micadele alam
olusturmustur. ECDC (Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi)’nin 2022 yilinda
yayimladig1 rapora gore, 2020-2021 yillar1 arasinda bildirilen genel patojen sayisinda
artig olmakla birlikte en ¢ok artis %43 orani ile Acinetobacter spp.’de gézlenmistir. Yine

aym raporda, 2021°de ii¢ antimikrobiyal grubun (karbapenemler, florokinolonlar ve
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aminoglikozitler) her birine direng rapor edilen vaka sayis1 2018-2019 ortalamasinin iki

katindan fazla oldugu bildirilmistir (30).

Dogal afetler ve savaslar toplumlar kitleler halinde etkilemekte ve enfeksiyon
hastaliklar1 agisindan ciddi salgmlar ortaya ¢ikabilmektedir. Yapilan literatur
caligmalarinda dogal afetleri dogrudan bulasici hastaliklarla iliskilendiren bilimsel
kanitlar bulunamamis olsa da dogal afetlerin ardindan bulasici hastaliklarin yayilmasi ve
salginlardaki artiglar, afetin uzun sireli artc1 etkileriyle iliskilidir. Bu artg1 etkiler; yerinden
edilmis niifuslar (iilke icinde yerinden edilmis kisiler ve miilteciler), c¢evresel
degisiklikler, vektorlerin tireyebilecegi alanlarin artmasi, vektorlerin (kemirgenler,
sivrisinekler) ¢ogalmasi ve ylksek oranda maruz kalma, plansiz ve asiri kalabalik
barinaklar, k6tlii su ve sanitasyon kosullari, kotii beslenme, kotii kisisel hijyen ve bu
kosullarda edinilen sekonder enfeksiyonlardir. Acinetobacter enfeksiyonlarinin da bu

zorlu durumlar igerisinde prevalansi yuksek bulunmustur (31).

2015 yilinda Cin’de meydana gelen Lushan depreminden sonra bolgenin en blyuk
hastanesinde yapilan bir ¢alismada yogun bakim Unitelerinde en sik rastlanan patojenin
A. baumannii oldugu bildirilmistir (32). 2008 yilinda Cin'in Wenchuan kentinde meydana
gelen depremden sonra ise enfeksiyonlara neden olan baskin patojenin A. baumannii
oldugu bildirilmis; tek merkezli g¢alismada Acinetobacter izolatlarmin %65'inden
fazlasimin imipenem haric cesitli antimikrobiyal ilaclara direncli oldugu ve izolatlarin
%24,6'sinin  pan-rezistan oldugu saptanmustir (33). Giliney Asya kiyisinda 2004’de
meydana gelen tsunami felaketinde yumusak doku yaralanmalari ve fraktir gelisen kritik
17 hastanin %?20’sinin yara Orneklerinden, kan ve solunum sekresyonlarindan MDR
Acinetobacter suslar1 izole edilmistir (34). Tiirkiye’de ise daha Oncesinde nadir olarak
izole edilmekte iken 1999 yilindan meydana gelen deprem sonrast yogun bakim iinitesi

(YBU)’nde en sik izole elde edilen patojen olarak tespit edilmistir (35).



2.1.5. Viriilans faktorleri
A. baumannii gesitli virulans faktorlerini kullanarak konak hiicrede enfeksiyona yol acar
(Sekil 2.1).

Konak Hiicreye| O-Antijeni g g Kapsiiler polisakkarit
C ili
Yépiama ﬁ ﬁ » Cevresel strese = p!;'gl
) ) karsgi bariyer « Hucre baglantisi
Hotthy = l ‘g g « Antifagositik etki « Biofilm olusumu
> ~ ' ‘
¥ ¥
LPS
Aktif . = = T6SS
klorheksidin insan serumunda i - ] ] ] I l .
cikisi L Acel bakteriyal kalicihk i | >
Fosfolipaz D « Hareket

« Biofilm olugumu
« Gen transferi

Epitelyal hiicre
@ toksisitesi

" —
Proinflamatuvar yanitin Fosfolipaz C
azalmasi

T2SS
FXI Efektor
‘ GCpan inaktivasyonu proteinlerin
taginmasi
®—o

| ’ . ) i¢ membran

BapAb Omp . Dig membran
Biofilm ; = ) ; .
maturasyonu Apoptozis Polisakkarit kapsil

Sekil 2.1. A. baumannii’nin viriilans faktorleri (36. kaynaktan degistirilerek).

Acel: Acinetobacter klorheksidin efliiks protein; CpaA: Glikan spesifik adamalizin benzeri proteaz; Csu: Saperon/ usher
pilus sistemi; LPS: Lipopolisakkarit; Omp: Dig membran proteini; PNAG: Poli-beta-1,6-N-asetilglukozamin; T2SS: Tip
Il sekresyon sistemi; T6SS: Tip VI sekresyon sistemi

2.15.1. Porinler
Porinler, hiicresel gegirgenligi diizenleyen dis membran protein (OMP)'leridir. A.
baumannii'nin Omp’leri virtlans ve gevre ile etkilesimde Kilit rol oynamaktadir. OmpA,
A. baumannii'nin konak htcrenin fibronektin molekilint kullanarak epitel hiicrelerine
yapismasindan sorumludur ve apoptozisi indiikleyerek hiicre oliim siirecinde rol alir.
Ayrica plastik yiizeylerde biyofilm olusumunda sinirli bir rol oynar (18). OmpA, insan
serumundaki H faktoriine baglanarak bakterinin kompleman aracili 6ldirtlmesini
engeller. A. baumannii’nin diger bir dis membran proteini Omp33-36 proteinidir. Bu
protein bir su kanal1 gibi gorev yapar ve ekspresyonu karbapenem antibiyotiklerine direngle
iligkilidir. Virulans agisindan 6nemi olan bu proteinin eksikliginde ayrica A. baumannii'nin

yapisma kapasitesinde, invazyonunda ve sitotoksisitesinde azalma oldugu saptanmuistir.
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Diger bir dis membran proteini CarO’dur ve bu protein de karbapenem direncinde rol
oynar. CarO ekspresyonundaki artisin trakea ve akcigerlerdeki proinflamatuar yanitin
zayiflamasi yoluyla noétrofillerin infiltrasyonunu geciktirdigi, bakteriyel cogalmaya zemin

hazirlayip siddetli ppnémoniye neden oldugu gosterilmistir (36).

2.15.2. Hucre duvar faktorleri (Lipopolisakkaritler / kapsiler polisakkaritler)
Hicre duvar polisakkaritleri (Lipopolisakkaritler-LPS) Gram negatif patojenlerin
enfeksiyon sirecinde birden fazla role sahip olan en énemli viriilans faktorlerinden
birisidir. LPS'nin antijenik 6zellikteki O-polisakkaridi, pili ile birlikte kolonizasyonun ilk

adimu olarak konak hiicrelere yapismayi kolaylastirabilmektedir (36).

LPS'nin disinda, A. baumannii’nin viriilansinda 6nemli faktorlerden biri bakteri
yiizeyinin etrafinda yer alan kapsiiliin varligidir. Kapsiiliin tekrarlayan ve birbirine bagl
seker Uniteleri; kuruluk ve dezenfeksiyon gibi cevresel kosullara ve fagositoz gibi
bagisiklik  sistemi reaksiyonlarina karsi bir bariyer olusturur, ayrica baz

antimikrobiyallere karsi da koruma saglar (36).

2.1.5.3. Fosfolipazlar

Fosfolipazlar A. baumannii'nin bilinen ek virtlans faktorleridir. A. baumannii'nin
genomu fosfatidilkolin adi verilen Okaryotik bir membran bilesenine karsi spesifik
hidrolitik 6zelliklere sahip iki fosfolipaz C (PLC) ve (i¢ fosfolipaz D (PLD) enzimini
kodlar (37). Cok ©6nemli hidrolitik enzimlerdir ve insan hiicre membranlarinin
fosfolipitlerine karsi lipolitik bir aktiviteye sahiplerdir. Fosfolipaz D enzimi, A.
baumannii'nininsan serumunda kalict olmasina yardimci olurken baska bir enzim olan

fosfolipaz C, epitel hicreleri icin hemolitik ve sitolitik aktivitede rol almaktadir (36).

2.1.5.4. Demir kazamim mekanizmalari
Demir, bakterilerin canli kalmasi i¢in gerekli bir metal iyonudur ve konak, demirin
bakteriyel patojenlere ulagsmasini kisitlamak i¢in mimkin olan her mekanizmayi kullanir.
Demirin ¢ogu hemoglobine baglanir; konak kalan serbest demiri tutmak i¢in transferrin,
laktoferrin veya ferritin gibi diger proteinleri devreye sokar (38). A. baumannii, demirin

sinirlt oldugu (hem ile baglantili oldugu igin) konak ortamina uyum saglamak amaciyla

10



demir edinme sistemleri gelistirmistir. A. baumannii'de demir ediniminde islev géren en
az sekiz gen kiimesi tanmmlanmustir. Bu gen kiimelerinden biri demir aliminda, ikisi hem
aliminda ve besi siderofor biyosentezi ve kullaniminda rol oynar. Sideroforlar, yiiksek
afiniteli demir selator proteinleri olup, demir i¢in konak hiicrelerle rekabet ederler. A.
baumannii'de on adet yapisal olarak farkli siderofor bulunmaktadir. A. baumannii
tarafindan Oretilen ana siderofor asinetobaktin olmakla birlikte yapisal olarak farkli
sideroforlar olan baumannoferrin ve fimsbaktinler de bulunmaktadir. Acinetobacter
Klinikizolatlar1 arasinda kodlama lokusu yiiksek derecede korunmus olan asinetobaktinin
kritik onemi, farkli fizyolojik kosullar altinda demir baglama kabiliyeti ile
aciklanmaktadir. Transferrin ve laktoferrinin tek demir kaynag: olarak etkin kullanimi
icin  asinetobaktin  biyosentezi  gerektiginden, bu sideroforun demir igin
baumannoferrinler ve fimsbaktinlerden daha yiksek bir afiniteye sahip olmasi ve

dolayisiyla konaktan daha iyi demir alabilmesi de mimkindir (39).

2.15.5. Biyofilm olusturma

Biyofilmler, genellikle bir kat1 ylizeye baglanmis ve bir sakkarit matrisi tarafindan
cevrelenmis bakteri hiicrelerinin yogun bir sekilde bir araya gelmesi ile tanimlanan
yapisal komplekslerdir. Ekzopolisakkaritler (EPS'ler), bakteriyel biyofilm matrisinin
temel bilesenleridir (40).

A. baumannii, biyotik ve abiyotik yiizeylerde kolonizasyon yetenegi ve biyofilm
olusturma kabiliyetiyle bilinen bir bakteri tlrtidir. Bu 6zellikleri, kronik enfeksiyonlara,
antibiyotiklere direng gelistirme ve hastane ortamlarinda hayatta kalma gibi 0zelliklerle
iligkilendirilir. Ozellikle ventilatdrle iliskili pndmoni ve kateterle iliskili enfeksiyonlar
gibi biyofilmle iliskili enfeksiyonlara yol agar. Bu enfeksiyonlar, genellikleantibiyotik
tedavisine kars1 direnglidir ve A. baumannii ile iliskilendirilen biyofilm enfeksiyonlarmin

Klinik yonetimi 6nemli 6lglide zorlayici olabilmektedir (41).

2.1.5.6. Disa atim (efluks) pompa mekanizmasi

A. baumannii'nin dis membraninin gegirgenliginin diisitk olmas1 biiyiik boyutlu
antibiyotiklerin hiicre icine girmesini zorlastirir. Buna ek olarak, antibiyotikleri disar1 atan
farkli siniflardan efluks pompalari da bulunmaktadir. ABC (ATP binding cassette)

tastyici, MFS (major facilitator superfamily), RND (resistance nodulation division),
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MATE (multidrug and toxic compound extrusion), PACE (proteobacterial antimicrobial
compound efflux) ve SMR (small multidrug resistance) ailesi olmak tizere alt1 sinif efluks
pompasi vardir. ABC tasiyicilart enerji kaynagi olarak ATP'nin hidrolizine bagimhidir,
digerleri ise antimikrobiyalleri hicre disina tagimak icin hidrojen iyon gradyanini
kullanir. A. baumannii'de disa atima bagh direng, buyik ol¢ide RND ve MFS ailesi
tagtyicilar ile iliskilendirilmektedir (38).

2.2. Antimikrobiyal Diren¢ Tanimlari
Diinya Saglik Orgiitii (DSO)'ne gére antimikrobiyal direng (AMR); bakteriler,
virtsler, mantarlar ve parazitler dahil olmak {zere mikroorganizmalarin 6nceden

kendilerini etkileyen ilaglara artik yanit vermediginde ortaya ¢ikmaktadir.

ECDC ve ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC)'nin ortak girisimi ile

asagidaki U¢ direng kategorisi icin tanim olusturulmustur (42).

Coklu ilaca direncli (MDR): Ug veya daha fazla antimikrobiyal grup icerisinde yer alan
her kategorideki en az bir ajana karsi kazanmilmis direng. (Aminoglikozitler,
florokinolonlar, sefalosporinler, karbapenemler vb. gibi antibiyotik gruplari igerisindeki

antibiyotikler belirtilmektedir.)

Asiri ilaca direngli (XDR): Iki veya daha az antimikrobiyal grup harig timiinde en azbir
ajana karst kazanilmig direng (yani bakteri izolatlarinin yalmzca bir veya iki

antimikrobiyal gruba karsi duyarl kalmast).

Pan ilaca direncli / Pan-rezistan (PDR): Tiim antimikrobiyal siniflarinda yer alan tiim

ajanlara karsi direng.

2.2.1 Antibiyotik direng mekanizmalari
Antibiyotik direnci ¢esitli sureclerle ortaya ¢ikabilir (Sekil 2.2). Bu slreclerde rol

oynayan baslica mekanizmalar (43, 44):

1. Diga atim (Efluks) pompasi: Efluks pompasi proteinleri, antibiyotikleri hiicre disina

cikarabilen tasima proteinleridir. Bakteriler, bu proteinlerin asirt salinimi sonucunda
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antibiyotik direnci kazanabilir ve antibiyotigin hiicre i¢ci konsantrasyonunu toksik seviyelerin
altinda tutabilir.

2. Antibiyotigin inaktivasyonu: Bakteriler antibiyotikleri etkisiz hale getirecek ¢esitli
enzimler Uretebilirler. Bu enzimler, antibiyotiklerin etkisini dogrudan engelleyerek direnc
olusumuna yol agarlar, bunu antibiyotigin yapisim degistirerek veya bozarak
gerceklestirmektedirler.

3. Antibiyotik hedefinin modifikasyonu: Bakteri hiicresinde antibiyotiklerin hedefi
olabilecek bilesenler bulunmaktadir. Bakteriler bu antibiyotik hedeflerini; genetik
mutasyon, alternatif 6zellikte penisilin baglayici protein (PBP)’lerin ekspresyonu ya da
translasyon sonrast modifikasyon yoluyla degistirebilir ve sonugta antibiyotik direncine
zemin hazirlar.

4. Antibiyotik gegirgenliginin azalmasi: Antibiyotikler porin kanallar1 yardimiyla hiicre
icerisine girerler. Porin sayisinin azalmasi veya porin kanalinin segiciligini degistiren
mutasyonlar, hiicre zarmin antibiyotiklere kars1 gecirgenligini azaltarak direng

gelisiminde rol oynar.

()
<4 O

Antibiotik @ @ Dig membrandan
O O efluks geqemez
pompasi
iledigan 4
atilir. \j
-y ‘
|
| Dig membran
|
Porin protein
y X
® o
A antibiyotigi PBP'ye O =)
baglantyor Peptidoglikan
sentezi
Penisilin baglayici (O ]
protein (PBP)
O i¢ membran
Gram negatif bakteri sitoplazmasi Effuks pompasi

Sekil 2.2. Antibiyotik diren¢ mekanizmalari (Biorender ile olugturulmustur.)

13



2.2.2. A. baumannii’nin antibiyotik diren¢ mekanizmalari

1970'lerden dnce Acinetobacter enfeksiyonlarini beta-laktamlar, aminoglikozitler
ve tetrasiklinler gibi genis bir yelpazedeki antibiyotikle tedavi etmek muimkundi.
Giliniimiizde ise hem dogal diren¢ hem de kazanilmis diren¢ mekanizmalar1 nedeniyle A.
baumannii’nin  bilinen tim antibiyotiklere direng gelistirmesi, A. baumannii

enfeksiyonlarmin tedavisini oldukca zorlastirmistir (13).

Siklikla goriilen antibiyotiklere direngli (MDR) alt1 bakteriyel patojen ESKAPE
kisaltmasi altinda gruplandirilmistir: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,

Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter spp.

ESKAPE patojenleri, hastane enfeksiyonlarinin g¢ogundan sorumludur ve
antimikrobiyal ajanlarin biyosidal etkilerinden kacabilme yetenegine sahiptir (45). 2017
yilinda DSO, acil kiiresel eyleme ihtiyag duyulan patojenlerin bir listesini yayimlamis ve
karbapeneme direncli A. baumannii'yi (CRAB), ilag arastirma ve gelistirmesine rehberlik
edecek antibiyotige direncli bakteriler listesinde kritik dncelikli (6ncelik 1) patojen olarak

siralamustir (6).

A. baumannii'nin antimikrobiyallere kars1 direng gelistirmesini saglayan baslica

mekanizmalar asagida agiklanmaktadir.

2.2.2.2. Beta-laktam direnci

Beta-laktam antibiyotikler; penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler,
monobaktamlar ve beta-laktamaz inhibitorlerini igerir. Beta-laktam antibiyotiklere direng
cesitli mekanizmalar yoluyla saglanabilir (46). A. baumannii'de beta-laktam direncinin

ana mekanizmalar1 su sekilde siralanabilir:

Beta-laktam antibiyotiklere karsi enzim aracih direng¢: Bu tir direng, beta-
laktam antibiyotikleri hidrolize edebilen bakteriler tarafindan Uretilen enzimler olan beta-
laktamazlarin aktivitesinden kaynaklanir. Beta-laktamazlar dizi motiflerine ve hidrolitik
mekanizmadaki farkliliklara gore dort sinifa (A, B, C ve D) aynilabilir (41). A, C ve D

sinifinda, serin beta-laktamaz (SBL)’lar adi verilen ve aktif bdlgesinde serin bulunan
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enzimler, B smifinda ise metalo-beta-laktamaz (MBL)'lar adi verilen ginkoya bagimli

enzimler bulunur (47).

A siifi beta-laktamazlar penisilin, sefalosporinler, monobaktamlar ve
karbapenemlere karsi dirence aracilik eder. Beta-laktamazlar dar spektrumlu olabilir ya
da nokta mutasyonlar1 yoluyla genis spektrumlu antibiyotik aktivitesi kazanabilirler. Dar
spektrumlu beta-laktamazlar (TEM-1, SHV-1 gibi) ¢ogunlukla penisilinlere karg: aktiftir
ve klavulanik asit tarafindan inhibe edilebilirken, genis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL)'lar (6rn. CTX-M) seftazidim, seftriakson, sefotaksim ve aztreonam gibi genis
spektrumlu sefalosporinleri hidrolize edebilir. Ayrica, plazmitler ve diger hareketli
genetik elemanlar yardimiyla Gram negatif bakteriler arasinda yayilim gosterirler. GSBL
ureten suslarm periyodik olarak izlenmesi ve ilgili genlerin (6rnegin blaTEM-92, blaSHV,
blaGES-11, blaGES-14, blaPER-1, blaPER-7 ve blaVEB-1) saptanmasinin direng

yayilimi agisindan Klinik énemi vardir (46,48).

B sinifi enzimler veya metalo-beta-laktamaz (MBL)'lar hareketli DNA elemanlari
(plazmitler, integronlar) tarafindan kodlamir ve neredeyse tlim beta-laktamlarin
(karbapenemler dahil) hidrolizini katalize ederek coklu ilag direnci saglar, ancak
monobaktamlari katalize etmez. A. baumannii‘de IMP, VIM, NDM ve SIM olmak (izere
4 tip MBL tanimlanmustir (43-46).

C sinifi beta-laktamazlar kromozomal olarak kodlanan sefalosporinazlardir (46).
Klinik 6nemi olan C sinifi enzimlerin baginda blaADC (eski adiyla blaAmpC) tarafindan
kodlanan AmpC gelmektedir (AmpC aym zamanda plazmit tarafindan da
kodlanabilmektedir) (48). A. baumannii klinik izolatlarinin ¢ogu, tgilincii nesil (6rn.
seftazidim) ve dorduncu nesil (6rn. sefepim) ajanlar da dahil olmak tizere sefalosporinlere
direnclidir. A. baumannii dogal olarak AmpC beta-laktamaz [ADC (Acinetobacter-
derived cephalosporinase) olarak adlandirilir] iiretir. AmpC iiretiminin indiiklenebildigi
veya kalict olarak baskilanabildigi diger Gram negatif bakterilerin aksine, A.
baumannii'deki ADC beta-laktamaz indiklenebilir olarak kabul edilmez. Bununla
birlikte, ADC beta-laktamazin ekspresyonu, genin yukari akisinda belirli insersiyon
sekanslarinin transpozisyonu ile gliclii bir promotér aktivitesi saglandiginda artar ve

Klinik agidan anlaml1 bir direng seviyesine yol acar (49).
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D Sinifi beta-laktamazlara oksasilinazlar veya karbapenem hidrolize edici sinif D
beta-laktamaz (CHDL)'lar da denir. Tim beta-laktamlar1 etkisiz hale getirebilirler ve
karbapenem direncinin ana mekanizmasini olusturduklar1 diisiiniilmektedir (50). Genel
olarak D sinifi beta-laktamazlar klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam tarafindan
inhibe edilmezler. Bu grupta yer alan OXA51, OXA23, OXA24, OXA143 ve OXA235
enzimleri; blaoxas1, blaoxa2s, blaoxazs, blaoxass, blaoxai43 Ve blaoxazss genleri tarafindan
kodlanmaktadir (Sekil 2.3). Bu enzimleri kodlayan genler hem kromozom hem de

plazmitler tzerinde bulunabilir (46).

OXA-23 Kiimesi
Dagilimi:
Avrupa (yaygm),
Avustralya, Tahit, Nounea,
Cin, Kore, Singapur,
';V Vietnam, ABD, Brazilva, as
Libya, Pakistan
Kodlanma:
Plazmit ve kromozom "
ilskili oldugu IS elementleri: OXA-53 Kitmesi
1S4bal 1S4bad Daphme:
OXA-24 Kiimesi Fransa, ispanya, Belgika,
Dagilims: Tiirkiye, Romanya,
ispanya, Belgika, Fransa, Yunanistan, Ingiltere, Italya,
Portekiz, ABD Avusturya, Arjantin,
Kodlanma: Avusturulva, ABD, Kiiveyt,
Plazmit ve kromozom ‘ Pakistan
(OXA-40) -
iliskili oldugu IS elementleri: %47 Plazmit ve kromozom
Bulunmamaktadr.
1S4bal 1SAba2,
1S4ba3,1S18
%56
%& %
OXA-51 Kiimesi
Dagihm:
A. baumannii’de dogal olarak bulunur,
dolayistyla kiiresel dagilima sahiptir.
Kodlanma:

Kromozom
liskili oldugu IS elementleri:
1S4bal

Sekil 2.3. A. baumannii'deki OXA tipi enzimlerin dagilimi ve genetik yapisinin 6zeti (13).

Dis membran proteini (OmpA) ve imipenem direnci: OmpA, negatif yukli
monomerik bir proteindir ve A. baumannii'de en yaygmn bulunan dis membran
proteinlerinden  biridir. Arastirmalar, OmpA'min negatif  yUkli  beta-laktam
antibiyotiklerinin daha yavas difiizyonuna neden olarak A. baumannii'nin ilaglara direng
gelistirmesine katkida bulundugunu gostermektedir. OmpA'y1 asir1 treten A. baumannii
Klinik izolatlari, hastalarda daha yiksek morbidite ve hatta mortalite ile
iliskilendirilmistir (51).
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CarO ilk olarak 29 kDa OMP'nin kaybi lizerine imipenem direnci kazanan mutant
A. baumannii izolatinda bulunmustur (52). carO genindeki mutasyonlarin; CarO'nun
ekspresyonunu azaltarak ya da durdurarak, porinin yapisal modifikasyonuna neden olarak
ve sonugta antibiyotigin bakteriye girisini azaltarak A. baumannii'de antibiyotik direncine
neden olabilecegi bildirilmektedir (53).

2.2.2.3. Aminoglikozit direnci

Aminoglikozit (AG)’ler, bakteri hiicre duvarini gegtikten sonra 30S ribozomal alt
biriminde peptit uzamasim bozarak etkilerini gdsteren protein sentezi inhibitorleridir.
Direng¢ saglayan genler; cesitli hareketli DNA elemanlar1 (integronlar, gen kasetleri,
transpozonlar, plazmitler, integratif ve konjugatif elementler) araciligiyla tasinabilir ve
hlcreler arasinda konjugasyon, dogal transformasyon veya transdiksiyon yoluyla

aktarilabilir.

A. baumannii‘de aminoglikozitlere direng ti¢ farkli mekanizma ile ortaya ¢ikabilir:

i. AG baglanma kapasitesini zayiflatan aminoglikozit modifiye edici enzim
(AME)'ler. AG modifikasyon bolgesine bagli olarak (sirasiyla N-asetilasyon, O-
nikleotidilasyon ve O-fosforilasyon yoluyla) asetil-, adenil- ve fosfo-transferazlar olarak
sintflandirtlir. ii. 16S rRNA metiltransferazlar (armA, rmtB ve rmtB1, rmtE) tarafindan
hedef bolgenin degistirilmesi ve son olarak, iii. membran gegirgenlik kaybi veya efluks

pompalarimin asir: aktivitesini takiben sinirli ilag alimu.

AME'ler, A. baumannii'nin AG'lere kars1 kullandig1 basglica yol olmakla birlikte
antibiyotigin disa atim1 da AG kullaniminda 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Efluks
pompasi aktivasyonundan sorumlu yedi farkli genin (amvA, adeC, adeD, adeE, adeR,
adeS, emrE) Urind olan pompalar, permeazlar, periplazmik adaptorler ve iki bilesenli
sistemler AG'lerin etkili bir sekilde disar1 atilmasina neden olur. Gentamisin ve netilmisin
AdeABC ve AbeM pompalari tarafindan etkili bir sekilde uzaklastirilirken, amikasin ve
kanamisin gibi daha hidrofilik AG'ler i¢in efluks énemli él¢lide zayif kalmaktadir (46).
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2.2.2.4. Tetrasiklin direnci

Tetrasiklin antibiyotikleri 30S ribozomal alt birimine baglanir ve bdylece
translasyonun baslamasini engelleyerek protein sentezini inhibe eder. Tetrasiklin
antibiyotiklerine karsi direng {i¢ ana mekanizma ile iliskilendirilmektedir: i. ATP'ye bagh
disa atim, ii. tetrasiklinlerin enzimler tarafindan inaktivasyonu ve iii. ribozomal koruma

proteinleri (RPP'ler)

A. baumannii'de tetrasiklin direncinden enerji gerektiren iki tip efluks pompasi
sorumludur. Ilki RND tipi pompalar, sirasiyla periplazmik adaptdr alt birimleri, permeaz
alt birimleri ve dis membran pompa elemanlarim kodlayan adeA, adeB ve adeC
genlerinden kaynaklanan konstitltif spesifik olmayan pompalardir. RND pompalar1 ve
agirlikli olarak Ade ABC, tetrasiklinleri etkili bir sekilde ortadan kaldirabilirken, tigesiklin,
minosiklin ve tetrasiklin icin MIK’in 6nemli élgiide yiikselmesine aracilik eder. Digeri,
MFS ailesinden ve tet(A) ve tet(B) genleri tarafindan kodlanan tetA ve tetB pompalaridir.
tetA, tigesiklinin periplazmaya atilmasina yol agiyor gibi gortinmekte ve daha sonra RND
pompalart dis membran yoluyla eliminasyona gitmektedir (46-54). Bu sekilde RND ve
tetA’nin ¢aligma sinerjisinin bilinmesi, efluks sistemlerinin aracilik ettigi tigesiklin
direncinin daha iyi anlasiimasi i¢in énemlidir (55). Sadece tetrasiklin direncine yol acan

tetA'nin aksine, TetBminosikline de direncte rol oynamaktadir (54).

2.2.2.5. Florokinolon direnci

Florokinolonlar icin hiicresel hedefler bakteriyel tip Il topoizomerazlar, giraz ve
topoizomeraz IV'tur. Kiritik fizyolojik islevlerini yerine getirmek igin, giraz ve
topoizomeraz 1V, bakteriyel kromozomdaki bélinme-uzama bélgelerine non-kovalent
olarak baglanarak ve ¢ift sarmal yapisinda kiriklar olusturarak bakterisidal etki gosterirler.
Bu sekilde nesilden nesile vertikal olarak aktarilan hedef aracili direncin aksine, plazmit
aracili kinolon direnci horizontal olarak da (bakteriyel konjugasyon yoluyla) aktarilabilir
(Sekil 2.4). Bu mekanizmada gérev yapan ii¢ gen ailesi bulunmaktadir. Bunlar sirasi ile

gnr, aac (6')-1b-cr ile qepAl ve gepA2°dir.

Florokinolonlar i¢in bir diger diren¢ mekanizmasi ise Ozellikle Gram negatif

bakterilerin dis membraninin ilaglarin asmasi gereken ek bir bariyer olusturmasi
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sebebiyle porin ve efluks pompasi adi verilen protein kanallar1 yolunu kullandigi
mekanizmadir. Kromozom aracili direng yolu ile bu porinlerin ekspresyonunun azalmasi
ya da efluks pompalarinin asir1 ekspresyonu sonucunda farkli seviyelerde kinolon direnci
ortaya ¢ikmaktadir (56). Florokinolonlar, A. baumannii tedavisinde uygulanabilir
alternatifler olarak goriilmekle birlikte florokinolon direncinin klinik insidansinin her

gecen yil artmasiyla kullanimlar1 zorlagmistir (57).

Sekil 2.4 Florokinolon diren¢ mekanizmasi (56).

2.2.2.5. Polimiksin direnci

Polimiksinler, ¢oklu ilaca direncli A. baumannii enfeksiyonlarinda
karbapenemlerin ve aminoglikozitlerin etkisiz kaldigi durumlarda siklikla kurtarma
tedavisi olarak son basamak tedavi segenegi seklinde kullanilmaktadir. Polimiksinler
katyonik amfipatik bilesiklerdir ve dogrusal bir tripeptit ile bir yagl agil kuyruguna
baglanmis heptapeptit halkasi icerirler. Polimiksinlerin bu amfipatik fizikokimyasal
ozellikleri (hidrofobik ve hidrofilik 6zelligini ayn1 andan bulundurabilmesi), bakterinin
dis membranindaki lipopolisakkaritin (LPS) negatif yikli kisimlar1 ve lipit A'nin
hidrofobik bolgeleri ile ilk etkilesimlere girerek dis membranin destabilizasyonuna,
polimiksinlerin periplazmaya alinmasina ve hem dis hem de i¢ membranlarin

biitiinliigiinii bozarak gecirgenligin artmasina neden olur (46,58).

Polimiksinlerin nihai bakterisidal etkileri i¢in gerekli olan lipit A ve polimiksinler

arasindaki etkilesim iyi tanimlanmus olsa da dis zar yapisinin bozulmasini takiben

19



polimiksinlerin 6ldiirme mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bugiine
kadar A. baumannii'de iki polimiksin direnci mekanizmasi tanimlanmustir: lipit A'nin
fosfoetanolamin ve/veya galaktozamin ile modifikasyonu ve LPS'nin dis membrandan
tamamen kaybolmasi. Yapilan c¢alismalar, her iki diren¢ mekanizmasinin da
polimiksinlerin dis membran ile etkilesimini Onleyerek polimiksin kaynakli bakteri
oliimiinii engelledigini ve bunda pmrCAB operonu ve mcr genleri (fosfoetanolamin ile
lipit A modifikasyonu igin), naxD20 (galaktozamin ile modifikasyon icin) veya Ipx (LPS
kayb1 icin) gibi lipit A biyosentezinde gorev alan genlerdeki mutasyonlarin aracilik
ettigini gOstermektedir. Mevcut durumda, kolistin ve polimiksin B'nin klinik
kullanimdaki dozaj rejimlerine yanit olarak direncin ortaya ¢ikist ve mekanizma(lar)

hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir (58).

2.3. A. baumannii Enfeksiyonlari

Hastanede yatan hastalarin solunum sekresyonu ve idrar drneklerinden izole edilen
A. baumannii suslarinin ¢ogu, enfeksiyondan ziyade bu bolgelerde kolonize olmaktadir
(59). Genellikle steril olan (kan ve beyin omurilik sivist) bir klinik 6rnekten A. baumannii
izole edildiginde iliskili enfeksiyon belirtileri ve klinik bulgularin olmasi ile enfeksiyon
tammmlanir. Bunun aksine A. baumannii'nin bir hastada tipik olarak steril olmayan bir
ornekten, klinik ve/veya biyolojik enfeksiyon bulgusu olmadan izolasyonu, kolonizasyon
olarak tanimlanir (60). Izolasyon kolonizasyon ayrimmin yapilmas: siire¢ icerisinde
oldukca zorlu olmaktadir (22).

A. baumannii enfeksiyonu i¢in zemin olusturan risk faktorleri su sekildedir (59):

e Yogun bakim Unitesinde yatis, uzun sureli servis yatis1 ve antibiyotik tedavisi
(3.kusak sefalosporin, florokinolon veya karbapenem) alma

¢ Bllylk cerrahi operasyon gecirme

e Malignite

¢ Yanik, agik kirik gibi enfeksiyona agik yiizey bolgelerinin varligi

e Immiinsiipresif tedavi altinda olma

e Yashilik

e Santral vendz katater, triner sistem kateterizasyon varligi, enteral beslenme

¢ Trakeostomi, mekanik ventilasyona bagli olma
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A. baumannii enfeksiyonunun en yaygin klinik belirtileri, hastane kaynakli pnémoniler

(6zellikle ventilatorle iliskili pndmoniler) ve bakteriyemilerdir (22).

2.3.1. Pnémoni

A. baumannii’nin neden oldugu pnémoni tablosunu hastane kaynakli ve toplum
kokenli olmak iizere iki grupta incelemek mimkiindir. Cogu merkezde A. baumannii
izolatlarimin buyik bir kismi hastanede yatan hastalarin solunum yollarindan izole
edilmektedir. Cogunlukla gercek pnomoni ile st solunum yolunda kolonizasyon
oldugunun ayrimini yapmak zordur. Ancak yadsmamaz bir gercek de gercek ventilator
iliskili pnédmoninin A. baumannii enfeksiyonu ile iligkili olmasidir (21). ABD’de 2022
yilinda yapilan ¢ok merkezli ¢alismada solunum yolu 6rneklerinin %56°s1 enfeksiyon ile
iliskili bulunmustur. Enfeksiyona bagli 61im orani ise %26 olarak saptanmistir. Bu veriler
is18inda 6zellikle karbapeneme direngli A. baumannii’nin neden oldugu enfeksiyonlar
yiksek morbidite ve mortalite oranlarindan dolay:1 ciddi olarak hayati tehdit eden

enfeksiyonlar arasindadir (61).

Toplum kokenli pnémoni ise ¢ogunlukla sicak, nemli, tropikal ortamlarda,
ozellikle Avustralya, Cin, Tayvan ve Tayland dahil olmak (izere Asya'nin bazi
bolgelerinde goriilmektedir. Bu bireylerde genellikle diyabet, bobrek hastaligi, kanser
veya kronik obstriiktif akciger hastalig1 gibi altta yatan saglik sorunlar1 bulunmaktadir.
Hizla baslayan ve septik soka ilerleyen fulminan seyirli pndmoni vakalarinda, artan
mortalite  oranlari, uygun olmayan baslangi¢ antimikrobiyal tedavileri ile
iliskilendirilmistir (62).

2.3.2. Bakteriyemi ve sepsis

Kan dolasimi enfeksiyon (KDi)’lari, potansiyel sonuglari nedeniyle diinya
capmda giderek artan bir endise kaynagidir. A. baumannii’ye bagli KDI'lerin (AB-KDI)
toplam KDI vakalarinin %9-35'ini olusturdugu bildirilmistir (63).

DSO’niin  6nderliginde yiiriitillen ‘Kiiresel Antimikrobial Direng Siirveyans
Sistemi (GLASS)’ projesinin 2015 yilinda paylasilan verilerine gére A. baumannii
hastane kaynakli bakteriyemiler igerisindeki en sik etkenlerden birisidir. Bakteriyemi

oran1 %56,3’dur. Ayrica hastane i¢i mortalite, antibiyotige direngli bakteriyemisi olan
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hastalarda %40,5 bulunmusken antibiyotige direncli olmayan bakteriyemisi olan
hastalarda bu oran %28,5 bulunarak direncli ve duyarli bakteri enfeksiyonlarinin

mortalite oranlari arasinda anlamli derece fark saptanmustir (64).

A. baumannii bakteriyemisi genel olarak alt solunum enfeksiyonu basta olmak

Uzere vaskdler kateterizasyon ile iliskilendirilmektedir (65).

COVID -19 pandemisi déneminde baslanan, 52 iilkenin 333 yogun bakimindaki
hastane iliskili KDI vakalarmmn incelendigi prospektif kohort galigmasi verilerine gore;
enfeksiyon kaynagi olarak en sik solunum yollar1 [(pndmoni) %26,7], intraventz
kateterizasyon (%26,4) ve ardindan ise abdominal bdlge (%15,1) gosterilmistir.
Kiltiirlerin %88,8’inde monobakteriyel lireme goriiliirken Gram negatifler en sik izole
edilen patojen olarak saptanmis ve bunlarin da %20,3’tinden Acinetobacter spp. sorumlu
bulunmustur (66).

2.3.3. Travma, yara yeri, deri ve yamusak doku enfeksiyonlari

Son yillarda dogal afetler (deprem, sel, yanginlar, vb.) ve iilke ici ve lilkeler arasi
savaglar gibi kosullarin, kisilerde ¢ok ciddi deri ve yumusak doku enfeksiyonlaria énemli
6lclide zemin hazirlayacak siklikla meydana gelmesinden dolayt MDR A. baumannii deri
ve yumusak doku enfeksiyonlar1 (DYDE) ile de siklikla iliskilendirilmektedir (16). Bu
durum kronik enfeksiyonlara neden olabilmekte ve bu da genellikle gecikmis yara
iyilesmesi, piyoderma, nekrotizan yumusak doku, deri-greft yetmezligi, nekrotizan fasiit

ve sepsise katkida bulunmaktadir (67).

Acinetobacter yamik 0nitelerinin siklikla rastlanan bir patojenidir ve ciddi
yaniklart olan hastalarda tedavisi oldukga giictiir. Acinetobacter, hastaneye yatisin 1.
guninde yaralardan izole edilen en yaygin Gram negatif comaklardan biridir (68).
Amerikan-Irak savasinda her iki Ulke askerlerine ait sonuglarin degerlendirildigi
retrospektif bir incelemede DYDE'li 57 hastanin, sekizinin Acinetobacter ile enfekte
oldugu ortaya konulmustur. Bu sekiz hastanin benzer klinigi olup tamaminda tipik selilit

tablosu ve deri ylizeyinde bl ile seyreden siddetli enfeksiyon goriilmiistiir (1).

1999 yilinda meydana gelen Marmara depreminde 220 kisinin yatis1 oldugu bir

hastaneye ait verilere gore bu hastalarin %18,6'sinda hastane enfeksiyonu gelistigi,
22



izolatlarin %31,2'sinin A. baumannii oldugu bunlarin arasinda iki pan-rezistan izolatin
bulundugu, ayrica depremden oOnce, ayni hastanenin YBU'siinde Acinetobacter
enfeksiyonu prevalansinin %7,3 oldugu ve ¢oklu direngli suslarin tespit edilmedigi
bildirilmistir. Vietnam, Iran-Irak ve Kérfez savaslarindan bildirilen raporlar ise ¢oklu
direncli Acinetobacter'i hem kolonize eden hem de yaralilar1 enfekte eden savas bolgesi

icin toplum kaynakli bir patojen olarak tanimlamistir (68).

2.3.4. Menenjit

A. baumannii’nin nozokomiyal menenjit tablosu ¢ok nadirdir, ancak cerrahi
sonrasi gelisen menenjit agisindan kritik 6neme sahiptir. Beyin cerrahi operasyonlari, kafa
travmasi, beyin omurilik sivist (BOS) kagagi, yara yeri enfeksiyonu, yabanci cisim
enfeksiyonu (ventrikilo-peritoneal santlar vb.) risk faktorleri arasindadir. A. baumannii
menenjitinin 6liim orani ise %15-71 ’e kadar ¢ikmaktadir. Kan-beyin bariyerini gecen
tedavilerin sinirli olmasi ve norolojik sekel oranlarinin yiiksek olmasi nedeniyle ciddi

Klinik zorluk yasanmaktadir (69).

Ulkemizde 2008-2016 yillari arasinda yapilan tek merkezli retrospektif bir
calismada postoperatif menenjit oranlar1 %3,3 olarak bulunmus ve vakalarin %45’inde
Acinetobacter spp. izole edilmistir. Onceki calismalarda, iilkeden iilkeye degismekle
birlikte hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerin baskin oldugu gdosterilmis
ancak son otuz yilda Gram negatif etkenlerin goriilme siklig1 artis gostermistir. Son
calismalarda ise menenjit vakalarinin %30 kadarinda Acinetobacter etken olarak
bildirilmektedir. Acinetobacter'in deri florasinda da bulunabilecegi iyi bilinmekte olup bu
durum klinik olarak etken olup olmadigin1 degerlendirirken hatalara neden olabilir.
Ancak hastaneye yatistan birka¢ giin sonra flora bakterilerinin yerini endojen veya
ekzojen direngli bakteriler almaya baslayacagindan preoperatif donemde hastaneye yatis

ile menenjit arasinda bir iligki varliginin ayrica arastirilmasi gerekebilir (70).

2.3.5. Idrar yolu enfeksiyonlar
A. baumannii, seyrek gorlen bir idrar yolu enfeksiyonu (IYE) nedenidir; yapilan
bir calismada YBU kaynakli IYE’lerin yanhzca %1,6’sinda etken oldugu bildirilmistir.

Genellikle kateterle iligkili enfeksiyon ve/veya kolonizasyonla iliskilendirilmektedir (21).
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2.3.6. Diger enfeksiyonlar

Infektif endokardit (iE), kalbin endokardiyal yiizeyini tutan ve yasami tehdit eden,
uygun antibiyotik tedavisi ve cerrahi midahale ile bile mortalitesi yiksek bir
enfeksiyondur (71, 72). invaziv prosediirler uygulanan, predispozan faktérleri olan,
hastanede yatan hastalarda az sayida A. baumannii iE vakasi bildirilmis olmakla birlikte

vakalarin ¢ogunlugu protez kapaklarla ilgili bulunmustur (21).

Acinetobacter enfeksiyonlari, nadir olmasina ragmen, oftalmik operasyonlardan
veya kontakt lens kullannmindan kaynaklanabilecek izole enfeksiyonlarla iliskilendirilmis
ciddi komplikasyonlara neden olabilir. Bu komplikasyonlar, korneanin perforasyonuna

kadar uzanan genis bir enfeksiyon spektrumunu igerebilir (69-73).

2.4. Tedavi Secenekleri

Steril olmayan bir bolgeden alinan pozitif bir kiiltiirlin ger¢ek enfeksiyonu temsil
edip etmedigini belirlemek icin hastanin klinik degerlendirmesi gereklidir. Kolonizasyon
tedavi edilmemelidir, ¢linkii uygunsuz antibiyotik kullanimi ek yan etkilere katkida
bulunur ve direngli mikroorganizmalar igin seleksiyona neden olur. Pndmonide
radyolojik infiltrasyonlar, oksijen ihtiyaci, ates ve l6kositoz varlig1 kultlrdeki tremenin
kontaminasyondan ¢ok enfeksiyon lehine oldugunun klinik kanitidir. Asemptomatik
bakteritri kateterizasyon ile iliskili olsa dahi tedavi edilmemelidir. Steril olmayan
bolgelerden alinan (deri ve yara yeri gibi) ornekler i¢in klinik kanit olarak 16kosit varligi,
ates, purulan akmti, lokalize enfeksiyon bulgularinin varligi enfeksiyon agisindan
onemlidir; bu tiir klinik gostergeler mevcut degilse kolonizasyon olma ihtimali daha

yuksektir (74).

Genellikle antibiyotik tedavisi iki gruba ayrilabilir:
Birinci basamak ilaclar; genis spektrumlu sefalosporinler (seftazidim ve
sefepim), piperasilin-tazobaktam, ampisilin-sulbaktam, karbapenemler
[meropenem veya imipenem-silastatin (Acinetobacter’lerde ¢ok az intrinsik
aktivitesi oldugu icin ertapenem kullanilmamaktadir)] ve florokinolonlardir.
Aminoglikozitler ve trimetoprim-siilffametoksazol driner sistem enfeksiyonu ise

birinci basamak ilaglar arasinda yer almaktadir. Tedavi sirasinda, 6zellikle tek ajan
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olarak kullanildiginda, birinci basamak ajanlara karsi direng gelistigi gézlenmistir.
Bu nedenle, bu ajanlar bazen ciddi enfeksiyonlar i¢cin kombinasyon halinde
kullanilmaktadir. Birinci basamak ilaclara direng gelistiginde terapotik secenekler

kisithidir.

ikinci basamalk ilaclar ise polimiksinler (polimiksin B) ve tetrasiklin (minosiklin,
tigesiklin vb.) grubudur; XDR suslarda ana tedavi secenekleri olarakkullanilirlar.
Polimiksinler yan etkileri ve karmasik dozajlar1 nedeniyle ikinci basamak ajanlar
olarak degerlendirilmektedir. Tetrasiklin bazli antibiyotiklerin yan etkileri daha

azdir ancak belirli dokularda dagilimlart sinirlidur.

2.5. Calismada Kullamlan Yeni Nesil Antibiyotikler ile Tlgili Genel Bilgiler
2.5.1. Sefiderokol (FDC)

Sefiderokol, MDR, XDR suglar ve MBL iireten Gram negatif bakteriler igin iyi
aktivite gosteren yeni siderofor icerikli bir sefalosporindir. Bu durum, siderofor kismi ve
FDC'nin serin ve MBL’ler tarafindan parcalanmaya karsi direnci nedeniyle Truva ati

benzeri bir mekanizma ile agiklanmaktadir (75).

Molekdil, demiri baglayan ve ilacin bakteriyel periplazmik bosluga girisi igin aktif
demir transfer sistemini kullanan bir siderofor bileseninden olugmaktadir. Sefalosporin
kismi aktif antimikrobiyal bilesendir ve yapisal olarak seftazidim ve sefepim
molekiillerinin yapisina ¢ok benzemektedir (Sekil 2.5) (76). Yedinci karbon atomunun
yan zincirinde seftazidiminkine benzer bir karboksipropanoksimino grubuna sahiptir ve
bu da dis membran boyunca transportu kolaylastirmaktadir. Ancak sefepim veya
seftazidimden farkli olarak sefiderokolde 3. karbon atomunun yan zincirinin sonunda

siderofor aktivitesi saglayan bir klorokatekol grubu bulunmaktadir (Sekil 2.6) (77).

Diger beta-laktam ajanlar gibi, FDC'nin ana bakterisidal aktivitesi, PBP'lere
baglanarak peptidoglikan sentezinin inhibisyonu yoluyla bakteriyel hiicre duvar
sentezinin inhibisyonuna ve hiicre 6liimiine yol agmasiyla ortaya ¢ikar (78). Ayrica dis
membran tabakasinda bulunan porinler araciligiyla pasif difiizyon ile de hiicre igine geg¢is

s0z konusudur (79).
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Sekil 2.5 Sentetik siderofor beta-laktamlar ve sefalosporinlerin yapilari (76).

Kimyasal olarak insan vicudunda demir sireci incelendiginde demir,
coziinmeyen ferrik formunda (Fe*®) solunum ve DNA replikasyonu gibi ¢esitli hiicresel
stirecler icin temel bir besindir. Insanlarda fizyolojik kosullar altinda, demir
metabolizmasi ve dagilimi oldukga diizenli bir siirectir. Demirin biiyiik kismi eritrositler
icinde hemoglobin ile kompleks halindedir. Herhangi bir hiicre dis1 demir, transferrin gibi
proteinlere sikica baglanir veya transferrinin baglama kapasitesi asildiginda albimin, sitrat
ve aminoasitlere daha diisiik bir afinite ile baglanir. Enfeksiyon meydana geldiginde ise
asidik ortamlarda demir baglama kapasitesini koruyan bir protein olan laktoferrinin yani
sira hepsidin gibi peptitler ve interferon gama, tuimor nekroz faktort alfa, interlokin-1 ve

interlokin-6 gibi sitokinler demir sekestrasyonunu daha da artirir (80).

Insanlara benzer sekilde, mikroorganizmalar da énemli hiicresel redoks siirecleri
icin demire ihtiya¢ duymaktadir. Patojenler, insan konaklarinda demir eksikligi
kosullarinda hayatta kalabilmek i¢in hem alimi ve hem dis1 demir edinim mekanizmalari
icin ¢esitli yollara basvurmaktadir. Bu mekanizmalardan biri, serbest ferrik demiri
temizleyen ve demir tastyici kanallar1 araciligiyla bir siderofor demir kompleksi olarak

hlcre igine geri alinan siderofor ad1 verilen molekullerin Gretimi ve ardindan hlicre disina
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salinmasidir. Ug ¢esit siderofor tipi bulunmaktadir (Sekil 2.6): Hidroksamat ve
karboksilat tip sideroforlar genellikle mantar ve bazi1 bakterilerde bulunurken katekolat
sideroforlar primer olarak bakterilerde bulunmaktadir. Ornegin Acinetobacter’de bulunan

asinetobaktin bir katekolattir (80).
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Sekil 2.6 Sefiderokolin molekul yapisi (77).

Sefiderokol, yetiskin hastalarda komplike idrar yolu enfeksiyonu tedavisi igin
2019 yilinda FDA’dan onay almistir. Cok sayida iilkenin dahil oldugu iki ayr1 ¢ok
merkezli, faz ii¢ ¢alismalarinin sonuglarin1 takiben 2020 yilinda yetiskin hastalarda
hastane kaynakli bakteriyel pnoémoni ve ventilatorle iliskili bakteriyel pnémoni
(HABP/VVABP) icin kullantmi onaylanmustir. Pediatrik hastalarda kullanim igin ise
FDA’dan onayli degildir, ancak iki ayr1 faz 2 ¢alismasi1 devam etmektedir (81, 82).

2.5.2. Eravasiklin (ERV)

Tetrasiklik D halkasinda 7. karbon atomuna flor atomunun eklenmesi ve 9. karbon
atomuna da pirolidinoasetamo grubunun eklenmesiyle olusan iki benzersiz modifikasyon
pozisyon ile tetrasiklik cekirdek iskeletinden olusan bir tetrasiklin tiirevidir (Sekil 2.7).
Dogal olarak olusan veyayari sentetik tetrasiklinlerde bulunmayan 7. ve 9. karbondaki bu
siibstitlisyonlarin bir sonucu olarak eravasiklin, tetrasikline 6zgii edinilmis belirli direng
mekanizmalarina sahip Gram pozitif ve negatif bakteri suslarina karsi in vitro aktivite

gostermektedir (83). Tamamen sentetik olarak olusturulmustur (84). Diger tetrasiklinler
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gibi eravasiklin de bakteri ribozomunun 30S alt birimine geri doniisiimlii baglanarak
protein sentezinin bozulmasina yol agar. Eravasiklin tetrasiklinlere gore 10 kat daha
yiiksek afinite ile baglanir ve protein translasyonunu tetrasiklinlere gore 4 kat daha diisiik
ila¢ konsantrasyonlarinda inhibe etmektedir. Bu etkilerinden dolay: eravasiklin de dahil
olmak uzere tetrasiklinler bakteriyostatik etkilidir. Ancak eravasiklin in vitro olarak bazi
A. baumannii, E. coli ve K.pneumoniae suslarina kars1 bakterisidal aktivite gostermektedir
(83).

Sekil 2.7 Eravasiklinin molekuler yapisi (84).

Eravasiklin, komplike karin ici enfeksiyonlar1 (apandisit perforasyonu,
periapandisit apsesi, divertikilit apsesi, akut gastrik ve duodenal perforasyon veya
karaciger ve dalak hari¢ diger intraabdominal apseler) ve komplike idrar yolu
enfeksiyonlarmi tedavi etmek icin ideal antimikrobiyallerin bir¢ok 6zelligine sahip olsa
da enfeksiyon hastaliklarinin tedavisindeki roliini tam olarak belirlemek icin daha fazla

Klinik etkinlik ve guvenlik verisine ihtiya¢ vardir (85).

2.5.3. Imipenem-relebaktam (IMI-REL)

Imipenem, diger beta-laktam antibakteriyeller gibi, penisilin baglayici proteinleri
inaktive ederek hiicre duvari sentezi sirasinda peptidoglikanin g¢apraz baglanmasini
engelleyen ve sonucta bakteriyel hiicre lizisine ve 6limine yol agan bir karbapenemdir
(Sekil 2.8) (86). Relebaktam, imipenemin A ve C sinifi beta-laktamaz lreten ancak B ve
D simifi B-laktamaz Gretmeyen Gram negatif izolatlara kars:1 aktivitesini geri kazanmak

icin gelistirilen, yakin zamanda sentezlenmis bir beta-laktamaz inhibitortdur (87).
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Relebaktamin antibakteriyel aktivitesi yoktur. imipenemin, Ambler’in A smifi ve
C siufi beta-laktamazlarina karst korunmasini saglamaktadir (81). Dolayisiyla IMI-REL
kombinasyonu, KPC, TEM, SHV ve CTX-M gibi A sinifi ve AmpC, CMY gibi C sinifi
beta-laktamazlara kars1 etkili in vitro aktivite gdstermistir. Oteyandan relebaktam, B sinifi
MBL'ye (NDM, VIM ve IMP) kars1 aktif degildir ve D siifi (OXA-48 benzeri)

karbapenemaza karsi sinirh aktiviteye sahiptir (88).

Klinik kullanim alani; ¢oklu direngli Gram negatif bakterilerin neden oldugu
tedavi secenegi sinirli veya hig alternatif tedavi secenegi olmayan komplike idrar yolu
enfeksiyonu, komplike intraabdominal enfeksiyonlar, hastane kaynakli pnémoni ve
ventilator iligkili pndmonilerin tedavisi i¢in uygun gortilmiistiir. A. baumannii agisindan
degerlendirildiginde IMI-REL duyarlilig1 diger bir¢ok Gram negatif patojene kiyasla
diisiiktiir ve izolatlarin yalnizca %23'U duyarlilik gdstermistir. Imipenem duyarliligi IMI-
REL duyarliligimin 6nemli bir belirleyicisidir, ¢linkii bilinen imipenem direncine sahip

izolatlarin yalnizca %8'i IMI-REL'e duyarlilik gostermistir (89).

O o
HO N N\(
H

N OH -
\ N O\s P
H N NH, 7N\
H s/\/ 2 4 O OH
[ imipenem ] [ Relebaktam ]

NH NH;
HO\")\/\/\/S\/YO
o] OH

( silastatin )

Sekil 2.8 imipenem, relebaktam ve silastatinin molekiiler yapisi (89).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler
3.1.1.Cahsma grubu secimi

Calisma kapsaminda Nisan 2019 - Ekim 2023 tarihleri arasinda I .U . istanbul Tip
Fakiiltesi hastanesine bagsvurmus ve 6zellike yogun bakim servislerinde yatmakta olan,
bunun disinda cesitli dahili ve cerrahi servis ve polikliniklerdeki ¢ocuk ve yetiskin
hastalara ait ¢esitli klinik 6rneklerden (kan, trakeal aspirat, balgam, steril viicut sivisi,
abse, doku, idrar) izole edilen coklu ilaca direncli 80 Acinetobacter spp. susu ¢alismaya
dahil edilmistir. Ayn1 hastaya ait birden fazla izolat oldugunda sadece ilk izolat ¢alisma

kapsamina alinmistir.

3.1.2. Etik Kurul onay1
Bu calisma, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar1 Etik Kurulu
tarafindan (Dosya No: 1219177, Tarih: 15.09.2022) onaylanmustir.

3.1.3. Kullamlan malzemeler
3.1.3.1. Besiyerleri
e Triptik Soy Agar (TSA) (Becton Dickson, ABD)

Pepton ... 20 g/l
GIUKOZ .....ovveveeecee, 2,59/
Sodyum klorit.................... 549/l
TampoN......cccceeveeeececeenns 2,50/l
AQAr . 15 g/l
e Mueller Hinton Il Agar (MHA) (Becton Dickson, ABD)
0740111 D 2 gl
Kazeinli asit hidroksilat....... 17,59/l
NiSaSta ..ocvveeeireeiececee e, 1,59/
AQAr i 17

e Katyon ayarh Mueller Hinton 11 Buyyonu (MHB) (Becton Dickson, ABD)

Et 6Z0tU.....oooeveeee 3 gl
Kazeinli asit hidroksilat........ 17,54/l
NISASEA .. 1,59/
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3.1.3.2. Antibiyotikler

Imipenem-relebaktam disk [35(10/25) ng] (LiofilChelm, italya)
Imipenem-relebaktam 0.002/4-32/4 MIK test (LiofilChelm, italya)
Eravasiklin disk (20 [Jg) (LiofilChelm, italya)

Eravasiklin 0.002-32 MiK test (LiofilChelm, italya)

Sefiderokol disk (30 [Ig) (LiofilChelm, italya)

Sefiderokol toz (2mg) (Sigma, Aldrich)

3.1.3.3. Primerler (Sentromer-Turkiye)
Calismada bes ayr1 direng gen bdlgesine ait primerler kullanilmistir. Kullanilan

primerler Tablo 3.1 gosterilmistir.

Tablo 3.1. Kullamlan primerler

Hedef gen bolgesi Primerler (5° - 3°)

blaoxazs F: GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA
R: ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT

blaosss F: GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA
R: AGT TGA GCG AAA AGG GGATT

bl F: TAATGC TTT GAT CGG CCT TG
R: TGG ATT GCACTT CAT CTT GG
F: AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG

blasiaze R: CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC
F: CAT GGT TTG GTG GTTCTT GT

blave R: ATAATT TGG CGG ACT TTG GC
F: GCT ACA TCC TGC TTG CCT TC

tet-A R: CAT AGA TCG CCG TGA AGA GG

3.1.3.4. Standart referans suslar
e Escherichia coli ATCC 25922
e Escherichia coli NCTC 13846 (mcr-1 +)
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
e Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) protokolu sirasinda kullanilan gen bolgelerini
iceren pozitif kontrol suslar1 Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Banu SANCAK ’tan temin

edilmistir.
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3.1.3.5. Kimyasal malzemeler

Chelex 100 Resin (Bio-Rad, ABD)

MgCI2 « 6H20 (Merck, Almanya)

CaCl2 « 2H20 (Merck, Almanya)

ZnS04 « TH20 (Sigma, Almanya)

Gliserol ¢ozeltisi (Sigma, Almanya)

Serum fizyolojik (Polifarma, Tirkiye)

Etilendiamintetraesetik asit (EDTA) disodyum (Wisent, Kanada)
Etidyum bromdr (Sigma, Almanya)

Agaroz (Prona, Avrupa Ekonomik Toplulugu)

Bromfenol mavisi (Biomatik, Kanada)

Yikleme tamponu (Biomatik, Kanada)

Deiyonize su

DNaz RNaz free su (Genaxxon, Almanya)

Master mix 200 rxn (ThermoFisher, ingiltere)

Softec Taq DNA polymerase (Recombinant) (5 U/JL) (Zet Medikal, Tirkiye)
DNA marker (ladder); 100 bp (GENAXXON bioscience, Almanya)

3.1.3.6. Ticari kitler

Colistin (COL) MIC plate kit (Diagnostics, Slovakya)
VITEK 2 GN 21341 tanimlama kiti (BioMérieux, Fransa)
VITEK 2 AST-420 antibiyogram Kiti (BioMérieux, Fransa)

3.1.3.7. Plastik ve sarf malzemeler

0,2 ml ve 1,5 ml Ependorf tiipleri (Axygen Scientific Inc., ABD)
Filtreli pipet uglar1 (10 pl -1000 pl) (Microcult, Cin)

Steril olmayan pipet uglari (10 ul) (Microcult, Cin)

Disposable steril plastik 6ze (10 ul) (Microcult, Cin)

Steril petri kab1 (90mm) (3K, Turkiye)

0.45 um’lik membran filtre (GVS, ABD)

0.22 um’lik membran filtre (Aisimo, Ingiltere)

Steril kapakli 96 kuyucuklu mikroplak (Laborant, Turkiye)
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3.1.3.8. Cam malzemeler
100 ml ve 250 ml’lik steril cam balonlar
10 mI’lik cam deney tiipleri

250 ml Erlenmeyer (Isotherm, Tiirkiye)

3.1.3.9. Cihaz ve ekipmanlar

Biyolojik Guvenlik Kabini (Thermo Fisher, ABD)
Otoklav (Hirayama, Japonya)

Etliv (Inkiibator) (Heraeus, Fransa)

-80°C derin dondurucu (Sanyo, Japonya)

+4°C sogutucu (Altus, Tiirkiye)

Hassas terazi (RADWAG, Polonya)

Isiticili Manyetik karistirici (IKA Labortechmik, Almanya)
pH metre (WTW, Almanya)

Vorteks (Dragonlab, ABD)

Kuru 1s1 blogu (Biosan, Letonya)

Mikrosantriftj (Nuve, Tlrkiye)

Mini santrifuj (Spin) (Biosan, Letonya)

Sogutmali santrifiij (Beckman Coulter, ABD)

Termal Dongili Cihazi (Takara, Japonya)

Mikrodalga firin (White Westinghouse, ABD)

UV Transilliminator (jel goriinttileme) cihazi (Vilber Lourmat, Almanya)
Elektroforez cihazi (E-C Apparatus Corporation, ABD)
Mikropipet (10 ul) (Biohit, Almanya)

Mikropipet (20 pl- 200 pl) (Discovery, Isvicre)

8 kanalli Mikropipet (50 pl-100 pl) (Accumax, Almanya
Mikropipet (1000 pl) (Gilson, ABD)

VITEK-2 Compact sistem (BioMérieux, Fransa)
Mikroskop (Olympus, Japonya)

Dansitometre (bioMérieux, Fransa)

Iyon Spektrofotometri (Aligent tecnologies, ABD)
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3.2. Yontemler
3.2.1. Suslarin izolasyonu ve saklanmasi

Bakteriyoloji laboratuvarina gonderilen rutin klinik 6rneklerden izole edilerek
toplanan suslar calisma giliniine kadar 1.5 ml’lik ependorflar i¢inde bulunan gliserollii

saklama besiyerine alinarak -80°C’de dondurulmustur.

3.2.2. Besiyerleri ve stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
3.2.2.1. Triptik Soy Agar

Hazir toz halindeki besiyerinden 45 g tartilmig, 1000 ml distile su ile
¢ozlindiiriilerek pH degeri 7.3 + 0,1’e ayarlanmustir. Besiyeri 121 °C’de 1 atm basing
altinda 20 dk steril edildikten sonra 45-50°C’ye sogutulup 90 mm’lik Petri kutularina 4
mm kalinliginda olacak sekilde dokiilmiis ve katilastiktan sonra +4 °C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.2.2. Mueller Hinton Agar
Hazir toz halindeki besiyerinden 18 g tartilmus, 1000 ml distile suda
coziindiiriilerek pH 7.3 £ 0,1°e ayarlanmustir. Besiyeri 121 °C’de 1 atm basing altinda D

dk steril edildikten sonra steril tiplere dagitilmis ve +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.3. Katyon-ayarh Mueller Hinton Il Buyyonu (MHB)

Hazir toz halindeki besiyerinden 22 g tartilmis, 1000 ml distile suda
coziindiiriilerek pH 7.3 £0,1’e ayarlanmistir. Besiyeri 121 °C’de 1 atm basing altinda
15 dk steril edildikten sonra steril tliplere dagitilmis ve +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.4. %20 gliserolli buyyon

Hazir toz halindeki beyin kalp inflizyon buyyonundan 37 g tartilmis, 800 ml distile
suda ¢ozdiiriilmiis ve icerisine 200 ml gliserin eklenmistir. pH 7,2 + 0,2°e ayarlanmistir.
Besiyeri 100 cc’lik steril tiplere dagitiimis ve 121 °C’de 1 atm basingaltinda 20 dk steril

edildikten sonra +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.5. Mg*? stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
Magnezyum stok ¢dzeltisi hazirlamak icin, 121 °C’de 1 atm basing altinda 15 dKk
steril edilen 100 ml deiyonize suda 8,36 g MgCl,.6H20 ¢oziindiiriilmiistiir. Boylelikle

cozelti 10 mg Mg*?/ml icermektedir. Cozeltiler membran filtreden (0,22 um) gegirilerek
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steril edildikten sonra kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C'de saklanmustur.

3.2.2.6. Ca*?stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Kalsiyum stok ¢dzeltisi hazirlamak icin, 121 °C’de 1 atm basing altinda 15 dk steril
edilen 100 ml deiyonize suda 3,68 g CaCl2.2H20 ¢oziindiiriilmiistiir. Béylelikle ¢ozelti
10 mg Ca*?/ml icermektedir. Cozeltiler membran filtreden (0,22 um) gegirilereksteril

edildikten sonra kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C'de saklanmustir.

3.2.2.7. Zn*? stok ¢ozeltilerinin hazirlanmas:

Cinko stok ¢Ozeltisi hazirlamak igin, 121 °C’de 1 atm basing altinda 15 dk steril
edilen 100 ml deiyonize suda 0,29 g ZnSO4.7H20 ¢oziindiiriilmiistiir. Boylelikle ¢ozelti
10 mg Zn*?/ml icermektedir. Cozeltiler membran filtreden (0,22 um) gegirilerek steril

edildikten sonra kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C'de saklanmustir.

3.2.3. Dondurulan suslarin tretilmesi

Acinetobacter spp. olarak tanimlanmig ve %20 gliserolli buyyonda -80 °C’de
dondurulmus olan toplam 80 izolat TSA besiyerine ekilmis ve 37 °C’lik etiivde 18-24
saat inkiibe edilerek saf kiiltiir halinde ¢ogaltilmistir. Dondurulan suslar deneylerde

kullanilmadan dnce bu islem iki kez tekrar edilmistir.
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3.2.4. Bakterilerin tanimlanmasi ve antibiyotik duyarhlik deneyleri
3.24.1 Otomatize sistemle tanimlama ve antibiyotik duyarhlik testi

Bakterilerin tiir diizeyinde tanimlamasi ve antibiyotik duyarlilik testleri Vitek-2
Compact (Biomeriux, Fransa) otomotize sistemiyle yapilmustir. TUr diizeyinde tanimlama
icin GN karti, antibiyotik duyarliligi igin AST-N420 kartlart kullanilmistir. Taze
pasajlardan c¢alisiilmak Uzere TSA besiyerine ekim yapilmis, Ureyen izolatlardan
dansitometre yardimiyla 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri  suspansiyonu
hazirlanmustir. Hazirlanan bakteri siispansiyonundan AST karti icin 0,125 (J1 pipetlenerek
ayr1 bir tlpte bulunan serum fizyolojik igerisine aktarilarak AST kart1 icin gerekli
inokdlim olusturulmustur. Daha sonra Kkartlarla birlikte stspansiyonlar cihaza
yerlestirilmistir. Siispansiyonlarin kartlara inokiile edilmesi, okuma, degerlendirme ve
raporlama cihaz tarafindan otomatik olarak yapilmistir. Duyarlilik testlerinin sonuglari
sistem tarafindan EUCAST (Avrupa Antimikrobiyal Duyarlik Testleri Komitesi)
standartlarina gore duyarli (S), yliksek dozda duyarli (I) ve direngli (R) olarak kategorize
edilmistir.

Kolistin duyarliligi icin otomatize sistemin giivenilirliginin henlz netlik
kazanmamasi nedeniyle altin standart yontem olan sivi mikrodilisyon (SMD) yéntemiyle

calistimistir (90).

3.2.4.2 Disk diflizyon ve gradiyent test yontemi

Taze pasajdan alian saf kulttr halindeki bakterilerden dansitometre yardimiyla 0,5
McFarland bulanikliginda stispansiyonlar hazirlanarak MHA besiyeri Uzerine yayilmis ve
daha sona eravasiklin (20 ug), imipenem-relebactam [35(10/25) pg] ve sefiderokol (30
pg) diskleri aralarinda en az 10 mm olacak sekilde besiyeri ylzeyine steril penset
yardimiyla yerlestirilmistir.

Eravasiklin ve imipenem-relebaktam gradiyent testleri icin zon ¢aplariin okumay1
zorlagtirmamasi i¢in striplerin bas ve son kisimlar: birbirinin tersi yonde ve aralarindaki
mesafe 2-3 cm olacak sekilde konumlandirilarak steril penset yardimiyla ikinci bir MHA
besiyeri yiizeyine yerlestirilmistir.

Hem disk diflizyon hem de gradiyent testleri i¢in besiyerleri 35+1°C’lik etiivde
18+2 sa inkiibe edilmistir. Disk diflizyon yonteminde inkiibasyon sonrasinda agar
Uzerinde olusan zon c¢aplar1 cetvel yardimiyla Olculerek mm olarak, gradiyent test
yonteminde ise elips seklindeki inhibisyon alanin stripi kestigi nokta MiK degeri-olarak
kaydedilmistir.
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Sonuglar, EUCAST ve CLSI kriterlerine gore duyarli veya direngli olarak
degerlendirilmistir (91, 92). Calismamizda kullanilan zon ¢ap1 simr degerleri, Tablo 3.2°de

gosterilmistir.

Tablo 3.2. Cahsmada yer verilen antibiyotiklerin CLSI ve EUCAST rehberlerindeki klinik
sinir degerleri

CLSI Smir Degerleri EUCAST Simir Degerleri
A. baumannii Disk zon Sk
MIK (mg/l) cap1 (mm) MIK (mg/1) cap1 (mm)
S 4 15 2 17°
| 8 11-14 = -
Sefiderokol R 16 10 >2 -
S NAP NA IEC IE
I ) r - -
Eravasiklin R NA NA IE IE
S NA NA Not? Not
| - - - -
Imipenem-relebaktam [~ o NA NA Not Not

a: Sefiderokol 30 pg disk igin >17 mm'lik zon caplari, S <2 mg/l PK-PD smir noktasmm altindaki MiK degerlerine
karsihk gelir.

b: NA: veri yok

c: IE: Bu antibiyotik icin yeterli diizeyde kanit bulunmamaktadir. Yorum ile S, I, R icermeyen MIK sonucu bildirilebilir.
d: Mikroorganizmalar tarafindan Uretilen beta-laktamazlar ya ana karbapenemi degistirmemekte ya da inhibitor

tarafindan yeterince inhibe edilmektedir. Bu nedenle beta-laktamaz inhibitériniin eklenmesi klinik fayda saglamaz.
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3.24.3. Sivi mikrodilisyon (SMD) yéntemiyle sefiderokol duyarhhginin saptanmasi
SMD yontemi CLSI ve EUCAST i sefiderokol igin Onerileri dogrultusunda
gerceklestirilmistir (91, 92).

3.24.3.1. MHB’nin selasyon islemi

1. Besiyeri igeriginde bulunan katyonlarin, 6zellikle demir iyonlarinin selasyonu i¢in 100
ml’lik steril cam balonlardaki MHB igerisine 10g chelex resin eklenmistir.

2. Yaklagik 2 sa sure ile manyetik karistirma ¢ubugu ile karistirtlmistir.

3. Kanigtirma isleminden sonra 0,22 pm’lik membran filtreler yardimiyla MHB
icerisindeki chelex resin uzaklastirilmistir.

4. pHmetre ile pH 7.3’e ayarlanmustir.

5. Erlenmeyerde hazirlanan ve selasyona ugramis 100 ml besiyerine iki degerlikli
katyonlar olan Ca+2, Mg+2 ve Zn +2 tuzlarinin steril distile sudaki stok ¢ozeltilerinden
son konstrasyonlari sirastyla 20-25 mg/l, 10-12,5 mg/l, 0,5-1 mg/l olacak sekilde Mg+2
iyonlarini igeren stok ¢ozeltiden 100 ul, Ca+2 iyonlarini igeren stok ¢ozeltiden 200 pl ve
Zn+2 iyonlarini igeren stok ¢ozeltiden 5 ul olacak sekilde ilave edilmistir.

6. pHmetre ile pH kontrolii yapildiktan sonra tekrar 0,22 pm’lik filtreler yardimiyla

sterilizasyonu saglanmistir.

3.24.3.2. Antibiyotik soliisyonlarinin hazirlanmasi

Calismada potensi 980 pg/mg olan toz sefiderokol kullanilmistir. Antibiyotik stok
¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢cin w=VxC/P [w: Tartilan antibiyotik miktar1 (mg), V:
Coziiciiniin hacmi (ml), C: Istenen konsantrasyon (mg/l), P: Antibiyotigin aktivitesi
(ng/mg)] formilunden yararlanilmistir.

2 mg toz sefiderokol 15,3 ml’lik serum fizyolojik i¢inde ¢oziilerek 1280 mg/l
konsantrasyonda ¢ozelti elde edilmis, bu ¢ozeltiden 1,5 ml’lik steril ependorflar icerisine
400 pl olacak sekilde dagitilarak ¢alisma soliisyonlar1 hazirlanmis ve sonraki kullanimlar
icin -80°C’de saklanmustir. Antibiyotik miktarimin gramaji diisiik oldugundan 1/10

oraninda dillisyon islemi ilk basta gergeklestirilmistir.
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3.2.4.3.3. Bakteri inokuliminin hazirlanmasi

TSA’da tiretilen taze saf kiiltiirden alinan koloniler serum fizyolojik iceren bir tiip
icerisinde homojenize edildikten sonra dansitometre kullamlarak 0,5 McFarland
bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlanmustir.
Bu suspansiyondan, igerisinde 950 ul serum fizyolojik bulunan diger bir cam tlip igerisine

50 ul inokdle edilerek bakteri siispansiyonu 1/20 oraninda diliie edilmistir.

3.2.4.3.4. Deneyin yapihisi

Sivi mikrodiliisyon uygulanan 96 kuyucuklu mikroplaklarda 64 mg/I-0.03 mg/l
arasinda 2 kat azalan diliisyonlar test edilmistir. Bunun i¢in her seferinde 2 mikroplak
kullamlmustir. Tkinci mikroplakta yer alan 1. kuyucuk deneyde 13. kuyucuk olarak; 2.
kuyucuk ise 14. kuyucuk olarak ifade edilmistir.

Yatay diizlemde 1. kuyucuk sadece bakteri slispansiyonu iceren treme kontrol
kuyucugu, 14. kuyucuk antibiyotik iceren fakat bakteri siispansiyonu igermeyen sterilite
kontrol kuyucugu olarak belirlenmistir. Dikey olan dizlemde ise A-B sitununda standart
suslar, C-H’ye kadar olan alt1 siitunda ise hastalardan elde edilen suslar test edilmistir

(Sekil 3.1).

3

MiK Konsantrasyonun miktari

v

1OIOIDIOIOIOIOIOIDIE 1) @ OO0 OOOOOO0
@O0 00000O®WO0® 1 10]0/0/0/0/0/0/0/0]00
- @OOWOO0000000® ] [0]0/0/0/0/0/0/0/0)0]0.
@OOO0O0O0O®O00® 1 10]10/0/0/0/0/0/0/0/0/0
@O0 0OWO0000® { 10/0/0/0/0/0/0/00/0/®
D000 0000000O® d [0]0/0/0/0/0/0/0/0/0!0
@OO0000O0OWOO® d 10]0/0/0/0/0/0/0/00.0
@O OO0O0O0O®OO0® 1 010000000000
@ T @ ‘o

Ps: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
E.c: Escherichia coli ATCC 25922

1-6: Hasta 6rnekleri

BK: besiyeri kontrolu

Sekil 3.1- Sefiderokol ¢aliymasinda kullanilan SMD plaklarinin organizasyonu
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1. Hazirlanan demiri azaltilmis MHB besiyerinden mikroplaktaki tiim kuyucuklara 50 pl

dagitilmustir.

2. Daha o6nceden hazirladigimiz ependorf igerisindeki 128 mg/l konsantrasyonundaki

sefiderokol suspansiyonundan her siradaki 2. kuyucuga 50 pl dagitilmistir. Boylelikle tiim

ikinci kuyucuklardaki son antibiyotik konsantrasyonu 64 mg/l olarak belirlenmistir.

3. Coklu mikropipet yardimiyla her siradaki ikinci kuyucuktan 50 pl alinip, 13. kuyucuga

kadar seri diliisyon yapilmistir. 13. kuyucuktaki son konsantrasyon 0,03 mg/l olarak

belirlenmistir. En son pipete ¢ekilen 50 pl sivi1 disar1 atilmistir.

5. Sterilite kontrol kuyucugu olan 14. kuyucuk disindaki tiim kuyucuklara 1/20 diliisyon

olacak sekilde hazirlanan bakteri inokuliimundan 5 pl alinarak dagitilmistir. Boylece

yaklasik 5x10° CFU/mI olan son bakteri inokuliimu elde edilmistir.

6. Mikroplagin kapagi kapatilmig ve 35+1°C’lik etlivde 18+2sa inkiibasyona birakilmustir.
Her galismada kontrol olarak E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853

standart suslar1 kullanilmustir (91).

3.2.4.35. MIK degerlerinin belirlenmesi

Inkiibasyon sonrasi yapilan degerlendirmede, kuyucuklarda bulaniklik olup
olmadig incelenmistir. Bulamklik goriilmeyen ilk kuyucuk o izolatin MiK degeri olarak
kabul edilmistir. Plaklar1 degerlendirme sirasinda, besiyeri sterilite kontrol kuyucugunda
bakteri irememesi, ireme kontrol kuyucugunda tremenin gortlmesi ve referans (kontrol)
suslarin MIK degerlerinin beklenen sinir degerlerde olmasi halinde testler gecerli kabul
edilerek degerlendirilmistir. Ureme kontrol kuyucugunda tireme gézlenmeyen plaklar ile

besiyeri sterilite kuyucugunda tireme saptanan plaklarda test tekrarina gidilmistir.

3.24.3.6. Sonuclarin degerlendirilmesi
Duyarlilik kategorileri, EUCAST sinir degerler tablosu versiyon 14.0 ve CLSI
M100-Ed33’e gore belirlenmistir.

3.24.4. SMD yontemiyle kolistin duyarhihgimin saptanmasi

Kolistin MiK degerlerinin SMD yéntemiyle belirlenmesi icin yedi farkl1 kolistin
konsantrasyonunu (0,25-16 mg/l) i¢eren kuyucuklart bulunan MIC COL testi iiretici
firmanin Onerileri dogrultusunda uygulanmistir. Yontemde 18-24 saatlik saf kiltiirden
steril serum fizyolojik iceren bir tiip igerisinde dansitometre kullanilarak 0,5 McFarland

bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlanmistir. Hazirlanan stispansiyondan 60 pl
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almarak kit igeriginde yer alan katyon ayarli MHB igerisine inokiile edilmis ve karisim
hafifce 2-3 kere ters-yiiz edilerek karistirtlmistir. Hazirlanmis olan son siispansiyondan
Kiticerisindeki ayrilabilir 8’li sira halindeki test pleytlerinin her kuyucuguna 100 ul
bakteri stispansiyonu inokiile edilmis ve mikrodilisyon plag: Kilitli bir poset icerisine
yerlestirilerek 35+1°C’lik etiivde 18+2 sa inkiibe edilmistir. MIC COL testinin sematik
gorlintiisi  Sekil 3.2°de gosterilmistir. Sonuclar CLSI ve EUCAST Onerileri
dogrultusunda degerlendirilmistir.

3.2.4.4.1. MIiK degerinin belirlenmesi

Ik olarak kontrol kuyucugundaki bakteri iiremesi kontrol edilmis [pembe renk:
ureme (+); mavi/mor renk: Ureme (-)] ve Uremenin olmadigi durumda test tekrar
edilmistir. Deney sonucunda kontrol kuyucugundan belirgin olarak farkli renkte olan ilk
kuyucuktaki konsantrasyon MIK degeri olarak kabul edilmistir. MiK degerinin [] 16 mg/I
oldugu gozlenen suslarda kontaminasyon olma ihtimaline karsi deney tekrar edilmistir.
Calismada pozitif ve negatif kontrol olarak sirasiyla Escherichia coli NCTC 13846 (mcr-
1 +) ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 suslar1 kullanilmistir. Antibiyotik
duyarlilik sonu¢lart EUCAST duyarlilik sinir degerlerine gore degerlendirilmistir.

Ureme
olan
kuyucuk

Ureme
olmayan
kuyucuk

00000000

1. kuyucuk A'dan H'ye dogru negatif kontrol
2. kuyucuk A'dan H'ye dogru pozitif kontrol
3. kuyucuktan 12. kuyucuga kadar izole edilen suslar test edilmistir.

Sekil 3.2- Kolistin ¢ahilymasinda kullanilan SMD plaklarimin organizasyonu
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3.2.5. Molekiller analiz

3.2.6.PCR deneyi icin kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanmasi

Etilendiamintetraesetik (EDTA) asit

EDTA c¢ozeltisi, 0,5 M konsantrasyonunda olacak sekilde hazirlanmistir. Bu
amagla, 18,61 gram EDTA manyetik karistirict kullanilarak 80 ml steril distile su iginde
¢oziilmiis, ¢ozeltinin hacmi distile su ile 100 ml'ye tamamlanmis ve pH degeri 8'e

ayarlanmustir (93).

Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tampon ¢ozeltisi
TBE ¢ozeltisi 10X konsantrasyonda hazirlanmistir. Bu amacla, 55 g borik asit, 108
g tris 800 ml distile suya eklenmis ve manyetik karistirici ile karistirildiktan sonra 40 ml

0,5 M EDTA ilave edilerek distile su ile toplam hacmi 1000 ml'ye tamamlanmistir (93).

Etidyum bromur
Etidyum bromir cozeltisi, 10 mg/ml konsantrasyonunda manyetik karistirici
kullanilarak distile su i¢inde ¢6ziilmiis ve 1siktan korunacak sekilde oda sicakliginda

saklanmistir (93).

%1'lik Agaroz jel

100 ml 10X stok TBE c¢ozeltisi tizerine 900 ml steril distile su eklenerek 1X TBE
cozeltisi hazirlanmistir. 50 ml 1X TBE ¢ozeltisine 0,5 g agaroz eklenmis ve mikrodalga
firinda tamamen eriyip jelimsi kivama gelinceye kadar 1sitilmistir. Daha sonra, 55°C su
banyosunda bekletilen jelin igerisine 5 ul etidyum bromiir ¢ozeltisi eklenmistir (94).
Hazirlanan jel, kenarlar1 kapali bir kaset i¢ine dokiilmiis, kuyucuk olusumu igin bir tarak

yerlestirilmis ve 45-60 dakika bekletilerek donmasi saglanmistir.

Yukleme tamponu

Y Uikleme tamponu, 6X konsantrasyonda hazirlanmistir. Bu amacla, bir tip icerisine
3 ml gliserol ve 0,025 mg bromfenol mavisi eklenmis ve steril deiyonize su ile hacmi 10
ml'ye tamamlanmugtir (95). Olusturulan karisim vortekslendikten sonra 2 ml'lik ependorf

tiiplere dagitilarak +4 °C'de saklanmustir.
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dNTP Kkarisim

Her biri 100 mM konsantrasyonunda olan hazir dATP, dCTP, dTTP ve dGTP
cOzeltileri kullanilmistir. NUKleotit c¢ozeltilerinin her birinden 10 pl alinmis ve bu
karisima 60 pul DNaz RNaz icermeyen su eklenerek karisimin son konsantrasyonunun 10

MM olmas1 saglanmustir.

Primerler

Calismada A. baumannii de bulunan alti direng gen bélgesinin primer ciftleri U¢ ayri
multipleks ve monopleks PCR setinde kullanilmistir. PCR deneylerinde kullanilan,
blaoxa2s, blaoxaz, blaoxasi, blaoxass, blamp ve tetA direng gen bolgelerine spesifik
primer ¢iftleri Tablo 3.1 ve Tablo 3.3’te gosterilmistir.

100pM/ul konsantrasyonda stok primer cozeltilerinin hazirlanmasi amaciyla Uretici
firmanin Onerileri dogrultusunda liyofilize halde bulunan OXA23 forward ve OXA23 reverse
primerleri sirasiyla 727 ve 756 ul, OXA24 forward ve OXA24 reverse primerleri sirasiyla 735 ve
718 pl, OXA51 forward ve OXA51 reverse primerleri sirasiyla617 ve 656 pl, OXA58 forward ve
OXA58 reverse primerleri 728 ve 617 pl, IMP forward ve IMP reverse sirasiyla 802 ve 788 pl,
tetA forward ve tetA reverse primerleri sirasiyla 751 ve 724 pl DNaz-RNaz free su ile
sulandirilmustir. Her primerin stok ¢ozeltileri 12.5 pmol/uL olacak sekilde 87,5 pul DNaz-RNaz

free su ile sulandirilmustir.

Tablo 3.3. PCR deneylerinde kullanilan primer giftleri

mPCR-1 primerleri

Sus Hedef gen PCR drina (bp) Kaynak
blaoxaz3 501 (96)
blaoxas1 353 (96)
Acinetobacter blaoxass 599 ©7)
tetA 210 (98)
PCR-2 primeri
Sus Hedef gen Baz sayisi (bp) Kaynak
Acinetobacter  blaoxaz2a 246 97)
PCR-3 primeri
Sus Hedef gen Baz sayisi (bp) Kaynak
E. coli blamp 236 (99)
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3.2.6.1. DNA ekstraksiyonu

DNA izolasyonu icin kaynatma yontemi kullanilmistir. Bu amacla TSA besiyerinde
uretilmis 24 saatlik taze pasajlardan bir 6ze dolusu bakteri i¢ erisinde 100 pl steril distile
su bulunan ependorf tiiplere alinmis, homojen hale gelene kadar siispanse edilmis ve
vorteks yardimiyla karistirilmistir. Stispansiyon kuru 1st blogunda 100°C’de 10 dk
isitildiktan sonra 1-2 dk +4 °C’de bekletilmis ve 13.000 rpm’de 5 dk santrifij edilmistir.
Santriflj sonrasinda elde edilen siipernantant kalip DNA olarak kullanilmak Uzere ayri
bir steril ependorf tlip icerisine alinmis ve ¢alisma vaktine kadar -20°C’de saklanmistir
(100).

3.26.2. PCR yontemi
3.25.3.1. PCR Kkarisimlarinin hazirlanmasi

PCR karigimlari hazirlanirken iki farkli ticari firmanin PCR Urinleri kullanilmustir.
Calismamizda optimize edilen protokole gore Mutlipleks-1 (mPCR-1) ve PCR-2
protokollerinde toplam hacmi 25 ul olacak sekilde hazirlanan miks icerisine 12.5 nM
ThermoFisher DreamTagq PCR master mix ve validasyon calismalar1 (3.2.5.3.4) ile
belirlenen oranlarda primerler eklenmistir. Karisima her 6rnege ait ekstarkte edilmis kalip
DNA’dan 3 pl konulmustur.

PCR-3 protokoluinde ise sadece OXA24°i kodlayan gen bolgesi monopleks olarak
optimize edilerek ¢alisilmustir. Toplam hacmi 25 ul olacak sekilde hazirlanan miks
icerisinde 0,5 Ml Softec Tag DNA polimeraz, 2,5 pl KCI buffer, 1,5 pl MgClz, 2 mM
konsantrasyonundaki dNTP karistmindan 0,5 pl, primer stispansiyonundan 0,6 pL ve 3

pL kalip DNA eklenmistir.

3.2.5.3.2. DNA amplifikasyonu

Deneylerde bir multipleks (mPCR-1), iki monopleks (PCR-2, PCR-3) olmak lizere
¢ ayr1 PCR protokoll uygulanmistir. Buna gére, mPCR-1ile blaoxazs, blaoxasi, blaoxass,
tetA genleri, PCR-2 ile blayvp ve PCR-3 ile blaoxa24 genleri arastirilmis ve PCR cihazi
Tablo 3-4 — 3.6”da gosterildigi sekilde programlanmigtir (101-103).
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Tablo 3.4 Multipleks-1 (MmPCR-1) PCR programi

Asama Sicakhik°C Zaman Ddngu sayisi
Baglangi¢ Denatiirasyonu 94 5dk 1
Denatirasyon 94 25sn
Baglanma 52 40 sn 35
Uzama 72 50 sn
Son uzama 72 6 dk 1
Bekleme +4
Tablo 3.5 Monopleks 2 (PCR-2) PCR programi
Asama Sicakhik°C Zaman Ddngu sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 5 dk 1
Denattirasyon 94 25sn
Baglanma 50.2 40 sn 35
Uzama 72 50 sn
Son uzama 72 6 dk 1
Bekleme +4
Tablo 3.6 Monopleks 3 (PCR-3) PCR programi
Asama Sicakhik°C Zaman Dongu sayis1
Baglangi¢ Denatiirasyonu 94 5dk 1
Denattirasyon 94 25sn
Baglanma 56.3 40 sn 35
Uzama 72 50 sn
Son uzama 72 6 dk 1
Bekleme +4
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3.25.3.3. Jel elektroforezi

Hazirlanan agaroz jel, igerisinde 1X TBE bulunan elektroforez tankinin haznesine
yerlestirilmistir. PCR iglemi sonucunda olusan amplifikasyon trtnlerinden 10 pl alinarak
2 ul yiikleme boyasi ile karistirilip etidyum bromiir ile boyanmis agaroz jel ylizeyindeki
kuyucuklara pipet yardimiyla yiiklenmistir. Elektroforez iglemi 120 W 25 dk olacak
sekilde gerceklestirilmis ve sonrasinda olusan bantlar UV 15181 altinda transilliiminatérde
incelenmistir Amplikonlarin biiyiikliiklerini karsilastirmak icin 100 bp DNA marker
(ladder) kullanilmistir (Sekil 3.3).

Size (bp)
3,000 40
2,000 40

1,500 40
1,200 100

Sekil 3.3 Kullanilan 100bp DNA marker’in jeldeki goriintiist

3.2.5.3.4. Validasyon ¢alismalar:

Calismamizda PCR karisimi hazirlanirken referansta belirtildigi gibi primer
konsantrasyonlar1 empirik olarak belirlenmistir (104). mPCR-1 protokoliinde 25 pl miks
icerisinde primer konsantrasyonlari sirasiyla OXA-23, OXA-51, OXA-58 i¢in 0,4 uM;
PCR-2 i¢in IMP 0,6 uM; PCR-3’te ise OXA-24 0,6 uM olacak sekilde belirlenmistir.
Referans kaynakta belirtilen islemler basta olmak iizere yapilan tiim optimizasyon
islemleri neticesinde ThermoFisher Dream-Taq master mix ile hazirlanan multipleks PCR
yonteminde OXA-24 igin jel elektroforezinde bant elde edilememistir. Bu sebeple Softec-
Taq DNA polimeraz ile primerler konsantrasyonu 0,6 UM olacak sekilde ve sicaklik
primerin forward ve revers Tm derecesi ortalamasi alinarak yeniden bir protokol
olusturulup valide ederek monopleks olarak calisilip jel elektroforezde bant elde

edilmistir.
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PCR protokoliiniin optimizasyonu yapilirken referans degerlerinden farkli olarak
baglanma sicakligi PCR-2 ve PCR-3 calismalarinda kullanilan gen bdolgeleri icin
aragtirdigimiz protokollerde sirasiyla 50.2°C; 56.3°C olacak sekilde ayarlanmustir.
Primerlerin daha iyi bant olusturmasi ve arastirdigimiz suslardaki PCR Uriinlerinin primer

ile daha iyi baglandig1 gbzlemlenmistir.

3.2.7. Orneklem biiyiikliigiiniin hesaplanmasi

Literatlr arastirmasi yapilmis ve ¢alisilacak yontemlere iliskin degerler baz
almarak 0,38 etki buytkligi, %95 gu¢ ve 0,5 hata payr ile G-POWER programi
kullanilarak toplam 6rneklem biyiikliigii n:77 olarak hesaplanmistir. Hesaplamanin
temelinde tek grup ile calisma gergeklestirilecegi i¢in One-Sample Case test yontemi ile

orneklem sayisi belirlenmistir. Calismamiza 80 izolat dahil edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Cahsmaya Dahil Edilen Hastalarin Demografik Ozellikleri

Calisma kapsaminda yer alan ¢oklu ilaca direngli 80 Acinetobacter baumannii
susunun izole edildigi hastalarin %36,2’sinin kadin, %63,8’inin erkek oldugu
belirlenmistir. Hastalarin yas ortalamast 46,6 bulunurken medyan yas 79 olarak
saptanmigtir.

Hastalarin 71 (%88,75)’inin yatan; 9 (%11,25)’unun poliklinik hastasi oldugu
saptanmistir. Hastalarm 37 (%46,25)’si yogun bakim servislerinde yatan hasta olup
hastalarin Kliniklere gore dagilimi ve Acinetobacter suslarinin izole edildigi klinik

orneklerin dagilimi sirasiyla Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.1 Yatan hastalarin servislere gore dagilim

Gonderen Birim Sus sayist %
Gocuk hastaliklar1 YBU* 11 15,4
Kalp-Damar Cerrahisi YBU 9 12,6
Acil Travma YBU 9 12,6
Pandemi YBU 7 8,75
Pandemi Servisi 5 6,25
Ortopedi -Travmatoloji Servisi 5 6,25
Acil Travma Servisi 3 3,75
Plastik-Rekonstriiksiyon Cerrahi Servisi 3 3,75
Genel Cerrahi Servisi 3 3,75
Beyin Cerrahi Servisi 2 2,5
Dahiliye Servisi 2 2,5
Noroloji Servisi 2 2,5
Gogiis Hastaliklari Servisi 2 2,5
Beyin Cerrahi YBU 1 1,25
Geriatri Servisi 1 1,25
Hematoloji Servisi 1 1,25
Su alt1 Hekimligi Servisi 1 1,25
Beslenme-Metabolizma Servisi 1 1,25
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Servisi 1 1,25
Uroloji Servisi 1 1,25
Kulak-Burun-Bogaz Servisi 1 1,25

*YBU: Yogun bakim iinitesi
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Tablo 4.2 A. baumannii suslarinin izole edildigi Klinik 6rneklerin dagilim

Ornek tuiri n (say1) %
Balgam 30 37,5
Kan 13 16,25
Doku 10 12,5
Trakeal aspirat 9 11,25
Idrar 8 10
Plevra s1vis1 2 2,5
Safra s1visi 2 2,5
Kronik yara 2 2,5
Abse 1 1,25
Derin enfeksiyon 1 1,25
Yuzeyel enfeksiyon 1 1,25
Kateter 1 1,25

4.2. izolatlarin Tanimlanmasi ve Antibiyotik Duyarhhik Sonuclar

Tim izole edilen suslar VITEK-2 otomatize sistemi ile A. baumannii olarak
tamimlanmustir. Antibiyotik duyarlilik sonuglarida otomotize sistem ile ve son giincel
EUCAST simir deger tablosundaki Acinetobacter icin kabul goren antibiyotikler olan
meropenem, imipenem, siprofloksasin, amikasin, trimetoprim-sulfametoksazol,
piperasilin-tazobaktam antibiyotiklerinin yanisira tigesiklin sonuglar1 degerlendirilmistir.

Tiim suslar imipenem ve meropeneme direngli saptanmistir. Suslarin %98,75’1
siprofloksasine, %98,75’i piperasilin-tazobaktama %90°1 trimetoprim-sillfametoksazole

ve %88,751 amikasine direncli bulunmustur (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3 A. baumannii suslarimin antibiyotik duyarhlik sonuclar:

Antibiyotik Duyarh Y Uiksek dozda duyarh (1) Direncli
(n) (n) n (%)

Meropenem - - 80 (100)
Imipenem - - 80 (100)
Siprofloksasin - 1 79 (98,75)
Piperasilin-tazobaktam 1 - 79 (98,75)
Trimetoprim-stlfametoksazol 8 - 72 (90)
Amikasin 7 - 71 (88,75)
Tigesiklin* N/A** N/A N/A
Kolistin 74 - 6

*Tigesiklin: EUCAST V13.0’da yer alan PK/PD degerine gore degerlendirilmistir. ** N/A: veri yok

Tigesiklin; EUCAST v.13’ de yer alan PK/PD degerine gore degerlendirilmistir.
MIK’i 0,5 mg/I’nin iistiinde olan diliisyonlar degerlendirildiginde MIK;19 hastada 1 mg/l;
19 hastada 2 mg/l; 27 hastada 4 mg/l ve 2 hastada >4 mg/l olarak belirlenmistir. On (¢
hastada ise MiK <0,5 mg/l olarak saptanmustir.

4.3 Sefiderokol Duyarhlik Sonuclari
4.3.1. Disk difiizyon ve gradiyent test sonuglari

Gradiyent test yontemi ile yapilan validasyon ¢alismalari neticesinde Acinetobacter
spp. suslarinin sefiderokol duyarliliginin belirlenmesinde gradiyent test yonteminin uygun
olmadigi bulunmustur. Bu gerekce ile calismamizda sefiderokol igin gradiyent testi
kullanilmamustir.

EUCAST v.14.0 dokumaninda A. baumannii suslarinda sefiderokol (30 pg disk)
icin >17 mm’lik zon ¢aplarinin, PK-PD kirilma noktasi olan S <2 mg/I’nin altindaki MIK
degerlerine karsilik geldigi ifade edilmektedir. Bu dogrultuda disk diflizyon testinde 17
mm ve Uzerinde zon ¢api olusturan 65 sus (%81,25) duyarli saptanmustir.

Inhibisyon zon ¢cap1 <17 mm olan 15 sus (%18,75) disk difiizyon (DD) ile direncli
saptanmis ve bu suslarin MIK degerleri >256 mg/1 (n:5), 128 mg/l (n:4), 16 mg/l (n:1), 8
mg/l (n:2), 2 mg/l (n:1), 0,5 mg/l (n:2) olarak bulunmustur.
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CLSI M100’iin 33. baskisinda ise “sefiderokol (30 pg disk) i¢in <14 mm’lik zon
caplari MIK testi yapilmadan yorumlanmamali ve sefiderokol rapor edilmemelidir.
Clinkli <14 mm’lik zon g¢aplar1 direngli, orta duyarli veya duyarli izolatlarda
gortilebilmektedir.” seklinde ifade edilmektedir. Bu dogrultuda disk diflizyon testinde 14
mm ve altinda zon ¢ap1 olusturan 12 sus (%15) direngli olarak saptanmis ve bu suslarin
MiK degerleri >256 mg/l (n:5), 128 mg/l (n:4), 16 mg/I (n:1), 8 mg/I (n:1), 0,5 mg/l (n:1)

olarak bulunmustur. Disk diiflizyon deneyine ait goriintii Resim 4.1’ de gosterilmistir.

Resim 4.1 Katyon ayarlh MHA’da disk diflizyon testinin géruntusi
FDC: sefiderokol (30 ug) diski, ERV: eravasiklin (20 pg) diski, I/R: imipenem-relebaktam [35(10/25) pg] diski

On iki susta zon ici Ureme saptanmistir (Resim 4.2). Sonuclar EUCAST
kriterlerine gore degerlendirilmistir. inhibisyon zon ¢ap1 >17 mm olup zon ici tireme olan
3 sus saptanmustir. Bu suslarin MiK degerleri ise sirasiyla; 1 mg/l, 2 mg/l ve 128 mg/I
olarak bulunmustur. Diger 9 sus <17 mm zon ¢ap1 vermis olup, MiK degerleri >256 mg/I
(n:3), 128 mg/l (n:2), 16 mg/l (n:1), 8 mg/l (n:1), 2 mg/l (n:1), 0,5 mg/l (n:1) olarak

belirlenmistir. Zon i¢i Greme saptanan tlim suslarda OXA-23 pozitif bulunmustur.
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Resim 4.2 Sefiderokoliin disk diftizyon testi ile saptanan farkh sekillerdeki zon i¢i mikro

Ureme goruntuleri
FDC: sefiderokol (30 ug) diski

4.3.2. SMD yontemiyle sefiderokol duyarhlik sonuglari

SMD yontemi ile galisilan ve EUCAST kriterlerine gore degerlendirilen 80 A.
baumannii susunun %77,5°1 (n:62) sefiderokole duyarli saptanirken MIK degeri >2 mg/l
olan 18 sus (%22,5) direngli bulunmustur. MiK degerlerinin dagilimi sirastyla; >256 mg/I
(n:7), 128 mg/l (n:6), 16 mg/l (n:1), 8 mg/l (n:2) ve 4 mg/l (n:2) olarak saptanmistir. SMD
yontemine ait goriintii Resim 4.3 ve Resim 4.4’ de verilmistir.

CLSI klinik sinir degerlerine gore ise 14 sus (%17,5) direncli, 2 (%2,5) sus yuksek
dozda duyarli, 64 (%80) sus duyarli bulunmustur. Direngli saptanan suslarin MIK
degerleri sirasiyla; >256 mg/l (n:7), 128 mg/l (n:6), 16 mg/l (n:1) olarak saptanmustir.

Rehberlere (CLSI ve EUCAST) gore antibiyotik duyarlilik yiizdelerinin dagilimi
Tablo 4.4’de gosterilmistir. EUCAST sinir degerlerine gore tiim suslardaki sefiderokoliin
zon ¢apr ve MIK sonuglarimn karsilastirilmali grafigi Tablo 4.5 gosterilmistir.

Sefiderokol icin MiKso ve MiKgo degerleri ise sirasiyla 0,25 mg/l, 128 mg/l olarak
bulunmustur. MiK aralig1 ise 0,06 — 256 mg/l olarak saptanmistr.

Tablo 4.4 CLSI ve EUCAST kriterlerine gore sefiderokol direnc oranlar

CLs| EUCAST
S | R S R
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
SMD 64(80) 2(25) 14 (175) 62(77.5) 18 (22.5)
FBC "pp 68 (85) i 12 (15) 65 (81,25) 15 (18,75)

FDC: sefiderokol SMD: s1vi mikrodiliisyon DD: disk diflizyon
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Resim 4.3 Demiri azaltilmis katyon ayarh MHB besiyerinde sefiderokol mikrodiltsyon

deneyinin 6rnek mikroplak goérunttsu.
A: P. aeruginosa ATCC 27853; B: E. coli ATCC 25922; C-D- E- F- G-H: Hasta drnekleri BK: besiyeri kontrolii

64 pg/ml 32pug/ml 16pg/ml 8pg/ml 4pg/ml 2pg/ml 1pg/ml 0,5ug/ml 0,25 pg/ml 0,125 pg/ml 0,06pg/ml

Resim 4.4 Demiri azaltilmis katyon ayarh MHB besiyerinde sefiderokol mikrodiltisyon

deneyinin 6rnek mikroplak géruntusu*

A: P. aeruginosa ATCC 27853; B: E. coli ATCC 25922; C-D- E- F- G-H: Hasta 6rnekleri.

*2-12 (soldan saga) iki kat azalan seri diliisyonlar. D ve H sirasinda yer alan suslarda duyarlilik tespit edilemedigi icin
daha yiiksek antibiyotik konsantrasyonu ile test tekrarlanmistur.
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Tablo 4.5 Sefiderokol disk zon ¢ap1 ile MIK sonuclarinin dagihmi*

L]
L]
L]
L]
L]
L]
L]
L]
|
L]
L]
L]

*EUCAST v.14.0 sinir degerlerine gore hazirlanmustr.
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Zon ¢aplariyla MiK degerleri arasinda genel olarak korelasyon gériilmekle beraber

bazi uyumsuz sonuglar tespit edilmistir. Zon ¢ap1 17 mm altinda olup MIK degeri 2

mg/I’den kiiglik ve esit olan 3 sus; tam tersi olarak zon ¢ap1 17 mm iizerinde ve esit olup

MiK degeri 2 mg/l’den bilyiik olan 6 sus saptanmustir. Bu sonuglar karsilastirmali olarak

Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6 Sefiderokolle uyumsuz sonug ahinan suslarin dagilimr™*

Sus numarasi

FDC zon ¢apr (mm)

FDC MIK sonucu (mg/l)

8
39
46
56
67
70
79

113
116

16
21
21
15
25
19

8
23
17

0,5
4
>256
2
>256
4
0,5
128
128

*Kirmizt: direngli klinik smir deger icerisinde yer alan degerler; Mavi: duyarl klinik smir deger igerisinde yer alan degerler

4.4 Eravasiklin Duyarhilik Sonuglar:

EUCAST, eravasiklinin tedavide kullanilabilmesi yoniinde heniiz yeterli kanit

olmadig1 goriisiindedir. Bu nedenle duyarlilik sonuglarmin S, | veya R seklinde kategorize

edilmeden dogrudan MiK degerlerinin raporlanmasini énermektedir. Bu ¢alismada da bu

kriter gz 6niinde bulundurularak tespit edilen zon caplar1 ve MIK degerleri kategorize

edilmeden kaydedilmis ve degerlendirilmistir.

Eravasiklin disk diflizyon testi ile saptanan en kiigiik zon ¢ap1 13 mm, en biiyiik

zon gap1 ise 27 mm olarak bulunmustur. Gradiyent test ile saptanan en diisiik MIK degeri

0,016 mg/l, en yiiksek MiK degeri ise 0,75 mg/l olarak bulunmustur (Resim 4.5). Suslarin

MIK degerleri ve MiK degerlerine karsilik gelen zon caplari Tablo 4.7°de gdsterilmistir.
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Tablo 4.7 Eravasiklin (ERV) zon ¢ap1 ve MiK degerlerinin dagilimi

ERV ERV MiK (mg/l)
zon ¢api
(mm) 0,016 0,023 0,032 0,064 0,094 0,125 0,19 0,25 0,38 0,5 0,75

15
16
17 1
18
19 3
20
21
22 1

23 1 1
24
27 1

wiN NN e

wlolh|lkR|F

RN ok
N

L I
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Resim 4.5 Katyon ayarlh MHA’da eravasiklin disk difizyon ve gradiyent testi sonuclarinin
goruntusu

Eravasiklin i¢in MiKso ve MiKgo degerleri sirasiyla 0,25 mg/l, 0,75 mg/l bulunmus,
MiKaralig: ise 0,016-0,75 mg/l olarak saptanmistir.

4.4.1 Eravasiklin ve tigesiklin duyarhlik sonu¢larin karsilastirilmasi

Calismamizda tigesiklin  (TGC) igin MiKso degeri 2 pg/ml olarak
belirlenmistir. MiK’i 2 mg/l olan 19 sus saptanmistir. Bu suslarin ERV MIK
sonuglari sirastyla 0,125 mg/l (n:2); 0,19 mg/l (n:2); 0,25 mg/I (n:8); 0,38 mg/l (n:2);
0,50 mg/l (n:5) olarak bulunmustur. TGC’in MiKgo degeri ise 4 pg/ml saptanirken
MIK’i 4 mg/l olan 27 sus saptanmustir. Bu suslarmn ERV icin MIK sonuglari ise
sirastyla 0,19 mg/l (n:4); 0,25 mg/1(n:2); 0,38 mg/l (n:6); 0,50 mg/l (n:12); 0,75 mg/l
(n:3) olarak bulunmustur. Her iki antibiyotik icin MIK dagilimlar: Tablo 4.8°de

detayli olarak gosterilmistir.
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Tablo 4.8 Eravasiklin (ERV) MIK - zon ¢ap1 dagihm ile tigesiklin (TGC) MIK
sonuclarinin karsilastirmasi

ERV zon ¢ap1 (mm/n) Total (n)
TGC |ERV
MIK MIK 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 27
<0.5 13
0.023 1 1
0.064 1
0.094 1 1
0.125 2 2
0.19 11 1 3
0.25 4
0.94 1 1
1 19
0.016 1 1
0.032 1 1
0.094 1 1 2
0.19 1 3 3 7
0.25 2 11 4
0.38 3
0.50 1 1
2 19
0.125 1 1 2
0.19 1 1 2
0.25 1 1 2 31 8
0.38 2 2
0.50 3 2 5
4 27
0.19 1 21 4
0.25 2 2
0.38 1 1 1 21 6
0.50 1 1 2 12
0.75 1 2 3
>4 2
0.094 1
0.75 1 1
Total (n) 1 1 3 16 17 209 4 1 2 4 1 1 80
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4.5 imipenem-relebaktam Duyarhiik Sonuclar

Imipenem-relebaktamm A. baumannii agisindan degerlendirilmesi igin CLSI
tarafindan bilgi verilmemektedir. EUCAST ise beta-laktamazlarin ya ana
karbapenemi modifiye etmeyecegini ya da inhibitdr tarafindan yeterince inhibe
edilmeyecegini bu nedenle beta-laktamaz inhibitorinun eklenmesinin klinik fayda
saglamayacagini belirterek imipenem-relebaktam icin herhangi bir klinik sinir deger
bildirmemektedir. Budogrultuda imipenem-relebaktam icin tespit edilen zon gaplari
ve MIK degerleri kategorize edilmeden kaydedilmis ve degerlendirilmistir.

DD deneylerinde 64 susta imipenem-relebaktam diskinin dibine kadar (6 mm)
iireme gozlenirken, bu suslarin MiK degerleri >32 pg/ml olarak saptanmistir (Resim
4.6).Zon ¢aplar1 sirasiyla 11 mm ve 14 mm olan iki susun MIK’i 12 mg/l olarak
saptanirken,zon ¢ap1 10 mm &lgiilen bir susun MIK’i 32 mg/l olarak bulunmustur.

Saptanan zon caplar1 ve MIK degerleri karsilastirmali olarak Tablo 4.9°da

gosterilmistir.

Resim 4.6 Katyon ayarlh MHA’da imipenem-relebaktam gradiyent test ve disk diftizyon testi
sonuclarmin goruntusu
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Tablo 4.9 imipenem-relebaktam icin saptanan zon ¢aplari ve MIK degerlerinin dagilim

Imipenem-relebaktam

MIK (mg/1)

12 32

>32

Zon cap1 (mm)

n

6
8
9
10
11
14

64

4.6 Kolistin Duyarhhik Sonuglar:

Kolistin direnci %7,5 (6/80) olarak saptanmistir. MiK saptama araliklar1 0,25-

>16 mg/l olan ticari Kit kullanilarak gergeklestirilen deneylerde (¢ Kere tekrar

edilmesineragmen sadece bir susta MiK degeri belirlenememis ve bu susun MiK

degeri <0,25 mg/l olarak kabul edilmistir. Kolistin SMD deneyinin mikroplak

gorintiisi Resim 4.7°de, kolistin MIK degerlerinin dagilimi Tablo 4.10°da

gosterilmistir.

Tablo 4.10 Kolistin MiK degerlerinin dagilim

MiK (mg/l)

>16 A

0,5 16

025 L2

<0,25 !

30 40
sus sayisi (N)

60

50
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Resim 4.7 Kolistin SMD deneyinin mikroplak gérintisu
(-): Negatif kontrol (P. aeruginosa ATCC 27853); (+): Pozitif kontrol (E. coli ATCC 13846 - mcr pozitif); No:38-64
hasta érnekleri; Kirmizi gemberler ile gésterilen yerler suslarm MIK degerlerini vermektedir.

Calismamizda yer alan yeni antibiyotikler ile klinikte MDR tedavisinde en sik
tercih edilen ilaglarin MiKso/MIKgo degerlerinin karsilastirmali sonuclari Tablo-4.11°de

gosterilmistir.

Tablo 4.11 Calismada yer alan antibiyotiklerin MiKso ve MiKgo degerleri ile MiK

araliklar
MiKso MiKso MiK Arahg
Antibiyotik (mg/l) (mg/l) (mg/l)
Kolisitin 1 2 <0,25->16
Sefiderokol 0,25 128 0,06 — 256
Eravasiklin 0,25 0,75 0,016 — 0,75
Tigesiklin 2 4 0,5-—>4
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4.7 PCR Sonuclar

VITEK-2 otomatize sistemi ile tammlanip fenotipik olarak karbapenem
direnci belirlenmis olan tiim suslara A. baumannii'ye 6zgu kromozomal gen grubu
olan blaoxasi'in yam sira, literatlirde karbapenem direncinden sorumlu oldugu
belirtilen blaoxazs, blaoxass ve optimize edilmis PCR ile blaoxa2s gen gruplarinin
varligi aragtirilmgtir.
A.baumanii’nin yapisal gen bolgesi olan blaoxas: ile tur diizeyinde dogrulama yapilip
timsuslarda tespit edilmistir. blaoxazs, blaoxasi, blaoxass gen gruplarna ait jel

elektroforez goriintiisii Resim 4.8°de verilmistir.

DNA 023 051 058
ladder

Resim 4.8 OXA-23 ve OXA-51 pozitif hastalara ait PCR jel gorintusd.
023: blaoxazs pozitif kontrol (501 bp); O51: blaoxasi pozitif kontrol (353 bp); O58: blaoxass (599 bp) ve tetA
(210 bp) pozitif kontrol; N: negatif kontrol; 7-14: OXA-23 ve OXA-51 pozitif hasta 6rnekleri.

Izolatlarin 66’sinda (%82,5) blaoxazs gen bélgesi pozitifligi; 14’iinde (%17,5)
blaoxa24 gen bolgesi pozitifligi saptanmustir. blaoxa2s4 gen bolgesine ait jel elektroforez

goriintlisii Resim 4.9°da verilmistir.

DNA 024 90 89 88 87 86 85 84 83 82
ladder

Resim 4.9 OXA-24 pozitif hastalara ait PCR jel goruntisu.
024: blaoxae4 pozitif kontrol (246 bp) N: negatif kontrol. 86, 85, 83, 81: OXA-24 pozitif hasta 6rnekleri.
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Disa akis pompasini kodlayan ve tetrasiklin grubu antibiyotiklerdeki direncin
saptanmasinda rol alan tetA gen bolgesini tanimlamak i¢in yapilan jel elektroforez
goruntisi Resim 4.10’da verilmistir. Karbapenem direnci i¢in IMP’yi kodlayan gen

bolgesi arastirilmistir. Resim 4.11°de ¢alismadan bir 6rnek gosterilmistir.

DNA 023 058 46 65 67 70 72 75 79
ladder

Resim 4.10 tetA arastirmasi i¢in yapilan PCR trtnlerinin jel goruntusu.
023: blaoxazs pozitif kontrol (501 bp), O58: blaoxass ve tetA pozitif kontrol (599 bp) (blatet-a: 210 bp), N:
negatif kontrol 46, 65, 72, 75, 81: OXA-23 ve OXA-51 pozitif hasta 6mekleri; 67 ve 70: OXA-51 pozitif hasta

ornekleri.

DNA IMP 1
ladder

Resim 4.11 IMP arastirmasi i¢in yapilan PCR Urtnlerinin jel gérantisa.
IMP: blaive pozitif kontrol (236 bp); N: negatif kontrol; 1-10 negatif hasta drnekleri.

Suslarin higbirinde blaoxass, tetA ve blae gen bolgelerine rastlanilmamustir.

A. baumanii suslarinda saptanan diren¢ genleri Tablo 4.12’de gosterilmistir.
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Tablo 4.12 A. baumanii suslarinda diren¢ genlerinin dagilim

Gen boélgeleri Pozitif (n) Negatif (n)
blaoxazs 66 14
blaoxaza 29 51
blaoxas1 80 -
blaoxass - 80

tetA - 80
blaime - 80

OXA-24 pozitif (+) saptanan 29 sus incelendiginde; 18 tanesi OXA-23 de (+)
bulunmustur.

Her iki gen bolgesi (+) saptanan 18 susun iginde yer alan 4 susa ait sefiderokol
MIK sonuglari; >256 mg/l (n:3), 128 mg/l (n:1) olarak saptanmustir (Tablo 4.13).

Disk diflizyon zon gaplar1 ise <17 mm’dur.

Tablo 4.13 Sefiderokol (FDC) MiK [ 12 mg/l degerine gore direng gen bolgeleri

Sus numarasi FDC MiK (mg/l) OXA-23 oxA-24 |
25 16 POZ® NEG®
27 128 POZ NEG
39 4 POZ NEG
46 >256 POZ NEG
67 >256 NEG POZ
70 4 NEG POZ
75 >256 POZ POZ
82 >256 POZ NEG
83 >256 POZ POZ
85 >256 POZ POZ
86 128 POZ POZ
88 8 POZ NEG
98 128 POZ NEG
99 >256 POZ NEG
109 8 POZ NEG
111 128 POZ NEG
113 128 POZ NEG
116 128 POZ NEG

apQZ: Pozitif; "NEG: Negatif
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OXA-23 (+) saptanan suslardaki sefiderokol, eravasiklin ve kolistin MiKgo
degerleri sirasiyla; 128 mg/1, 0,5 mg/l ve 2 mg/l saptanmistir. OXA-24 (+) saptanan
suslardaki dagilimda ise tek fark sefiderokolde olup MiKgo sonucu >256 mg/l olarak
gozlemlenmistir (Tablo 4.14).

Tablo 4.14 Sefiderokoliin saptanan OXA beta-laktamaz genotiplerine gdre in-vitro
aktivitesi

Etken/betalaktamaz genotip MiKgo (mg/l)

FDC ERV COL

A. baumannii (n)

OXA-23 (66) 128 05 2

OXA-24 (29) >256 0,5 2
FDC: sefiderokol, ERV: eravasiklin, COL: kolistin

Yatan hastalardan izole edilen suslardaki genotipik dagilimi inceledigimizde
yogun bakim servisleri ve diger yatakli servislerde OXA-23 pozitifligi daha yuksek
gozlemlenmistir. Tablo 4.15’te OXA-23 ve OXA-24 dagilim oranlar1 gosterilmistir.

Tablo 4.15 Yatan hastalarda saptanan OXA beta-laktamaz genlerinin kliniklere gore dagihinm

Gonderilen birim OXA-23 OXA-24

(n) n (%) n (%)
Yogun bakim Uniteleri (37) 29 (78,4) 18 (48,6)
Servisler (29) 24 (82,7) 10 (34,5)
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5. TARTISMA

A. baumannii; pnémoni, kan dolagimu, idrar yolu ve yara enfeksiyonlari gibi
saglik hizmetleriyle iliskili ¢esitli enfeksiyonlarda kilit rol oynayan klinik 6neme
sahip baskin tiir olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ayrica, daha az oranda da olsa toplum
kaynakli enfeksiyonlara neden olmaktadir. Salginlara yol agan A. baumannii
izolatlar1 genellikle karbapenemlere diren¢ gostermekte ve tigesikline karsi orta
dizeyde direng sergilemektedir. Coklu ilaca direngli (MDR) ya da asir1 ilaca direncli
(XDR) olan bu A. baumannii suslart (MDR-AB ve XDR-AB) tipik olarak kolistin
duyarliligim1 korumaktadir. Neticede, A. baumannii enfeksiyonlarina yonelik tedavi
secenekleri kisitlanmakta ve bu durum o6zellikle kritik hastalarda ylksek 6lim
oranlarma yol agmaktadir. DSO, 2017 yilinda yayimladigi raporda, karbapeneme
direncli A. baumannii'yi (CRAB) "kritik dneme sahip 1. dncelikli" patojen olarak
belirlemis ve yeniantibiyotiklerin gelistirilmesini gerektiren kiiresel olarak oncelikli
antibiyotige direncli bakteriler arasinda ilk sirada oldugunu vurgulamistir (1, 105).

Son yillarda, A. baumannii‘de 6zellikle son basamak antibiyotik tedavisine
karst antimikrobiyal direncin yayginlagsmasi alarm vermistir. Bu nedenle, yeni tedavi
stratejileri saglamak icin cesitli calismalar yapilmistir. Direngli enfeksiyonlarin
tedavisi i¢in hizli, uygun maliyetli ve cazip bir yontem olarak oncelikle mevcut
antimikrobiyal ajanlarin yeni terap6tik amaclar i¢in degerlendirilmesi (ilact yeniden
islevlendirme) yoluna gidilmistir (18).

Avrupa iilkelerinin tamamimin  katildigit 16 iilkenin  verilerinin
degerlendirildigi CAESAR (Central Asian and European Surveillance of
Antimicrobial Resistance) ¢alismas: ve Avrupa Ekonomik Alan1 (AEA)’nda (Irlanda
ve Norve¢ dahil) 29 dlkenin katildigt EARS-NET (European Antimicrobial
Resistance Surveillance Network) calismalarmin 2021 raporlarinda elde edilen
veriler, DSO Avrupa Bolgesi'nde antibiyotik direncinin hala yaygin bir sorun
oldugunu agikga ortaya koymaktadir (30, 106).

CAESAR ve EAR-NET verilerine gore E. coli ve K. pneumoniae'de saptanan
uclincl nesil sefalosporinlere kars1 yiksek direnc ylzdeleri ile 6zellikle karbapeneme
direncli Acinetobacter tirlerinin gosterdigi ylksek direng oranlari endise vericidir
(30, 106).
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CAESAR calismasina veri gonderen 13 dlkenin 2021 verileri 2020 yili
verileriylekarsilastirildiginda izolat direng dagiliminda; Acinetobacter spp.’de %50,
E. coli’de %26,K. pneumoniae’de %36 oraninda artis saptanmistir. Cogunlukla A.
baumannii kompleksi olmak Uzere Acinetobacter spp. izolatlarindaki bu direng
artisinin, 2021 yilinda Avrupa birligi/AEA'daki en ¢arpict bulgulardan birisi oldugu
gosterilmistir (106).

EARS-NET'e bildirilen Acinetobacter spp. izolatlarinin neredeyse dortte Uci
(%74,5) gozetim altindaki  antimikrobiyal  gruplardan (florokinolonlar,
aminoglikozidler ve karbapenemler) en az birine direngli bulunmustur. Yine ayni
raporda invazif izolatlardaki karbapenem direnci %93,3 oraninda bildirilirken %84,8
oraninda ¢oklu ila¢g direnci bildirilmistir (30). MDR-AB ve XDR-AB
enfeksiyonlarmin tedavileri igin olusturulmus en iyi rejim hala net bir sekilde
olusturulamamustir. Kolistin, karbapenemedirencli Acinetobacter enfeksiyonlarinda
son care antibiyotik olarak yaygin kullanilmaktadir. Ancak nefrotoksisite gibi ciddi
yan etkileri, heterojen diren¢ gelisimi ve azalmis penetrasyon problemleri s6z
konusudur (107). Ve o6zellikle son yillarda diinyanin farkli bélgelerinden kolistin
kullanimina bagl direncli suslar da bildirilmektedir. Cin’de i¢ merkeze ait 6rneklerin
degerlendirildigi Shandog Universitesinde yapilan ¢alismada 25 XDR-AB izolatlar
icerisinde ii¢ susta (%12) kolistin direnci saptanmistir (108). Hindistan’da yapilan
bagka bir ¢alismada ¢ogunlugu yogun bakim iinitesinden olmak iizere izole edilen
karbapeneme direncli nonfermentatif Gram negatif ¢omaklarm %32,9°u
Acinetobacter spp. olarak bulunmus ve bu suslarda kolistin direnci ise %6,8 olarak
saptanmistir (109). Maraki ve ark. (110) 2010-2014 yillar1 arasinda A. baumannii
izolatlarini yillara gore incelediklerinde %3,4-%7,9 arasinda degisen kolistin direnci
saptamiglardir. Marcos Eduardo ve ark. (111) ¢alismalarinda kolistin direncini %3,1,
Gao ve ark. %3 (112) ile Gales ve ark. (113) ise %1,2 olarak tespit etmislerdir. Genel
olarak diinya geneline bakildiginda kolistin direncinin %7°nin altinda bulundugu
goriilmekle birlikte Giiney Kore ve Ispanya gibi bazi lilkelerde bu oran sirasiyla %40,6
ve %30,6’lara kadar ¢ikmaktadir (114).

Turkiye, kolistin direnci bakimindan yiiksek riske sahip tlkeler arasindadir
ancak, Asya iilkelerindeki kadar yiiksek bir diren¢ orani beklenmemektedir. Bu
dogrultuda yapilan literatiir taramasinda Tiirkiye’ye ait verilerde kolistin direncinin
yaklagik %]1-7 arasinda oldugu gdzlenmistir. Cok merkezli yapilan bir calismada

ulkemizdeki kolistin direnci %6,2 olarak rapor edilmistir (114). Yolbas ve ark.
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(115)’nmn, 2010-2011 yillar1 arasinda yaptiklar1 ¢alismada %6 oraninda kolistin
direnci saptanmustir. On farkli merkezin yogun bakim iinitelerinden izole edilen
Acinetobacter spp. suslarinin dahil edildigi bir baska ¢alismada ise kolistin direnci
%1,2 oraninda bulunurken (116), Cetinkol ve ark. (117)’min gergeklestirdigi
calismada kolistin direncine rastlanmamistir. Giir ve ark. (118)’min 2019 yilinda
yaptig1 calismada ise sivi mikrodilisyon yoéntemi ile %28 oraninda direng
saptanirken gradyan test yontemi ile bu oran %4 olarak bulunmustur. Cesitli
calismalarda rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda gradyan testlerinin yapilmasi
daha kolay olmasi nedeniyle 6nerilmektedir, ancak Gir ve ark. (118)’nin ¢alismasinda
goriildiigii gibi direngli suslart gozden kagirma ihtimali nedeniyle kolistin tedavisinde
klinisyen i¢in yaniltici sonuglara neden olabilmektedir. EUCAST kolistin duyarlilig
icin altin standart yontem olan sivi mikrodiliisyon yonteminin kullanilmasini
onermektedir.

Calismamizda gesitli klinik 6rneklerden izole edilen 80 A. baumannii susunun
VITEK otomatize sistemi ile tam identifikasyonu yapilip kolistin duyarlilig1 igin
referans sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilmis ve kolistine direng oran1 %7,5 olarak
belirlenmistir. Dinya literatirindeki verilerle karsilastirildiginda ise bu sonug
Ozellikle bolgesel komsulugundayer aldigimiz Yunanistan ile olduk¢a benzerlik
gostermektedir. Kolistin halen MDR ve pan-rezistan suslarla gelisen enfeksiyon
vakalarinda bagka alternatif olmadigi gerekcesi ile tedavi protokoli igerisinde yer
almakta ve ancak 6zellikle pan-rezistan suslarda ylksek dozlarda verilmesiyle slrec
yonetilmektedir. Bu da klinisyenin ciddi yanetkilere karsi ilag tedavisini diizenlemek
zorunda kalmasina neden olmaktadir. Bu kisir dénguyu kirabilmek igin yeni tedavi
rejimleri gelistirilmesi yoninde c¢alismalar yapilmaktadir. Calismamizda pan-
rezistan olarak saptanan 6 susun bu amac¢ dogrultusunda gelistirilen yeni
antibiyotiklerden sefiderokol, eravasiklin ve imipenem- relebaktama duyarliliklar
incelendiginde sefiderokol MIK ve zon caplari duyarli kategoride saptanmustir.
Eravasiklin icin klinik sinir deger verisi heniiz bulunmadigindan degerlendirmeler
MIKgo iizerinden gergeklestirilmis ve tim suslarin MiKgo degeri 0,75 pg/ml
bulunmustur. Kolistine direngli olan izolatlarda ise eravasiklin MiK degerleri MiKaoo
degerin altinda saptanmistir. Bunun aksine tiim suslar imipenem-relebaktama
direncli tespit edilmistir.

ESKAPE grubu icerisinde yer alan A. baumannii; birgok antibiyotige karsi

kromozomal ve kazanilmis direnci ve farkli viicut bolgelerini enfekte etme yetenegi
68



nedeniyle buyuk ilgi gérmektedir. Sefiderokol, Gram negatif bakterilere karsi ve
ozellikle A. baumannii enfeksiyonlarina kars1 kayda deger etkinlik gdsteren yeni
gelistirilmis bir sefalosporindir. Diger siderofor-igerikli molekiillerden yapisal olarak
farkli olan ve c¢esitli serin tipi ve metallo tipi karbapenemazlara ayrica ESBL'lere
karsi yUksek stabilite goOsteren yeni bir katekol subuniti iceren siderofor
ozelligindedir (119). Bununla birlikte, baz1 ¢alismalarda bakteri suslari duyarli olsa
bile tedavi basarisizligi bildirilen vakalar mevcuttur (78). Ekim 2019'da idrar yolu
enfeksiyonlarinin tedavisi iginFDA tarafindan onaylanmis olup, bunu takiben Eylil
2020'de hastane kokenli ve ventilator iliskili bakteriyel pndmoni tedavisi igin de onay
almistir (119). Ayrica EMA tarafindan onaylanan, sinirli tedavi segenekleri olan
Gram negatif aerobik patojenlere bagli enfeksiyonlar1 olan hastalarda
kullanilmaktadir. Bu kullanim karari, farmakokinetikve farmakodinamik analizler ile
80 hastanin sefiderokol (Fetcroja) ile ve 38 hastanin karbapeneme direncli
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar igin mevcut antibiyotiklerle tedavi
edildigi randomize bir klinik ¢alismanin sinirli verilerine dayanmaktadir (120).

Sefiderokol, hiicre igerisine aktif demir tasiyici 6zellige sahip siderofor kismi
ile giris yapmaktadir. Bu benzersiz 6zelliginin in-vitro ¢aligmalardaki antibiyotik
duyarliliktesti i¢in de bir dezavantaj olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu durum ayrica
EUCAST ve CLSI tarafindan olusturulan yorumlayici Kriterlerdeki farkliliklar1 da
beraberinde getirmistir. in-vitro kosullarda AST’nin dogru yorumlanabilmesi ve
siderofor aracili mekanizmadan etkilenmemesi icgin demiri azaltilmig bir ortama
ihtiya¢ duyulmaktadir. Buortamin saglanmasi i¢in gereken iglemlerin karmasikligi ve
MiK’lerin okunmasinda yasanabilecek zorluklara ragmen SMD’nin altin standart
yontem olduguna dair fikir birligine varilmistir. SMD yonteminin 6nemli 6lgiide
emek ve zaman gerektiren bir yontem olmasi nedeniyle disk diflizyon ve gradiyent
test yontemleri birgok laboratuvardadaha hizli ve basit bir alternatif yontem olarak
gortlmekte ve yaygm olarak kullanilmaktadir. Dolayisiyla rehberlerde bu goriis
dogrultusunda, disk difiizyon yontemiyle de testlerin uygulanabilecegi ancak, yapilan
calismalardan elde edilen sonucglara gore optimum sonuglarin elde edilebilmesi icin
onerilen belirli ticari marka disk ve katyon ayarli MHA besiyerlerinin kullanilmasi
gerektigi belirtilmektedir (121).

Calismamizda hem referans yontem olan SMD hem de disk diflizyon
yontemlerikullanilmistir. Bu iki yontemin avantaj ve dezavantajlari karsgilagtirmali

olarak degerlendirilmistir. Oncelikle SMD yénteminde kullanilmasi gereken demiri
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azalilmis katyon ayarli-MHB besiyerinin hazirlanmas: oldukga zahmetli ve
neredeyse bir ¢calisma mesaisi kadar siire gerektiren islemler i¢ermesi sebebiyle rutin
laboratuvarlarda uygulanmasinin zor oldugu goriilmistiir. Ayrica besiyeri elde
edildikten sonra demirin istenilen diizeyde azaldiginin ve eklenen iyonlarin istenen
oranlarda oldugunun anlasilabilmesi i¢in genellikle biyokimya laboratuvarinda aktif
olarak kullanilan iyon spektrofotometri cihazt ile dogrulama yapilmasi
gerekmektedir. SMD yodntemi ile ilgili bir diger zorluk ise sefiderokol tozunun ticari
olarak diisiik gramajda saglanabilmesi ve cam sise i¢inde antibiyotigin ylizeye fikse
olmasi sebebiyle c¢ozindirme isleminin olduk¢a dikkatli yapilmasi ve vorteks
yardimiyla uzunca bir ¢alkalama islemine tabi tutulmasimm gerektirmesidir. Deney
hazirlik asamasinda yasanabilecek herhangi bir aksiligin deneyin yapilisini ve
degerlendirmesini de etkileyecegi agiktir. Disk diflizyon yonteminde ise deney
hazirhk asamasinda ve deneyin gergeklestirilmesinde herhangi bir olumsuzluk
yasanmamigtir.

Sefiderokol ile ilgili elde ettigimiz sonuglara géore EUCAST rehberi dikkate
alindiginda SMD yontemiyle suslarin %77,5’1, DD yontemiyle ise %81,25’1 duyarli
saptanmugtir. CLSI rehberi esas alindiginda ise oranlar sirastyla %80 ve %85 olarak
bulunmustur. Calismamizda oldugu gibi neredeyse diger tiim ¢alismalarda referans
yontemin esas alindigi ve beraberinde DD ile degerlendirmeye tabi tutuldugu
goriilmiistiir. Sadece Mayo Klinige ait bir ¢calismada SMD yontemi, agar dilisyon
yontemi  ile  karsilagtirilmistir  (122). Diger ¢alismalardaki  sonuclar
degerlendirildiginde referans olarak EUCAST kriterlerinin dikkate alinmasi
durumunda duyarlilik oranlariminCLSI kriterlerine gore daha diisiik saptandigi ve bu
sonucun ¢alismamizla benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.

Genel olarak sefiderokol duyarlilig1 %50 ila %99 araliginda degisen genis bir
dagilim gostermektedir. Tablo 5.1°de farkl Ulkelerde yiiriitilmiis galismalara ait
duyarlilik yiizdeleri ve bu sonuglarin elde edildigi yontemler detayli olarak
verilmistir. DD yontemiyle degerlendirilen antibiyotik duyarlilik sonuglar1 gorece
SMD’den daha duyarl bulunmustur. Bu durumda gercekte MIK degeri yiiksek olan
suslarin DD ile test edilmesi durumunda gozden kagabilecegi g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Ancak sadece John Hopkins hastanesinde yapilan ¢alismadan
paylasilan verilerde klinik sinir deger CLSI kriterlerine gore belirlendiginde SMD
yontemi DD’den daha duyarl saptanirken EUCAST referans alindiginda hem bizim

sonuglarimizla hem de diger c¢alismalarin sonuglariyla korelasyon gostererek DD
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yontemi daha duyarli saptanmustir (123). Ayrica bu tabloda g6ze carpan diger bir
sonug, Mayo klinikte yapilan agar dilisyon ve SMD yo6nteminin karsilastirildig: ve
SMD yodnteminin agar diliisyona gore daha duyarli saptandigi sonugtur (122). Ancak
literatlirde bu sonucu destekleyen heniliz yeterli galisma olmadig igin tek merkezli
yapilan bir ¢alisma ile kesin bir ¢ikarimda bulunulamayacagi bilinmektedir.

SMD ile sonuglarin daha direngli saptanmasinin sebebinin sefiderokol
MiK'lerinin okunmasi esnasinda yasanabilecek sorunlardan dolay:r olabilecegi
diisiintilmektedir. Ciinkii sefiderokol i¢in SMD yontemiyle degerlendirmede
EUCAST egére susa ait MIK degerinin, iireme azalmasinin <Imm’lik bir “end-
point” noktasinin veya hafif/silik bulaniklik gézlemlenen ilk kuyucuk olarak tespit
edilmesi gerektigi vurgulanmistir. Ancak SMD yonteminde “end-point” noktasini
takip eden lreme kontroliine gore zayif lireme gosteren birden fazla kuyucugun
gozlemlenmesi olarak tanimlanan farkli u¢ noktalar gézlemlenebilmektedir (123).
Dolayistyla bu durumun MIK okunmasinda zorluga neden olabilecegini
diisiinmekteyiz. Yagsanan bu zorluk nedeniyle yanlis okuma sonucu, dolayli olarak
MIK degerinin olmasi gereken degerden daha yiiksek kabul edilmesine neden
olabilmektedir (124). Bu durumu agiklayabilecek diger bir nokta ise in-vitro olarak
sonucun dogru bir sekilde degerlendirilebilmesi igin (sefiderokoliin demir
mekanizmasi Uzerinden gergeklestirdigi biyostatik etkisi nedeniyle) demiri azaltilmig
katyon ayarli MHB besiyerinin hazirlanmasi sirasindaki demir selasyon isleminin
optimum seviyede yapilmasi gerekliligidir. Demirin yeterince uzaklastirilamamasi
halinde ortamda istenen miktardan daha fazla +2 degerlikli iyonlarin bulunmasinin,
SMD’de MIK lerin yiiksek ¢ikmasinda rol oynayabilecegini diisiinmekteyiz. Ito ve
ark. (125)’nin yaptig1 calismada da sefiderokoliin non-fermantatif Gram negatif
bakterilerde in-vitro antibakteriyel aktivitesinin, demirden yoksun ortamda arttig1 ve
antibiyotigin katekol kismunin demir ile selasyona ugratilmasinin gerekli oldugu
belirtilmistir.

Sefiderokoliin DD ydntemiyle degerlendirilmesinde dikkati ¢eken bir gdzlem
ise zon i¢i mikro tremelerdir. Calismamizda 12 susta zon igi {ireme tespit edilmistir.
Dis zon ¢ap1 Olgiildiigiinde EUCAST’a gore dokuz sus (CLSI’a gore sekiz sus)
direncli olarak saptanmistir. Diger bir ifadeyle, zon ic¢i Ureme gbzlemlenen
EUCAST a goreti¢ sus, CLSI gore ise dort sus duyarli saptanmistir. EUCAST a gore
duyarli saptanan ii¢ susun aym rehbere gore MIK degerleri incelendiginde biri
direncli (MIK: 128 mg/l), diger ikisi duyarli (MIK: 2 mg/l ve 1 mg/l ) kategorisinde

71



bulunmustur. Liu ve ark. (126) da yaptiklar1 galismada dort susta inhibisyon boélgesi
icinde tek tek veya kumsal benzeri (“beach-like”) koloniler gézlemlemislerdir. Zon
icinde treme olan suslarin MIiK degerlerini ise diisiik saptamislardir. Fransa’da
Jeannot ve ark. (127) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada bizim sonuglarimiza
benzer sekilde sekizi direngli, ikisi duyarli olan toplam 10 susta zon i¢i lireme tespit
edilmis ancak MIK degerlerine dair bir bilgi verilmemistir.

Disk difiizyon yontemi sefiderokole duyarli suslart dogru bir sekilde

kategorize ederken, direngli izolatlarmm yanlis siniflandirilmasina  neden
olabilmektedir. Yine Jeannotve ark. (127)’nin ¢alismasinda Ug¢ farkli Gretici firmanin
diskleri test edilerek degerlendirmis ve yanlis kategorize edilen direngli izolatlarin
orani sasirtici derece yuksek bulunmustur. Bu oran; Mast, Liofilchem ve Oxoid
diskleri igin sirasiyla %42,9,
%50 ve %64,3 olarak bildirilmistir. Arastirmacilar, bu hatalarin beta-laktam direnc
mekanizmasi, disk okuma zorluklar1 veya ayni genetik ge¢cmise sahip olan suslarin
alt popiilasyonu ile iliskili olmadigin1 vurgulamislardir (127). Morris ve ark. (123)’da
DD yontemiyle belirtilen kategorik uyumsuzlugun genellikle direncli ve orta duyarh
izolatlarda tespit edildigini ve bu durumun 6zellikle non-fermentatif bakteriler iginde
A. baumannii kompleks tiirlerinde goriildiigiinii belirtmislerdir (123).

Elde edilen en giincel veri olarak CLSI’da yayimlanan 2023 giincelleme
notundadisk diflizyon testleri i¢in FDA’dan onay alan Becton Dickinson, Hardy
Diagnostics ve Oxoid disklerinden sz edilmektedir. Liofilchem’e ise sadece
aragtirmada kullanilmak (zere onay verilmistir (128). Bunun aksine, EUCAST
Gelistirme Laboratuvar: (EDL)’nin Subat 2022 tarihinde yayimlanan genis kapsamli
calismasinda sefiderokol i¢inDD yo6nteminin, diger beta-laktam ajanlarindaki kadar
giivenilir oldugu belirtilmistir. Ozel bir okuma zorlugunun olmamasi ayrica,
yaptiklar1 ¢alismada kullanilan farklitireticilerin diskleri ve besiyerleri arasindaki
farkliliklarin DD sonuglarini higbir sekilde etkilemedigi bildirilmistir (129). Ancak,
EUCAST’in Agustos 2022 tarihinde Liofilchem, Mast ve Oxoid marka sefiderokol
30 pg diskleri ile ilgili yaptig1 guincellemede, Oxoid marka disklerin hem standart
hem de klinik suslarda kabul edilen zon gaplarina gore daha genis zon olusturdugu
belirtilmistir (130).

Calismanmzda zon ¢aplar1 ve MiK degerleri arasinda da bazi uyusmazliklar
saptanmistir. EUCAST da zon ¢ap1t 17 mm’nin altinda saptanan suslarin PK/PD’ye

gore 2 mg/l iizerindeki MIK degerlerine karsihk geldigi belirtilmektedir.
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Arastirmamizda bu kurala uymayan 3 sus saptanmustir. Bununla ilgili Italya’da
Stracquadania ve ark. (78) niyaptig1 calismada, sonuclar DD ve MIK degerlerine ait
Klinik sinir degerlerinden (sirastyla 17 mm ve 2 mg/L) uzak oldugunda DD
sonuglartyla MIK sonuglarinin daha iyi korelasyon gosterdigi bunun aksine, bu
degerler cakistiginda veya Klinik smir degere Gok yakin oldugunda iki yontem
arasindaki uyumsuzluk oranimin daha yiksek oldugu vurgulanmistir. Ayni
uyumsuzlugun, EUCAST MiK-zon capi korelasyonlarinda A. baumannii suslarinda
DD zon ¢aplar1 16 ila 18 mm [teknik belirsizlik alan1 (ATU)] arasinda olan suslar
icin de gozlemlenebilecegi belirtilmektedir. Kuskusuz, her iki yontemin de A.
baumannii i¢in sinirlamalar1 olmasina ragmen, SMD ydntemiyle MIK
belirlenmesinin referans standart yontem o6zelligini halen korumasindan dolay1 A.
baumannii kompleksinde duyarlilik testi igin DD yontemi yerine SMD kullanilmasi
onerilmektedir (24, 123).

Sefiderokoliin direncgli A. baumannii suslarina kars1 duyarliligi, SIDERO-WT,
SENTRY ve Cin antimikrobiyal siirveyans verilerinin analiz edildigi ¢ok merkezli
ve kapsamli ¢alismalarda incelenmistir. Bu analizlerde, 6zellikle Cin'in surveyans
calismasinda neredeyse tiim suslarda %95'in tizerinde bir duyarlilik orani belirlenmis
ve bu da umut verici bir bulgu olarak degerlendirilmistir (126,131,132). Oldukca
olumlu in- vitro duyarlilik sonuglarina ve sasirtict vaka raporlarmna ragmen,
sefiderokoliin CR-AB enfeksiyonlart igin etkinligi hala belirsizligini korumaktadir.

Guniimuzde CR-AB igin var olan tedavi rejimlerinde dahi bir standardizasyon

iyi
calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (20).

olusturulamamisken, en ajan(lar)in belirlenebilmesi icin daha fazla klinik
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Tablo 5.1 Sefiderokol ile yapilan SMD ve disk diflizyon ¢alismalarina ait baz veriler

74

@i S Sefiderokol
Calismanin yapildig: yer 5 us Kullanilan yontem Kullanilan duyarhhk sonucu MIiKso/MiKgo Kaynak
yili sayis1
rehber n (%)
Sivi mikrodilisyon CLSI 55 (57) 8/32
[IMayo Klinik, ABD 2019 97 (122)
Agar dilisyon CLSI 44 (45) 8/64
o CLSI 8 (57)
Disk diflizyon -
John Hopkins 2019 1 EUCAST 6(43) 123)
Xrélsersnem Tip Fakiiltesi, - N CLSI 12 (36)
S1vi mikrodillsyon 4/8
EUCAST 5 (36)
CLSI 90 (90)
Disk diflizyon -
e EUCAST 87 (87)
Zurich Universitesi, 2014-2022 100 (121)
[svigre _ ) CLSI 83 (83)
Sivi mikrodillisyon 1/4
EUCAST 76 (76)
o CLSI 457 (99,4)
Disk diflizyon -
EUCAST 463 (98,9)
ficin Antimikrobiyal 2020-2022 | 468 T prepr— (126)
Surveyanst, Gin S1vi mikrodillsyon ' 0,25/1
EUCAST 457 (97,6)
CLSI -
Disk diftizyon -
|Fransa Ulusal Referans 2012-2022 97 EUCAST 76 (78,4)° (133)
Laboratuvari, Fransa R
CLSI
Sivi 2/>16
mikrodiltisyon EUCAST 55 (56,7)




Tablo 5.1 devam

Sefiderekol
o Calisma Sus Kullanilan Kullanilan - . .
Cahismanin yapildig: yer ylll — yontem e durzfazcl;(lj;lgl MIK50/MIK 90 Kaynak
) . Disk diflizyon CLSI 123 (89,8)
IAIIMS (All India Institute
of Medical Sciences), 2020-2021) 137 Sivi mikrodiliisyon 28 (134)
Hindistan CLSI 112 (81,7)
Ipowstate Medical cent 2017 rodil
owstate Iviedical Lenter, 78 Stvi mikrodiliisyon CLSI %88 0,5/8 (135)
ABD 2013-2014
) Sivi mikrodilusyon
SIDERO-WT Calismast, 2014-2019 | 2.810 CLsI %94,2 0,25/2 (131)
ABD-Japonya
o Sivt mikrodiluisyon
Pekin Universite 2012-2018 | 126 CLSI %62,7 0,5/128 (136)
Hastanesi, Cin
) _ CcLsI %93,4
Bolge Hastaneleri, 2020-2021| 271 Disk diftizyon ; (137)
'Yunanistan EUCAST %86
SENTRY Strveyans 2020 306 Sivi mikrodiliisyon CLSI %95,8 0,5/2 (132)

Calismasi, ABD

a: Kategorik uyum sonucu verilmistir.




A. baumannii'nin dahil oldugu salginlarin sayisi son yillarda hizla artmaktadir
ve coklu ilag direnci mevcut tedavi segeneklerini simirlamaktadir (37). Ozellikle
kolistin direnci; Enterobacteriaceae, P. aeruginosa ve A. baumannii'de
karbapenemlere yaygin direng goriilen iilkelerde kolistin kullanimi arttig1 i¢in dikkat
¢ekici olmaktadir (139). Tigesiklin; cesitli yan etkileri, diren¢ gelisimi ve tedavi
secgenekleri igerisinde tek ilag olarak uygulanma sorunlarina ragmen Acinetobacter’e
kars1 etkinlik gosteren ve klinik kullanimi olan birkag ilagtan birisidir.

Tigesikline benzer bir etki mekanizmasina sahip yeni bir sentetik florosiklin
antibiyotik olan eravasiklin (ERV), MDR ve XDR- A. baumannii dahil olmak Uzere
Gramnegatif, Gram pozitif aerobik ve anaerobik bakterilere kars: aktiftir. Tigesiklin
ile karsilastirildiginda, hem Gram pozitif koklara [yaklasik 2 ila 4 kat daha diisiik
MIK hem de A. baumanni dahil olmak iizere Gram negatif comaklara (yaklasik 2 ila
8 kat daha diisiik MIK) kars1 daha yiiksek in vitro aktivite gosterdigi belirtilmistir
(140). Livemore ve ark. (141)’da benzer sekilde eravasiklinin A. baumannii suslarina
kars1 tigesiklinden 2 ila 4 kat daha aktif olduklarim gdzlemlemislerdir. Ozger ve ark.
(142) isel0 CR-AB susunda ERV duyarhiligmi arastirmislar ve MIiK araligim 1-4
mg/l olarak saptamislardir. Solomkin ve ark. (143) 2016 yilinda toplam 540 hasta
uzerinde randomize, ¢ift kor, cok merkezli iki farkli tedavi protokolii uyguladiklari
bir ¢alisma yayimlamiglardir. Bu ¢alismada ¢esitli enfeksiyonlardan 6tiirii tedavi
almakta olan ve eravasiklin verilen 270 hastanin bulundugu grup igerisinde yapilan
mikrobiyolojik degerlendirmede 8 hastada A. baumannii enfeksiyonu tespit
edilmistir. Mikrobiyolojik olarak eravasiklin icin duyarlilik testi sonucuna dair
herhangi bir mikrobiyolojik veri paylasilmamakla birlikte bunlarin yedisinin MDR
oldugu belirtilmisve tamaminda eravasiklin ile tedavide %100 basar1 saglandigi
bildirilmistir. Morrissey ve ark. (144) 2013-2017 yillarinda 36 merkezin dahil oldugu
bir ¢alismada sik Karsilagilan klinik Gram negatif comak izolatlarindan (6zellikle
solunum, intraabdominal ve iiriner sistem 6rnekleri) olusan kiiresel bir koleksiyona
karsi1 eravasiklin ve diger antimikrobiyal ajanlarin in vitro aktivitelerini
degerlendirmislerdir. Calismada 2.097 A. baumannii susu SMD yontemiyle
degerlendirmeye almmistir. MIK araligi 0,015-16 mg/l olarak saptanirken
MiKso/MiKgo degerleri sirastyla 0,5/1 mg/l olarak bulunmustur. MDR-AB
suslarindaki MIKso/MiKgo degerlerinde 2 kat sapma saptamiglardir. CLSI ve
EUCAST kriterlerine gore ERV ig¢in bir klinik sinir deger bulunmadigindan

calismada duyarlilk kategorileri (S, I, R) verilmeden MIiK degerleri
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karsilastirilmistir. Calismamizda ise gradiyent test ile degerlendirme yapmamiza
ragmen bu c¢alisma ile c¢alismamuzin sonuglari arasinda oldukca benzerlik
bulunmaktadir. Calismamizdaki MIK araligi 0,016-0,75 mg/l olarak bulunurken
MIKso/go degerleri ise 0,25/0,75 mg/l olarak saptanmustir. inceledigimiz tiim suslarin
CR-AB oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda elde edilen MIK sonuglarinin diger
calismalara kiyasla oldukca diisiik oldugu gézlemlenmistir. Literatiirde ne yazik ki
ERV i¢in DD yontemiyle yapilan yeterli sayida ¢alisma bulunamamistir. Dolayisiyla
calismamizdan elde edilen veriler etkin bir sekilde Ornek ¢alismalarla
kargilastirilarak degerlendirilememistir.

Tigesiklin karbapeneme direncli A. baumannii enfeksiyonlarinda yiiksek
dozda kullanimu olan antibiyotiklerdendir. Ancak ciddi hepatotoksik etkisi ve
yapilan ¢alismalarda Acinetobacter spp. lizerinde etkinlik diizeyinin siipheli olmasi
nedeniyle kombinasyon tedavilerinde alternatif olarak denemeler yapilmistir. Ayni
antibiyotik grubunda olmasi nedeniyle “eravasiklin, tigesiklin’in alternatifi olabilir
mi?” sorusunu akla getirmektedir. Zhao ve ark. (145)’nin 2012-2016 arasinda 11
hastanenin katilimiyla gergeklestirdigi ¢ok merkezli ¢alismada 336 susun 39°u A.
baumannii olaraksaptanmistir. Duyarli suslardaki MiKso/MiKgo degerleri sirasiyla
0,125/0,25 ng/ml iken TGC’ye direngli olan suslarda her iki deger de 2 pg/ml
bulunmustur. Seifert ve ark. (139)’nin 2018 yilinda yayimladiklar1 ¢calismada 286
CR-AB susunda eravasiklinin MiKso/MiKgo degerlerini 0,5/1 mg/l bulmuslar;
tigesiklin icin MIK degeri (]2 mg/l olan 79 CR-AB susunda ise eravasiklin icin
MIKso/MiKgo degerlerini 1/2 mg/l olarak saptamuslar ve aradaki bir diliisyon artisa
dikkat cekmislerdir. Calismamizda tigesiklin MiKso/ MIKgo degerleri 2/4 mg/l iken
eravasiklin MiKso/ MiKgo degerlerini 0,25/0,75 mg/l olarak saptamis olmamiz daha
once s0z ettigimiz in-vitro olarak ERV’nin TGC’den2 ila 4 kat daha aktif olmasi
gozlemiyle de birlesince ERV’nin potansiyel bir alternatif se¢enek olabilecegini
diisiinmekteyiz.

Beta-laktamlar, Gram pozitif ve Gram negatif patojenlerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinin ayrilmaz bir parcasi olan genis bir bakterisidal ajan
sinifidir.Beta-laktamlarin bakterisidal aktivitesi, hiicre duvari olusumu i¢in gerekli
olan PBP’lerin inhibisyonu yoluyla ger¢eklesmektedir (146). Eski olarak adlandirilan
tazobaktam ve klavulanik asit gibi beta-laktamaz inhibitorlerinin karbapenemazlara

kars1 higbir aktivitesi yoktur ve AmpC dahil olmak tizere bazi C sinifienzimlere karsi
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sinirli etkisi bulunmaktadir. Dolayisiyla yeni beta-laktamaz inhibitorleri relebaktam
ve vaborbaktam, karbapeneme direncli Gram negatif comaklara karsi aktiviteyesahip
ajanlara duyulan ihtiyaci karsilamak i¢in  gelistirilmistir. ~ Relebaktam  ve
vaborbaktam karbapenemlerle kombine edilmek Uzere gelistirilen ilk beta-laktamaz
inhibitorleridir (147). EUCAST’da  Acinetobacter  spp. suslarinda
imipenem/relebaktam(IMI/REL) icin “Mikroorganizmalar tarafindan uretilen beta-
laktamazlar, ana karbapenemi genellikle degistirmez veya yeterince inhibitorle
engellenemez. Bu nedenle betalaktamaz inhibitorinun eklenmesi klinik fayda
saglamaz.” seklinde ifade edilmektedir. FDA tarafindan A. baumannii kompleksi
ve Haemophilus influenzae igin klinik sinir degerler belirlenmis olsa da (2 mg/l),
relebaktam bu mikroorganizmalara karsi imipeneme ek bir aktivite saglamaz ve
imipenem-relebaktam testi rutin olarak dnerilmemektedir (148).Enterobacterales ve
P. aeruginosa’ya oldukga etkin olabilen IMI/REL ne yazik ki, A. baumannii,
Chryseobacterium ve Stenotrophomonas'a karst ¢ok az aktivite gostermektedir
(149). flacin etkinligindeki bu azalmanm bakterilerin diren¢ mekanizmasindan
dolay1 oldugu diisiiniilmektedir. IMI-REL, A (KPC) ve C (AmpC) smfi beta-
laktamaz Greten bakterilere karsi etkiliyken, blaoxass eksprese eden karbapeneme
direncli Enterobacterales'e (CRE) karsi aktivitesi sinirlidir ve B grubu metallo-
betalaktamazlart (IMP, VIM ve NDM dahil) iireten izolatlara karsi aktivitesi
gosterilmemistir. Smith ve ark. (89) imipeneme duyarliligin IMI-REL duyarliliginin
onemli bir belirleyicisi oldugu, ¢linki bilinen imipenem direncine sahip izolatlarin
yalnizca %8'inin IMI-REL'e duyarli oldugunu bildirmislerdir. Bu arastirmacilarin
g6zlemlerine benzer sekilde ¢alismamizda da incelenen karbapeneme direngli tim
suslarin IMI/REL’e de direncli oldugu goriilmiistiir. Aym1 zamanda genotipik
oOzellikleriniinceledigimiz PCR deneyinde suslarin higbirinde IMP direng genine
rastlanmamistir. Direncin A. baumannii suslarmin kromozomal olarak sahip
olduklar1 D grubu beta- laktamazlar nedeniyle gelismis olabilecegini diisiinmekteyiz.

Acinetobacter antimikrobiyal direnc 6zelligi kazanma kapasitesinin ylksek
olmasiyla sonuglanan olaganiistii bir genetik plastisiteye sahiptir. Ozellikle, tedavisi
zor direngli enfeksiyonlarda son ¢are olarak basvurulan antimikrobiyaller arasinda
yer alan karbapenemlere karsi direng kazanimi, A. baumannii suslar1 arasinda
artmakta ve bu patojenin neden oldugu nozokomiyal enfeksiyon sorununu daha da
derinlestirmektedir (150). Gegtigimiz on yilda, karbapeneme direngli A.

baumannii‘lerde, esas olarak kromozomal ve edinsel OXA tipi karbapenem hidrolize
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edici D simifi beta-laktamazlarin ve daha az siklikla metallo-betalaktamazlarin
etkisiyle dramatik bir artis olmustur (139). Acinetobacter turlerinin OXA
karbapenemazlar filogenetik alt grublart OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA58
olarak ayrilmaktadir (101).

OXA-51 ilk olarak Arjantin‘'de klinik ¢rnekten izole edilen A. baumannii
susunda kromozomal aracili bir beta-laktamaz olarak bulunmustur. Daha sonraki
caligmalarla, OXA-51 benzeri enzim grubu olarak adlandirilan bu gruba dahil ¢ok
sayida Uyenin varhigigosterilmistir. Bu enzim iizerine yapilan ¢alismalar da blaoxas:
genlerinin A. baumannii kromozomuna 06zgl oldugunu gostermistir (150).
Kromozomal blaoxas: benzeri alellerin varliginin, konak susun karbapenem direnci
seviyesiyle iliskili olmayabilecegi, ancak az da olsa karbapenem direncinde
sinerjistik rolii olabilecegi diistiniilmektedir (101, 151). Bu dogrultuda ¢alismamizda
degerlendirilen 80 sus VITEK-2 otomatize sistemi ile tiir diizeyinde A. baumannii
olarak tanimlanmustir. Ayrica suslarin tamaminda karbapenem direnci saptanmis ve
genotipik olarak tim suslarda OXA-51 varlig gosterilmistir.

OXA-23, OXA-24 ve OXA-58 enzimlerini kodlayan aleller direncgle
veya en azindan azalmus duyarlhilikla iliskilendirilmistir (101). Ilk olarak Iskogya'da
tamimlanan blaoxa2s geni, dinya c¢apinda giderek daha fazla bildirilmektedir.
Acinetobacter radioresistens blapxa»; benzeri  genlerin  6nclisi  olarak
tanimlanmigtir. Karbapeneme direngli ve OXA-23 (reten A. baumannii'nin klonal
salginlart Bulgaristan, Cin Halk Cumbhuriyeti, Brezilya, Irak, Afganistan ve Fransiz
Polinezyasi gibi birgok iilkede rapor edilmistir (152). Salginlara neden olan OXA-
23 Ureten A. baumannii diinyanin gesitli bélgelerinden bildirilmistir (153). Ispanya
ve Portekiz kaynakli salginlarda da OXA-24 sorumlu gosterilmistir. Bilinen ilk
OXA-58 susu igeren Acinetobacter 2003 yilinda Fransa’da izole edilmis, nadir
gorilmekle birlikte direncli suslarla iliskilendirilmistir. Ayrica bu enzim bir Fransiz
hastanesindeki salgin susunda ve ¢esitli Giiney ve Dogu Avrupa Ulkelerindeki
izolatlarda bulunmustur (154). Tayland’dan yapilan bir ¢alismada 300 susta D grubu
karbapenemaz varhig: tespit edilmis ve oranlari sirastyla; blagxazs %82,6, blagxazs
%0,3 ve blapgxass %6,5 olarak bulunmustur (155). Yang ve ark. (156), 2006-2007
yillar1 arasinda yogun bakimlarda arastirdiklar1 karbapeneme direngli 49
Acinetobacter susunun tamaminda OXA-51 saptamislar ve kazamlmig OXA-23

karbapenemaz kodlayan genleri tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamiza benzer sekilde
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OXA-58 saptanmigken bu c¢alismada ayrica OXA-24 karbapenemaz kodlayan
enzimler tespit edilmemistir. SIDERO-WT (2014-2019) siirveyans calismasinda
degerlendirmeye dahil edilen A. baumannii suslarinin %71’si OXA-23, %16’s1
OXA-24, %2’si ise OXA-58 pozitif bulunmustur (131). Goldman ve ark. (121)
sefiderokol duyarliligini arastirdiklar1 calismalarinda OXA-231 %63 ve OXA-58’1
%3 oraninda saptamislardir. Tiirkiye’de 2008-2011 arasinda Ciftci ve ark. (158)’nin
gergeklestirdigi  ¢ok merkezli calismada ise 834 A. baumnannii susunda
karbapeneme direncli izolatlarin %74,4’tinde OXA-23, %17,3’iinde ise OXA-58
saptanmustir (157).

Calismamizdaki sonuclar degerlendirildiginde, OXA-23 oramt %82,5
bulunurken OXA-24 %17,5 oraninda saptanmistir. Cogu calismada da OXA-23
sikligt OXA-24’ten daha yiiksek tespit edilmektedir. Ciftci ve ark. (157) da
calismalarinda yillar icinde OXA-23 gorulme sikliginda artis gozlemlediklerini
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizdaki diren¢ oranlarinin diger ¢aligsmalara oranla
yuksek bulunmasinin bu artisile iliskili olabilecegini diisinmekteyiz. Ayrica yine ayni
calismada OXA-24 kodlayan gen bolgesi icin gerek NCBI (Amerikan Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) dizileri esas alindiginda gerekse sentezlenen ya da
literatiirede bildirilen primer ciftleri kullamldiginda blaoxazs geni icin pozitiflik
saptanamadig1 bildirilmistir (157). Calismamizda yasanan zorluklardan birisi, OXA-
24 kodlayan gen bolgesini tespit etmedeki zorluk olmustur. Uyguladigimiz ilk PCR
protokoli olan multipleks galismalarinda kullandigimiz ThermoFisher DreamTagq ile
cesitli validasyon ¢alismalar1 yapmamiza ragmen jel elektroforezinde pozitif kontrol
icin bir bant elde edilememisti. En son bu durumun tagDNaz’dan
kaynaklanabilecegi diistiniilerek farkli treticiden temin edilen SOFTEC TagDnaz ile
monopleks PCR ¢alisilmasi sonucunda pozitiflik elde edilmistir.

SIDERO-WT calismasinda OXA-23, OXA-24 ve OXA-58 reten
suslarda sefiderokol i¢in MiKgo degerleri 1 pg/ml olarak bulunmustur (158). 2013-
2014 yillarinda 47'si OXA-23 tipi beta-laktamaz {ireten sus olmak {izere 78
karbapeneme direncli izolat toplanmustir. Genel olarak, sefiderokol MIKso/MiKgo
degerleri 0.5/ 8 mg/l olup, OXA-23 tipi beta-laktamaz Ureten izolatlardaki MIiK
degerleri ayni bulunmustur (135). Galani ve ark. (137), 271 A. baumannii susunun
incelendigi ¢ok merkezli ¢alismalarinda tiim suslarda OXA-51 ve OXA-23
saptadiklarim bildirmislerdir. Sefiderokol icin MIKso/MIKgo degeri bildirilmeyen bu
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calismada, CLSI’a gore %93,4 ve EUCAST’a gore %86 sefiderokol duyarliligi
saptandigim1  belirtmislerdir. Seifert ve ark. (159)’min yaptiklar1 ¢alismada
sefiderokol icin MiKso/MiKoo degerleri OXA-23 benzeri izolatlar icin 0,5/4 mg/I
olarak bulunurken NDM-IMP-OXA-58 gibi diger karbapenemazlar: ireten suslardaki
sefiderokol MiKso/MiKgo degerlerinin 1 ila 32 mg/l arasinda degistigi saptanmustir.
Calismamizda ise literatiirle korelasyon gosteren sonug A. baumannii’de OXA-24 ve
OXA-58’e oranla OXA-23 goriilme sikliginin daha fazla oldugu seklindedir. Ancak
karbapenemaz gen bolgelerine gore sefiderokol direnci kiyaslandigimda MiKsoy/MIKgo
degerlerinde OXA-23 (+) ve OXA-24 (+) suslardaki MiKgo degerlerimiz sirasiyla
128 mg/l ve >256 mg/l olarakbulunmustur. Bu sonuglar, literatiirdeki ¢alismalarin
sonuglarina gore oldukca yiiksektir. Ayn1 suslarin eravasiklin ve Kkolistin icin MiK
degerleri incelendiginde ayni olup sirasiyla 0,5 mg/l ve 2 mg/l olarak saptanmustir.

Livemore ve ark. (141) 55 A. baumannii izolat1 igerisinde OXA-23/51/58
genlerini iceren 39 A. baumannii susunda ervasiklin MiK degerini 1 mg/l olarak
saptamislardir. Tkinci olarak, eravasiklin MiK'leri ile spesifik karbapenem direng
mekanizmalar1 arasinda ¢ok az iliski olmasina ragmen, eravasiklin ve tigesiklin
MIKoo degerleri karbapeneme direncli Enterobacteriaceae ve A. baumannii izolatlari
icin karbapeneme duyarli kontrollere gore 2 ila 4 kat daha yiiksek saptanmis ve
eravasiklin i¢in benzer bir MiKsp kaymasi gdzlemlenmistir. Zhao ve ark. (145)’nin
ervasiklinin in- vitro aktivitesini degerlendirdikleri calismada OXA-23 (+) suslarda
tigesiklinin MiKso/MiKgo degeri 4 mg/l ve eravasiklinin MiKso/MiKgo degerleri ise
sirastyla 1/2 mg/l olarak saptanmustir. Yine aym ¢alismada tigesikline direncli
suslarda yapilan incelemede ise eravasiklin MiKso ve MiKgo degerleri 2 mg/l olarak
belirlenmistir (145).

Son yillarda artan direng sorunu yeni antibiyotik arayislarina hiz
kazandirmistir. Calismalar bu durumun 6zellikle yasami tehdit eden hastane kaynakli
A. baumanni enfeksiyonlarinin tedavisi acgisindan alarm verdigini gostermektedir.
Bu baglamda karbapeneme direncli A. baumanni klinik izolatlarinda, Tiirkiye’de
heniiz tedavi protokollerine girmemis ve diinya genelinde de sinirli kullanimi olan
sefiderokol, eravasiklin ve imipenem-relebaktamin in-vitro etkinliklerinin
arastirildigl bu calismaninsonuglarinin literatiire 6nemli katki saglayacagi agiktir.
Calismamiz Ozellikle Ulkemizde Acinetobacter suslarinda sefiderokoliin SMD

yontemiyle arastirildigr ilk calismadir. Bununla birlikte bu c¢alismanin bazi
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kisithliklar1r da bulunmaktadir. Calismamizdan elde edilen veriler, Tiirkiye’deki 3.
basamak hastaneler i¢erisinde oldukga yogun ve genis birbolgeyi kapsayan bir hasta
populasyonuna sahip olmasina ragmen tek merkeze ait verileriyansitmaktadir. Bir
digeri ise ¢ogul ilaca direncli A. baumanni izolatlarinin molekiler epidemiyolojisi
Uzerine katkida bulunabilecek c¢ok yonli dizi tiplemesi analizinin eksikliginden
kaynaklanan sinirlamalarla karsilagilmis olmasidir (160). Bu nedenle bu tur
aragtirmalarin daha genis kapsamli ve ¢ok merkezli c¢alismalarla desteklenmesi

gerektigini diistinmekteyiz.
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